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Resumen

Phytophthora capsici es un oomiceto patdogeno de plantas que causa pérdidas millonarias
anualmente alrededor del mundo. Produce sintomas de marchitamiento y pudricion en los
distintos 6rganos de las mas de 50 especies vegetales que afecta. Esta capacidad de infectar
diversos hospederos podria involucrar mecanismos epigenéticos de regulacién génica que le
permiten evadir el sistema inmune de la planta hospedera, pudiendo presentar en algunos
casos variacion en la patogenicidad, virulencia y plasticidad fenotipica. Entre estos
mecanismos de regulacion epigenética se encuentra el silenciamiento de genes por RNAs
pequefios (SRNAs) como los microRNAs.

Esta investigacion consistio en estudiar mediante sSRNA-seq el papel de los SRNAs y miRNAs
en la regulaciéon de la expresion de genes en la cepa D3 de P. capsici asociados con la
patogenicidad, virulencia y plasticidad fenotipica. Se utilizaron infecciones de hojas de chile
(Capsicum annuum var. annuum), pepino (Cucumis sativus), brécoli (Brassica oleraceae var.
italica) y frijol (Phaseolus vulgaris); y mediante RT-gPCR se valid6 el nivel de expresion de
genes asociados a la patogenicidad, elementos transponibles, metilacion y desmetilacion de
histonas, biogénesis, transporte y procesamiento de sRNAs-miRNAs, asi como un par de
potenciales miRNAs con su gen target.

El andlisis de virulencia indicé que P. capsici modifica su capacidad patogénica al infectar
diversas especies vegetales. Ademas, presentd cambios significativos en el crecimiento,
morfologia colonial y esporangios. Estos cambios de la virulencia y caracteristicas plasticas se
consideran un posible mecanismo de adaptacién/aclimatacion del oomiceto a varias especies
vegetales.

Los andlisis de sRNA-seq revelaron que P. capsici tiene principalmente dos poblaciones de
SRNAs de 20-22nt 'y 25nt, los cuales se asociaron a las vias de regulacion basadas en miRNAs
y RNAI, respectivamente. Ademas, se identificaron poblaciones de sRNAs asociados a genes
efectores, modificadores de histonas, elementos transponibles y diversos procesos celulares,
algunos diferencialmente expresados. Entre éstos, se identificO a un miRNA de P. capsici
homologo al miR8788 de P. infestans que contribuye a la virulencia. Ademas, se identificaron
mMiRNAs de novo con potenciales genes target especificos.

Fueron identificados los genes centrales de la biogénesis, transporte y procesamiento de RNAs
pequefios en P. capsici conformados por DCLa, DCLJ, Exp5A, seis AGO y RDR, relacionados
filogenéticamente con homodlogos de otros oomicetos. El andlisis de su nivel de expresion
relativa mostré variacion significativa en el patdégeno aislado de los distintos hospederos.
Ademas, se analizo la expresion de genes efectores tipo elicitinas, RXLR, CRN y NLP, asi
como de genes que codifican para metilasas y desmetilasas de histonas.

Se encontrd una correlacion negativa entre la expresion relativa de miR102 y su potencial gen
blanco el efector Avrlb, asi como de miR65 y su gen blanco transposasa Tam3 con expresion
diferente en cada condicion evaluada, sugiriendo que ambos miRNAs podrian estar regulando
sus genes blanco respectivos. Estos resultados muestran el papel importante que tienen los



miRNAs en P. capsici como mecanismo epigenético hacia el proceso de
adaptacién/aclimatacion a diferentes especies vegetales.



Abstract

Phytophthora capsici is a plant pathogenic oomycete that causes millions in losses annually
around the world. It produces symptoms of wilting and rot in the different organs of the more
than 50 plant species it affects. This ability to infect various hosts could involve epigenetic gene
regulation mechanisms that allow it to evade the host plant's immune system, and in some
cases may present variation in pathogenicity, virulence, and phenotypic plasticity. Among these
epigenetic regulation mechanisms is gene silencing by small RNAs (sRNAs) such as
microRNAs.

This research consisted of studying by sRNA-seq the role of SRNAs and miRNAs in the
regulation of gene expression in the D3 strain of P. capsici associated with pathogenicity,
virulence, and phenotypic plasticity. Infections of chili pepper (Capsicum annuum var. annuum),
cucumber (Cucumis sativus), broccoli (Brassica oleraceae var. italica) and bean (Phaseolus
vulgaris) leaves were used; and using RT-gPCR, the expression level of genes associated with
pathogenicity, transposable elements, histone methylation and demethylation, biogenesis,
transport and processing of SRNAs-miRNAs, as well as a pair of potential miRNAs with their
target gene, were validated.

The virulence analysis indicated that P. capsici modifies its pathogenic capacity when infecting
various plant species. In addition to presenting significant changes in growth, and colonial
morphology and sporangia. These changes in virulence and plastic characteristics are
considered a possible adaptation/acclimatization mechanism of the oomycete to various plant
species.

SRNA-seq analyzes revealed that P. capsici mainly has two populations of SRNAs of 20-22nt
and 25nt, which were associated with miRNA-based and RNAi-based regulatory pathways,
respectively. In addition, populations of SRNAs associated with genes involved in various
cellular processes, effector genes, histone modifiers, and transposable elements, some
differentially expressed, were identified. Among these, a P. capsici miRNA homologous to P.
infestans miR8788 that contributes to virulence was identified. In addition, de novo miRNAs
with potential specific target genes were identified.

The central genes of the biogenesis, transport and processing of small RNAs in P. capsici,
made up of DCLa, DCLB, Exp5, six AGO and RDR, phylogenetically related to homologues of
other oomycetes, were identified. The analysis of its relative expression level showed significant
variation in the pathogen isolated from the different hosts. In addition, the expression of effector
genes such as elicitins, RXLR, CRN and NLP were analyzed, as well as genes that code for
histone methylases and demethylases.

A negative correlation was found between the relative expression of miR102 and its potential
target gene, the Avrlb effector, as well as miR65 and its target gene transposase Tam3 with
different expression in each condition evaluated, suggesting that both miRNAs could be
regulating their respective target genes. These results show the important role that miRNAs
have in P. capsici as an epigenetic mechanism towards the adaptation/acclimatization process
to different plant species.



| Introduccién

P. capsici representa una amenaza importante para la seguridad alimentaria debido a la
infeccion que provoca en distintos cultivos agricolas susceptibles. Para comprender y ayudar
a controlar los efectos devastadores que causa este patdégeno es importante ampliar el
conocimiento de los mecanismos moleculares implicados en la interaccibn con sus
hospederos. Sin embargo, la mayoria de los estudios que se han realizado en este
microorganismo corresponden a su desarrollo e infeccion en plantas, son pocas las
investigaciones que se enfocan en estudiar las caracteristicas fenotipicas y procesos
moleculares del patdgeno después de la infeccion, principalmente aquellas en donde la
regulacion epigenética podria tener un papel importante.

Este trabajo de investigacion plantea el tema de la regulacion génica mediada por mecanismos
epigenéticos a traves de microRNAs en el oomiceto fitopatégeno Phytophthora capsici aislado
de infecciones secuenciales en solanaceas (chile, Capsicum annuum, var. Annuum L.),
cucurbitaceas (pepino, Cucumis sativus), brassicaceas (brécoli, Brassica oleraceae var. Italica)
y fabéceas (frijol, Pheseolus vulgaris).

Hasta el momento, se desconoce el papel e importancia que pueden tener los miRNAs, asi
como los genes asociados a su biogénesis y procesamiento sobre la regulacion de genes y
elementos gendmicos en P. capsici. Incluso dentro del género Phytophthora es reducida la
informacion sobre la funcion que tienen los miIRNAs durante la infeccion y el proceso de
adaptacion/aclimatacion a diferentes especies vegetales. El estudio de dichos elementos no
codificantes y sus genes blanco en P. capsici puede brindar conocimiento relevante acerca de
los mecanismos de regulacion epigenética mediados por miRNAs-sRNAs después de infectar
cada especie vegetal, asi como informacién util que pueda ayudar a dilucidar su importancia
en la regulacién de efectores, en el desarrollo y la diversificacion de su patogenicidad, para
comprender mejor la biologia de este patdgeno y contribuir en la busqueda de estrategias para
su control.

En la presente investigacion se evalud la patogenicidad y virulencia de la cepa D3 de P. capsici
sobre hojas de chile, pepino, brécoli y frijol, a través de infecciones primarias y posteriormente
en infecciones secundarias con el patégeno aislado de cada uno de los hospederos. Se evalud
también, el crecimiento, plasticidad fenotipica colonial y de esporangios como mecanismo
inicial adaptativo/aclimatacion a las diferentes especies vegetales, a través de la modificacion
de su patogenicidad y plasticidad fenotipica. Mediante secuenciacion masiva de RNAs
pequefos utilizando la tecnologia lllumina y andlisis bioinforméticos, se identificaron patrones
de expresion y de regulacion génica mediados por potenciales miRNAs y sRNAs. Se evalu6
experimentalmente la expresion de dichos RNAs no codificantes, asi como de genes que
codifican proteinas asociadas a su biogénesis, transporte y procesamiento, con el fin de
establecer una relacion entre la variacién de la patogenicidad del oomiceto con su crecimiento,
morfologia y aspectos de regulacion génica de miRNAs y sRNAs.



Il Pregunta de investigacion
¢ Existiran miRNAs que modulan la variacion de la patogenicidad y el fenotipo de P. capsici
después de la interaccidn con diferentes especies vegetales?

2.2 Objetivo general

Identificar el papel de los microRNAs y genes asociados a su biogénesis y procesamiento
sobre la patogenicidad y plasticidad fenotipica de Phytophthora capsici después de infectar
diferentes hospederos.

2.3 Objetivos especificos

1. Caracterizar la patogenicidad, virulencia y fenotipo de P. capsici después de infectar por
dos generaciones hojas de chile, pepino, brocoli y frijol.

2. ldentificar la relacion entre historial de infeccion, virulencia y plasticidad fenotipica de P.
capsici aislado de chile, pepino, brocoli y frijol.

3. Analizar mediante sRNA-seq la expresion de miRNAs de P. capsici aislado de distintos
hospederos.

4. Analizar el nivel de expresion relativa mediante RT-qPCR de potenciales miRNAs y su
posible gen blanco, asi como de genes asociados a la biogénesis y procesamiento de
MiRNAs de P. capsici.

5. ldentificar la relacion de expresion de miRNAs, genes asociados a su biogénesis y
procesamiento con la patogenicidad y plasticidad fenotipica de P. capsici.



Il Antecedentes

3.1 Generalidades de los oomicetos

Los oomicetos forman un linaje antiguo del reino Chromista (Kamoun, 2006, 2007), los cuales
son organismos eucariotas que incluyen una gran cantidad de patdgenos de plantas que
amenazan ecosistemas naturales (Kamoun et al., 2015). Superficialmente se asemejan a los
hongos filamentosos, pero estan filogenéticamente relacionados con organismos acuaticos
como las diatomeas y las algas pardas (Gunderson et al., 1987; Jiang & Tyler, 2012; K. Lamour
& Kamoun, 2009; Thines, 2014; Thines & Kamoun, 2010).

La evidencia fésil indica que varios oomicetos surgieron como enddfitos de plantas terrestres
en el periodo Carbonifero, hace aproximadamente 300—350 millones de afios (Krings et al.,
2011). El impacto de los oomicetos en la humanidad esta bien documentado como una
amenaza persistente para la agricultura comercial, de subsistencia y como patégenos
destructivos de las plantas nativas (Agrios, 2005; D. C. Erwin & Ribeiro, 1996; K. Lamour &
Kamoun, 2009).

Dentro de los oomicetos se encuentra el género Phytophthora, constituido por mas de cien
especies reportadas (Stam et al., 2013), el cual contiene algunos de los patégenos de plantas
mas notorios como Phytophthora infestans, agente causal del tizon tardio de la papa que fue
responsable de la Gran Hambruna Irlandesa a mediados del siglo XIX (B. J. Haas et al.,
2009). Phytophthora ramorum que representa una gran amenaza forestal al causar la muerte
subita del roble (Hiberli & Garbelotto, 2012), Phytophthora sojae por ser el segundo patdgeno
mas destructivo de la soya (Tyler BM, 2007); y considerado como el siguiente oomiceto
patdgeno mas devastador se encuentra P. capsici (Kamoun et al., 2015), el cual es el
organismo principal de interés en esta investigacion.

3.2 Phytophthora capsici

Phytophthora capsici fue descrito por primera vez por Leon H. Leonian en la Estacion de
Investigacion Agricola de Nuevo México, Las Cruces en 1922 (L. H. Leonian, 1922). En su
informe, describié una nueva especie de Phytophthora que causé dafios considerables a las
plantas de chile en el otofio de 1918. Un afio después, la enfermedad reaparecié en el mismo
sitio y también afecto las areas circundantes (kreutzer W. A., 1937). Originalmente se pensoé
gue era patogeno especifico de chile, pero pronto se informo sobre jitomate, berenjena, pepino,
melén, calabaza y mas recientemente en frijol (Davidson et al., 2002; A. Gevens & Hausbeck,
2004; Kreutzer et al., 1940; kreutzer W. A., 1937; Kreutzer & Bryant, 1946; Tompkins & Tucker,
1937; Wiant, 1940).

Phytophthora capsici provoca la pudricion de la raiz, corona, hojas y el fruto en varias hortalizas
importantes por lo que causa pérdidas econdmicas significativas en todo el mundo. Tan solo
en 2010, se sembraron 77 850 acres de chile y pimiento morrén en E. U. con un valor estimado
de $ 772 millones, los cuales se vieron afectados por el oomiceto. Dado que las epidemias
de P. capsici causan dafios en otros cultivos hospedantes importantes como jitomate,
berenjena, frijol y cucurbitdceas en diversas regiones de cultivo importantes de América
Central y del Sur, el sur de Europa y Asia, la pérdida de la produccion mundial de estos
vegetales amenazados cada afio se valora en mas de mil millones de dolares (D. C. Erwin &



Ribeiro, 1996; A. J. Gevens et al., 2008; L. H. Leonian, 1922; K. H. Lamour & Hausbeck, 2001;
K. Lamour & Kamoun, 2009; Meitz et al., 2010).

Una vez introducido en un sitio de campo, P. capsici es dificil de controlar y, a menudo,
imposible de erradicar (Gobena et al., 2012; K. H. Lamour & Hausbeck, 2000). Se ha tratado
de controlar la enfermedad del tizbn en campos infestados por el patbgeno mediante la
aplicacion de fungicidas como el metalaxil, sin embargo, diversas cepas se han vuelto
resistentes, ademas que la aplicacion indiscriminada de estos compuestos representan un
impacto ambiental significativamente negativo por la contaminacién que causan. Por otro lado,
los sintomas de enfermedad que causa el oomiceto varian considerablemente segun la
especie vegetal, la parte de la planta infectada y las condiciones ambientales, mostrado en la
figura 1 (K. H. Lamour, Stam, et al., 2012).

Figura 1. Infeccion causada por P. capsici en tejidos de varias especies vegetales. A: Tizén del chile causado
por P. capsici, obtenido de (Lamour, K. H, et al., 2012). B: Infeccién de pepino causado por P. capsici D3, imagen
obtenida de esta investigacion. C: Micelio aéreo creciendo sobre vainas de frijol infectadas por P. capsici D3,
obtenido de esta investigacién. D: Sintomas de infeccién en la base de raiz necrosada de cucurbitacea causada
por P. capsici, obtenido de (Lamour, K. H, et al., 2012). E: Infeccidn de hojas y tallo de jitomate causado por P.
capsici, obtenido de (Kurt, et al., 2012). F: Infeccion en fruto de calabaza con crecimiento aéreo de P. capsici,
obtenido de (Lamour, K. H, et al., 2012).

Durante los dltimos noventa afios P. capsici se ha extendido geograficamente a medida que
se ha intensificado el cultivo agricola a varias partes del mundo como Estados unidos, México,
Perd, Argentina, China, Sudafrica, entre otros; adaptandose dinamicamente a nuevos
hospederos (D. C. Erwin & Ribeiro, 1996; A. J. Gevens et al., 2008; Gobena et al., 2012;



Hausbeck & Lamour, 2004; Hurtado-Gonzales et al., 2008; L. H. Leonian, 1922; K. H. Lamour,
Stam, et al., 2012; K. H. Lamour & Hausbeck, 2001; K. Lamour & Kamoun, 2009).

La clasificacion taxondmica de P. capsici lo incluye en el reino de los Chromistas, formando
parte del Phylum Oomycota, en la clase de los oomicetos, del orden de los Peronosporales,
en la familia Peronosporaceae, dentro del género Phytophthora y especie denominada
como capsici (Schoch et al., 2020). Dentro de los 10 clados principales en que se agrupan los
oomicetos, P. capsici se encuentra en el clado 2 (Blair et al., 2008), estrechamente relacionado
con P. tropicalis y P. mexicana (Aragaki & Uchida, 2001; Blair et al., 2008).

3.3 Caracteristicas morfoldgicas y fisiolégicas de P. capsici

Los caracteres morfologicos que definen a P. capsici son la constitucién de hifas y micelio
cenocitico e hialino, es decir sin septos y continuo, con paredes celulares paralelas donde
pueden observarse abundantes gotas oleaginosas. P. capsici se puede reproducir de manera
sexual a través de la fusion de estructuras sexuales denominadas anteridio (masculino) y
oogonio (femenino), para desarrollar oosporas de paredes gruesas. En su reproduccion
asexual, produce esporangios los cuales son pequefios saculos predominantemente papilados
con forma variante desde casi esférica a elongada, con una base estrechada en algunos casos
y pedicelos largos. Dentro de los esporangios se albergan las zoosporas, las cuales son células
especializadas en la dispersion de la enfermedad, caracterizadas por la presencia de un par
de flagelos que le permiten moverse, mostrado en la figura 2 (K. H. Lamour, Stam, et al., 2012).

. E Oogonio
E—

Anteridio

Figura 2. Caracteristicas morfolégicas de P. capsici. A: Morfologia colonial de tipo estrellada de P. capsici D3 en
medio V8, obtenida de esta investigaciéon. B: Morfologia colonial en roseta de P. capsici D3, obtenido de esta
investigacion. C: Micelio aéreo de P. capsici D3, obtenido de analisis propios de esta investigacion. D: Zoosporas
de P. capsici, vista bajo microscopio electronico de barrido, imagen obtenida de (Shew & Mendoza-Moran, 2016).
E: Oospora de P. capsici, imagen modificada de (Jung et al., 2017). F: Esporangios de P. capsici D3 con
zoosporas, imagen obtenida de esta investigacion.

Sus caracteristicas fisiologicas mas destacadas es la temperatura de crecimiento de 10°C
minima, 28°C 6ptima y 35°C méxima, abundancia de esporulacion en medios liquidos y puede
producir engrosamientos hifales. El aspecto de las colonias en medios de cultivo solidos se
clasifican de acuerdo con el patron micelial y ramificacion de hifas, las cuales pueden ser en
su mayoria de tipo estrellado y menor abundancia de forma petaloide, en roseta, irregular,
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concéntrico, con micelio aéreo ralo (poco poblado), harinoso o algodonoso, mostrado en la
figura 3 (D. C. Erwin & Ribeiro, 1996).

N .

Crisantemo Petaloide Crecimiento lento

Figura 3. Patrén de crecimiento colonial de P. capsici en medio V8 de tipo: sin patron, estrellado, radial,
crisantemo, petaloide y crecimiento lento con morfologia ralo, imagen obtenida de (Abad G. et al., 2019).

3.4 Ciclo de vida e infeccioso de Phytophthora capsici

P. capsici es un patdégeno de suelo que tiene reproduccion mixta ya que se puede reproducir
de manera asexual o sexual (McDonald & Linde, 2002). Para ésta ultima al ser una especie
heterotélica con aislamientos que tienen uno de dos tipos de apareamiento designados como
Aly A2, se requiere que ambos estén muy cerca para que ocurra el apareamiento, asi como
la produccién de gametangios tanto masculinos (anteridios) como femeninos (oogoniales)
dentro de cada uno de los aislamientos Al y A2, ademas de crecimiento de los anteridios a
través del gametangio oogonial (D. C. Erwin & Ribeiro, 1996; Ko, 1988).

La meiosis se produce en los gametangios y los nucleos haploides se transportan al oogonio
a través de un tubo de fertilizacién. Este proceso ocurre dentro de 3 a 5 dias en condiciones
de laboratorio y conduce a la producciéon de oosporas anfiginas de paredes gruesas
distintivas. Las oosporas formadas en el campo pueden persistir en el suelo durante afios y
son resistentes a las duras condiciones ambientales (Bowers et al., 1990; Lamour & Hausbeck,
2003).

Las oosporas requieren generalmente de un periodo de latencia indeterminado
aproximadamente de mas de 8 semanas y, dependiendo de los padres, las oosporas germinan
para producir tubos germinativos que se ramifican en un micelio tipico y/o producen
esporangios en pedicelos largos o pueden producir descendencia sexual viable cuando se
cruzan in vitro (D. C. Erwin & Ribeiro, 1996).

Cuando ambos tipos de apareamiento estdn presentes en el mismo campo, se producen
oosporas que permiten que el patdégeno sobreviva durante afios en el suelo, incluso en
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ausencia de la planta susceptible (Granke et al., 2012). Se considera a la reproduccion sexual
como la principal fuente de variacion genotipica en P. capsici (Tyler, 2002).

En cambio, para que se lleve a cabo la reproduccion asexual en P. capsici generalmente las
condiciones ambientales deben ser favorables, asi como la presencia de una planta hospedera
0 sustrato rico en nutrientes, por lo que entonces el oomiceto a menudo produce cantidades
masivas de esporangios en la superficie del tejido infectado o sustrato, siendo la principal forma
de reproducirse (D. C. Erwin & Ribeiro, 1996). En esta investigacién analizamos la capacidad
gue tiene el patdgeno de infectar varias especies vegetales a través de las generaciones
mediante reproduccion asexual, generando lineas clonales del oomiceto.

Cuando los esporangios maduran se desprenden facilmente del esporangioéforo, el cual es una
hifa modificada de anclaje entre el micelio y el esporangio. Los esporangios pueden liberar
rapidamente de 20 a 40 zoosporas moviles biflageladas por estructura (D. C. Erwin & Ribeiro,
1996). Las zoosporas nadan quimiotacticamente con geotropismo negativo para llegar a las
plantas, y cada una de estas zoosporas puede potencialmente causar una nueva infeccion
(Latijnhouwers et al., 2003; van West et al., 2002).

Una vez en la superficie de la planta, las zoosporas desprenden sus flagelos, se enquistan y
se adhieren a la superficie del hospedero y producen un tubo germinativo. Con el tubo
germinativo y con la ayuda de enzimas secretadas, penetran la cuticula de la planta
directamente y colonizan los tejidos del hospedero (B. , L. P. Feng et al., 2010; P. Li et al.,
2011).

La infeccion causada por P. capsici hacia una especie vegetal comienza cuando una hifa que
emana de una oospora germinada en su reproduccion sexual, un esporangio que germina
directamente y/o una zoospora enquistada penetra la cuticula de la planta y accede a las
células de la misma. Luego, la invasion exitosa es seguida por el crecimiento y la colonizacion
del patégeno en los tejidos del hospedero, lo que finalmente da como resultado el colapso del
tejido y la esporulacion. En condiciones 6ptimas de 25-30 °C y alta humedad relativa, el tiempo
desde el comienzo de la infeccion hasta la esporulacion se produce en 2—3 dias (D. C. Erwin
& Ribeiro, 1996; Ko, 1988).

Los esporangios se pueden dispersar a través del agua de riego o la lluvia. A medida que el
patégeno coloniza la planta, se forman copiosas cantidades de esporangios que pueden
infectar nuevas plantas o nuevas partes de la misma planta y causar mdultiples ciclos de
infeccion durante una sola temporada de crecimiento (Granke et al., 2009). En la figura 4A se
observa un esquema sobre el ciclo de vida asexual e infeccioso de P. capsici.
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Figura 4. Ciclo de vida asexual e infectivo de P. capsici. A: Fases generales del ciclo de vida e infeccioso de P.
capsici. 1. Formacion de zooesporangios a partir de micelio aéreo del oomiceto. 2: Desprendimiento de
zooesporangios del micelio aéreo, denominados esporangios. 2.1: Si las condiciones son adecuadas para el
crecimiento, los esporangios pueden germinar directamente para formar micelio. 3: Los esporangios liberan
zoosporas hiflageladas que nadan quimidtacticamente al tejido de la planta. 4: Una vez en el sitio, las zoosporas
pierden motilidad al desprenderse de sus flagelos, enquistarse y formacion de pared que se adhiere a la superficie
de la planta. 5: El quiste germina formando un tubo germinativo, lo que proporciona una adhesiéon mas fuerte a la
superficie del huésped en preparacion, para la posterior invasion de la epidermis de algunos tejidos aéreos. En
los tejidos fundamentales, el tubo germinativo puede penetrar la epidermis de la raiz al crecer intercelularmente
a lo largo de las paredes celulares anticlinales. 6. En el sitio de adhesién se forman apresorios y las hifas de P.
capsici que crecen para invadir intracelularmente, formando un haustorio (7), ésta es la etapa final de la fase
biotréfica. 8: Durante la etapa necrotrdfica, se forman hifas secundarias que matan a la célula huésped. 9: P.
capsici desarrolla nuevas estructuras asexuales o sexuales que son caracteristicas del oomiceto (esporangios,
anteridio u oogonio) para la formacidon de oosporas 0 zoosporas, respectivamente, proporcionando nuevos
indculos para la infeccion futura en el mismo hospedero u otros hospederos. 10. Germinacion de
zoosporas/oosporas para formacion de micelio del oomiceto. Imagen modificada obtenida de (Perrine-Walker,
2020). B: Mecanismos moleculares durante la infeccion de P. capsici. En la infeccion, P. capsici puede ser
reconocido por la planta mediante sus PAMPs (Patrones moleculares asociados a patdgenos-Pathogen
Associated Molecular Patterns) a través receptores de reconocimiento de la planta (PRR-Protein Receptor

11



Recognition), activando la inmunidad desencadenada por patrones moleculares asociados a patégenos (PTI-
PAMPs-triggered immunity), sin embargo, el oomiceto también puede secretar diversos efectores apoplasicos y
citoplasmaticos al hospedero con la finalidad de promover la infeccion, algunos de los efectores pueden ser
reconocidos y suprimidos por proteinas de resistencia de la planta (NB-LRR), activando entonces la inmunidad
desencadenada por efectores o ETI (Effector- triggered immunity), culminando en una respuesta de
hipersensibilidad (HR); sin embargo, si el patégeno logra sobrepasar los sistemas de defensa de la planta es
capaz de infectarla, imagen inspirada en (Ojeda-Rivera et al., 2022).

Como organismo hemibiotrofo, la infeccion que produce P. capsici presenta dos fases distintas:
la fase biotrofica y la necrotréfica (K. H. Lamour, Stam, et al., 2012). En la fase temprana o
biotrofica el oomiceto presenta protuberancias de hifas modificadas denominadas haustorios
gue empujan la membrana de la célula huésped hacia adentro y forman una interfaz directa
entre el hospedero y el patdgeno (Schornack et al., 2010). En esta fase, las células no parecen
verse afectadas, lo que indica una supresion local de las respuestas de defensa. Sin embargo,
al continuar el desarrollo de la infeccion a la fase necrotrofica, el oomiceto va matando las
células infectadas, causando colapso y necrosis significativos del tejido, mostrando evidentes
sintomas de la infeccion. Despueés, al colapso del tejido le sigue la aparicion de esporangios,
lo que proporciona los medios para la dispersion del patégeno y un nuevo ciclo de infeccion
(K. H. Lamour, Stam, et al., 2012).

P. capsici puede afectar a la planta hospedera en cualquier etapa de crecimiento y causar
muerte de plantulas, pudricién de la corona, tizon foliar y pudricién de la fruta (Hwang & Kim,
1995; Kreutzer et al., 1940; B. K. Lee et al., 2001; Ristaino, 1990).

3.5 Rango de hospederos que infecta P. capsici

P. capsici puede infectar una amplia gama de hospederos en condiciones de laboratorio e
invernadero, incluidos cultivos, plantas ornamentales y plantas nativas pertenecientes al
menos a 26 familias vegetales. Sin embargo, principalmente afecta a solanaceas y
cucurbitaceas (Crossan et al., 1954; D. C. Erwin & Ribeiro, 1996; Hwang & Kim, 1995; Granke
et al., 2012), de manera que es un patégeno destructivo que produce pérdidas econémicas
sustanciales por cultivos infestados cada afio. Esto lo convierte en un excelente organismo
modelo para el estudio de la virulencia y adaptacién a diversas plantas hospederas, teniendo
en cuenta que P. capsici es facil de cultivar y manipular en el laboratorio, e infectar diversas
especies de plantas (K. H. Lamour, Stam, et al., 2012). En la presente investigacion estudiamos
el papel patogénico que tiene P. capsici en varias familias vegetales conformadas por chile,
pepino, brécoli y frijol. Se conoce que en condiciones de campo y laboratorio, chile, pepino y
frijol son susceptibles a ser infectadas por P. capsici (Mary K. Hausbeck & Kurt H. Lamour,
2004), en cambio, brocoli suele ser resistente (Vargas et al., 2013).

3.6 Relacion de P. capsici con plantas de chile

En plantas de chile, el patdgeno causa la enfermedad mas devastadora conocida como
“marchitez del chile”, debido a la pudricion de las raices de la planta, lesiones negras circulares,
acuosas y de color café grisaceo en las hojas y tallos, asi como pudricion en frutos cubiertos
de esporangios blancos (Ristaino & S.A. Johnston, 1999). Las infecciones de las raices causan
gue las plantulas se marchiten, mientras que, en las plantas mas viejas, es comdn observar
crecimiento atrofiado, marchitamiento, y finalmente, la muerte (K. H. Lamour, Stam, et al.,
2012).
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El chile (Capsicum annuum L.) es uno de los cultivos horticolas mas importantes en México.
En la region norte-centro del pais, la marchitez causada por P. capsici en chile, es uno de los
principales problemas fitopatologicos a los que se enfrentan los productores (Castro et al.,
2012), ya que se han reportado pérdidas de entre 10 y 100% de la produccion a causa de este
fitopatogeno (Guigon-Lopez & Gonzalez-Gonzélez, 2004).

Por su parte, la planta de chile (Capsicum annuum, var. annuum L.), utilizada en la presente
investigacion es caracterizada por ser parte de la familia de las Solanaceas, la cual es una
planta herbacea, de cultivo generalmente anual, en algunos casos puede ser bianual. Su ciclo
de vida comprende las fases principales de plantula vegetativa, floracion y fructificacién
(Votava et al., 2005).

Esta especie presenta sistema de raices de tipo pivotante y profundo, con tallo erecto de hasta
2 m o mas de altura, anguloso y provisto de ramificaciones. Se encuentra compuesta por hojas
alternas, brillantes de forma ovada o eliptica. Sus hojas son ricas en estomas llegando hasta
30000/cm2 en el envés cuya caracteristica es aprovechada por patégenos como P. capsici
para su infeccién. Tiene flores hermafroditas, color blancas, solitarias, raramente de dos a tres
pares. Pedunculo largo y delgado, caliz truncado; corola blanca raramente verdosa. Los frutos
gue desarrolla son los tipicos chiles, considerados como bayas carnosas, donde esta presente
el alcaloide “capsaicina” que es responsable del sabor picante (Votava et al., 2005).

3.7 Relacion de P. capsici con plantas de pepino

La primera aparicion informada de P. capsici en cultivos de cucurbitaceas ocurrio en 1937,
cuando un campo de pepino se enfermd y el 100 % de la fruta se pudrié (kreutzer W. A., 1937).
Algunas plantas de pepino parecen tolerar la infeccion de la raiz por P. capsici, pero la fruta es
especialmente susceptible (Mary K. Hausbeck & Kurt H. Lamour, 2004), ya que las infecciones
en la plantas pueden ser relativamente asintomaticas o mostrar pudricion de la raiz limitada,
asi como retraso en el crecimiento de la planta (Mary K. Hausbeck & Kurt H. Lamour, 2004).

En frutos infectados de pepino, se puede observar expansion de las lesiones, produciendo
esporangios frescos durante dias o semanas segun el tamafio de la fruta (K. H. Lamour, Stam,
et al., 2012). En México y en la regién centro-norte de los Estados Unidos, P. capsici es un
problema que ha sido reportado en pepino (Stevenson et al., 2000, 2001).

Por su parte, la planta de pepino (Cucumis sativus) utilizada en esta investigacion es originaria
de las regiones tropicales de Asia, siendo cultivada en la India desde hace mas de 3000 afios.
Es una planta, herbacea de crecimiento rastrero e indeterminado. El sistema radicular
consiste en una fuerte raiz principal que alcanza de 1-1.20 metros de largo,
ramificandose en todas las direcciones. Sus tallos son rastreros llegando a alcanzar hasta
3.5 metros. Las hojas son simples, acorazonadas, alternas y opuestas; con epidermis de
cuticula delgada, lo que es sencillo para patdbgenos como P. capsici sobrepasar su barrera
fisica de defensa (Fornaris, 2001).

Algunas variedades de plantas de pepino presentan flores hermafroditas, situadas en las axilas
de las hojas en racimos con pétalos amarillos. El fruto se considera como una baya falsa
(pepdnide) y es alargada, mide aproximadamente entre 15 y 35 cm de longitud. Es un
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fruto carnoso, mas o menos cilindrico, color verde en su exterior, amarillo o blanco
interiormente (Fornaris, 2001).

3.8 Relacion de P. capsici con plantas de brocoli

A diferencia de las familias vegetales de Solanaceas y Cucurbitaceas, los cultivos de hortalizas
de la familia Brassicaceae, en los que se incluye brdocoli se han considerado no hospederos
(non-host), o resistentes a P. capsici debido principalmente a la produccion de metabolitos
secundarios de tipo glucosinolatos que protegen a la planta en respuesta al patégeno (Vargas
et al., 2013). Por ello, normalmente se plantan como cultivos rotacionales en campos y se
siembran como cultivos de cobertura de biofumigacion contra P. capsici y otros patdgenos del
suelo, esta préactica ha aumentado debido al incremento de las restricciones sobre el uso de
fungicidas (Krasnow & Hausbeck, 2015).

Sin embargo, en condiciones de laboratorio algunos aislamientos de P. capsici pueden mostrar
la capacidad infectiva a especies vegetales de Brasicaceas como brécoli (Krasnow &
Hausbeck, 2015).

Por su parte, la planta de brocoli (Brassica oleraceae var. Italica) es una hortaliza anual, con
sistema radical poco profundo con hojas grandes con bordes ondulados de color verde intenso
a verde grisaceo, y cuyo tallo principal termina en una inflorescencia primaria con flores
dispuestas en una estructura denominada “pella” o “pan”, que se comercializa para consumo.
Se caracteriza por el alto contenido de compuestos azufrados, provitamina A, vitamina C y
antioxidantes (Kehr & Diaz, 2012).

3.9 Relacion de P. capsici con plantas de frijol

Al principio se informo6 en Estados Unidos que las plantas de frijol eran "inmunes” a la infeccion
por P. capsici bajo condiciones de invernadero (Satour & Butler, 1967), por lo cual cultivares
de frijol se consideraban una rotacion adecuada para cultivos susceptibles a P. capsici. Sin
embargo, en los veranos de 2000 y 2001 se aislé al patégeno de cinco cultivares comerciales
de frijol lima (Phaseolus lunatus) en Delaware, Maryland y Nueva Jersey, E. U. (Davidson et
al., 2002). Antes de este momento, solo hubo un informe de P. capsici que causé una infeccion
natural en vainas y tallos de frijol lima que ocurrié en Cordoba, Argentina en 1950 (Frezzi,
1950).

Recientemente, se ha aislado al oomiceto de campos comerciales de frijol ejotero (Phaseolus
spp.) en el norte de Michigan (A. Gevens & Hausbeck, 2003), agregando a esta planta a la
larga lista de cultivos susceptibles a P. capsici. Lo interesante en esta situacion, es que los
campos de frijol tenian un historial de cultivo de calabaza con infestacion de P. capsici, por lo
cual es probable que las cepas del oomiceto se estén adaptando relativamente rapido a plantas
de frijol a nivel de campo (A. J. Gevens et al., 2008).

Los sintomas de enfermedad que causa P. capsici en plantas en frijol incluyen marchitez y

clorosis, necrosis en hojas, tallos, peciolos, vainas y declive en general (A. Gevens &
Hausbeck, 2003).
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Pheseolus vulgaris, o planta de frijol ejotero pertenece a la familia de las fabaceas, dentro del
grupo de las leguminosas que poseen semillas comestibles. El frijol comun corresponde a uno
de los cultivos mas importantes de México y el mundo por ser un componente esencial de la
dieta. Su sistema radical esta formado por una raiz principal y pelos absorbentes donde viven
en simbiosis bacterias del género Rhizobium fijadoras del nitrdgeno atmosférico. Su tallo es
herbéaceo y semilefioso de color verde, rosa o morado, con entrenudos donde se insertan las
hojas y los diversos complejos axilares, sus hojas son de dos tipos: simples y compuestas. Las
flores de frijol se desarrollan en una inflorescencia de racimo. Los botones florales pueden ser
blancos, rosados o de color purpura. El fruto es la vaina que contiene las semillas (Heike, 2009;
McVaugh, 1987).

3.10 Caracteristicas gendmicas de P. capsici

En 2005 se inicio el primer proyecto de secuenciacion del genoma de P. capsici con el objetivo
de generar un borrador de referencia de su genoma y desarrollar una base de datos de
polimorfismos de un solo nucle6tido (SNP), ya que ahora se conoce, el oomiceto presenta altos
niveles de polimorfismos dentro de las poblaciones alrededor del mundo. Se secuencié el
aislado LT1534 mediante Sanger, 454 e Illlumina, logrando 64 de los 65 MB (98,4 %) previstos
del genoma de P. capsici (Hurtado-Gonzales & Lamour, 2009).

Algunas de las caracteristicas del genoma de P. capsici LT1534 son que presenta regiones
altamente densas de genes, y otras con escasos genes, en donde se encuentran las regiones
repetitivas ricas en elementos transponibles, genes relacionados con su patogenicidad,
denominados genes efectores. Por lo tanto, la secuenciacion del genoma de P. capsici y de
otras especies de Phytophthora han abierto nuevas vias en el estudio de la gendmica
comparativa que permiten explorar factores relacionados con la patogenicidad entre estos
organismos (Jiang & Tyler, 2012; K. H. Lamour, Mudge, et al., 2012).

Ademas, la disponibilidad de otros datos émicos de P. capsici, como transcriptoma y proteoma
(K. H. Lamour, Stam, et al., 2012) también han abierto la posibilidad del estudio de los procesos
moleculares implicados en infeccion y adaptacién a diferentes hospederos, los cuales
utilizamos en la presente investigacion.

3.11 Mecanismos moleculares implicados en infecciones causadas por P. capsici

P. capsici es un oomiceto patdgeno hemibiotréfico, ya que durante el inicio de la infeccion tiene
una fase biotréfica donde los sintomas de la infeccion no son evidentes, seguida de una fase
necrotroéfica observandose el tejido necrosado y colapsado. Durante el ciclo infectivo, P. capsici
utiliza diferentes estrategias moleculares para eludir la defensa de la planta. En la primera
fase, P. capsici sobrepasa las barreras fisicas y quimicas externas de la planta para modular
su sistema inmunitario, suprimiendo la muerte celular inducida por la planta. En la segunda
fase, el patégeno promueve la muerte de la célula hospedera (K. H. Lamour, Stam, et al.,
2012).

Desde la fase biotréfica P. capsici comienza a internalizarse en el tejido de la planta a través
de apresorios y haustorios, proteinas de degradacién de pared celular, etc. denominados
Patrones Moleculares Asociados a Patégenos (PAMPs, por sus siglas en inglés Pathogen
Associated Molecular Patterns), los cuales pueden ser reconocidos por la planta a través de

15



Receptores de PAMPs (PRR, por sus siglas en inglés-Protein Receptor Recognition), y sobre
los cuales actua la Inmunidad Activada por Patrones (PTI, por sus siglas en inglés-PAMPs-
triggered immunity) evitando la progresién de la infeccion (Pacheco, 2015). Para contrarrestar
la PTI, los patégenos exitosos han desarrollado repertorios de efectores diversos que pueden
suprimir la PTl y desencadenar la susceptibilidad (susceptibilidad desencadenada por
efectores, ETS-Effectors Triggered Susceptibility) (Hein et al., 2009; Jones & Dangl, 2006).
Este arsenal secretado de efectores permiten la infeccidon y reproduccion parasitarias de P.
capsici (Birch et al., 2006; W. and K. S. Morgan, 2007; Oliva et al., 2010; Stassen JHM, 2011).

Cuando el patdégeno sobrepasa estos sistemas de defensa de la planta, ésta puede expresar
diversas proteinas especializadas en la identificacidén y supresion de la actividad de los genes
efectores del patogeno mediante proteinas de resistencia (genes R), las cuales activan el
segundo nivel de inmunidad de la planta llamado Inmunidad Desencadenada por Efectores o
ETI (ETI, por sus siglas en inglés-Effector Triggered Immunity), siendo mas rapida y fuerte que
la PTI, culminando en una respuesta hipersensible de la planta (HR, Hipersensitive Response),
cuya muerte celular programada evita que P. capsici continue colonizando el tejido circundante
(M. Wang et al., 2015).

Sin embargo, como sistema co-evolutivo en la infeccién, P. capsici ha desarrollado la
diversificacion de genes efectores o disminuir su expresion para evitar ser reconocido por el
sistema inmune de la planta y asi lograr invadirla exitosamente (Damasceno et al., 2008; Rose
et al., 2002), considerando a este sistema como un interesante modelo que constantemente
esta evolucionando por parte de la plantay de P. capsici (Hein et al., 2009). En la figura 4B se
muestra un esquema sobre la interacciones moleculares ocurridas en la interaccion planta-
patdgeno.

3.12 Efectores patdgenos implicados en la infeccion causada por P. capsici

Los genes efectores de P. capsici y diversos oomicetos son considerados como los principales
contribuyentes de su patogenicidad y virulencia, por lo cual han sido ampliamente estudiados
desde su descubrimiento y son parte importante en esta investigacion. Los efectores son
moléculas capaces de manipular la estructura y funcion del hospedero, facilitando la infeccion
(factores de virulencia o toxinas) y/o desencadenando respuestas de defensa (factores de
avirulencia o elicitores o proteinas AVR). Una vez que los efectores son reconocidos por los
mecanismos de defensa del hospedero, se les denomina como factores de avirulencia,
desarrollandose una respuesta de defensa hacia un efector particular (de Jonge et al., 2011,
Kamoun, 2006).

Existen dos amplias clases de efectores en oomicetos: los efectores apoplasicos que actian
extracelularmente al ser secretados en el espacio extracelular de la planta, es decir en el
apoplasma. Estos interactian con proteinas secretadas relacionadas con la defensa y
receptores en la superficie vegetal, conformados por efectores inhibidores de hidrolasas
vegetales, tales como glucanasas, asi como proteasas de serina (Damasceno et al., 2008;
Rose et al., 2002). En P. capsici el efector apoplasico GIP1 (por sus siglas en inglés-Glucanase
Inhibitor Protein) considerado como una elicitina o elicitor de la infeccién es el ejemplo mas
reconocido que se une e inhibe la actividad de las endo-B-1,3-glucanasas (EGasas)
extracelulares de la planta para continuar con la infeccion (Damasceno et al., 2008). En
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general, los efectores apoplasicos contienen péptidos sefial N-terminal para la secrecion,
seguidos de modulos efectores C-terminal, sin embargo se desconoce si transportan sefiales
adicionales dirigidas a la planta (Damasceno et al., 2008; Kamoun, 2006, 2007).

La segunda clase de efectores son citoplasmaticos que actian intracelularmente, al ser
translocados hacia el citoplasma a través de estructuras especializadas como vesiculas de
infeccién y haustorios que se invaginan hacia el interior de las células vivas del hospedero.
Dichos efectores suprimen la transduccion de las sefiales relacionadas con la defensa, asi
como la regulacion y el tréfico de moléculas que lleven a la inmunidad del hospedero. Ejemplos
de efectores citoplasmaticos en P. capsici incluyen las familias denominadas como RXLR,
CRN y NLP (Birch et al., 2006, 2008), los cuales se pueden dirigir a diferentes sitios de las
células de la planta (Kamoun, 2006, 2007).

Los efectores citoplasmaticos consisten en una region N-terminal involucrada en la secrecion
y translocaciéon dentro de las células huésped y un dominio C-terminal que lleva la actividad
bioquimica efectora (Kamoun, 2006, 2007; W. and K. S. Morgan, 2007).

Los efectores de las familias RXLR y Crinkler (CRN) también pueden tener actividad de
avirulencia por su reconocimiento a través de las llamadas proteinas de resistencia (R),
receptores inmunes intracelulares de la familia de repeticiones ricas en leucina de union a
nucledtidos (NB-LRR, Nucleotide binding-Leucine Repeats Rich), lo que resulta en la induccion
de la muerte celular hipersensible y la inmunidad (Kamoun, 2006, 2007).

Los efectores RXLR se definen por la secuencia de aminoacidos Arg-X-Leu-Arg, que designha
un dominio involucrado en la translocacién dentro de las células de la planta (Dou et al., 2008;
S. C. Whisson et al., 2007). La secrecion y la translocacion efectores RXLR requieren la
presencia de un péptido sefial, seguido de un motivo RXLR N-terminal conservado (Birch et
al., 2008; W. and K. S. Morgan, 2007; S. C. Whisson et al., 2007). Estas caracteristicas
estructurales permiten la rapida identificacion de genes efectores en el genoma del oomiceto
y entre especies. Se han identificado mas de 400 genes candidatos putativos que codifican
motivos RXLR en el genoma del oomiceto, lo que apunta a un papel importante en la biologia
de P. capsici. Un ejemplo de efector del tipo RXLR en éste patdgeno, es el gen Avr3al, el cual
contribuye a la avirulencia del oomiceto en plantas de N. tabacum (Vega-Arreguin et al., 2014).

Las proteinas CRN comparten una region N-terminal conservada que alberga un péptido sefial
predecible en la mayoria de los casos y un motivo LQLFLAK altamente conservado necesario
para la translocacion. La familia presenta un repertorio diverso de dominios efectores C-
terminales, que se cree que aumentan la virulencia (B. J. Haas et al., 2009; Torto et al., 2003).
Andlisis in silico del genoma de P. capsici han identificado aproximadamente 80 genes
candidatos codificantes de CRN de longitud completa y mas de 200 pseudogenes, lo que
sugiere que estos efectores estan evolucionando rapidamente (B. J. Haas et al., 2009).

Ademas de los efectores intracelulares RXLR y CRN, se ha identificado otra clase de proteinas
secretadas por el patégeno como posibles factores de virulencia, denominados NLP (Necrosis-
inducing Proteins), o NEP1 (Necrosis and Ethylene-Inducing Proteins) (Bailey, 1995), que
pueden causar la muerte celular mientras estimulan la reaccién inmune de la planta (Bailey,
1995; Tyler et al., 1995). Se ha propuesto que estos efectores pueden actuar en el apoplasto
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sobre objetivos de la membrana plasmatica de la planta y sobre sus nacleos (Y. J. Jia et al.,
2008).

Se conoce que los genes que codifican efectores NLP en P. capsici inducen la muerte de la
células de la planta, sin embargo también se conoce que miembros de la familia NLP pueden
inducir clorosis o necrosis durante la infeccién (Fellbrich et al., 2002; T. D. Kanneganti et al.,
2006a; Veit et al., 2001a). En P. capsici, se han identificado 18 potenciales proteinas NLP con
diversas funciones durante la patogénesis (B. Z. Feng et al., 2011; P. Li et al., 2011). Debido
a, que los genes individuales de NLP tienen diferentes efectos fitotoxicos, algunos pueden
desempeiiar funciones importantes en el desarrollo de los sintomas que pueden ser cruciales
para la virulencia, la actividad inductora de necrosis o la muerte celular durante la infeccion
(Gijzen & Nurnberger, 2006).

Teniendo en cuenta los altos niveles de expresion encontrados de los efectores NLP durante
la infeccién, asi como su actividad inductora de muerte celular, se ha propuesto que las
proteinas NLP contribuyen a la transicidon de la fase biotrofica a necrotrofica (P. Li et al., 2011).

Recientemente se han propuesto otro tipo de moléculas efectoras no proteicas de patdogenos
relacionados con su patogenicidad y virulencia, denominados RNAs pequeiios no codificantes
efectores (SRNAs: small RNAS). Es decir, se ha sugerido que componentes epigenéticos como
los sRNAs estan implicados en la patogenicidad (Fei et al., 2016; Knip et al.,, 2014) en
oomicetos. Sin embargo, en P. capsici no existen estudios que describan la funcion efectora
gue pueden tener estos elementos epigenéticos como mecanismo regulatorio en la
patogénesis.

3.13 La epigenética mediada por RNAs no codificantes en oomicetos patégenos

El término Epigenética fue propuesto en la década de los 50’s para describir el mecanismo por
el cual los organismos multicelulares desarrollan multiples tejidos a partir de un Gnico genoma
(D. Morgan & Whitelaw, 2008). En la actualidad el término epigenética ha evolucionado para
indicar cambios heredables en la estructura y organizacion del DNA que no involucran cambios
en la secuencia y que modulan la expresion génica. Estos cambios pueden conducir a cambios
heredables en el fenotipo. Existen tres mecanismos de regulacion epigenética conformados
por: elementos no codificantes de RNA, metilacion del DNA y modificaciones de histonas. Los
tres mecanismos epigenéticos se consideran como moduladores de los complejos
remodeladores de la cromatina que conducen a cambios en el nivel de la expresion génica y
la evolucién del genoma (D. Morgan & Whitelaw, 2008; Y. Wang et al., 2008).

Los pocos reportes que abarcan el estudio de la regulacién epigenética en oomicetos
patogenos del género Phytophthora se enfocan principalmente en el estudio de la metilacion
de histonas relacionados con genes efectores que regulan la patogenicidad de los mismos (H.
Chen et al.,, 2018; L. Wang et al.,, 2020). Sin embargo, existe evidencia predictiva y
experimental que indica la inexistencia en el genoma de los oomicetos incluido P. capsici de
potenciales enzimas homologas que lleven a cabo la metilacion del DNA como mecanismo
epigenético (Rojas-Rojas & Vega-Arreguin, 2021). Asimismo, son pocos los estudios que se
han realizado en oomicetos patdgenos sobre la regulacion epigenética mediada por RNAs no
codificantes en donde se incluyen los miRNAs (R. R. Vetukuri, Avrova, et al., 2011). Incluso,
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en P. capsici no existen reportes que indiguen la presencia y/o funcion de estos elementos
regulatorios.

Los RNAs pequefios (sRNAs-small RNAs) son secuencias cortas de RNA de 20 a 40
nucledtidos (nt) que no codifican para proteinas y desempefian funciones clave en varios
patégenos eucariotas como la regulacion del desarrollo, la supresion de transposones, la
respuesta ambiental, la interaccion planta-patdégeno y otros procesos biolégicos diversos. Sin
embargo, en los oomicetos sus funciones son poco conocidas (J. Jia et al., 2017a; Alptekin et
al., 2017; M. J. Axtell, 2013; Budak et al., 2015; Katiyar-Agarwal & Jin, 2010; Lucas et al., 2014).

Los genomas eucaribticos contienen grandes cantidades de sRNAs y se ha sugerido que no
es el numero de genes, sino la proporciéon de RNAnc (RNA no codificante) lo que determina la
complejidad del organismo (Q. Liu et al., 2009). Los sSRNAs también juegan un papel importante
en la estabilidad del genoma, la organizacion de la cromatina y la resistencia a los virus
(Malone & Hannon, 2009). Desde su descubrimiento, se han descrito diversas clases de
sRNAs y se siguen notificando nuevos tipos y vias de biogénesis. Los sRNAs mas
comunmente encontrados en los organismos son los microRNAs (miRNA), los RNAs pequefios
de interferencia (siRNA-small interference RNA) y los sRNAs que interactian con Piwi
(piIRNAs-Piwi-interacting RNA) (Czech & Hannon, 2011).

Si bien, gran parte del enfoque en la comprension del silenciamiento de sRNAs se ha dirigido
hacia el humano, ratén, pez cebra, Caenorhabditis elegans, Drosophila melanogaster,
Arabidopsis thaliana y Schizosaccharomyces pombe, comparativamente existen pocos
informes de la rama filogenética que incluyen Stramenopiles en donde se encuentran los
oomicetos patdgenos (Braun et al., 2010; Norden-Krichmar et al., 2011).

Se conoce que el silenciamiento génico mediado por SRNAs ocurre en los oomicetos, y esto
se ha estudiado mejor en P. infestans (Avrova et al., 2008; van West et al., 1999). Sin embargo,
a pesar de ser el oomiceto mas intensamente estudiado, los mecanismos moleculares que
subyacen al silenciamiento génico no estan tan bien caracterizados como en otros eucariotas
modelo (R. Vetukuri et al., 2012).

Los sRNAs producidos por patdégenos pueden clasificarse en dos grupos: los sRNAs
enddgenos de patdégenos que regulan genes enddgenos como efectores, y SRNAs que se
translocan desde los patdgenos a las células de la planta hospedera durante la infeccion para
silenciar los genes de inmunidad del hospedero. Estos SRNAs producidos por patégenos, que
dirigen el silenciamiento de los genes de inmunidad del huésped se denominan efectores de
sSRNA (M. Wang et al., 2015).

Estudios de secuenciacion masiva de sRNAs (sRNA-seq) asociados a genomas de especies
de Phytophthora sugieren que estos patégenos pueden producir SRNAs que se asighan a
regiones genomicas de los genes RXLR y CRN, por lo cual existe evidencia que la expresion
de algunos genes efectores esta controlada por sSRNAs reguladores (Fahlgren et al., 2013).
Dentro de los diferentes tipos de sSRNAs, los miRNAs representan el enfoque principal en esta
investigacion, sobre la identificacion y caracterizacion de potenciales miRNAs en P. capsici
después de infectar varias especies vegetales.
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3.14 Caracteristicas de miRNAs como regulares epigenéticos

Los microRNAs (miRNAs) son RNAs pequefios no codificantes para proteinas de ~20-22
nucledtidos de longitud, generados de transcritos enddégenos que pueden formar estructuras
en forma de horquilla o hairpin (Y. Lee et al., 2004), involucrados en la regulacion de la
expresion génica (Stavast & Erkeland, 2019). Los miRNAs estan codificados por
genes MIR enddgenos (Bologna & Voinnet, 2014). Fueron identificados por primera vez en
Caenorhabditis elegans como reguladores de su desarrollo (R. C. Lee et al., 1993), y
conforman una gran familia de genes reguladores postranscripcionales que controlan muchos
procesos celulares y del desarrollo en eucariotas, cumpliendo una gran cantidad de funciones
(Pabon-Martinez, 2011).

Se estima que el 30% de los genes son regulados por mecanismos dependientes de miRNAs
(Rajewsky, 2006), y que un solo miRNA puede regular alrededor de 200 diferentes transcritos
gue pueden funcionar en diferentes vias en la célula (Krek et al., 2005), asi como un mismo
ARNmM puede ser regulado por multiples miRNAs (Y. Cai et al., 2009). Recientemente, se han
identificado y caracterizado miles de miRNAs en diferentes organismos y estan registrados en
la base de datos en linea de miRBase (Stavast & Erkeland, 2019). Los miRNAs regulan
diversos procesos biolégicos, sin embargo, los defectos en los mismos pueden causar
fenotipos graves, como enfermedades autoinmunes y cancer (Alemdehy et al., 2015; Mehta et
al., 2015). La expresion de los miRNAs suele ser especifica de un tejido o etapa de desarrollo
(R. C. Lee et al., 1993; Wightman et al., 1993).

Los miRNAs pueden regular el procesamiento postranscripcional del RNA, mediante el
apareamiento de bases con su RNA mensajero (RNAm) complementario, conduciendo a la
represion de la transcripcién o al clivaje del ARNm (Pabon-Martinez, 2011), pero también
pueden regular el silenciamiento genético de manera transcripcional principalmente a traves
de la via de metilacion del DNA dependiente de RNA (RdDM) (Castel & Martienssen, 2013a,;
Law & Jacobsen, 2010). Generalmente, los miRNAs se asocian con miembros de la familia de
las proteinas argonautas para ser guiados a su secuencia blanco (target) o complementaria
del RNAm para llevar a cabo la regulacion génica (V. N. Kim et al., 2009).

Actualmente, se ha descrito que la mayoria de los mamiferos, utilizan la via candnica para la
generacion de miRNAs. Sin embargo, para organismos como Drosophila melanogaster,
Giardia lamblia, Zebrafish y Murine Gamma-herpesvirus se ha definido la produccién de
miRNAs por vias no canonicas (Pabon-Martinez, 2011). Por lo cual, es de esperar que las
células usen una variedad de transcritos como fuentes de miRNAs y utilicen diferentes
mecanismos de generacion de sRNAs. En general, las vias no canénicas son una prueba de
la flexibilidad y habilidad de las células para generar estructuras en forma de horquilla como
pre-miRNAs (Berezikov et al., 2007).

3.15 Biogénesis y procesamiento de miRNAs

En plantas, animales y en varios otros linajes eucariéticos como los oomicetos, la biogénesis
de miRNAs inicia con la transcripcion primaria por la RNA polimerasa Il de secuencias que
contienen regiones auto complementarias que se pliegan para formar estructuras imperfectas
de bucle y tallo de doble cadena o hairpin. Generalmente ocurre en intrones, resultando en
MiRNAs primarios o pri-miRNAs de ~150-170nt, para posteriormente ser madurados por un
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conjunto de enzimas especializadas. Por lo general, los miRNAs maduros de 20-22nt se
forman a través de dos pasos de procesamiento mediados por una endonucleasa RNasa Il y
una proteina asociada al dominio de unién a dsRNA (RNA de doble cadena: double strand
RNA) (Denli & Hannon, 2003).

En los animales, los pri-miRNAs son procesados inicialmente por la proteina RNaselll
DROSHA para formar precursores de miRNA (pre-miRNA). Luego, los pre-miRNAs se
exportan al citoplasma por medio de la exportina 5 (Exp5), donde Dicer reconoce y corta el
duplex de pre-miRNA para obtener el mMiRNA/MiRNA* (guia/pasajero*) maduro. La hebra guia
del miARN, similar a los siARNs, se elige mediante seleccién termodinamica y se carga al
complejo de Silenciamiento Inducido por RNA o RISC (RNA Induced Silence Complex).

En plantas, DCL1 (Dicer-like 1) realiza ambos pasos de procesamiento del pri-miRNA en el
nacleo para la obtencion de miRNAs maduros (Park et al., 2002; Reinhart et al., 2002; Schauer
et al., 2002). Se cree que la maduracion de miRNAs en Phytophthora es similar que en plantas,
debido a la identificacién de un par de enzimas DCL (Bollmann et al., 2018). Las proteinas
DCL se caracterizan por que tienen dos dominios de RNAse Ill (ay b) en el extremo C-terminal.
Otros dominios comunmente encontrados incluyen la caja DEAD helicase, helicase C, dsRBD,
PAZ y dsrm. Los dominios PAZ, RNase Il y dsrm son responsables de la unién y escisién del
dsRNA (Q. Liu et al., 2009). PAZ se une al saliente de dos bases 3 ' de dsRNA y esta conectado
a RNase llla mediante una hélice a larga cuya distancia funciona como una regla molecular
(Hammond et al., 2000; Tabara et al., 1999; Zamore et al., 2000).

Una vez que el miRNA maduro se encuentra dentro del complejo RISC, la proteina de la familia
de las argonautas (AGO) selecciona la hebra guia segin uno o més criterios, incluida la
estabilidad termodinamica del extremo del miARN &’, la identidad del nucledtido 5°, es decir si
el inicio de la secuencia es uracilo, adenina, guanina o citosina, de la estructura del duplex
MIARN/mMIARN* (Czech & Hannon, 2011). Entonces, la proteina AGO cargada con el miARN
esta programada para reconocer por complementariedad de bases y reprimir RNAs
mensajeros diana (target) a través de la escision mediada por AGO o la represion traduccional
(Carthew & Sontheimer, 2009). Los miembros de la familia AGO contienen principalmente el
dominio PAZ (PIWI-ARGONAUTE—-ZWILLE) y Piwi, que contribuyen a la union del extremo 3°
de los miRNAs para la escision del ARNm complementario target (Lingel et al., 2003; Song et
al., 2004).

El mecanismo de regulacion del gen target mediado por miRNAs, ya sea por escision o
represion de la traduccién, esta determinado por la unién de AGO al miARN y el grado de
complementariedad con el RNAm diana (Bollmann et al., 2016); sin embargo, la especificidad
de los miRNAs hacia un gen target especifico también est4 determinado por la secuencia
semilla que consta del segundo al octavo nucle6tido del extremo 5° del miRNA maduro (Bartel,
2009), y este motivo es lo suficientemente corto como para que un solo miARN pueda dirigir
AGO a cientos de RNAm. (Chi et al., 2009; J. Li et al., 2014). Sin embargo, la mayoria de los
genes objetivos estan mediados por sitios regulatorios de la regiéon 3' no traducida (3'UTR)
(Untranslated Region) (Bartel, 2018).

Una vez que se lleva a cabo la escision del RNAm target se generan ssRNAs cortos (RNAs
monocatenarios-single strand RNA) del gen diana, por lo cual la enzima RNA polimerasa
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dependiente de RNA o RDR los reconoce y los transcribe a dsRNAs (doble strand RNA). Esto
genera una reserva abundante de siRNA enddgenos (Sala et al., 2021; Schwarz-Sommer et
al., 2003), que nuevamente seran procesados por DCL/Dicer, enseguida cargados a RISC y
por medio de AGO regulando la expresién génica amplificando y reforzando el silenciamiento
a través de la formacién de siRNA secundarios, este proceso es conocido como via del RNA
de interferencia (RNAI). A diferencia de los siRNAs, los miRNAs no requieren una RDR para
la biogénesis (Alder et al., 2003; Sijen et al., 2001).

Por ello, los eventos de silenciamiento de genes pueden ocurrir después de la transcripcion y
se denomina silenciamiento de genes postranscripcional (PTGS) (Post-transcriptional gene
silencing), o bien, antes de la transcripcién que da como resultado un arresto transcripcional o
silenciamiento transcripcional de genes (TGS) (Transcriptional Gene Silencing) (Cogoni &
Macino, 2000; Verdel et al., 2004; Verdel & Moazed, 2005).

3.16 Componentes de miRNAs y siRNAs en Phytophthora

Las enzimas centrales de biogénesis y procesamiento de miRNAs y siRNAs canonicas se
encuentran en Phytophthora las cuales incluyen dos DCL, un RDR (Bollmann et al., 2016;
Fahlgren et al., 2013) y un numero variable de AGO (Bollmann et al., 2018). Las dos DCL en
cada especie de Phytophthora estan asociados con la acumulacién de dos clases principales
de sRNA de 21 nt y 25/26 nt que podrian ser parte de la via de los miRNAs y siRNAs,
respectivamente (Bollmann et al., 2016; Fahlgren et al., 2013; R. Vetukuri et al., 2012). En P.
infestans, se ha demostrado que la produccion de sRNAs de 21 nt se asocia con la actividad
de PiDCL1 (R. R. Vetukuri et al., 2012). Sin embargo, se desconoce si los SRNAs de 25/26 nt
estan asociados con PiDCL2.

En comparacion con los hongos patdégenos, las especies de Phytophthora tienen un mayor
namero de AGO, que también son variables en diferentes especies de oomicetos, por ejemplo,
P. infestans, P. ramorum y P. sojae codifican cinco, seis y nueve genes AGO, respectivamente
(Bollmann et al., 2018). Estos AGO forman dos clados bien respaldados, con AGO1 de cada
especie, agrupados y separados de los otros homadlogos. Los patrones de expresion de los
genes AGO han mostrado una amplia gama de diversidad lo que indica un papel importante
en la regulacién génica (Bollmann et al., 2018). Ensayos de co-inmunoprecipitacién de PIAGO1
en P. infestans indican que esta proteina esta asociada con sRNAs de 20-22 nt y PIAGO4
principalmente con sSRNAs de 24-26nt, mientras que PIAGO5 no parece tener una preferencia
de tamafio para la unién de sRNAs, por lo cual las diferentes proteinas AGO en Phytophthora
pueden tener funciones especificas (Asman et al., 2016), incluso se ha propuesto una via de
biogénesis no candnica de miRNAs dependiente de AGO en P. infestans; en la figura 5, se
muestra la construccion de un modelo de biogénesis y procesamiento de miRNAs y siRNAs
sobre la regulacion de genes en Phytophthora basado en los reportes de estos patégenos.
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Figura 5. Biogénesis, procesamiento y actividad regulatoria de miRNAs-sRNAs en Phytophthora. Se han
propuesto tres vias de biogénesis de miRNAs-sRNAs en el género Phytophthora. 1: Biogénesis de miRNAs a
partir de la transcripcion mediada por la RNA polimerasa Il para generar pri-miRNAs los cuales son procesados
por DCL 1-2 obteniendo miRNAs maduros. 2: Biogénesis de sRNAs dependientes de DCL (independiente de
RNA pol. 11). 3: Biogénesis de sRNAs independientes de DCL, a partir de una potencial AGO se obtienen sRNAs.
Los sRNAs y miRNAs obtenidos de las tres vias de biogénesis son transportados al citoplasma por medio de la
exportina-5A, los cuales son cargados al complejo del silenciamiento inducido por RNA (RISC) y por medio de
alguna de las argonautas, llevan a cabo la regulacion de genes efectores (RXLR, CRN), no efectores y elementos
transponibles (TEs) por la represion de la transcripcion o degradacion de mRNA, lo cual puede desencadenar
modificacion del estado de la cromatina. Los mRNAs escindidos por la accion de alguna de las argonautas
producen ssRNAs (RNA de cadena simple-single strand RNA) los cuales pueden ser reconocidos por la RNA
polimerasa dependiente de RNA (RDR) que genera dsRNA (RNA de doble cadena-doble strand RNA) que pueden
ser reconocidos por DCL para incorporarse a la via del RNAi, maximizando la regulacion epigenética, imagen
inspirada de (Asman et al., 2016; R. Vetukuri et al., 2012; R. R. Vetukuri, Avrova, et al., 2011; S. C. Whisson et
al., 2012).

Es conocido que los sRNAs pueden afectar la expresion de genes efectores en Phytophthora,
alterando asi la interaccion con la planta (S. Dong & Ma, 2021). Por ejemplo, se conoce que
alelos naturalmente silenciados del efector Avr3a en aislamientos de campo de P. sojae que
pueden evadir la ETI desencadenada por Avr3a con acumulacion diferencial de sRNAs de 24
a 26 nt en el locus Avr3a, lo que sugiere un vinculo entre el silenciamiento de Avr3ay el RNAI
mediado por RNAs (Qutob et al., 2013). En Phytophthora parasitica, los SRNAs de 25/26 nt,
se asocian con un silenciamiento génico eficiente, por lo cual los loci generadores de sSRNAs
de dicho tamafio residen predominantemente en regiones ricas en repeticiones y escasas en
genes. En cambio, los sSRNAs de 21 nt en Phytophthora infestans se derivan principalmente
de repeticiones invertidas y familias de genes especificos, como efectores CRN y fibronectinas
de tipo Il (Fahlgren et al., 2013).
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Aunque las especies de Phytophthora tienen una ruta de RNAIi conservada, solo se ha
caracterizado funcionalmente un miRNA conservado: miR8788 en P. infestans, P. sojae y P.
ramorum, que induce la escision de su gen diana que codifica un aminoacido/auxina permeasa
(Fahlgren et al., 2013).

Entonces, los miRNAs pueden llevar a cabo la regulacién epigenética de la expresién de genes
y efectores en oomicetos, lo que podria facilitar la rapida co-evolucién de Phytophthora con
sus hospederos (S. Dong & Ma, 2021; X. Nunes et al., 2011). Por ello creemos que los miRNAs
son importantes elementos en el proceso de adaptacion de P. capsici a diversas especies
vegetales. Sin embargo, las estrategias por las cuales los SRNAs y miRNAs de P. capsici
pueden conducir a esta adaptacion/aclimatacién es desconocida, aunque podria ser desde la
regulacion enddgena de procesos celulares del patdégeno, asi como la transferencia de estos
elementos no codificantes a la planta para suprimir el sistema de defensa del hospedero, como
se describe a continuacion.

3.17 Reinos cruzados de RNAI entre patdbgenos y plantas

El RNAI entre reinos o cross-kingdom RNAI describe el fendmeno en el que un organismo
donante produce sRNAs (siRNAs o0 miRNAs) que se mueven hacia un organismo receptor y
provoca el silenciamiento génico (M. Wang et al., 2015). Este proceso ocurre durante la
interaccion entre el patégeno (reino Animalia) y la planta hospedera (reino Plantae), y puede
tener lugar en ambas direcciones: es decir, SRNAs producidos por un patégeno pueden ser
entregados a las células de la planta para silenciar los genes del hospedero; y un
silenciamiento génico producido por la planta para suprimir los genes patégenos (M. Wang et
al., 2015). Sin embargo, todavia no esta claro como se mueven las sefiales de silenciamiento,
particularmente entre diferentes organismos (Weiberg et al., 2014).

El fendmeno RNAI entre reinos se ha descrito entre especies de diferentes micofloras,
insectos, plagas, hospedantes vegetales y otros organismos correlativos (Knip et al., 2014),
incluso en relaciones simbioticas (W. Islam et al., 2017).

Por lo cual, los sSRNAs son moléculas méviles que pueden funcionar mas alla de las células a
partir de las cuales que se sintetizan (L. Liu & Chen, 2018). Ademas, la prediccion de objetivos
indica que los sRNAs de patdgenos pueden regular tanto los genes enddgenos como los
posibles objetivos de la planta durante la infeccién (Glazebrook, 2005).

Este proceso del RNAI trans-especies también se ha observado entre plantas y otros
organismos que interactian con oomicetos, hongos, nematodos, plagas de insectos y plantas
parasitas a través de sistemas de sefializacion via RNAI (Koch et al., 2013; Nowara et al.,
2010). Sin embargo, la evidencia actual de RNAI entre reinos esta principalmente basado en
datos de secuenciacion de sRNAs obtenidos de tejidos vegetales infectados y prediccion
bioinformatica de potenciales objetivos (Qiao et al., 2021). Por lo cual, existen pocas
investigaciones que describan este proceso desde la perspectiva del ente patégeno, incluso
actualmente no existen reportes de RNAI entre reinos causados por P. capsici hacia alguna
planta. Sin embargo, se ha documentado que diversos patdgenos producen sRNAs que se
trasladan al genoma de la planta para desencadenar silenciamiento del gen del hospedero
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(Knip et al., 2014; Weiberg et al., 2015; Weiberg, Wang, Lin, Zhao, Zhang, et al., 2013), como
mecanismo de virulencia (Dunker et al., 2020).

Un estudio reciente ha mostrado que un conjunto de SRNAs de Botrytis cinerea (BcsRNA) se
transportan a las células de la planta hospedera durante la infeccion y silencian importantes
genes de inmunidad vegetal en Arabidopsis thaliana y tomate (Solanum lycopersicum)
(Weiberg, Wang, Lin, Zhao, Zhang, et al., 2013). Del mismo modo que los sRNAs end6genos
del patégeno pueden regulan su virulencia (Qiao et al., 2021). Las sefiales de silenciamiento
de célula a célula son principalmente duplex de sRNAs de 21 nt, mientras que las sefiales para
RNAI sistémicos son en su mayoria SRNAs de 24 nt (Dunoyer et al., 2010; Molnar et al., 2010).

En las plantas, los sSRNAs controlan epigenéticamente la expresion de diversos genes de
resistencia R que activan los genes de defensa ante la infeccién, como el miR6019 en el tabaco
(F. Lietal., 2012) y miR9863 en la cebada (J. Liu et al., 2014), reguladores de auxinas, como
miR160, miR164 y miR167, los cuales se ven regulados al alza en plantas infectadas frente a
patogenos filamentosos (Kuan et al., 2016).

Se ha descubierto que en plantas tanto los miRNAs como los siRNAs se mueven localmente
de una célula a otra a través de plasmodesmos y largas distancias a través del floema (Melnyk
et al., 2011). En comparacion con los siRNAs, los miRNA se consideran menos moviles y se
ha encontrado que los sitios de su sintesis estan correlacionados con los sitios de accién
(Parizotto et al., 2004). No obstante, se han informado movimientos locales, sistémicos y trans-
especies de algunos miRNAs de plantas a patdgenos (Parizotto et al., 2004; Qiao et al., 2021).

Investigaciones mas recientes indican que los sSRNAs también pueden pasar naturalmente de
las plantas a los patdégenos en un proceso denominado silenciamiento génico inducido por el
huésped (HIGS: Host-Induced Gene Silencing) (Baulcombe, 2015), considerado como el
ejemplo fundamental de la sefalizacion entre reinos (LaMonte et al., 2012). Las primeras
observaciones de HIGS se realizaron cuando los transcritos de genes especificos mostraron
una acumulacion reducida en nematodos e insectos cuando se alimentaban de plantas
transgénicas que producian construcciones artificiales de RNAi (Baum et al., 2007; G. Huang
et al., 2006), ya que el RNAI condujo al silenciamiento del gen patégeno (Koch & Kogel, 2014;
C. C. Nunes & Dean, 2012).

Se conoce que el mecanismo de intercambio de SRNAs de plantas hacia patégenos es a través
de la secrecidn de vesiculas extracelulares (EV) (extracelular vesicule) incorporadas con los
sRNAs que son transportadas al interior de la célula del patégeno, sin embargo el mecanismo
por el cual los SRNAs de patégenos se incorporan a las células vegetales sigue sin descubrirse
(Hudzik et al., 2020). En la figura 6 se muestra un esquema general sobre reinos cruzados de
RNAI entre patdgenos y plantas.
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Figura 6. Reinos cruzados de RNAI entre patdgenos-plantas. El ARNi entre reinos (Cross-kingdom RNAI) entre
plantas y patégenos es bidireccional. Los SRNA derivados de los cuerpos multivesiculares (MVB) y microvesiculas
derivadas de la membrana plasmatica (MV) de la planta se entregan a los patégenos a través de vesiculas
extracelulares (EV-extracelular vesicules) que estan involucradas en la comunicacién de célula a célula,
secretadas principalmente por exosomas y suprimen la expresion del gen de virulencia en el patégeno. Las
moléculas de sRNAs derivadas de patégenos pueden actuar como efectores que se translocan en las células del
hospedero para utilizar la proteina AGO del huésped vy silenciar los genes de defensa del huésped para una
invasion exitosa. Imagen modificada obtenida de (C. Y. Huang et al., 2019).

Es probable que los distintos escenarios de reinos cruzados de RNAI afectan la interaccion
planta-patégeno y contribuyen a la resistencia de la planta, la virulencia del patégeno y
adaptacion (Weiberg et al., 2014), por lo cual creemos que estos mecanismos de interaccion
basados en sRNAs pueden tener un impacto epigenético a través de las generaciones sobre
este potencial adaptativo/aclimatacion de patégenos a hospederos el cual se describe a
continuacion.

3.18 Herencia epigenética por RNAs no codificantes

Desde las observaciones originales de la herencia de rasgos en plantas de guisantes por
Gregor Mendel en 1865 (Mendel et al., 1865), y su redescubrimiento en 1900 (Tschermak-
Seysenegg, 1900), se ha encontrado que la gran mayoria de los rasgos en los organismos
eucariotas siguen patrones de herencia mendeliana que se transmiten a través del DNA (N. O.
Burton & Greer, 2022). Durante casi el mismo tiempo, pero quizds menos apreciado, también
se ha descrito que algunos rasgos no siguen los patrones de herencia mendeliana y pueden
verse influenciados por el entorno o por caminos de sefializacién en generaciones posteriores
(N. O. Burton & Greer, 2022). Estas observaciones consistentes de herencia no genética a
través de diversos taxones evolutivos sugieren que tales efectos podrian representar un
aspecto fundamental de la biologia (N. O. Burton & Greer, 2022), como es el caso de la
herencia epigenética.

26



El término herencia epigenética, incluye varias definiciones dependiendo el contexto, en un
concepto generalista la herencia epigenética son “todos los procesos que no estan
especificamente basados en secuencias de DNA, incluida la herencia conductual y cultural
que son heredados a la siguiente generaciéon”, sin embargo existen definiciones mas
restrictivas del término como “los procesos celulares, incluida la transmision de soma a soma
y una serie de otros procesos bioquimicos que no estan relacionados con las modificaciones
de la cromatina” (Jablonka & Raz, 2009). Sin embargo, queda por determinarse si los
conceptos so6lo son aplicables para fendmenos transgeneracionales dentro de un mismo linaje,
como es la forma asexual en que normalmente se reproduce P. capsici (Bossdorf et al., 2008;
Jablonka & Raz, 2009).

Estudios en sistemas bioldgicos de levaduras (Levy & Siegal, 2008) plantas (Fieldes et al.,
2005; Keyte et al., 2006; Molinier et al., 2006; Salmon et al., 2005, 2008), desarrollo animal
(Ruden et al., 2005), comportamiento (Crews et al., 2007; Crewsm, 2008) y humanos (Whitelaw
& Whitelaw, 2006) han encontrado que los cambios epigenéticos inducidos por la hibridacion
o el estrés ambiental pueden ser heredados a las generaciones futuras y, por lo tanto,
contribuyen a explicar la adaptacion a nuevos entornos.

Se ha documentado que la herencia epigenética mediada por RNAs pequefios puede durar
multiples generaciones. Las funciones hereditarias de los SRNAs se hicieron evidentes con el
descubrimiento del fendmeno de RNA interferente en C. elegans (Fire et al., 1998). Los
experimentos pioneros de Mello y Fire demostraron que el nematodo C. elegans inyectado con
RNA de doble cadena (dsRNA) induce regulacion de la expresion de algunos de sus genes los
cuales se heredan a las siguientes generaciones (Hackett et al., 2013). Sin embargo, aun no
esta claro como los sRNAs heredados desencadenan la produccion de sRNAs de novo entre
generaciones. Ademas de que aun no se ha caracterizado si los miRNAs desempefian un
papel en la herencia epigenética (Cecere, 2021). En oomicetos como P. capsici se desconoce
si existen estas caracteristicas hereditarias, por lo cual en la presente investigacion se analiz6
esta posibilidad.

Las caracteristicas de los SRNAs los convierte en moléculas candidatas ideales para transmitir
informacion epigenética entre generaciones, a través del movimiento de su translocacion
documentada entre tejidos y 6rganos, lo que permite la transmisién de la informacién adquirida
del soma a la linea germinal y, por lo tanto, a la siguiente generacion. También, debido a la
amplificacion de sRNAs por maquinarias especificas como las RDR que utilizan plantillas de
RNAmM diana para la produccion de siRNAs a lo largo de las generaciones. Asimismo, los
sRNAs pueden desencadenar la actividad de otros mecanismos epigenéticos como las
modificaciones post-traduccionales de las histonas (PTM: Posttranslational histone
Modification) y la metilacion del DNA, que podrian ayudar a la propagacion de la informacion
epigenética (Cecere, 2021).

Por lo cual, los RNAs pequefios son moléculas epigenéticas capaces de transmitir rasgos entre
generaciones (Cecere, 2021). Sin embargo, una caracteristica interesante que parece ser
comun, aunque no necesariamente universal, en los sistemas hereditarios epigenéticos es que
son mas labiles, es decir, menos estables que su contraparte de secuencia de DNA (Johannes
et al., 2008; Kalisz & Purugganan, 2004; Kronholm, Johannesson, & Ketola, 2016; Reinders-
Wulff et al., 2009; Vaughn & et al., 2007).
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La informacion heredada epigenéticamente puede ser perjudicial cuando contribuye a
propagar la herencia de enfermedades (Miska & Ferguson-Smith, 2016), pero también puede
tener una funcion adaptativa y contribuir a la evolucion de los rasgos adquiridos (Miska &
Ferguson-Smith, 2016). Sin embargo, en este momento de la ciencia de la epigenética, la
relevancia de los efectos epigenéticos hereditarios para la ecologia y la evolucion de la mayoria
de los organismos es todavia muy especulativa (Richards et al., 2010).

La incorporacion del término de la herencia epigenética a las teorias evolutivas extiende la
vision del concepto de evolucion (Richards et al., 2010). Jablonka y Lamb sugieren que la
evolucion sea redefinida como “conjunto de procesos que dirigen a cambios en la naturaleza
y frecuencia de caracteristicas heredables en una poblacion”, y herencia como “procesos de
reconstruccién del desarrollo que vinculan ancestros y descendientes y conducen a similitud
entre ellos” (Jablonka & Lamb, 2007a, 2007b).

Los efectos de la herencia epigenética se pueden estudiar a través de multiples generaciones
(multigeneracionales), que abarca tanto los efectos intergeneracionales (que duran 1 o 2
generaciones) como los efectos transgeneracionales (mas de 3 generaciones) sobre los
efectos fenotipicos o moleculares que ocurren en la descendencia (van Otterdijk & Michels,
2016).

Los efectos intergeneracionales se refieren, mas comunmente, a los efectos del entorno de un
padre en su descendencia y pueden ser tanto adaptativos como perjudiciales desde la
perspectiva de la descendencia (N. O. Burton & Greer, 2022).

Por su parte, los efectos transgeneracionales también pueden ser tanto adaptativos como
perjudiciales. Sin embargo, a diferencia de los efectos intergeneracionales, es probable que
los efectos transgeneracionales adaptativos y perjudiciales estén mediados por mecanismos
epigenéticos, ya que los efectos transgeneracionales generalmente no pueden deberse a la
exposicion directa de un organismo a un estrés o condicidn en particular (Cecere, 2021).

Por lo cual, en la presente investigacion realizamos el estudio de los efectos de la herencia
epigenética transgeneracional mediado por SRNAs y miRNAs en P. capsici sobre los efectos
fenotipicos en la descendencia en los que se incluyen la plasticidad fenotipica, modificacion
de la virulencia que puede presentar el oomiceto después de infectar diferentes especies
vegetales (como estrés o condicion de tratamiento), ya que tanto la plasticidad fenotipica como
los efectos de patogenicidad pueden ser resultado de mecanismos epigenéticos mediados por
RNAs no codificantes (Maynard Smith & Szathmary, 1995) que pueden contribuir a la
adaptacion del chromista a diferentes hospederos, cuyas caracteristicas se describen a
continuacion.

3.19 Proceso adaptaciéon de P. capsici a diversas plantas hospederas

Los patégenos del género Phytophthora, son notoriamente plasticos o “adaptables” en diversos
escenarios de campo y laboratorio (Gobena et al., 2012; K. H. Lamour, Mudge, et al., 2012).
Recientemente, se ha reportado que Phytophthora capsici ha mostrado una notable
adaptacion a nuevas plantas hospederas (K. H. Lamour, Mudge, et al., 2012), ya que informes

28



de varios productores de cultivos de cucurbitaceas y solanaceas en E.U. indican que cuando
sus cultivos estan en riesgo de infeccion por P. capsici, rotan estos cultivos con otros vegetales
como zanahorias, habas, cebollas, esparragos, brécoli, soja y alfalfa que normalmente son
resistentes al patégeno. Sin embargo, han observado que después de continuos ciclos de
rotacion de cultivos de habas (Davidson et al., 2002) éstos se vuelven susceptibles al
patdégeno, causando pérdidas econémicas sustanciales.

Lo mismo se ha reportado en soja (A. Gevens & Hausbeck, 2003; A. J. Gevens et al., 2008) y
otras verduras que inicialmente eran resistentes al patdgeno, lo cual nos indica que P. capsici
se va adaptando a nuevas especies vegetales relativamente rapido, posiblemente mediante
diversas estrategias que aun se desconocen (Tian & Babadoost, 2004).

Se ha examinado la base molecular de la adaptacion de P. capsici a hospederos mediante la
secuenciacion y caracterizacion de su genoma, encontrando que la pérdida de heterocigocidad
(LOH: Lost-Heterocigosity) de regiones densas en genes del genoma, asi como los elementos
transponibles, se relacionan con la adaptacion a los diferentes hospederos (K. H. Lamour,
Mudge, et al., 2012). Sin embargo, los mecanismos epigenéticos subyacentes de cémo P.
capsici se adapta a nuevos hospederos durante las interacciones coevolutivas aun se
desconocen.

Diversos estudios indican que las mutaciones, hibridaciones, reorganizaciones cromosomicas
o eventos de transferencia horizontal de genes, estan involucradas en la capacidad que tienen
ciertos patdégenos en infectar diversos organismos, considerados como factores clave para la
adaptacion del patégeno en respuesta al nuevo entorno de un nuevo hospedero (DeWitt &
Scheiner, 2004).

Sin embargo, los mecanismos epigenéticos se han descrito como factores claves que
producen cambios en patdgenos para que se lleve a cabo la adaptacién a nuevos entornos
con mayor velocidad. Estos cambios también son el resultado de la plasticidad fenotipica
dentro de la vida de un organismo, que generalmente estan exentos de la seleccion natural
que solo actua sobre la variacion hereditaria (de Fine Licht, 2018).

El proceso de adaptacién de un patégeno a nuevos hospederos implica varias etapas, cada
una de las cuales representa diferentes barreras ecolégicas y evolutivas para que se
establezca una nueva asociacion entre el hospedero y el patdégeno, generalmente se considera
gue los patdégenos cambian o se adaptan a un nuevo hospedero de dos formas (Agosta et al.,
2010).

En primer lugar, los patégenos pueden colonizar nuevos hospederos que representen un
recurso muy similar a la planta ancestral, es decir, ajuste ecoldgico a través del seguimiento
de recursos. Esto puede ocurrir si el hospedero original y el nuevo estan estrechamente
relacionados o si el patégeno esta explotando rasgos conservados evolutivamente entre las
dos especies hospederas. Sin embargo, los hospederos pueden ser genéticamente diversos
(Fellous et al., 2012), considerado también como proceso de aclimataciéon (Mason, 2016).

En segundo lugar, los patdgenos pueden colonizar nuevos hospederos que representen
recursos previamente desconocidos, es decir, ajuste ecolégico mediante plasticidad
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adaptativa. Bajo este escenario, se considera que el entorno completamente nuevo y
potencialmente estresante que representa una nueva planta hospedera "libera" una variacién
genética criptica en la plasticidad del patégeno (C. K. Ghalambor, McKAY, et al., 2007). Esta
variacion en las respuestas plasticas conduce a una mayor variacién en los fenotipos de
patdgenos que proporcionan la materia prima para que la seleccion natural dé forma a la
evolucion de los rasgos patogénicamente relevantes (Agosta et al., 2010; Levis & Pfennig,
2016; Schlichting & Wund, 2014). Por ello, existen casos en que dicha plasticidad produce un
fenotipo adaptativo o “pre-adaptado” en el nuevo hospedero que eventualmente puede
conducir al cambio de hospedero (adaptacion).

En algunos sistemas bioldgicos, la plasticidad fenotipica ocurre antes de la adaptacion de
patbgenos a nuevos entornos, la cual esta fuertemente influenciada por mecanismos
epigenéticos (C. Ghalambor et al., 2015; Moroney et al., 2013; Stoks et al., 2016). Es por ello
gue en la presente investigacion se estudia la plasticidad fenotipica que puede presentar P.
capsici como primer paso del proceso de adaptacion o aclimatacion a diferentes hospederos y
como los mecanismos epigenéticos basados en RNAs no codificantes podrian estar
involucrados en este proceso.

3.20 Plasticidad fenotipica en patégenos por sRNAs

La plasticidad fenotipica se define como la capacidad de un organismo para expresar
diferentes fenotipos en respuesta a cambios ambientales (DeWitt & Scheiner, 2004), donde el
fenotipo puede ser cualquier rasgo morfoldgico, fisiol6gico o conductual. En la mayoria de los
casos, la plasticidad fenotipica se basa en ajustar los patrones de expresion génica (Nicotra et
al., 2010). Sin embargo, los mecanismos por los cuales se influye y regula la expresion génica
durante las respuestas plasticas son poco conocidos en la mayoria de los organismos (DeWitt
& Scheiner, 2004), incluido P. capsici.

La plasticidad fenotipica puede influir en la dinamica evolutiva cuando un la poblacién se
adapta a un nuevo entorno u hospedero (Chevin et al., 2010; Kronholm, Johannesson, & Ketola
T, 2016; Lande, 2009). Especificamente, la plasticidad puede facilitar la adaptacion al
aumentar el tamafo de la poblacion en el entorno nuevo (Chevin et al., 2010) y al generar una
variacion fenotipica puede seleccionarse si es heredable (Pal, 1998). La variacién fenotipica
heredable puede lograrse potencialmente con diferentes mecanismos, siendo uno de ellos la
plasticidad mediada por mecanismos epigenéticos. Estos incluyen modificaciones de la
cromatina como la metilacion del DNA (Bird, 2002), diferentes tipos de modificaciones de
histonas y RNAs no codificantes (Bannister & Kouzarides, 2011). Curiosamente, los modelos
evolutivos que incorporan sistemas genéticos y epigenéticos hereditarios sugieren que estos
tltimos desempefian un papel importante en la adaptacion (Day & Bonduriansky, 2011,
Klironomos et al., 2013; Kronholm, Johannesson, & Ketola, 2016).

La mayoria de los rasgos son plasticos, pero el grado en que la plasticidad es adaptativa o0 no
adaptativa depende de si los fenotipos inducidos por el medio ambiente estdn mas cerca o
mas lejos del 6ptimo local (C. K. Ghalambor, McKay, et al., 2007; Schmalhausen, 1949). Por
ejemplo, la plasticidad es adaptativa cuando el fenotipo se altera en la misma direccion
favorecida por la seleccion natural de ese entorno (Conover et al., 2009; C. K. Ghalambor,
McKay, et al., 2007). Algunos modelos sugieren que la plasticidad adaptativa es un primer paso
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critico en el proceso de evolucién adaptativa, aumentando la persistencia de la poblacion en
nuevos entornos (el efecto Baldwin).

Por el contrario, la plasticidad no es adaptativa cuando una poblaciéon se encuentra con un
entorno que induce la produccion de fenotipos mas alejados del 6ptimo local (Conover et al.,
2009; C. K. Ghalambor, McKay, et al., 2007), lo que genera una relacidon negativa entre la
direcciéon de la plasticidad y la direccion de la evolucion adaptativa (Conover et al., 2009;
Grether, 2005).

Los experimentos de seleccidn de laboratorio han encontrado apoyo para una relacion positiva
(adaptativa) (Suzuki & Nijhout, 2006; Waddington, 1961) y negativa (no adaptativa) (Schaum
& Collins, 2014) entre la direccion de las respuestas plasticas y la direccion de la evolucion.

Se conoce que los mecanismos epigenéticos como la metilacidn/desmetilacion de histonas y
proteinas relacionadas con la via de SRNAs desempefian un papel importante en la plasticidad
fenotipica del hongo filamentoso Neurospora crassa sobre una variedad de entornos variables
controlados (Kronholm, Johannesson, & Ketola, 2016).

Experimentos de Lachke et al. (2000) plantean la hipotesis de que el cambio es un medio para
lograr la plasticidad fenotipica que permite a las poblaciones responder rapidamente a la
fisiologia cambiante y las respuestas inmunitarias del hospedero. Esta explicacion adaptativa
para el cambio fenotipico de alta frecuencia se ha propuesto como el mecanismo utilizado por
patégenos oportunistas como Candida albicans que responde rapidamente a los cambios en
su huésped (Soll, 2002).

La variacion fenotipica sugiere la posibilidad de un sistema de herencia de dos vias
subyacentes: una via r4pida pero inestable (epigenética) y otra lenta pero estable (secuencia
de ADN) (Bossdorf et al., 2008). Por ejemplo, en P. ramorum se ha descrito que el roble es
capaz de inducir la plasticidad de la morfologia del crecimiento colonial del patégeno, la cual
se relacioné con cambios masivos de regiones cromosémicas como la presencia de trisomias
y elementos transponibles (Kasuga et al., 2016).

Los procesos de herencia que no estan basados en la secuencia de DNA, se refiere a herencia
epigenética; es decir, los efectos fenotipicos a través de las generaciones son también casos
de herencia epigenética (Richards et al., 2010). Un potencial ejemplo, es la plasticidad
fenotipica en P. capsici descrita por Ulloa & Vega (2017) la cual fue inducida por el hospedero
al demostrar que los caracteres morfolégicos del patrén de crecimiento colonial y virulencia
variaban ampliamente entre aislados del patdgeno después de infectar siete especies
vegetales por dos generaciones, por lo cual pueden existir mecanismos epigenéticos mediados
por sRNAs que modulen estos cambios fenotipicos.

Dentro de las caracteristicas interesantes de P. capsici es su capacidad de la variacion de la
virulencia que puede provocar en diferentes especies vegetales. Por ello, en la presente
investigacion se aborda el estudio de la diversificacion de la virulencia en P. capsici que podria
ser mediada por mecanismos epigenéticos, cuyos antecedentes se describen a continuacion.
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3.21 Variacion de la patogenicidad y virulencia mediada por sSRNAs en P. capsici

La patogenicidad se refiere a la capacidad de un microorganismo para causar una enfermedad
(Kumate et al.,, 2009), en cambio, la virulencia es el grado de patogenicidad que el
microorganismo ocasiona en un hospedero (Kleinbaum et al., 1984). La variacién de la
patogenicidad y virulencia de patégenos depende de diferentes factores ambientales como la
temperatura, cantidad de humedad relativa, disponibilidad de nutrientes, contenido proteico de
efectores y su interaccion con hospederos, en donde la carga genética en ambas partes es
fundamental. Recientemente, como parte del contenido genético, los RNAs pequefios de
patdgenos han sido reconocidos como reguladores de la variacion en la patogenicidad y
virulencia (Weiberg, Wang, Lin, Zhao, & Zhang, 2013).

Las investigaciones realizadas por Ristaino (1990), demostraron que P. capsici produce
variacion en la virulencia entre los hospederos de las poblaciones naturales de solanaceas y
cucurbitaceas. Ademas, se ha encontrado que algunos aislamientos de P. capsici son
altamente virulentos en ciertos hospederos o partes de la planta, como la raiz o fruto, y menos
virulentos o avirulentos en otros (Foster & Hausbeck, 2010; Granke et al., 2011a). También, se
han observado diferentes niveles de agresividad entre diferentes aislamientos de P. capsici
dependiendo su localizacion geografica (Granke et al., 2012; Nawaz et al., 2018; Siddique et
al., 2019).

Esta variacion de la patogenicidad y virulencia observada en P. capsici puede estar
influenciada principalmente por los genes efectores. Se conoce que en los genomas de
Phytophthora, los genes que codifican los efectores RXLR, CRN y otros factores de
patogenicidad se ubican predominantemente en las regiones densas en TE y escasas en
genes. Se considera que estos evolucionan rapidamente en comparacion con las regiones
densas en genes, lo que da lugar a un "genoma de 2 velocidades" y subyace a la capacidad
de las especies de Phytophthora para evolucionar rdpidamente y superar la resistencia del
hospedero (S. Raffaele et al., 2010; S. Whisson et al., 2012).

La variacion en la expresion de efectores mediada por SRNAs proporciona una explicacion
potencialmente importante para la variabilidad patogénica de oomicetos patdégenos,
posiblemente como una estrategia de adaptabilidad hacia genes de resistencia en las plantas
huésped. En P. capsici, no se han determinado los mecanismos moleculares que subyacen a
esta variacion en la expresion del gen efector, sin embargo estudios recientes han implicado
al silenciamiento del RNA como importante en estrategias en oomicetos para adaptarse y
variar su patogenicidad (Cunnac et al., 2011; Kvitko et al., 2009). Por todo lo anterior, en la
presente investigacion se analiz6 la variacién de la patogenicidad y virulencia de P. capsici en
el proceso de adaptacion/aclimatacion a diversos hospederos relacionada con mecanismos
epigenéticos de sRNAs.
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IV Metodologia

En la presente investigacion, se realizdé un disefio de analisis experimental basado en la
caracterizacion morfolégica y de patogenicidad de P. capsici D3 cuando infecta y es
recuperado del patosistema: hojas de chile, pepino, brécoli y frijol, y sus combinatorias por dos
generaciones. Construccién de modelo de correlacion y clusterizacion de estas variables.

Después, se realizé secuenciacion y analisis bioinformaticos de RNAs pequefios a partir de
dos aislados del patdégeno con diferencias en el historial de especies vegetales de
infeccion/recuperacion, para identificar y caracterizar los sRNAs, miRNAs y sus probables
genes targets. También, se identifico el potencial regulatorio de su genoma de referencia con
familias homologas de miRNAs reportadas en tres bases de datos.

En seguida, se identificaron y caracterizaron in silico los principales genes asociados a la
biogénesis, transporte y procesamiento de elementos no traducibles, validando su nivel de
expresion relativa y de genes efectores, modificadores de histonas, transposicion y miRNAs
con RT-gPCR y en stem loop, respectivamente, que presentaron diferencias significativas en
su expresion en los analisis bioinformaticos. El nivel de expresion relativa se realizé en cuatro
tratamientos de aislamientos del patdgeno y un control sin tratamiento.

Por dltimo, se generd un modelo gréfico y correlativo sobre la biogénesis y trafico de SRNAs-
MiRNAs entre P. capsici y la especie vegetal infectada, virulencia, fenotipo y nivel de expresion
de genes y miRNAs en dos aislados del microorganismo. En el ANEXO 1 se muestra el
diagrama general de la metodologia.

4.1 Caracterizacion molecular de la cepa D3 de Phytophthora capsici

La cepa D3 de P. capsici utilizada en esta investigacion fue amablemente proporcionada por
el Dr. Mario M. Gonzalez-Chavira del Instituto Nacional de Investigaciones Forestales,
Agricolas y Pecuarias (INIFAP-Celaya) recuperada de cultivos de chile poblano que
presentaban sintomas de infeccion, situados en el municipio de Dolores hidalgo, Guanajuato
(J. L. Pons-Hernandez et al., 2020).

En estudios previos de Ulloa y Vega (2017) caracterizaron la cepa a nivel de especie mediante
amplificacion y secuenciacién Sanger de las Regiones Espaciadoras Internas ribosomales o
ITS (Internal Transcribed Spacers) con los oligonucleétidos ITS-5 e ITS-4 (Jaramillo-Pineda et
al., 2015), obteniendo 95% de identidad con Phytophthora capsici de Leonian de acuerdo a la
base de datos del NCBI, siendo el Unico organismo con el cual coincidié la secuencia.
Posteriormente, Sevillano y colaboradores (2022) realizaron un analisis de secuencias multi
locus (MLSA-Multilocus Sequence Analysis) de las secuencias ITS y seis marcadores
moleculares del transcriptoma de la cepa D3 (Rojas Rojas et al.,, 2021), contra ITS y
marcadores moleculares de otras especies de Phytophthora, encontrando que la cepa D3 se
ubica dentro del clado 2, lo cual es caracteristico de la especie en el grupo de los oomicetos
del género Phytophthora (K. H. Lamour, Stam, et al., 2012). Confirmando mediante técnicas
microbiolégicas y moleculares que la cepa D3 utilizada en esta investigacion se trata del
oomiceto patégeno designado como Phytophthora capsici.

33


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/

4.2 Caracterizacion morfoldégica de Phytophthora capsici

Con aumentos de 40X y ayuda de microscopio Optico LEICA CTR5000 se caracterizé la
morfologia microscépica del oomiceto, para ello se tifieron sus componentes estructurales con
azul de tripan al 0.2% (Larroque et al., 2013) y se analizo el tipo esporangiéforo, longitud de
pedicelo y morfologia del esporangio, ademas se evalud la cinética de crecimiento y patron de
crecimiento colonial denominada como morfologia macroscépica, micelial o colonial, ambos
tipos de morfologias fueron caracterizadas con base a las tablas de identificacion morfologicas
descritas por (Abad et al., 2019). Se indujo el desarrollo de esporangios a partir de placas Petri
gue contenian al patégeno de 5 dias de edad, expuestas a luz blanca constante durante 3 dias
consecutivos a temperatura ambiente (Ristaino, 1990).

4.3 Obtencion de in6culo de Phytophthora capsici

El crecimiento del microorganismo se realiz6 en placas Petri con medio V8-agar clarificado
adicionado con antibidticos (VBCA+). La preparaciéon por litro del medio de cultivo se realizé
con 200mL de jugo comercial V8 HERDEZ® previamente clarificado mediante centrifugacion
a 3000 revoluciones por minuto (rpm) durante 15 min, 800mL de agua destilada, 15 gr de agar
y 3 gr de carbonato de calcio (Solache-Huacuz et al., 2010). EI medio de cultivo se esterilizo
en autoclave a 121°C durante 20 min, cuando ya se encontraba esterilizado en estado liquido
a una temperatura aproximada de 65°C y en campana de flujo laminar, se adicionaron y
mezclaron los antibiéticos: benomilo (100 mg/L), rifampicina (80 mg/L), ampicilina (100 mg/L),
streptomicina (50 mg/L) y kanamicina (50 mg/L) previamente esterilizados por filtracion.
Después, el medio de cultivo VBCA+ se dispensé en placas Petri y fueron inoculadas con
discos de 1 cm de diametro de micelio de P. capsici e incubadas a 28°C en oscuridad por 8
dias, para realizar los ensayos de infeccion en hoja desprendida.

4.4 Ensayo de infeccidén en hoja desprendida

Los ensayos de infeccidn se realizaron a partir del protocolo descrito por (Ulloa & Vega, 2017)
con algunas modificaciones, sobre hojas desprendidas de plantas de 4-6 semanas de edad
crecidas en condiciones de invernadero a 28°C, representativas de cuatro familias de especies
vegetales entre las que se incluyeron: solanaceas (chile, Capsicum annuum, var. annuum L.),
cucurbitaceas (pepino, Cucumis sativus), brassicaceas (brécoli, Brassica oleraceae var. italica)
y fabaceas (frijol, Phaseolus vulgaris).

En ambiente de esterilidad, las hojas fueron lavadas y enjuagadas con etanol al 70% y agua
estéril, respectivamente por tres ocasiones, se retird el exceso de humedad, se colocaron en
una camara de humedad estéril con el envés hacia arriba y a continuacion se generé una
pequefa herida de ~3 mm en el centro de la hoja, la cual se inocul6 con un disco de 5 mm de
diametro de micelio aéreo de P. capsici de 8 dias de edad. Entonces, la camara con el
patosistema se incubd a 28°C en oscuridad. Se monitore6 y evidencié el desarrollo de la
infeccidn a las 24, 48 y 72 horas después de la inoculacion (hdi) con fotografias en presencia
de luz UV de longitud de onda larga de 340 nm y luz natural.

Cada ensayo de infeccion por condicién experimental evaluada se realizé en al menos seis
ocasiones por cuadruplicado. Finalmente, se determin6 el area infectada con el software
ImageJ y se realiz6 su apropiado analisis estadistico que consistié en pruebas de normalidad
y analisis de la varianza ANOVA con intervalo de confianza de p<0.05.
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4.5 Aislamiento primario de Phytophthora capsici derivado de ensayos de infeccion

La primera generacion de infecciones ocasionadas por la cepa progenitora D3 de P. capsici en
hojas desprendidas de chile, pepino, brécoli y frijol se denominaron “infecciones primarias”
designadas como: I-chile, I-pepino, I-brocoli e I-frijol, respectivamente, mostrado en la figura
7A; cuyo progreso de infeccion fue valorado y analizado a las 24, 48 y 72 hdi para conocer la
patogenicidad que la cepa D3 ocasiona en las cuatro especies vegetales.

A las 72 hdi de las infecciones primarias y en condiciones de esterilidad, se colectaron ~25
mm? de tejido infectado aledafio al sitio de inoculacién y se transfirié al centro de una placa
Petri con medio VBCA+, se incub6 a 28°C en oscuridad para su crecimiento, obteniendo de
esta manera al oomiceto aislado de manera axénica (Ulloa & Vega, 2017), el cual fue
nombrado “aislado primario” que pudiera provenir de infectar chile, pepino, brécoli o frijol,
identificados como: A-chile, A-pepino, A-brocoli y A-frijol, respectivamente, figura 7B.

Para conocer si existen cambios en el crecimiento de los aislados primarios se evalud su
cinética de crecimiento cada 24 horas hasta los 8 dias de edad, ya que fue el tiempo promedio
gue la cepa control D3 se demoraba en colonizar la placa Petri de 8 cm de didmetro. Ademas,
a los 8 dias de edad se tomaron fotografias para evidenciar la plasticidad fenotipica que
presentaban los aislados primarios.

Se indujo el desarrollo de esporangios (Ristaino, 1990) para la caracterizacibn de sus
componentes estructurales y reproductivos, tefiidos con azul de metileno al 0.2% (Larroque et
al., 2013) para probar que los aislados obtenidos corresponden a P. capsici e identificar si
eéstos presentan modificaciones en sus componentes estructurales después de ser
recuperados de infeccién primaria (Abad et al., 2019). En seguida, el micelio aéreo de varias
placas Petri de los cuatro aislados primarios de 8 dias de edad se dividié en dos fracciones, la
primera se destind para colectar biomasa suficiente para realizar extraccién y analisis de
acidos nucleicos, la segunda fraccion del micelio se utilizd para realizar una segunda
generacion de infeccién en hojas desprendidas de las cuatro especies vegetales de chile,
pepino, brocoli y frijol.

Finalmente, al obtener los datos de la caracterizacion de infecciones primarias y sus aislados
primarios se construyé un modelo de correlacion, analisis de componentes principales y
clusterizacion mediante k-means en RStudio v4.2.1 (Studio Team, 2020).

4.6 Aislamiento secundario de Phytophthora capsici derivado de infeccion secundaria
A partir de los cuatro aislados primarios anteriormente caracterizados de A-chile, A-pepino, A-
brocoli y A-frijol, se realiz6 una segunda generacion de infeccion en hojas desprendidas de las
cuatro especies vegetales de chile, pepino, brécoli y frijol (Ulloa & Vega, 2017) efectuando una
combinatoria de 16 diferentes condiciones de infecciones experimentales, las cuales fueron
llamadas “infecciones secundarias”, ya que son infecciones ocasionadas por P. capsici con
conocimiento de procedencia de infeccion primaria hacia una especie vegetal particular,
mostrado en la figura 7C.
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Para generar infecciones secundarias ocasionadas por el aislado primario recuperado de la
infeccion primaria de chile (A-chile) en las cuatro especies vegetales, se inocularon discos de
5 mm de diametro de micelio aéreo del aislado de 8 dias de edad en el centro de la parte
abaxial que contenia una pequefia herida de hojas desprendidas de chile, pepino, brdocoli y
frijol dispuestas en camara de humedad estéril, cuyo desarrollo de infeccion fue monitoreado
y analizado a las 24, 48 y 72 hdi para determinar si existen cambios en la virulencia del
patdgeno hacia las cuatro especies vegetales infectadas cuando éste tiene un historial de ser
recuperado de infeccion primaria en chile. La misma combinatoria de infeccién y andlisis se
realizd para los aislados primarios de A-pepino, A-brécoli y A-frijol hacia las mismas cuatro
especies vegetales.

La nomenclatura establecida para referirse a las infecciones secundarias proporciona un
seguimiento del historial de infeccion al que fue sometido el tratamiento experimental. Por
ejemplo, la identificacion de las infecciones secundarias ocasionadas por A-chile en hojas de
chile, pepino, brdocoli y frijol se establecié como: I-ch-ch, I-ch-pe, I-ch-br, I-ch-fr, ésta se lee de
izquierda a derecha en donde la primera letra “I” alude al evento de infeccion, seguido de un
guion medio de separacion, las siguientes dos letras hacen referencia al nombre comudn de la
especie vegetal en donde se realizo la infeccion primaria, seguido de guion medio, las ultimas
dos letras indican el digrafo inicial del nombre comudn de la especie vegetal en que se realizd
la infeccion secundaria. El indicador: “I-ch-pe”, significa que el tratamiento es una infeccion
secundaria cuya infeccion primaria se realiz6 por P. capsici D3 en hoja chile seguido de
infeccidn secundaria ejecutada en hoja de pepino. También se establecieron los identificadores
de infecciones secundarias para las obtenidas de los aislados primarios de A-pepino, A-brécoli
y A-frijol en hojas desprendidas de las cuatro especies vegetales basado en las mismas reglas
de nomenclatura, mostradas en el indice de abreviaturas y figura 7C.
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Figura 7. Diagrama general de infeccion y aislamiento de P. capsici durante dos generaciones.
A. Infecciones primarias realizadas en hojas de chile, pepino, brécoli y frijol a partir de la cepa D3 de P.
capsici y monitoreadas a las 24, 48 y 72 hdi.
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B. Alas 72 hdi del tejido infectado de las cuatro especies vegetales correspondiente a la 1° generacion de
infeccion/infecciones primarias, se recuperé al oomiceto en placas Petri con medio V8-Agar adicionado
con antibidticos (VBCA+) obteniendo los aislados primarios o F1 de P. capsici para evaluar su fenotipo,
correspondiente a morfologia microscdpica, macroscépica y cinética de crecimiento.

C. Segunda generacion de infeccién/infecciones secundarias realizadas en hojas de chile, pepino, brécoli y
frijol ocasionadas por los cuatro aislados primarios, obteniendo una combinatoria de 16 tratamientos
infectivos con seguimiento a las 24, 48 y 72 hdi.

D. Obtencién de aislados secundarios o F2 de P. capsici a partir de tejido infectado de las 16 combinatorias
de infecciones secundarias, crecidos en placas Petri con VBCA+ para caracterizar su fenotipo hasta los
8 dias de edad.

A las 72 hdi de las 16 infecciones secundarias en hojas desprendidas de las 4 especies
vegetales evaluadas y en condiciones de esterilidad, se tomaron ~25 mm? de tejido infectado
de la periferia del sitio de inoculacion y se transfirieron a sus respectivas placas Petri con medio
VB8CA+. Se crecieron a 28°C en oscuridad, obteniendo entonces los “aislados secundarios”, es
decir aquellos aislados de P. capsici recuperados en estado axénico en su primer pase en
placa que fueron infectados en alguno de los cuatro hospederos evaluados y recuperados por
dos ocasiones consecutivas, mostrado en la figura 7D.

La nomenclatura establecida para distinguir a los aislados secundarios es similar a la
desarrollada para las infecciones secundarias, cuya finalidad es notar el historial de infeccion
y aislamiento al que fue sometido el oomiceto. Los identificadores: A-ch-ch, A-pe-ch, A-br-ch'y
A-fr-ch muestran que se tratan de los aislados secundarios obtenidos de infeccion secundaria
de hojas de chile que fueron infectados con los cuatro aislados primarios.

La nomenclatura de identificacién de aislados secundarios del patdégeno esta constituida por
tres componentes: la primera letra “A” indica que se trata de un aislamiento de P. capsici,
seguido de un guion medio de separacion, dos primeras letras que indican el aislado primario
obtenido de infeccidén primaria de una especie vegetal determinada, a continuacion, un guion
medio y finalmente, las dos primeras letras del nombre comin de la especie vegetal de
infeccién secundaria del cual el oomiceto fue recuperado por segunda ocasion.

Por ejemplo, el identificador “A-br-ch” indica que se trata de un aislado secundario del patégeno
gue fue recuperado de una infeccién secundaria de chile, la cual fue provocada por el aislado
primario de P. capsici, obtenido de infeccion primaria de brécoli. Se aplicd una nomenclatura
base especifica para los restantes 12 aislados secundarios, mostrada en el indice de
abreviaturas y figura 7D.

Al igual que en los cuatro aislados primarios, para los 16 aislados secundarios y la cepa D3 de
P. capsici, se evalud su cinética de crecimiento hasta los 8 dias de edad, caracterizacion de
su fenotipo macroscopico y microscopico, para realizar pruebas de abundancia morfolégicas y
sus respectivas pruebas de hipétesis con chi-cuadrada (x?) en RStudio (Abad et al., 2019;
Larroque et al., 2013; Studio Team, 2020). Enseguida, se construyé un modelo de correlacion
de las variables patogenicidad, crecimiento y fenotipo, basado en andlisis de componentes
principales, clusterizacion de las muestras por medio de k-means en RStudio v4.2.1.

Por ultimo, se colectaron muestras de micelio aéreo de 8 dias de edad de cada tratamiento
con ayuda de cuter estéril, asegurandose de no tomar parte del inoculo inicial del tejido vegetal
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infectado de 4-5 placas de replicas técnicas por muestra, las cuales fueron colocadas en tubos
eppendorf de 1.5 mL y congeladas inmediatamente con nitrdgeno liquido para ser
almacenadas a -80°C hasta el momento de su extraccién y analisis de acidos nucleicos,
incluidos RNAs pequefios.

4.7 Secuenciacion de RNAs pequefios de aislados de Phytophthora capsici

Fueron seleccionadas dos muestras colectadas de micelio aéreo, correspondientes a aislados
secundarios de P. capsici con diferencias en el historial de especies vegetales por el cual fue
infectado/recuperado el patdgeno para extraccion y secuenciacibn masiva de sus RNAs
pequeiios (sRNA-seq), ya que el objetivo principal de la investigacién fue estudiar los
mecanismos de regulacion de la expresion génica del oomiceto cuando infecta y es recuperado
de diferentes especies vegetales a partir de sus RNAs pequefios, en donde se incluyen los
microRNAs.

La muestra de aislado secundario de la que se secuenciaron sus small RNAs fue la identificada
como: A-ch-ch obtenida de infeccién/recuperacion de hojas de chile en dos ocasiones, utilizada
como control ya que al igual que la cepa progenitora D3 se conoce que proviene de infectar y
ser recuperado de chile sin cambio de especie vegetal. La segunda muestra denominada A-
br-ch, proviene de la interaccion con dos diferentes especies vegetales, derivada del
aislamiento de infeccion secundaria de chile que proviene de infeccion primaria en brocoli.

Para ambas muestras se enriguecieron sus RNAs pequefios a través del kit de extraccion
“Plant microRNA Purification Kit” (NORGEN BIOTEK CORP) siguiendo las recomendaciones
del fabricante, mostrado en el ANEXO 2. Se analizd su integridad y calidad de extraccion
mediante electroforesis en gel de agarosa al 1.5% y espectrometria con el equipo
NanoDrop2000, respectivamente. Después, en el Laboratorio de Servicios Gendmicos del
Langebio, Irapuato (Labsergen), se validé que la calidad de la densidad oOptica (DO) 260/280
de los RNAs pequefios de ambas muestras fuera mayor a 2, Namero de Integridad de RNA
(RIN-RNAIntegrity Number) mayor o igual a 8 y tamafio de fragmento ~22nt con Chip RNA
6000 pico. Enseguida, generaron las respectivas bibliotecas de secuenciacion a través del kit
4 TruSeqg SmallRNA de lllumina, asi como la secuenciacion tipo SRNA-seq en una sola placa
de 1x75, SE en la plataforma de Illumina Miseq. Por dltimo, obtuvieron los datos crudos de
secuenciacion en formato .fastq disponibles para su analisis bioinformatico.

4.8 Analisis bioinforméticos sRNA-seq de aislados secundarios

En general, se realizé el mismo tipo de analisis bioinformatico y comparativo para ambas
bibliotecas de sRNA-seq de los aislados secundarios de A-ch-ch y A-br-ch. Los datos crudos
de secuenciacion de formato .fastq de RNAs pequefios fueron preprocesados, concatenando
archivos de 4 corridas de secuenciacion en uno solo documento por muestra. Se analizo la
calidad de los reads con el programa FastQC v0.11.9 (Simon, 2010), enseguida se cargaron
a la plataforma en linea de Galaxy v0.6.7 (https://usegalaxy.org/) y se eliminaron los
adaptadores con Trim Galore! v0.6.5 (Felix, 2019) con la herramienta “Remove llumina small
RNA adapters”. Después se ajusto la calidad y tamafio de los reads utilizando Trimmomatic
v0.32 (Bolger et al., 2014) con los pardmetros: ILUMINACLIP:TRuSeq3-SE:2:30:10
LEADING:3 TRAILING:3 SLIDINGWINDOW:4:20 MINLEN:18 PHRED 33. Finalmente, se
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verifico que los adaptadores y reads de baja calidad estén eliminados con FastQC, para
entonces analizar las poblaciones de los RNAs pequefios de las secuencias.

4.8.1 Analisis de poblaciones de RNAs pequefios

En el procesamiento de datos, fueron filtrados los reads asociados a regiones de RNAs
pequefios ribosomales (srRNAS) y de transferencia (sStRNA) que se encuentran alojados en las
bases de datos de Rfam (Kalvari et al., 2021) y Silva (Quast et al., 2013) con bowtie2 v2.4.4
(Langmead & Salzberg, 2012). Entonces, fueron cuantificados para obtener un grafico
comparativo de la abundancia de los RNAs pequefios asociados a los principales tipos de
RNAs (tRNAs, rRNAs y mRNAs) presentes en las muestras de micelio de los aislados
secundarios secuenciados.

Los reads que no mapearon a los srRNAs y stRNAs con caracteristicas adecuadas de calidad
y longitud, fueron mapeados al genoma de referencia de Phytophthora capsici LT1534 v.11 (K.
H. Lamour, Mudge, et al., 2012) del Join Genome Institute (JGI) con bowtie2 v2.4.4. Los reads
o0 RNAs pequefios mapeados a regiones de genes relativamente conocidas o curadas del
genoma de P. capsici, que incluyen regiones no traducibles como es el caso de elementos
transponibles, en archivos en formato .sam se pasaron a formato .bam con samtools (H. Li et
al., 2009) y bamtools (Barnett et al., 2011), respectivamente.

Enseguida, se determind la abundancia de poblaciones de RNAs pequefios asociados a
regiones gendmicas del oomiceto, las cuales fueron clasificadas de acuerdo a su longitud,
mediante herramientas para recuento de secuencias de la plataforma de FAS Center
Scriptome home (UNIX) (Harvard College, 2008), cuyo resultado fue graficado con el software
GraphPad Prism v7.

Después, se construyo un diagrama de relaciones de Venn con el programa web “Calculate
and draw custom Venn diagrams”, para conocer la cantidad de RNAs pequefios que estaban
compartidos y/o eran caracteristicos de cada tratamiento.

Con un pipeline basado en el marcaje de secuencias desarrollado en Ubuntu, se analizo la
abundancia del primer nucleétido del extremo 5 de las secuencias de los RNAs pequefios
antes clasificadas por tamafio. A continuacion, con el programa Integrative Genome Viewer-
IGV (Robinson et al., 2011) se identificaron y compararon aquellas regiones del genoma que
podrian ser altamente asociadas a ser reguladas por los RNAs pequefios en ambos aislados.

Se realiz6 un andlisis de expresion diferencial de los SRNAs asociados a regiones de genes
anotados de P. capsici con DESeq2 en RStudio v4.2.1 y se realiz6 el enriquecimiento de las
vias metabdlicas que presentaron Log2Folchage 21 y < 1 de la base de datos de Kyoto
Encyclopedia of Genesand Genomes (KEEG) (Kanehisa & Goto, 2000) con el programa
iDEP.96 (Ge et al., 2018).

A partir de los sRNAs asociados al genoma de P. capsici, se identificaron miRNAs reportados
en la base de datos de miRNAs miRBase v22 con el programa sRNAbrench (Griffiths-Jones et
al., 2008) y se realizd su andlisis expresion diferencial con edgeR, en el programa de
SRNAstoolbox, usando la herramienta sSRNAde (Ge et al., 2018).
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Los restantes sSRNAs asociados al genoma de P. capsici sin asignacion a bases de datos
curadas de miRNAs, se mapearon a genes especificos de patogenicidad, modificadores de
histonas y factores de transcripcion que mostraron diferencias significativas de expresion en
transcriptomas de P. capsici D3 al infectar varios hospederos identificados en estudios
anteriores del laboratorio (Rojas Rojas et al., 2021), asi como a regiones de elementos
transponibles obtenidas de la base de datos RepetDB (Amselem et al., 2019). Las secuencias
de sRNAs que presentaron “mismaches” fueron filtradas mediante analisis de homologia de
secuencias basadas en alineamiento BLAST (Altschup et al., 1990).

Los sRNAs que cumplieron los filtros de 100% de identidad de secuencia, fueron visualizadas
con la herramienta del BROWSE que se encuentra alojada en la pagina del genoma de P.
capsici LT1534 del JGI, para caracterizar la abundancia de las poblaciones de sRNAs
asociados a genes efectores, modificadores de histonas y elementos transponibles, asi como
identificar los SRNAs Unicos y compartidos entre los dos aislados, y finalmente construir los
respectivos graficos en RStudio v4.2.1 (Studio Team, 2020). Una vez que fueron
caracterizados los RNAs pequefios de manera global, se identificaron y analizaron aquellas
secuencias que presentaban caracteristicas de ser potenciales miRNAs de novo.

4.8.2 Identificacién y andlisis de potenciales microRNAs

Después de caracterizar las poblaciones de RNAs pequefios y miRNAs anotados en bases de
datos en ambos aislados secundarios del oomiceto, se predijeron sus potenciales miRNAs de
novo con el programa miRDeep* (An et al., 2013) con los parametros: miRLength:18-23;
minphred: 20; max multimap:101; min reads:5; min score:-10; Genome:PcapLT1534. Para ello,
se utilizaron los archivos de salida de los reads asociados al genoma de referencia del
patdgeno y que no mapearon a las bases de datos de Rfam y Silva de formato .SAM (Sequence
Alignment Map).

En seguida, se analizé el nivel de expresion de los potenciales miRNAs predichos por
miRDeep* y sus parametros termodinamicos de la energia minima libre (Minimum free energy-
MFE) y prediccion de la estructura secundaria fueron caracterizados con el programa RNAfold
WebServer.

A partir de la secuencia de miRNA maduro y su potencial locus de sintesis de hairpin (pre-
mMiRNA), se identificaron y clasificaron familias de genes MIR y fueron comparadas entre los
dos aislados con la construccion de diagrama de Venn y relaciones filogenéticas, a través de
alineamiento multiple de las secuencias con el programa MUSCLE del EMBL-EBI, seguido de
la construccion de &rbol de relaciones con PhyML v3.0 (Guindon et al., 2010). Ademas, se
identificaron potenciales isoformas de las familias de miRNAs con los programas isomiR-SEA
v1.6 (Urgese et al., 2016) y sRNAbrench. Asi mismo, se realizé la busqueda de potenciales
MiRNAs asociados a regular genes efectores, modificadores de histonas, cromatina, factores
de transcripcién y elementos transponibles con la misma estrategia de identificacion.

Con el programa IGV se identificaron los loci del genoma de P. capsici LT1534 en donde los

mMiRNAs de novo podrian estar ejerciendo su actividad regulatoria. Ademas, se identificaron
sus potenciales genes target con la herramienta TargetScan (Agarwal et al., 2015) que se
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encuentra incorporada en miRDeep* y con los programas PSROBOT, TAPIR_HYBRID y
TAPIR_FASTA (Wu et al., 2012; Bonnet et al., 2010), a partir de datos de los miRNAs de novo
y cDNA del fitopatdégeno. Enseguida, se realiz6 la anotacion funcional de los potenciales genes
target, usando la bases de datos de euKaryotic Orthologous Groups (KOG) dispuesta en
MycoCosm del JGI (Tatusov et al., 2003).

Existen varios programas para la prediccién de genes targets de miRNAs, sin embargo, la
mayoria son especificos para un organismo en patrticular, por lo que ademas se realiz6 una
curacion manual para localizar el locus o sitio de escision mas probable entre un potencial
miRNA y gen target con alineamiento local BLAST (Altschup et al., 1990) entre las secuencias
de miRNAs de novo maduros y en hairpin hacia bases de datos del genoma de Phytophthora
capsici LT1534 v.11. Dichas regiones y genes fueron visualizadas en el BROWSE del genoma
del microorganismo.

También, se realiz6 alineamiento confirmativo con BLAST de la secuencia de los genes target
predichos por los programas antes mencionados y sus miRNAs, ya que parte del objetivo de
esta investigacion es conocer aguellos potenciales sitios genémicos en donde los miRNAs
predichos podrian tener un probable efecto de regulacion enddégena en P. capsici y si existen
cambios en el perfil de sitios regulados por miRNAs cuando el oomiceto tiene diferente historial
de infeccion en distintas especies vegetales.

Con la identificacion de potenciales miRNAs de novo y sus genes target se generé un modelo
grafico que muestra de manera predictiva los principales procesos metabdlicos que podrian
ser regulados en el patdgeno en ambas condiciones experimentales.

En seguida, se identificaron posibles RNAs pequefios y potenciales miRNAs de P. capsici
asociados a regular elementos genomicos de chile, ya que fue la especie vegetal de la que
fueron recuperados ambos aislados secundarios. Para esto, a partir de los RNAs pequefios y
mMiRNAs previamente obtenidos que fueron asociados al genoma del oomiceto, fueron
mapeados con bowtie2 v2.4.4 (Langmead & Salzberg, 2012) hacia secuencias de genes de
resistencia de chile (Siddique et al., 2019) obtenidas del sitio web Sol Genomics Network y
genoma de referencia de chile, Capsicum annuum var. annuum cultivar CM334 (S. Kim et al.,
2017) derivado del NCBI.

Después, se realizo filtrado estricto de las secuencias mediante alineamiento local BLAST
hacia las mismas bases de datos de chile para eliminar aguellas secuencias que pudieron ser
mapeadas de manera azarosa, contribuyendo a eliminar los falsos positivos. Enseguida, se
construyo6 un grafico de las poblaciones de RNAs pequefios y genes asociados a los mismos,
comenzando con la construccién de un modelo grafico que explique los resultados de reinos
cruzados de RNAI de estos andlisis.

Los aislados secundarios brindan informacion sobre el historial de especies vegetales que
infectd el chromista y de las cuales fue recuperado. Entonces, los andlisis bioinforméticos de
sus RNAs pequefios pueden ofrecer conocimiento predictivo sobre la regulacién endégena
mediada por estos elementos en el oomiceto, pero ademas pueden proporcionar informacion
relevante acerca de la existencia de una posible transferencia tanto horizontal como vertical
de RNAs no codificantes por parte de la especie vegetal hacia el patdogeno, en donde el historial
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de infeccién es el factor clave que podria ayudar a profundizar el conocimiento de ambos tipos
de trafico de RNAs pequefios denominados como memoria y herencia epigenética mediada
por RNAs no codificantes después de la interaccion planta-patdgeno en P. capsici,
respectivamente. Por ello, fue importante identificar aquellos potenciales SRNAs y miRNAs que
podrian ser generados a partir de las especies vegetales de chile y brécoli que lograrian
potencialmente estar presentes en los aislados secundarios del oomiceto.

4.8.3 ldentificacion de potenciales RNAs pequefios y miRNAs de chile en aislados
secundarios de P. capsici

A partir de los archivos .fastq de RNAs pequefios de los aislados secundarios A-ch-ch y A-br-
ch de P. capsici que fueron filtrados sus stRNAs, srfRNAs y que no estaban asociados al
genoma de referencia de P. capsici LT1534, se realiz6 mapeo con bowtie2 v2.4.4 hacia el
genoma de referencia de chile, Capsicum annuum var annuum cultivar CM334 (S. Kim et al.,
2017) para identificar aquellos potenciales RNAs pequefios presentes en las muestras de
ambos aislados secundarios que podrian tener origen en chile y por alguna razén estaban
incorporados en el micelio de P. capsici.

Después del mapeo, se realizé un filtrado estricto de los RNAs pequefios con alineamiento
local BLAST hacia el mismo genoma de referencia de chile para eliminar aquellos reads que
habrian mapeado por azar y disminuir la probabilidad de obtener falsos positivos, teniendo
mayor confiabilidad que los RNAs pequeiios obtenidos en realidad son especificos de chile.

Se caracterizé y comparo la abundancia de sRNAs asociados a chile de acuerdo a su longitud
a través de diagrama de Venn y fueron identificadas aquellas regiones del genoma de chile del
cual provienen estos RNAs pequefios, mediante la busqueda hacia bases de datos del NCBI
y genoma anotado de Capsicum annuum, conociendo entonces hacia que genes, fragmentos
de genes o regiones del genoma de chile corresponden éstos RNAs pequefios, incluso si
corresponden a otro organismo con ayuda del programa sRNAscons (Aparicio-Puerta et al.,
2022). Enseguida, se realizaron gréaficos de los resultados con RStudio v4.2.1 (Studio Team,
2020).

De los sRNAs asociados al genoma de Capsicum annuum se identificaron miRNAs reportados
en la base de datos PmIiREN 2.0 (Guo et al., 2022), la cual es una enciclopedia de miRNAs
especifica para plantas y de la cual se anotaron los genes target. Enseguida, se identificaron
potenciales miRNAs de novo con miRDeep* (An et al., 2013), a partir de los parametros por
defecto s6lo cambiando la opcion “Genome” con CapCM334 para confirmar que los miRNAs
predichos son originarios de chile.

Entonces, se realizé un siguiente paso de control de los potenciales miRNAs, para ello, se
volvié a modificar el pardmetro de “Genome” a PcapLT1534 en donde no se esperaria obtener
la prediccion de potenciales miRNAs, confirmando que los resultados de miRNAs asociados a
chile son especificos de la especie vegetal de Capsicum annuum y no corresponden al
oomiceto, evitando obtener falsos positivos.

Usando targetScan, PSROBOT, TAPIR_HYBRID y TAPIR_FASTA, asi como alineamiento
local BLAST, fueron identificados los potenciales genes target de los miRNAs cuyo origen

42


http://bowtie-bio.sourceforge.net/bowtie2/index.shtml

podria ser chile hacia el genoma de chile CM334 y P. capsici LT1534. Finalmente, se continu6
construyendo el modelo grafico que explique los datos obtenidos. Con estos andlisis se
identificé la posible evidencia in silico de transferencia horizontal de RNAs no codificantes de
chile hacia el patdgeno denominada como memoria epigenética.

El siguiente paso del andlisis de las bibliotecas de secuenciacion de los aislados secundarios
consistio en identificar la posible existencia de transferencia o trafico de RNAs pequefios de la
especie vegetal infectada en el primer ciclo de infeccion, es decir, de brocoli de manera
transgeneracional hacia el aislado secundario, enfatizando el analisis en el asilado secundario
A-br-ch.

4.8.4 Identificacion del probable trafico transgeneracional de RNAs pequefios y miRNAs
de brécoli en el aislado A-br-ch de P. capsici

Se realiz6 la busqueda de evidencia predictiva que indique la posible existencia de herencia
epigenética transgeneracional de RNAs no codificantes de la especie vegetal brocoli hacia P.
capsici en el aislado A-br-ch. Para ello, del archivo en formato .fastq de RNAs pequefios de A-
br-ch que no se asociaron a los genomas de P. capsici LT1534 y chile CM334 que ademas
fueron filtrados los stRNAs y srRNAs, se mape6 al genoma de referencia de Brassica oleraceae
var. oleraceae cultivar TO1000 (Parkin et al., 2014) obtenido de la base de datos genémicos
del NCBI, por ser la especie vegetal mas cercana a brocoli (Brassica oleraceae var. italica) ya
gue su genoma aun no se encontraba disponible cuando se realiz6 el presente analisis.

Del archivo de salida del mapeo se encontraron los potenciales RNAs pequefios preliminares
asociados a Brassica oleraceae; en seguida, se realiz6 un filtrado estricto de secuencias con
BLAST hacia el mismo genoma de referencia, eliminando aquellas secuencias que pudieron
mapear por azar, disminuyendo los probables falsos positivos.

Los RNAs pequefios restantes del aislado A-br-ch fueron comparados con los reads de la
condicion A-ch-ch que no estaban asociados a ninguna base de datos a la que fueron
mapeados y fueron eliminados los reads compartidos entre ambos archivos, esto se realizd
como tercer punto de control para eliminar las secuencias de falsos positivos.

De los pocos RNAs pequefios restantes del aislado A-br-ch se realizé un alineamiento BLAST
hacia secuencias anotadas del genoma de Brassica oleraceae para identificar las regiones del
genoma a las que pertenecen estos sRNAs. Solo fueron considerados como posibles RNAs
pequefios provenientes de brocoli aquellos que mapearon hacia regiones anotadas del
genoma gue eran especificas del género de la especie vegetal brécoli (Brassica oleraceae var.
italica).

En seguida, se realiz6 un heatmap con los datos de abundancia y caracterizacion de los RNAs
pequefios clasificados por tamafio. De los sSRNAs filtrados, se realiz6 un mapeo hacia mas de
90 genomas de especies vegetales para confirmar de manera predictiva que los sSRNAs
podrian pertenecer a Brassica oleraceae con el programa sRNAscons (Aparicio-Puerta et al.,
2022).
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Posteriormente, a partir de los SRNAs asociados a Brassica oleraceae, fueron identificados
mMiRNAs homdlogos alojados en la base de datos PmIREN 2.0, en donde estan descritos
MiRNAs de 88 especies vegetales, y se analizé su nivel de expresién. También, se anotaron
los genes target descritos en la misma base de datos.

Enseguida, se identificaron potenciales miRNAs de novo con miRDeep* de los RNAs pequefios
asignados a Brassica oleraceae, utilizando como controles para evitar falsos positivos los
genomas de P. capsici LT1534 y chile CM334 en la opcién “Genome”, finalmente se continué
construyendo el modelo grafico integral que incorpore los datos predictivos obtenidos de este
andlisis. Por lo cual, el siguiente andlisis bioinformético consisti6 en identificar familias
homologas de miRNAs reportadas de otras especies en el genoma de P. capsici como
potencial regulatorio.

4.9 Identificacion del potencial regulatorio del genoma de P. capsici LT1534 auxiliado
por familias de miRNAs

De la base de datos publica miRBase v22.1 (Griffiths-Jones et al., 2008) se obtuvieron las
secuencias de pre-miRNAs y miRNAs maduros reportados en distintos organismos, para ser
mapeados y alineados con Bowtie2 v2.4.4 y BLAST v2.9.0-2 hacia bases de datos del genoma
de P. capsici LT1534 y visualizadas en el BROWSE, con la finalidad de identificar familias
homologas de miRNAs de distintos organismos en P. capsici, como potencial regulatorio, asi
como la identificacién de las coordenadas gendmicas del locus o sitio probable de origen de la
familia de miRNA en el oomiceto.

Una vez que se realizd el conjunto de andlisis bioinformaticos sobre la caracterizacion de
sRNAs-miRNAs, posibles genes target de los datos de sRNA-seq, y su probable movimiento
en los aislados A-ch-ch y A-br-ch de P. capsici, asi como explorar el potencial regulatorio del
genoma del patdégeno, se continué con identificar parte del mismo mediante la basqueda y
caracterizacion in silico de genes asociados a la biogénesis, transporte y procesamiento de
RNAs pequefios y miRNAs a partir del genoma, transcriptoma y proteoma del microorganismo
gue se encuentran disponibles en el portal del JGI.

4.10 Caracterizacion in silico de genes asociados a la biogénesis y el procesamiento de
RNAs pequefios-miRNAs en P. capsici LT1534

Se identificaron potenciales genes que codifican para las proteinas Dicer-like (DCLS),
Exportina 5 (Exp5A), Argonautas (AGO) y RNA polimerasa dependiente de RNA (RDR) en el
proteoma de P. capsici LT1534, cuyos homodlogos estan involucrados en la biogénesis,
transporte y procesamiento de miRNAs-gen target y procesamiento de RNAs pequefios,
respectivamente, en otros oomicetos.

A partir de la base de datos Pfam v35.0 (Mistry et al., 2021) se identificaron los dominios
RNAselll caracteristicos de las proteinas DCLs. Enseguida, con el programa HMMER v3.3.2
(T. J. Wheeler & Eddy, 2013) se construyo la distribucion de probabilidad denominada
“‘Modelos Ocultos de Markov” (HMM-Hidden Markov Models) del dominio RNAselll con el
comando hmmbuild y se identificaron las proteinas que contenian estos dominios conservados
a partir del proteoma de P. capsici LT1534 v11.0 con el comando hmmsearch. Se consideraron
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como proteinas DCLs aquellas que poseian los dos dominios cataliticos RNAselll
caracteristicos en el extremo C-terminal de la proteina.

Para identificar la proteina Exp5A de P. capsici, primero se obtuvo la secuencia de la proteina
Exp5 de Xenopus tropicalis con la finalidad de identificar el dominio conservado Xpol en Pfam,
en seguida se construyé su HMM con HMMER v3.3.2 y se determiné la proteina Exp5A en el
proteoma filtrado de P. capsici LT1534.

Para establecer los genes AGOs de P. capsici, se obtuvieron los dominios conservados: PAZ,
MID y PIWI de la base de datos Pfam caracteristicos de las argonautas. A continuacién, se
construyeron sus Modelos ocultos de Markov con HMMER v3.3.2 y a partir de los datos
filtrados y no filtrados del proteoma de P. capsici LT1534 se determinaron las mismas. Fueron
consideradas como potenciales proteinas AGOs aquellas que tenian los tres dominios
caracteristicos y pseudo genes/proteinas aquellas que carecian de uno o mas dominios
cataliticos.

A partir de la secuencia del domino conservado RARP se realiz6 el mismo procedimiento
basado en HMM para identificar a la RNA polimerasa dependiente de RNA (RDR) en el
proteoma del oomiceto.

Una vez que fueron identificadas las secuencias de potenciales proteinas DCLs, Exp5A,
AGOs, y RDR, se verifico su porcentaje de identidad contra homologas reportadas en otros
organismos, mediante BLASTp en el NCBI. Enseguida, se realizo la reconstruccion filogenética
de las cuatro familias de proteinas. Para ello, se identificaron secuencias de proteinas DCLSs,
Exp5A, AGOs y RDRs reportadas en otros oomicetos como P. infestans, P. ramorum, P. sojae
y Arabidopsis thaliana. H. sapiens y M. musculus como grupo externo.

Ademas, se realiz6 la identificacion de proteinas homologas en otras 9 especies de oomicetos
gue no han sido reportadas con el mismo procedimiento basado en HMM. Posteriormente, se
realizo alineamiento multiple de las secuencias para cada familia de proteinas con el programa
MUSCLE, curacion de las secuencias con GBlocks v0.91b (Talavera & Castresana, 2007), con
PhyML se realiz6 la reconstruccion filogenética a través de maxima verosimilitud
(Maximum Likelihood-ML) utilizando los criterios de AIC (Akaike Information Criterion). Se us6
el modelo de sustitucién que mejor se ajusto a los datos, con soporte de las ramas basados
en Bootstrap de 100 iteraciones, la visualizacion de la topologia de los arboles se realizé con
TreeDyn v198.3 y evolview (Chevenet et al., 2006; Subramanian et al., 2019).

Una vez que fueron caracterizadas las potenciales proteinas DCLs, Exp5A, AGOs y RDR de
P. capsici LT1534 se procedi6 a analizar el nivel de expresion relativa de sus transcritos en
algunos aislados primarios y secundarios de P. capsici que anteriormente fueron colectados.
También se decidié validar el nivel de expresion relativa de algunos genes caracterizados por
secuencia asociados a la patogenicidad, modificadores de histonas, relacionados a elementos
transponibles y miRNAs que mostraron niveles de expresion cambiantes en los andlisis
bioinformaticos de sRNA-seq de los aislados secundarios A-ch-ch y A-br-ch.
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4.11 Analisis de la expresion relativa de genes y miRNAs en P. capsici

Para efectuar el andlisis de expresion relativa de los genes caracterizados de DCLs, Exp5A,
AGOs, efectores, modificadores de histonas, relacionados a elementos transponibles y
miRNAs, se comenz6 por obtener informacion que muestre evidencia de su expresion en
transcriptomas disponibles de la cepa D3 de P. capsici obtenidos de investigaciones anteriores
del laboratorio (Rojas Rojas et al., 2021), para entonces disefiar sus oligos especificos con
respecto al genoma de referencia de P. capsici LT1534 con el programa Primer-BLAST del
NCBI (Ye et al., 2012).

Posteriormente, se realiz6 un andlisis de PCR in silico de los oligos disefiados en la plataforma
web del ehu con la herramienta “in silico PCR amplification para verificar que la amplificacion
sea especifica. A continuacion, se analizaron las caracteristicas estructurales vy
termodindmicas de cada oligo y entre par de oligos en la plataforma en linea del Integrate DNA
Techonologies (IDT) con la herramienta “OligoAnalizer Tool”. Finalmente, los oligos fueron
sintetizados en el Instituto de Biotecnologia de la UNAM, México (IBT) cuando cumplieron con
los criterios tedricos de especificidad: Tm entre 58-60°C, baja probabilidad de interaccion y
formacion de estructuras secundarias.

Enseguida, fueron estandarizadas las condiciones de amplificacion de los oligos mediante
PCR en punto final, con el programa: 95°C por 3 minutos de desnaturalizacion inicial, seguido
de treinta ciclos de 95°C por 30 segundos, temperatura de alineamiento en el rango de 54-
68°C por 30 segundos, 72°C por 30 segundos y 72°C por 5 minutos. En reacciones de 20 uL
conformadas por: 2 puL de Buffer 10X, 0.4 pL dNTP’s 10 mM, 1.2 pL MgCl2 25 mM, 14.1 pL de
agua inyectable, 0.1 puL de Tag-polimerasa, 0.6 pL oligo Forward 10 mM, 0.6 pL oligo Reverse
10 mM y 1pL de DNA gendémico (DNAg) de P. capsici. Para obtener el templado para la
reaccion de PCR se realizé extraccion de DNAg de micelio fresco de P. capsici con el kit
“‘Plant/seed DNA Miniprep kit (ZYMO RESEARCH), siguiendo las recomendaciones del
fabricante, mostrado en el ANEXO 3.

Una vez que se estandarizé la amplificacion de cada uno de los genes, se valido la
amplificacion de los oligos para determinar su sensibilidad a varias concentraciones del
templado en una reaccion de amplificacion cuantitativa. Para ello, se utilizaron cinco
concentraciones conocidas de DNAg de P. capsici de 100, 10, 1, 0.1 y 0.01 ng/uL y se
construyo una curva estandar para cada gen.

La reaccion de PCR cuantitativa (QPCR) se realiz6 en reacciones de 10 uL compuestas por 5
pL de SYBR Green Real-Time PCR Master Mix 2X (Applied Biosystems | Thermo Fisher
Scientific), 1 yuL Oligo Forward 2 mM, 1 pL Oligo Reverse 2 mM, 1 uL DNAg (100-0,01 ng/ uL)
y 2 uL de agua inyectable en el equipo StepOne Real-Time PCR Systems (Applied Biosystems)
con el programa: primer paso de desnaturalizacion inicial 95°C por 10 minutos, segundo paso
de 40 ciclos de 95°C por 15 segundos, 54-68°C por 30 segundos y 72°C por 30 segundos,
tercer paso de 65°C con incremento de 0.3°C por 0.1 minutos hasta 95°C y 95°C por 15
segundos.

Después de validar la amplificacién de los oligos se preparé cDNA; para esto, se extrajo el
RNA total de cinco muestras de micelio de P. capsici de 8 dias de edad, las cuales
corresponden a la cepa control D3, los aislados primarios: A-chile y A-brdcoli, asi como de los
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aislados secundarios: A-ch-ch y A-br-ch con el kit “Quick-RNA Plant Miniprep kit” (Zymo
Research) siguiendo las pautas del fabricante, mostrado en el ANEXO 4. Una vez obtenidas
las biomoléculas de RNA tratadas con DNAse |, se analiz6 su integridad, identificacion de
posible contaminacién de DNA a través de electroforesis en gel de agarosa al 1% a 120 volts,
400 mA por 50 min. Por ultimo, se evaluo que la calidad y concentracion del RNA total fuera la
optima con el equipo NanoDrop2000. Para realizar el andlisis de expresion, se prepararon
alicuotas de 1000 ng de RNA de cada tratamiento.

La sintesis de cDNA de los cinco tratamientos de micelio del oomiceto se realizé con el kit
“‘Revert First Strand cDNA Synthesis kit” (Thermo Scientific) mediante reacciones de retro-
transcripcion de 20 uL conformados por: 4 uL Buffer 5X, 2 uL dNTP’s 10 mM, 0.5 pL Ribolock,
1 pL oligo (dT)1s, 1 uL Reverse Aid, 1000 ng de RNA total y restante de agua inyectable en
termociclador BIORAD T100 Thermal cycler con el programa: 42°C por 60 minutos, 70°C por
5 minutos y mantener a 4°C.

Una vez que se estandarizo y valido la amplificacion de los oligos, ademas de obtener el cDNA
de los cinco tratamientos de P. capsici, se procedi6 a analizar el nivel de expresion de 22 genes
conformados por las familias de DCLs, AGOs, Exp5A, RDR, efectores, transposasa Tam3 y
modificadores de histonas mediante RT-gPCR. Para ello, se prepararon reacciones de 10 pL
compuestas por 5 pL de SYBR Green Real-Time PCR Master Mix 2X (Applied Biosystems |
Thermo Fisher Scientific), 1 uL Oligo Forward 2 mM, 1pL Oligo Reverse 2 mM, 1 uL cDNA (50
ng/uL) y 2 UL de agua inyectable en el equipo StepOne Real-Time PCR Systems (Applied
Biosystems) con el programa: primer paso de desnaturalizacion inicial a 95°C por 10 minutos,
40 ciclos de 95°C por 15 segundos, seguido de 54-68°C por 30 segundos y 72°C por 30
segundos, tercer paso de 65°C con incremento de 0.3°C por 0.1 minutos hasta 95°C y
finalmente 95°C por 15 segundos. Se utilizo el método de analisis de 2AACt para medir el nivel
de expresion relativa de cada muestra, utilizando el gen de factor de elongacién 1a como gen
house kepping.

Se utiliz6 el método de RT-gPCR stem loop basado en L. H. Yang et al. (2014) para validar el
nivel de expresion de los miRNAs A-ch-ch_65 y A-ch-ch_102 predichos en los analisis
bioinformaticos de sRNA-seq. Estos potenciales miRNAs fueron seleccionados para validar su
nivel de expresion porque mostraron alta probabilidad de formacion del miRNA, nivel de
expresion relativamente alto e interés por el probable gen target a regular. A diferencia del
método convencional de RT-qPCR, en esta técnica se requiere el disefio de un oligo en stem
loop en la sintesis de cDNA para cada miRNA a partir de RNA total, sustituyendo al reactivo
oligo (dT)1s en el mix de retro-transcripcion.

La sintesis de cDNA para cada miRNA se realizé en las muestras de micelio de D3, A-chile,
A-brocoli, A-ch-ch y A-br-ch con el kit “Revert First Strand cDNA Synthesis kit” (Thermo
Scientific) en reacciones de 20 pL conformados por 4 pL Buffer 5X, 2 uL dNTP’s 10 mM, 0.5
pL Ribolock, 1 uL oligo reverse stem loop 0.005 mM, 1 uL Reverse Aid, 1000 ng de RNA total
y restante de agua inyectable en termociclador con el programa: 42°C por 60 minutos, 70°C
por 5 minutos y mantener a 4°C.

Enseguida, con PCR en punto final se estandarizé la amplificacién de los oligos disefiados
para cada miRNA con el cDNA previamente obtenido y se analizo el nivel de expresion de
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ambos miRNAs en reacciones de 10 pL compuestas por 5 pL de SYBR Green Real-Time PCR
Master Mix 2X (Applied Biosystems | Thermo Fisher Scientific), 1 pL Oligo Forward 2 mM, 1uL
Oligo Reverse 2 mM, 1 uL cDNA (50 ng/uL) y 2 pL de agua inyectable en el equipo StepOne
Real-Time PCR Systems (Applied Biosystems), con el programa: primer paso de
desnaturalizacion inicial a 95°C por 3 minutos, 40 ciclos de 95°C por 5 segundos, seguido de
59°C por 30 segundos, tercer paso de 65°C con incremento de 0.3°C por 0.1 minutos hasta
95°C y finalmente 95°C por 5 segundos.

Se utilizé el método de analisis de 2AACt para calcular el nivel de expresion relativa de cada
muestra, utilizando el gen de factor de elongacion 1a como gen house kepping y se determiné
si existen diferencias significativas de expresion con andlisis estadisticos de ANOVA con
p<0.05. A demés se realizdé un analisis de correlacién entre el nivel de expresion de cada
MiRNA contra su posible gen target.

Finalmente, se construyeron gréaficos del nivel de expresion de cada gen y miRNA validados
con analisis estadisticos ANOVA en RStudio v4.2.1, ademas se generé una matriz de
correlacion de los perfiles de expresion, analisis de componentes principales y clusterizacion
de k-means de los cinco tratamientos evaluados con respecto a las variables genes y miRNAs
generando, culminando con la construccién de un modelo integral del perfil de expresion
génica-miRNA adicionado con los datos de patogenicidad y fenotipo de P. capsici.
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V Resultados

5.1 Infeccidn primaria causada por P. capsici D3
El andlisis de patogenicidad ocasionado por la cepa D3 de P. capsici, mostré la capacidad
infectiva que tiene el oomiceto sobre hojas de chile, pepino, brécoliy frijol (figura 8). En general,
se observé aumento progresivo del area infectada a las 24, 48 y 72 horas después de la
inoculacién (hdi) en las cuatro especies vegetales evaluadas con perfil infectivo especifico para
cada especie, siendo chile mas susceptible a ser infectada por el patégeno a las 72 hdi,
seguido de frijol. Sorprendentemente, pepino demostro ligera resistencia a infeccion durante
las primeras 48 hdi. En I-brocoli, D3 mostré poca capacidad infectiva siendo la especie vegetal
con mayor resistencia al patdégeno de las cuatro evaluadas.
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Figura 8. Infeccion primaria en hojas de chile, pepino, brécoli y frijol. Grafica de barras de mediciéon de area
infectada en mm? realizada en cinco experimentos independientes sobre hojas de chile, pepino, brécoli y frijol
causadas por P. capsici D3 a las 24, 48 y 72 hdi. Las barras indican el error estandar de la media (SEM). Los
grupos A, B, C indican diferencias significativas ANOVA (p<0.05) del desarrollo de la infecciéon dentro de cada
especie vegetal.

Durante las primeras 24 hdi en I-chile, P. capsici manifesté lento desarrollo de infeccion incluso
menor que I-frijol. Sin embargo, a las 48 y 72 hdi aumento significativamente el area infectada.
Durante las primeras 48 hdi, las hojas de pepino mostraron poco desarrollo de infeccion, en
cambio, a las 72 hdi aument6 significativamente el area infectada.

Durante el tiempo en que se evaluo la infeccidbn en hojas de brécoli éstas no presentaron
diferencias significativas en su desarrollo, D3 presentd poca capacidad infectiva en brécoli. En
cambio, en I-frijol desde las 24 hdi mostré la mayor capacidad de infeccion de las especies
vegetales evaluadas.

5.2 Infeccion secundaria causada por aislados primarios de P. capsici

En las infecciones secundarias, en general se observé aumento y disminucién de la virulencia
gue produce el patégeno cuando proviene de infectar cuatro especies vegetales diferentes
(figura 9).
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Con respecto a la capacidad inicial de la cepa D3, en infeccion secundaria de chile (I-chile), no
se observaron cambios significativos en el area infectada entre cada aislado primario durante
las primeras 24 hdi. Sin embargo, a las 48 hdi I-ch-ch mostr6 disminucion significativa de su
progresion con respecto a I-chile. Para las 72 hdi, I-fr-ch mostré el mayor nivel de agresividad
en comparacion a las restantes infecciones secundarias en chile, incluyendo I-chile (figura 9A).
Las comparaciones del area infectada entre tratamientos indicaron que a las 48 hdi el area que
infecta P. capsici en I-ch-ch es estadisticamente menor que I-pe-ch.

0
=,
)

Pepino

~ 60
o

— -

i
“lchile I-ch-ch I-pe-ch I-br-ch Ifr-ch ~ I-pepino I-ch-pe I-pe-pe I-br-pe I-fr-pe
24 hdi 48 hdi W72 hdi 24 hdi 48 hdi .72 hdi

a Brocoli nz
0+ *

Area infectada (mmz)
v 2 o
(=} (=] (=]
—
Area infectada (mm
oo 3 @ g
=T,

]
2]
1

& 204 L~
£ 154 E
£ 10 E
§ N -
B 3 k3]
£ -
3 8
£ 1 T
0 — 0 -
l-brécoli |-ch-br |-pe-br I-br-br |-fr-br I-frijol  I-ch-fr l-pe-fr I-br-fr I-fr-fr
24 hdi 48 hdi W72 hdi 24 hdi 48 hdi 72 hdi

Figura 9. Medicion de infeccién primaria y secundaria causado por aislados de P. capsici en hojas de chile,
pepino, brécoli y frijol. Graficas de barras de area infectada en mm? generadas por P. capsici D3 y aislados
primarios en hojas de chile, pepino, brocoli y frijol a las 24, 48 y 72 horas después de la inoculacion (hdi). A. Area
infectada de hojas de chile causada por P. capsici, I-chile: infeccién ocasionada por P. capsici D3 en hoja de chile;
I-ch-ch, I-br-ch, I-pe-ch, I-br-ch, I-fr-ch: infeccion causada en hojas de chile por aislados primarios obtenidos de
A-chile, A-pepino, A-brécoli y A-frijol, respectivamente. B. Area infectada de hojas de pepino causada por P.
capsici, I-pepino: infeccion ocasionada por P. capsici D3 en hojas de pepino; I-ch-pe, I-br-pe, I-pe-pe, I-br-pe, I-
fr-pe: infeccién causada en hojas de pepino por aislados primarios obtenidos de A-chile, A-pepino, A-brécoli y A-
frijol, respectivamente. C. Area infectada de hojas de brdcoli causada por P. capsici, |-brocoli: infeccion
ocasionada por P. capsici D3 en hojas de brécoli; I-ch-br, I-br-br, I-pe-br, I-br-br, I-fr-br: infeccidon causada en hojas
de brdcoli por aislados primarios obtenidos de A-chile, A-pepino, A-brocoli y A-frijol, respectivamente. D. Area
infectada de hojas de frijol causada por P. capsici, I-frijol: infeccion ocasionada por P. capsici D3 en hojas de frijol;
I-ch-fr, I-br-fr, I-pe-fr, I-br-fr, I-fr-fr: infeccion causada en hojas de frijol por aislados primarios obtenidos de chile,
pepino, brécoli y frijol, respectivamente.

Las barras representan la desviacion estandar poblacional (SEM), *indica diferencia significativa ANOVA (p<0.05)
en el area infectada en cada condicion de infeccidon en comparacion con la infeccién primaria de la misma especie
vegetal. Los grupos A, B, C mostrados dentro de cada barra de la grafica indican diferencias estadisticas
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significativas de ANOVA (p<0.05) en el area infectada cuando el patdgeno tiene diferente historial de infeccién
entre los tratamientos dentro de la misma especie vegetal infectada por segunda ocasién.

Respecto a las infecciones secundarias de pepino, en general a las 72 hdi se observé aumento
significativo de la virulencia que causa el patdgeno cuando proviene de infectar hojas de
pepino, frijol y brécoli, siendo este Ultimo aquel que condujo al mayor aumento de su virulencia
(figura 9B). Sin embargo, el aislado recuperado de infectar chile (A-chile) en hojas de pepino
(I-ch-pe) mostré comportamiento similar al control (I-pepino).

Las infecciones secundarias ocasionadas en brécoli también indicaron aumento significativo
en la virulencia del patégeno con respecto a I-brocoli, principalmente a las 72 hdi (figura 9C).

Asi mismo, en las infecciones secundarias en hojas de frijol se observo que a las 72 hdi I-pe-
fr e I-fr-fr presentaron aumento significativo del area infectada en comparacion con el restos
de los tratamientos (figura 9D). En los ANEXOS 5 y 6 se muestran las mediciones y los
estadisticos descriptivos, pruebas de hipotesis, respectivamente, del area infectada
ocasionada por D3 y aislados primarios de P. capsici en hojas de chile, pepino, brdcoli y frijol
alas 24,48y 72 hdi.

En la figura 10, se muestra el fenotipo de la infeccién a las 48 hdi en chile, pepino, brécoli y
frijol causado por D3 y aislados primarios de P. capsici. La infeccion en hojas de chile se
caracterizo por la presencia de necrosis en el centro de la hojay sobre las nervaduras en forma
de regiones oscuras, presencia de biotrofia en la periferia de la hoja, mostrando color naranja
en las hojas visualizadas bajo luz UV. Sin embargo, las hojas no mostraron clorosis ni
marchitamiento en forma de ondulamiento. Se identific6 que D3 y los aislados primarios
producen un patron del fenotipo de infeccion parecido sobre las hojas de chile, sélo cambiando
la virulencia, es decir el grado de enfermedad en un tiempo determinado entre los tratamientos.
En los ANEXOS 7, 8, 9, y 10 se muestra el fenotipo de la infeccion de las cuatro especies
vegetales evaluadas a 24, 48 y 72 hdi.

Las hojas infectadas de pepino mostraron poco tejido necrético en el centro de la hoja,
presencia de lunares necroticos dispersos en el tejido vegetal, no se observoé biotrofia en la
periferia de la misma, exhibieron regiones con clorosis y marchitamiento de la hoja. I-pepino,
I-ch-pe, I-pe-pe e I-br-pe presentaron el mismo patron de fenotipo infectivo, excepto I-fr-pe que
mostré un area altamente clorética alrededor de la regidén necroética del centro de la hoja.

Las infecciones en hojas de brécoli se caracterizaron por presentar necrosis o respuesta
hipersensible alrededor del punto de inoculacion seguido de halo clorético, la presencia de
biotrofia aledafa al sitio de inoculacion y antes de la region clorética, asi como ondulamiento
en la periferia de la hoja. En general, las infecciones primarias y secundarias presentaron el
mismo patrén del fenotipo infectivo con variacion en el area infectada dependiente del aislado
con el cual fue infectada la hoja.

El fenotipo de infeccion en hojas de frijol indicé la presencia de un halo necrético que inicié en
el punto de inoculacion, seguido de un halo biotréfico, mostrado como regién blanquecina en
las hojas visualizadas bajo luz UV. En algunas ocasiones se observo crecimiento de micelio
aéreo en el centro de la hoja. Las caracteristicas de infeccion en frijol fueron similares entre
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las infecciones primarias y secundarias, s6lo en menor o mayor grado del area infectada
dependiente del aislado de P. capsici con el que se infecto la hoja.

Chile Pepino Broécoli Frijol

00—t ds 08 ~bé
40 oy - 9O -

.,,e.ch‘Q o e R ~ @
-4 - b by 0O -4 b
00 - - 00 06

Figura 10. Fenotipo del desarrollo de infeccién causado por D3 y aislados primarios de P. capsici en hoja de
chile, pepino, broécoli y frijol a las 48 hdi. La virulencia fue causada por micelio aéreo de D3 y aislados primarios
de P. capsici sobre las cuatro especies vegetales. Hoja izquierda de cada planta fue visualizada bajo luz natural,
las regiones oscuras muestran el area infectada. La hoja derecha fue visualizada a través de luz UV de longitud
de onda larga de 340nm para la observacién de regiones necrosadas del tejido infectado, las regiones en rojo es
el tejido sano debido a que la clorofila de las células emite auto-florescencia a la longitud de onda larga del
espectro de UV, las regiones oscuras muestran el area infectada en necrosis, las regiones color naranja muestran
el desarrollo de la fase biotréfica de la infeccion.

5.3 Crecimiento diametral de D3, aislados primarios y secundarios de P. capsici

Las figuras 11A y 11B indican el crecimiento diametral de D3, aislados primarios y secundarios
de P. capsici a los 8 dias después de la inoculacion (ddi), ya que es el tiempo que tarda D3
(control) en colonizar la placa Petri. Se identificd variacion en el crecimiento de los aislados
primarios con respecto a la cepa progenitora D3.

A-chile y A-frijol presentaron disminucion de la tasa de crecimiento con respecto al control, en
contraste, A-pepino y A-brdcoli mostraron mayor tasa de crecimiento comparado con la cepa
progenitora, sin embargo, esta diferencia no fue estadisticamente significativa.

En los cuatro aislados secundarios: A-ch-ch, A-pe-ch, A-br-ch y A-fr-ch que provienen de
infectar chile, se identificoO variacion significativa en el crecimiento diametral entre los
tratamientos. Especificamente, el crecimiento de A-pe-ch fue estadisticamente mayor que A-
br-ch, A-chile y el control D3. En contraste, los aislados secundarios A-ch-ch, A-br-ch y A-fr-ch
mostraron menor crecimiento que el aislado primario obtenido de chile (A-chile) y el control D3.

Los aislados secundarios: A-ch-pe, A-pe-pe, A-br-pe y A-fr-pe que provienen de infectar pepino
no mostraron cambios significativos en el crecimiento diametral entre los tratamientos. Sin
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embargo, el crecimiento de A-ch-pe fue mayor que A-pepino y D3, a diferencia del crecimiento
de A-pe-pe, A-br-pe y A-fr-pe fue menor que A-pepino y D3.
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Muestra mmzSD Muestra mmzSD Muestra mmz%SD Muestra mmSD
A-chile 66 + 6.248 A-pepino 69.8%3.577* A-brocoli 69.03%4.494°  A-frijo]l 67.15+5.296
A-ch-ch 85.87+£8905 A-ch-pe 70%4.704% A-ch-br 68.1+£3.510 A-ch-fr 65.93+4.972
A-pe-ch 70 * 7.554° A-pe-pe 65.58x7.597 A-pe-br 64.08+11.21 20 A-pe-fr 64.5+8.082
A-br-ch 61.68+645  Abrpe 6293:6.191° A-br-br 64.85:8.084  A-br-fr 65.062518.449
A-fr-ch 63.25+6.638° A-fr-pe 68.625% 3.827 A-fr-br 67.91+£5.124 A-frfr 72.56% 4.273°

Figura 11. Crecimiento diametral de D3, aislados primarios y secundarios de P. capsici. A: Grafica de barras del
crecimiento diametral en mm de D3, aislados primarios y secundarios a los 8 dias después de la inoculacion (ddi)
de cuatro experimentos independientes por cuadruplicado. Las barras negras de error representan la desviacion
estandar poblacional (SEM), *(rojo encima de la barra de error) indica diferencia significativa de ANOVA (p<0.05)
en el crecimiento diametral con respecto a la especie vegetal inmediata anterior del cual se recuperé el patdégeno,
es decir comparado por planta. *(de colores dentro de la barra del grafico) indica diferencia significativa ANOVA
(p<0.05) en el crecimiento diametral comparado con las cuatro especies vegetales por pares, cada asterisco de
color tiene su par de comparacion, ejemplo *Negro (A-fr-ch y A-fr-fr) su crecimiento es estadisticamente diferente
el cual podria ser resultado del historial de hospederos del cual se recuper6 al oomiceto. B: Estadisticos del
crecimiento diametral de D3, aislados primarios y secundarios de P. capsici a los 8 ddi.

a, diferencia significativa con respecto a A-br-ch (p<0.05)

b, diferencia significativa con respecto a A-fr-fr (p<0.05)

Negrita, indica crecimiento diametral similar o mayor que D3 y aislados primarios

El tamafio del crecimiento diametral estda expresado como media + desviacion estandar (SD) de cuatro
experimentos independientes con cuatro replicas técnicas

Crecimiento diametral de D3 69 + 2.507

Se obtuvo un comportamiento similar en el crecimiento de los aislados secundarios: A-ch-br,
A-pe-br, A-br-br y A-fr-br, que provienen de infectar brécoli ya que no mostraron cambios
estadisticamente significativos entre los tratamientos. Sin embargo, fue menor el crecimiento
de los cuatro aislados secundarios provenientes de infeccion de brécoli comparados con A-
brécoliy D3.
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Los aislados secundarios A-ch-fr, A-pe-fr, A-br-fr y A-fr-fr que provienen de infectar frijol
mostraron variacion estadisticamente significativa en el crecimiento, en donde A-fr-fr fue
superior gue A-pe-fr mayor que A-frijol y el control, no obstante, el crecimiento de los restantes
aislados provenientes de frijol fue menor comparados con A-frijol y D3.

Al realizar los analisis comparativos del crecimiento diametral entre todos los tratamientos se
encontré que A-br-ch present6 la menor tasa de crecimiento y estadisticamente significativo
con respecto a A-pe-ch, A-pepino, A-ch-pe, A-brdcoli y A-fr-fr. En contraste, A-fr-fr fue el aislado
gue presentdé mayor crecimiento, siendo estadisticamente significativo con respecto a A-fr-ch,
A-br-pe y A-pe-br, ademas se encontré el patron que sugiere que cuando P. capsici es
recuperado de infeccion primaria de brécoli y después es infectado/recuperado en alguna de
las especies vegetales evaluadas su crecimiento es menor comparado con la cepa progenitora
D3.

5.4 Plasticidad fenotipica de conformacion micelial en aislados primarios y secundarios
de P. capsici

Se identifico en la mayoria de los aislados primarios y secundarios variacion significativa en la
plasticidad fenotipica de la conformacion micelial entre los tratamientos y con respecto a la
cepa progenitora (en el ANEXO 11 se muestra la morfologia macroscopica representativa de
D3, aislados primarios y secundarios de P. capsici).

La figura 12A presenta la clasificacion de cinco morfologias identificadas en D3, aislados
primarios y secundarios del oomiceto, conformadas por la morfologia denominada como
estrellada, aberrante, algodonosa, rayada y semi-lisa. La figura 12B indica el porcentaje en la
abundancia de las cinco morfologias descritas en 12A sobre D3, aislados primarios y
secundarios a los 8 ddi. A partir de este analisis de morfologias, en general se observo que la
cepa control D3 presenté morfologia mayormente de tipo estrellada, seguido de morfologia
aberrante y en menor porcentaje del tipo algodonosa.

Al comparar la abundancia de las morfologias en los aislados primarios A-chile, A-pepino, A-
brécoli y A-frijol con D3, se observé disminucidn de la abundancia de la morfologia estrellada
y aumento en la presencia de las morfologias aberrante y algodonosa en todos los aislados
primarios. En A-pepino y A-brocoli se identificé morfologia rayada, la cual no se encontré en el
control. Por su parte, en A-pepino aumento la abundancia de morfologia tipo algodonosa en
comparacion con el control.

A-brocoli y A-frijol mostraron un nuevo tipo de morfologia denominada semi-lisa, la cual
tampoco exhibié la cepa progenitora. Encontrando entonces que la mayor plasticidad
fenotipica macroscopica de los aislados primarios se presentd en A-brécoli y la morfologia con
mayor similitud al control fue A-chile, esto se logré comprobar al realizar prueba de hipotesis
de chi-cuadrada (X?), mostrado en el ANEXO 12 entre los aislados primarios y con respecto a
D3, en donde ademas se encontrd diferencia estadisticamente significativa en la plasticidad
fenotipica entre los aislados primarios A-pepino, A-brécoli y A-frijol comparado con D3.

A-chile no mostré diferencias significativas en la plasticidad fenotipica macroscoépica
comparado con el control. Sin embargo, todos los aislados primarios mostraron diferencia
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significativa en la plasticidad fenotipica entre ellos. Estos resultados indican que las especies
vegetales pepino, brocoli y frijol mayormente inducen cambios significativos en la plasticidad
fenotipica macroscoépica de P. capsici.

Estféllado Abeﬁ‘ante Algodonoso Rayado Semi-liso

[ (]
. o I B Semi-Liso
Rayado

©

g 6 Il Algodonoso
'E Il Aberrante
_§4 Il Estrellado

S ALLS
'v:v.Qv?v'v.v.Qv \"v-v' v ¥

Aislado de P. capsici

«.&o«o«\«%\\x«

Figura 12. Plasticidad fenotipica de micelio en aislados de P. capsici. A: Clasificacion de morfologias de micelio
aéreo identificadas en D3, aislados primarios y secundarios de P. capsici, denominados: estrellado (micelio aéreo
poblado que genera una conformacion de picos en forma de estrella, comdn en especies de P. capsici), aberrante
(micelio densamente poblado en la base de la superficie del medio de cultivo semejante a un tapete,
medianamente aéreo, que genera micelio aberrante, que es sefal de estrés, sin conformacion de picos),
algodonoso (micelio aéreo medianamente poblado, caracterizado por generar mayor volumen del espacio
ocupado en la placa Petri de crecimiento), rayado (micelio medianamente aéreo y poblado con conformacion
colonial definido en forma de lineas o “rayas” delgadas) y semi-liso (micelio medianamente denso en la base de
la superficie del medio de cultivo, baja densidad de micelio aéreo con conformacion micelial difusa, sin formar
lineas o picos definidos, es decir morfologia semi-liso). B: Andlisis del porcentaje de la abundancia de morfologias
observadas en D3, aislados primarios y secundarios de P. capsici, cada color representa el porcentaje de la
morfologia observada en cada tratamiento efectuado en seis experimentos independientes con cuatro replicas
técnicas cada uno (545 observaciones, en promedio 26 observaciones por tratamiento).

También, se evalud la morfologia macroscépica de los aislados secundarios para ser
comparada con la observada en los aislados primarios y D3. La abundancia de la morfologia
presentada por los aislados secundarios obtenidos de infeccion en chile: A-ch-ch, A-pe-ch, A-
br-ch y A-fr-ch, indicaron disminucion de la abundancia en la morfologia estrellada y aumento
en morfologias tipo aberrante, algodonoso, rayado y semi-liso. Por su parte, A-fr-ch presenté
la mayor variacién de la abundancia de morfologias, mayormente de tipo rayado, seguido de
algodonoso y en menor porcentaje la morfologia estrellada. Todos los aislados secundarios
que provienen de infeccion de chile presentaron diferencias significativas en la plasticidad
fenotipica entre los tratamientos y con respecto al A-chile y D3, de acuerdo a X? (p<0.05).

Los aislados secundarios A-ch-pe, A-pe-pe, A-br-pe y A-fr-pe obtenidos de infeccion
secundaria de pepino también mostraron variacion en la abundancia de las morfologias
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estrellada, aberrante, algodonosa, rayada y semi-lisa. De nuevo se observé la mayor variacion
de la plasticidad fenotipica en el aislado A-fr-pe que tiene previa infeccion/recuperacion en frijol
seguido de infeccidn/recuperacion en pepino con respecto a los aislados secundarios que
proviene de infeccion secundaria de pepino, A-pepino y D3. Se encontré que todos los aislados
secundarios que provienen de infeccién secundaria de pepino son estadisticamente diferentes
(p = 0.05) entre ellos, con A-pepino y D3.

El fenotipo de los aislados secundarios A-ch-br, A-pe-br, A-br-br y A-fr-br que provienen de
infecciones secundarias de brocoli también mostraron variacion en la abundancia de las
morfologias, con disminucién en la presencia de la morfologia de tipo estrellada y cambios en
la abundancia de morfologias tipo aberrante, algodonosa, rayada y semi-lisa. Se encontr6 que
los aislados secundarios que provienen de infeccion secundaria de brécoli son
estadisticamente diferentes (p < 0.05) a A-brocoliy D3, sin embargo, no se encontro plasticidad
fenotipica significativa entre A-pe-br, A-br-br y A-fr-br.

La plasticidad fenotipica que presentaron los aislados secundarios A-ch-fr, A-pe-fr, A-br-fr y A-
fr-fr obtenidos de infeccién secundaria de frijol, indicé disminucion de la abundancia en la
morfologia estrellada. No obstante, en A-ch-fr se observé aumento de esta morfologia. En
general, los cuatro aislados secundarios exhibieron variacion en la abundancia de la morfologia
tipo aberrante, algodonosa, rayada y semi-lisa entre ellos. En cambio, entre A-pe-fr y A-br-fr
no fue significativa la plasticidad fenotipica. Ademas, se identificaron diferencias
estadisticamente significativas (p < 0.05) en la plasticidad macroscopica de los cuatro asilados
secundarios obtenidos de infeccidon secundaria de frijol con respecto a A-frijol y D3.

5.5 Plasticidad morfolégica de esporangios en aislados primarios y secundarios de P.
capsici

En el ANEXO 13 se muestra la plasticidad morfologica representativa de esporangios en D3,
aislados primarios y secundarios de P. capsici. Por su parte, en la figura 13A se muestran las
ocho morfologias de esporangios identificadas en el microorganismo denominadas como:
limoniforme, piriforme, globoide, elipsoide, obovoide, elongada, bipapilada y otros.

La figura 13B muestra el grafico del porcentaje de la abundancia de las morfologias de
esporangios observadas en D3, aislados primarios y secundarios de P. capsici. La cepa
progenitora presentd cuatro principales morfologias en sus esporangios, mayormente tipo
ovoide, seguido de limoniforme, piriforme y globoide.

La morfologia de esporangios en los aislados primarios: A-chile, A-pepino, A-brécoli y A-frijol
mostré aumento de la abundancia en la morfologia tipo ovoide en comparacién con el control,
asi como variacion en el porcentaje de las morfologias limoniforme, piriforme y globoide.
Ademas, los mismos cuatro aislados primarios exhibieron morfologias no identificadas en D3
las denominadas elipsoide, obovoide, elongada, bipapilada y otras.

El andlisis de prueba de hipétesis de chi-cuadrada (X?) mostrado en el ANEXO 12, indicé
diferencias estadisticamente significativas (p < 0.05) de la morfologia de esporangios entre los
aislados primarios comparada con la cepa control. Sin embargo, entre los aislados primarios
no se observo significancia en la plasticidad fenotipica de sus esporangios.
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Figura 13. Plasticidad morfolégica de esporangios en aislados de P. capsici. A: clasificacion de morfologias de
esporangios identificadas en D3, aislados primarios y secundarios de P. capsici, denominados como ovoide (base
redonda del esporangio), limoniforme (base plana del esporangio, papilacion opuesta), piriforme (base redonda
del esporangio, papilacion prominente), globoide (esporangio semejante a globo esférico, papilacion opuesta
corta), eclipsoide (esporangio en forma de elipse, papilacién opuesta corta), obovoide (esporangio con forma
obovoide, papilacién opuesta), elongado (esporangio alargado, papilacion opuesta), bipapilado (esporangio con
dos papilas, principalmente de tipo globoide) y otros (esporangios con cuello largo, sin papilacién, forma
acorazonada, menor tamafio). B: andlisis del porcentaje de la abundancia de morfologias de esporangios
observadas en D3, aislados primarios y secundarios de P. capsici, cada color representa el porcentaje de la
morfologia observada en cada tratamiento realizado en seis experimentos independientes con 4,389
observaciones en total.

Los aislados secundarios A-ch-ch, A-pe-ch, A-br-ch y A-fr-ch, mostraron plasticidad morfologia
significativa en sus esporangios con respecto a A-chile y D3, sin diferencias significativas entre
los aislados secundarios provenientes de infeccion secundaria de chile. Los resultados indican
gue el historial de infeccién entre los aislados secundarios de chile no esta directamente
relacionada con los cambios en la morfologia de sus esporangios que puede presentar el
oomiceto.

Los cuatro aislados secundarios A-ch-pe, A-pe-pe, A-br-pe y A-fr-pe mostraron variacion en el
porcentaje de la abundancia de las ocho morfologias descritas en los esporangios, ademas
exhibieron diferencias significativas en su plasticidad fenotipica con respecto al control. Sin
embargo, en A-ch-pe y A-fr-pe no fue significativa la variacion morfolégica de esporangios con
respecto a A-pepino, ademas los cuatro aislados provenientes de infeccion secundaria de
pepino no mostraron significancia entre ellos.

La plasticidad morfologica de esporangios en los aislados secundarios A-ch-br, A-pe-br, A-br-

br y A-br-fr también revelé aumento en la abundancia de la morfologia ovoide con respecto a
D3 y variacion en las restantes siete tipo de morfologias de esporangios, siendo
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estadisticamente significativa (p < 0.05) la plasticidad fenotipica de esporangios entre aislados
secundarios obtenidos de brocoli y el control D3.

Se encontré que existen diferencias significativas entre A-ch-br, A-br-br y A-br-fr comparado
con A-brécoli. Sin diferencias estadisticamente significativas entre los aislados secundarios
obtenidos de brocoli. Es decir, es mas probable que se presente variacion significativa de la
morfologia de esporangios en P. capsici a través de las generaciones que tuvieron contacto
infectivo con alguna de las cuatro especies vegetales.

Al evaluar y comparar la plasticidad morfologica de esporangios en A-ch-fr, A-pe-fr, A-br-fr y
A-fr-fr, se encontraron diferencias significativas en la plasticidad de esporangios con respecto
a D3 y aumento en la abundancia de la morfologia ovoide. A-ch-fr y A-br-fr fueron
estadisticamente diferentes a A-frijol, sin diferencias significativas en la plasticidad de la
morfologia de esporangios entre los aislados secundarios obtenidos de infeccion secundaria
de frijol.

Después de caracterizar la plasticidad morfologica de los esporangios de D3, aislados
primarios y secundarios de P. capsici, se determinaron sus microestructuras fenotipicas
representativas, en donde no se encontraron diferencias sustanciales entre los tratamientos,
mostrado en el ANEXO 14. Es decir, el tipo de esporangioforo, forma y posicion de papilacion,
caducidad del esporangio y longitud del pedicelo fue similar entre D3, aislados primarios y
secundarios del microorganismo.

5.6 Correlacién del crecimiento, patogenicidad y morfologia en D3 y aislados primarios
de P. capsici

En la figura 14 se muestra la matriz de correlacion de Pearson entre las variables crecimiento,
patogenicidad, morfologia micelial o colonial y morfologia de esporangios en D3 y aislados
primarios de P. capsici. Se identificaron correlaciones positivas y negativas entre las variables
y su nivel de significancia con andlisis ANOVA (p<0.05, 0.01, 0.001). S6lo se consideraron
variables correlacionadas aquellas que tuvieron un intervalo de confianza mayor al 95%.

La tasa de crecimiento de D3 y aislados primarios esté correlacionada de manera positiva con
la morfologia piriforme de los esporangios, es decir mientras mayor es la tasa de crecimiento
del patégeno éste presenta mayor abundancia en la morfologia de tipo piriforme en sus
esporangios y viceversa.

Se identificd correlacidén positiva entre la infeccion primaria en pepino (I-pepino) y morfologia
colonial aberrante e inversamente correlacionada con la aparicion de morfologia colonial de
tipo estrellado y morfologia de esporangio globoide, esto indica que cuando D3 es aislado de
infeccion primaria de pepino es alta la correlacion que el aislado obtenido (A-pepino) tenga alta
abundancia de morfologia colonial tipo aberrante y menor abundancia de la morfologia
estrellada asi como menor abundancia de esporangios tipo globoides. Por su parte, se
encontré que estéa correlacionada la infeccion primaria en hoja de brécoli causada por D3 con
la aparicion de morfologia colonial de tipo semi-lisa en el aislado A-brocoli.
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Cuando el patégeno es recuperado de infeccion primaria de frijol (I-frijol), es decir A-frijol es
inversa la correlacion de la abundancia morfolégica en sus esporangios de tipo globoide. La
morfologia colonial estrellada de D3 y aislados primarios esta correlacionada positivamente
con la aparicibn de esporangios de tipo globoide e inversamente correlacionada con la
aparicion de la morfologia colonial de tipo aberrante y esporangios ovoides.
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Figura 14. Matriz de correlacién de Pearson de caracteristicas de crecimiento, patogenicidad y morfologicas de
aislados primarios. El color del circulo indica el rango del coeficiente de correlacion de Pearson entre las variables,
si es positiva o0 negativa. El tamafio del circulo indica si es alta, mediana o baja la correlacién entre las variables,
mientras mayor sea el tamafio del circulo, mayor es el coeficiente de correlacidon ya sea positiva 0 negativa.
*diferencia estadisticamente significativa ANOVA (p<0.05) entre las variables. **diferencia estadisticamente
significativa ANOVA (p<0.01) entre las variables. ***diferencia estadisticamente significativa ANOVA (p<0.001)
entre las variables.

Ademas, la morfologia aberrante de D3 y aislados primarios esta inversamente correlacionada
con la aparicion de esporangios tipo globoides, es decir cuando P. capsici muestra alta
abundancia de morfologia aberrante presenta baja abundancia de esporangios del tipo
globoides.

Los esporangios ovoides, estan inversamente correlacionados con la morfologia piriforme y
globoide de los esporangios de D3 y aislados primarios. En cambio, los esporangios
limoniformes estan correlacionados positivamente con los esporangios de tipo piriforme. La
aparicion de morfologia elipsoide de los esporangios en D3 y aislados primarios esta
correlacionada positivamente con la aparicion de esporangios bipapilados.
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5.7 Analisis de componentes principales de las variables patogenicidad, crecimiento y
morfologia en D3y aislados primarios de P. capsici

El analisis de componentes principales en D3 y aislados primarios de P. capsici (figura 15),
indico que la varianza contribuye de manera diferente en los tratamientos al que fue sometido
el oomiceto, es decir D3 mostré estar definido principalmente por la alta presencia en su
crecimiento, la morfologia de esporangios de tipo piriforme y limoniforme. En cambio, la
varianza de A-chile fue principalmente explicada por la morfologia micelial de tipo estrellada y
la morfologia de esporangios de tipo globoide y elongado.
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Figura 15. Andlisis de componentes principales de D3 y aislados primarios de P. capsici. Grafico PCA-Biplot que
muestra los principales eigenvalores que contribuyen a la maxima varianza de las variables crecimiento,
patogenicidad y morfologia en D3 y aislados primarios.

A-pepino y A-brécoli son similares, ya que su varianza se explica principalmente por la
infeccion primaria en pepino, la morfologia micelial de tipo aberrante, algodonosa y rayada, asi
como por la morfologia de los esporangios tipo obovoide y otros.

La varianza de A-frijol se ve influenciada por las infecciones primarias en I-chile, I-brocoli e I-
frijol, la morfologia colonial de tipo semi-liso, asi como de la morfologia de sus esporangios de
tipo ovoide, elipsoide y bipapilado.

En el ANEXO 15 se muestran graficas de apoyo al PCA en donde muestran la contribucién de
las variables sobre los cuatro tratamientos evaluados del oomiceto, el porcentaje en que
contribuyen los cuatro ejes principales identificados sobre la varianza, también se muestra que
la morfologia ovoide de los esporangios fue la variable que mas contribuyd a explicar la
varianza del eje principal uno en el PCA. EI ANEXO 15 también muestra que D3 es el individuo
gue mayor contribuye a explicar la varianza sobre el eje principal uno. En general, estos datos
indican que cada una de las variables analizadas en D3 y aislados primarios contribuye de
manera diferente con cada tratamiento los cuales podrian agruparse.
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5.8 Clusterizacion k-means en D3y aislados primarios de P. capsici

En la figura 16A se observan los resultados de clusterizacién por k-means de D3 y aislados
primarios de P. capsici. Los datos fueron agrupados en cuatro clusters de acuerdo al método
de la silueta, cluster 1: A-chile, cluster 2: D3, clster 3: A-brocoli y A-pepino, cluster 4: A-frijol.
Estos resultados sugieren que existen diferencias entre las variables de patogenicidad,
crecimiento, morfologia micelial y de esporangios entre los aislados primarios y D3, siendo A-
pepino y A-brécoli los aislados primarios con mayor similitud en estas variables.

En la normalizacion de las variables de los clisters en valores de z, se encontré que es mayor
la tasa de crecimiento, morfologia micelial estrellada, esporangios tipo limoniformes, piriformes
y globoides en el cluster D3 comparado con los clusters de aislados primarios con diferencia
entre ellos (figura 16B). Es decir, los resultados indicaron que las cuatro especies vegetales
inducen la disminucion del crecimiento de los aislados primarios en varios grados, y
disminuyen la abundancia de la morfologia estrellada caracteristica de P. capsici.

El cluster D3 mostr6 menor capacidad infectiva en hojas de chile, pepino, brdocoli y frijol,
morfologia colonial tipo algodonosa, esporangios ovoides, elipsoides, bipapilados y otros tipos
de esporangios. Esto indica que después de una exposicion hacia alguna especie vegetal, P.
capsici tiende a aumentar su virulencia y presentar plasticidad fenotipica en ciertos tipos de
conformacion micelial y de esporangios.

Sin embargo, se encontré similitud en la abundancia de la morfologia tipo rayada de D3 con
los clusters A-chile, A-frijol y menor a la abundancia que presenta el clister de A-pepino-A-
brécoli. Estos datos indican que existen excepciones en la modificacion de la abundancia de
la morfologia colonial en P. capsici dependiente de la especie inmediata de la que se obtuvo,
es decir las especies vegetales pepino y brocoli pueden influenciar en mayor medida la
aparicion de cambios en la abundancia de morfologia de tipo rayada en P. capsici.

Fue similar la abundancia de la morfologia de esporangios tipo ovoide entre los clusters D3 y
A-frijol pero menor que los clusters A-chile y A-pepino-A-brécoli, indicando que cuando P.
capsici tiene largos periodos de tiempo sin infectar alguna especie vegetal y después
infectar/ser recuperado de infeccion primaria de frijol, la abundancia de la morfologia de
esporangios tipo ovoide permanece igual. En cambio, cuando es aislado de I-chile, I-pepino y
I-brécoli aumenta la abundancia de esta morfologia.

La aparicién de morfologia elongada en esporangios del cluster D3 fue similar a los clusters A-
frijol, A-pepino-A-brdocoli pero menor que clister A-chile. Es decir, fue menor la influencia que
tienen las cuatro especies vegetales sobre la modificacion de la abundancia de la morfologia
de esporangios que la morfologia colonial del oomiceto.
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Figura 16. Clusterizacion k-means de D3 y aislados primarios de P. capsici. A: Agrupacion en cuatro clisters
mostrado en cluster plot de las variables: patogenicidad, crecimiento, morfologia macroscépica y microscopica de
D3 y aislados primarios de P. capsici. B: Modelo grafico k-means, el color del punto representa el clister de
agrupamiento de D3 y aislados primarios del oomiceto, representado por los datos normalizados de k-means en
valores de z de las variables crecimiento, patogenicidad (infeccion), morfologia colonial y esporangios.

5.9 Correlacion del crecimiento, patogenicidad y morfologia en D3, aislados primarios y
secundarios de P. capsici

En la figura 17 se muestra la correlacion entre las variables crecimiento, morfologia colonial y
de esporangios de los individuos D3, aislados primarios y secundarios.

Las variables que presentaron nivel de significancia entre los tratamientos esta conformada
por la correlacion positiva del crecimiento con la morfologia colonial estrellada y esporangios
limoniformes y piriformes, la cual estuvo inversamente correlacionada con la morfologia
ovoide. Es decir cuando P. capsici present0 alta tasa de crecimiento, tuvo mayormente
morfologia estrellada, esporangios limoniformes y piriformes.
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En cambio, cuando el crecimiento del oomiceto fue lento, la morfologia de los esporangios fue
mayormente de tipo ovoide.

Cuando D3, aislados primarios y secundarios presentaron alta abundancia de morfologia
estrellada, también en esporangios limoniformes, piriformes y globoides. En cambio, disminuy6
inversamente la aparicién de la abundancia de morfologia micelial tipo aberrante y algodonosa,
asi como esporangios con morfologia tipo ovoide.

La abundancia de la morfologia rayada de los tratamientos al que fue sometido el oomiceto
estuvo correlacionada positivamente con la abundancia de esporangios tipo ovoide e
inversamente correlacionada con la aparicion de otros tipos de morfologia de esporangios.

Por su parte, la abundancia de esporangios ovoides fue inversamente correlacionada con la
aparicion de esporangios limoniformes, piriformes y globoides. Es decir cuando fue alta la
abundancia de esporangios ovoides en D3, aislados primarios o secundarios fue inversa la
aparicion de esporangios limoniformes, piriformes y globoides.
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Figura 17. Matriz de correlacion de Pearson del crecimiento y fenotipo macroscépico y microscopico de aislados
primarios y secundarios de P. capsici. El color del circulo indica el rango del coeficiente de correlacion de Pearson
entre las variables (positiva o0 negativa). El tamafio del circulo indica si es alta, mediana o baja la correlacion entre
las variables, mientras mayor sea el tamafio del circulo, mayor es el coeficiente de correlacion ya sea positiva o
negativa. *diferencia estadisticamente significativa ANOVA (p<0.05) entre las variables. **diferencia
estadisticamente significativa ANOVA (p<0.01) entre las variables. ***diferencia estadisticamente significativa

ANOVA (p<0.001) entre las variables.
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Los esporangios limoniformes estuvieron correlacionados positivamente con la abundancia de
esporangios piriformes. La abundancia de esporangios eclipsoides permanecieron
correlacionados positivamente con los esporangios elongados y bipapilados, en cambio, los
esporangios obovoides se encontraron correlacionados positivamente con otras morfologias
de esporangios en los tratamientos del microorganismo.

5.10 Analisis de componentes principales de las variables crecimiento y morfologia en
D3, aislados primarios y secundarios de P. capsici

En la figura 18 se muestra el analisis de componentes principales de las variables crecimiento,
morfologia colonial y de esporangios entre D3, aislados primarios y secundarios de P. capsici.
En esta se observa que la maxima varianza de D3, A-ch-br, A-ch-fr, A-pe-pe esta fuertemente
influenciada por su crecimiento y morfologia de esporangios tipo limoniforme, piriforme y
globoide. Por su parte, A-chile, A-pepino, A-brécoli, A-frijol, A-br-pe, por la morfologia de
esporangios del tipo obovoide, elongado, elipsoide, bipapilados y otros tipos de esporangios.
En cambio, la varianza de A-pe-br, A-pe-fr, A-br-br, A-br-fr, A-fr-pe esta mayormente
determinada por su morfologia micelial aberrante, algodonosa y esporangios ovoides. Sin
embargo, la morfologia colonial semi-lisa y rayada representa la mayor varianza en A-ch-ch,
A-ch-pe, A-pe-ch, A-br-ch, A-fr-ch, A-fr-br, A-fr-fr.
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Figura 18. Andlisis de componentes principales de D3, aislados primarios y secundarios de P. capsici. Grafico
PCA-Biplot que muestra los principales eigenvalores que contribuyen a la maxima varianza de las variables
crecimiento, morfologia macroscopica y microscopica en D3, aislados primarios y secundarios de P. capsici.

En el ANEXO 16, se muestran las graficas descriptivas del analisis de componentes
principales, el apartado A exhibe la contribucién de las variables sobre los veintiin tratamientos
evaluados del oomiceto. El grafico B indica el porcentaje en que contribuyen los diez ejes
principales identificados sobre la varianza. En C y D se muestra que de nuevo la morfologia
ovoide de los esporangios y D3 son la variable e individuo que mas contribuyen a explicar la
varianza del eje principal uno del PCA, respectivamente. Es decir, las variables contribuyen de
manera diferente a la varianza en D3, aislados primarios y secundarios de P. capsici. Sin
embargo, no se encontré un patrén definido que indique la influencia de las variables con la
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especie vegetal que infecta/es recuperado el patdégeno o el historial infectivo, por lo que
entonces fue importante realizar andlisis de clusterizacion por k-means.

5.11 Clusterizacidon k-means en D3, aislados primarios y secundarios de P. capsici
Antes de realizar clustering en los tratamientos del oomiceto se calculé su matriz de distancias
euclideas mostrada en el ANEXO 17, para identificar si es factible realizar agrupacién de los
datos. En la figura 19 se muestra el cluster plot que indica la agrupacion de los individuos
compuesta por tres clusters. Claster 1: D3, cluster 2: aislados primarios (A-chile, A-pepino, A-
brocoli, A-frijol), cluster 3: aislados secundarios (A-ch-ch, A-pe-ch, A-br-ch, A-fr-ch, A-ch-pe,
A-pe-pe, A-br-pe, A-fr-pe, A-ch-br, A-pe-br, A-br-br, A-fr-br, A-ch-fr, A-pe-fr, A-br-fr, A-fr-fr).
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Figura 19. Clusterizacién por k-means de D3, aislados primarios y secundarios. Agrupacion en tres cllsters
mostrado en cluster plot de las variables: crecimiento, morfologia macroscépica y microscopica de D3, aislados
primarios y secundarios de P. capsici.

Fueron identificadas y comparadas las caracteristicas entre clusters, para ello se normalizaron
las medias de las variables en valores de z de cada grupo, mostrado en la figura 20. A partir
del gréafico se identificd disminucion de la tasa se crecimiento, morfologia micelial estrellada,
esporangios limoniformes, piriformes y globoides del oomiceto con respecto a la generacion
de infeccion. Es decir, estas variables disminuyeron en los aislados primarios con respecto al
control y a su vez volvieron a decrecer en los aislados secundarios. EI modelo también indicé
gue P. capsici va perdiendo progresivamente estas caracteristicas iniciales en las siguientes
dos generaciones que han tenido contacto con alguna combinatoria de las cuatro especies
vegetales evaluadas.

Ocurrié lo contrario con la abundancia de morfologia colonial aberrante, rayada y esporangios
ovoides, ya que D3 presentd baja abundancia de estas morfologias. Sin embargo, en la
siguiente generacion de aislamiento aumentd su abundancia y de nuevo en los aislados
secundarios, perdiendo algunas caracteristicas fenotipicas que son sustituidas por nuevas.
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Figura 20. Modelo grafico de k-means normalizados de clusters en D3, aislados primarios y secundarios de P.
capsici. El color de cada punto representa el cluster de agrupamiento de D3, aislados primarios y secundarios de
P. capsici, representado por los datos normalizados de k-means en valores de z de las variables crecimiento,

morfologia colonial y esporangios.

También, se determind que la abundancia de la morfologia micelial algodonosa, semi-lisa,
esporangios bipipilados y otro tipo de esporangios fue baja en la cepa progenitora. En cambio,
en los aislados primarios aumenta y en los secundarios vuelve a decrecer, pero mayor que el
estado inicial. La abundancia morfoldgica de esporangios elipsoide, obovoide y elongado fue
baja en D3, sin embargo, en los aislados primarios aumentd y en los secundarios vuelve a
regresar a su estado inicial. Mostrando que P. capsici presenta diversos patrones de
plasticidad fenotipica dependiente de la generacion de aislamiento.

5.12 Anadlisis sRNA-seq de los aislados secundarios A-ch-ch y A-br-ch de P. capsici
Para identificar la influencia de la regulacion epigenética mediada por sRNAs-miRNAs en
aislados de P. capsici con diferente historial de infeccién/recuperacion a distintas especies
vegetales, se eligieron A-ch-ch y A-br-ch por ser aislados secundarios cuyo ultimo hospedero
de recuperacion fue chile pero con diferente historial de infeccion que ademas presentaron
diferencias en patogenicidad, crecimiento, plasticidad fenotipica micelial y esporangios entre
ellos. Es decir, el primero proviene de historial de infeccion sélo en chile, se consider6 como
control ya que se conoce la cepa progenitora D3 proviene de infeccién en chile, el segundo
aislado secundario proviene de recuperaciéon de infeccion primaria de brocoli seguida de
infeccién secundaria/recuperacion de chile.

Se obtuvieron 52,750,000 secuencias filtradas mayores a 33 nt para A-ch-ch y 81,500,000 en
A-br-ch, encontrando que alrededor del 90% de las mismas pertenecen a RNAs ribosomales
y de transferencia (figura 21A), con diferente porcentaje entre ambos aislados. Sin embargo,
el 5% de las secuencias (5,246,351 A-ch-ch y 5,935,867 A-br-ch) se asociaron a regiones que
incluyen regiones génicas, intergénicas, elementos transponibles de P. capsici.

En la caracterizacion de la abundancia de las poblaciones de sRNAs se observd mayor
abundancia de sRNAs de 21 y 25 nt en ambos tratamientos (figura 21B), sin embargo, fue
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mayor la abundancia de sRNAs de 27 nt en A-ch-ch comparado con A-br-ch, identificando
ademas que fue mayor la abundancia de sRNAs menores a 26 nt en A-br-ch.

Se identifico evidente modificacion del perfil de SRNAs expresados en ambos aislados, ya que
el 85% y 95% son unicos en A-ch-ch y A-br-ch, respectivamente (figura 21C), ello pone de
manifiesto que soélo el 6% (148,125 sRNAs) de los SRNAs de A-br-ch se comparten con el
control, por lo tanto, es diferente la regulacion epigenética mediada por SRNAs-miRNAs en
ambos aislados.
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Figura 21. Caracteristicas de small RNAs de A-ch-ch y A-br-ch. A: Grafico de barras del porcentaje de sRNAs
asociados a RNAs de transferencia, ribosomales y regiones gendmicas de A-ch-ch y A-br-ch. B: Porcentaje de
las poblaciones de sRNAs asociados al genoma de P. capsici en A-ch-ch y A-br-ch . C: Diagrama de venn de
sRNAs asociados al genoma de P. capsici entre A-ch-ch y A-br-ch.

La visualizacion de la abundancia en un locus especifico de los SRNAs al genoma de P. capsici
de los tratamientos (figura 22A), mostré sSRNAs asociados a regiones exodnicas, intronicas e
intergénicas, con mayor abundancia en A-br-ch por locus en la mayoria de los scaffolds
comparado con A-ch-ch.

En andlisis del primer nucleétido 5P de cada longitud de sRNA en los tratamientos (figura
22B), mostré mayor abundancia de uracilo y citosina en el extremo 5'P en sRNAs de 20-22 nt
comparado con los nucleétidos adenina y guanina. Sin embargo, el porcentaje de uracilo 5P
en sRNAs de 24-25 nt es el mas alto, en cambio disminuyé en sRNAs mayores a 25nt y en
consecuencia aumento el porcentaje de citosina.

En el ANEXO 18, se muestran las caracteristicas estadisticas, densidad de sRNAs, y analisis
de componentes principales del analisis de expresion diferencial de SRNAs.
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En el ANEXO 19, se muestran los resultados de expresion diferencial de sRNAs de los
métodos de NOISeq, edgeR y DESeq2. Se decidié utilizar el estadistico DESeq2 por presentar
valores confiables del analisis.
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Figura 22. Small RNAs asociados a regiones genomicas de P. capsiciy nucleétido 5'P de sRNAs. A: visualizacion
en IGV de sRNAs asociados a intergénicas y genéticas de P. capsici en A-ch-ch y A-br-ch. B: Grafico abundancia
del nucledtido 5’P de sRNAs asociados al genoma de P. capsici en A-ch-ch y A-br-ch. C: citosina, G: guanina, A:
adenina, U: uracilo.

El analisis de expresion diferencial de sSRNAs asociados a regiones génicas del oomiceto,
mostrado en el heatmap de la figura 23A, indico diferencias en la expresiéon de sRNAs entre
los tratamientos, de los cuales 184 sRNAs fueron sobre-expresados significativamente
(Log2Foldchange >1y <-1, p-value <0.05) y 287 tipos infra-expresados en A-br-ch comparados
con A-ch-ch (figuras 23B y 23C).

El enriqguecimiento KEEG y andlisis de relaciones de las vias celulares de los sRNAs
diferencialmente expresados (figura 24A), indic6 que los sRNAs infra-expresados estan
relacionados con procesos de metabolismo de carbohidratos que incluyen pentosas fosfato,
glicolisis, biosintesis de ribosomas, unibn a metales, sintesis de tRNA y unién a &cidos
nucleicos. En cambio, los sRNAs sobre-expresados fueron enriquecidos para las vias de
replicacion de DNA, metilacion de histonas, modificaciones postraduccionales, union a RNA 'y
sintesis de RNA ribosomal.
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Figura 23. sRNAs diferencialmente expresados asociados a genes de P. capsici. A: Heatmap sRNAs
diferencialmente expresados asociados a genes de P. capsici en A-ch-ch y A-br-ch. B: Volcan plot de sSRNAs
diferencialmente expresados asociados a genes de P. capsici en A-br-ch con Log2Foldchange |> 1, < -1 |, p-
value< 0.05. C: Numero de sRNAs asociados a genes diferencialmente expresados de A-br-ch.

El andlisis de las vias celulares con mayor enriquecimiento mostré que las vias relacionadas
con el metabolismo de carbohidratos (figura 24B), son aquellas que podrian tener poca
actividad regulatoria mediada por los sSRNAs. En cambio, las vias relacionadas con genes de
metilacion de histonas fueron menor influenciadas a ser reguladas por SRNAs en A-br-ch.

Una vez que se caracterizaron los SRNAs asociados al genoma de P. capsici se identificaron
mMiRNAs reportados en bases de datos publicas como miRBase. Sin embargo, el 99% de los
sRNAs no fueron asignados a dicha base de datos en ambos tratamientos (figura 25A). El
restante 1% de sRNAs estuvieron alojados como miRNAs en la base de datos, es decir se
identificaron 334 miRNAs homologos en A-ch-ch y 1360 en A-br-ch (figura 25B).

Sorprendentemente, el 98.6% (210 miRNAs) de los miRNAs identificados en el control se
encontraron compartidos con A-br-ch, y s6lo 3 miRNAs son Unicos del control. En cambio, 761
tipos de miRNAs son unicos de A-br-ch, mostrados en la figura 25B y ANEXO 20. Estos
resultados indican de manera predictiva que en P. capsici existe regulacion génica mediada
por miRNAs canonicos con mayor actividad regulatoria en A-br-ch.

El andlisis del nivel de expresion de los miRNAs anotados en miRBase (Figura 25C), mostré
gue el mMiIRNA mmu-miR-5124a de M. musculus se expresa mayormente en ambos aislados,
seguido de los miRNAs ortdlogos pin-miR8788-3p y pra-miR8788b-5p, los cuales pertenecen
a la Unica familia de miRNAs reportada en el género Phytophthora. Ademas, se identifico en
menor nivel de expresion los miRNAs: aly-miR774b-5p, der-miR-10, tur-miR-92-3p, ami-let-7a-
5p, dqu-bantam-3p, pte-miR-71-3p, pte-miR-279-3p, entre otros (ANEXOS 21y 22).
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m Enriquecimiento KEEG
Padj Pathway
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Figura 24. Enriquecimiento KEEG de sRNAs diferencialmente expresados asociados a genes de P. capsici en A-
br-ch con respecto a A-ch-ch. A: Arbol de relaciones de vias celulares de sRNAs diferencialmente expresados
asociados a genes de P. capsici en A-br-ch, los conjuntos de genes mas cercanos en el arbol comparten méas
genes, los puntos verdes indican que es diferencialmente alta la asociacién de sRNAs con la via celular. Es decir,
los sSRNAs estarian regulando altamente esta via por lo tanto seria menor la expresion de la via. Circulos rojos
indican que es baja la asociacion de sRNAs con la via celular, por lo tanto la via estaria siendo poco regulada por
los sRNAs generando que diferencialmente se exprese mas la via, ya que los sRNAs tendrian poco efecto
regulatorio sobre la misma. Los tamafios de los puntos corresponden a los valores P ajustados. B: Relacién entre
vias enriquecidas por sRNAs diferencialmente expresados asociados a genes de P. capsici en A-br-ch. Dos vias
(nodos) estan conectadas si comparten un 30 % o mas genes, los nodos mas oscuros son conjuntos de genes
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significativamente mas enriquecidos, los nodos mas grandes representan conjuntos de genes mas grandes, los
bordes mas gruesos representan genes con mayor superposicion.
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Figura 25. Identificacion de miRNAs anotados en miRBase v22. A: Gréfica SRNAs asociados al genoma de P.
capsici anotados a miRNAs de miRBase en A-ch-ch y A-br-ch. B: Diagrama de Venn miRNAs anotados en
miRBase v22 unicos y compartidos entre A-ch-ch y A-br-ch. C: Nivel de expresion de miRNAs anotados en A-ch-
ch y A-br-ch. * se encuentra en ambos tratamientos.

Enseguida, se identificaron las especies de organismos que comparten miRNAs con P. capsici
con base a los miRNAs identificados en ambos aislados, mostrado en la figura 26. Se encontré
que cerca del 75% de los miRNAs identificados en el oomiceto se encuentran alojados en el
genoma de Mus musculus (mmu), seguido de P. ramorum (pra) con diferencias entre los
tratamientos, y de organismos tan diversos como Arabidopsis lyrata (aly), Drosophila erecta
(der), Tetranychus urticae (tur), Phytophthora infestans (pin), Alligator mississippiensis (ami),
Parasteotoda tepidariorum (pte), Dinoponera quadriceps (dqu), Pteropus alecto (pal),
Cricetulus griseus (cgr), Oreochromis niloticus (oni), Triops cancriformis (tcf), Ciona intestinalis
(cin) y Gallus gallus (gga).

A partir de los miRNAs identificados en miRBase se realiz6 su analisis de expresion diferencial
con edgeR, mostrado en la figura 27A-B. Fueron seleccionados los miRNAs con
Log2Foldchange >1 y <-1, p-value<0.05, encontrando sobreexpresion en la familia de
ortélogos de miR8788 de P. ramorum y P. infestans en A-br-ch comparado con el control, los
cuales estén relacionados con la virulencia de los oomicetos. Se identificd infra expresion de
los mMiRNAs aly-miR774b-5p, mmu-miR-5124a y pal-miR-486a-3-3p en A-br-ch, las
anotaciones de miRNAs se muestran en los ANEXOS 21y 22.
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Figura 26. Potenciales miRNAs de P. capsici compartidos con diversas especies de organismos alojados en

miRBase v22 en A-ch-ch y A-br-ch.
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Figura 27. miRNAs diferencialmente expresados anotados en miRBase v22. A: Heatmap de miRNAs
diferencialmente expresados en A-ch-ch y A-br-ch. B: Estadisticos de miRNAs diferencialmente expresados en

A-br-ch.
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Figura 28. Diagrama de Venn miRNAs identificados de novo y familias de genes MIR Unicos y compartidos entre
A-ch-ch y A-br-ch.
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Figura 29. Relaciones filogenéticas de familias de genes MIR en A-ch-ch, reconstruccion filogenética con maxima
verosimilitud usando el modelo de sustitucion K80, bootstrapping: 100 iteraciones. MIR (color rojo): compartido
con MIR de A-br-ch. *identificacién de potencial gen target, las lineas y bloques después del nombre de la familia
MIR representa los motivos conservados.
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Enseguida, se identificaron 155 potenciales miRNAs de novo en A-ch-ch, y 288 potenciales en
A-br-ch, cuyas caracteristicas se muestran en los ANEXOS 23 y 24. Sugiriendo mayor
actividad regulatoria en A-br-ch mediado por potenciales miRNAs adn no descritos en la
literatura.

Posteriormente, los potenciales miRNAs de novo fueron clasificados en familias de genes MIR
con base al potencial miRNA maduro resultante de la secuencia hairpin, identificando 73
familias de genes MIR en A-ch-ch y 217 familias de genes MIR en A-br-ch, mostrado en la
figura 28. Sélo 4 familias de genes MIR fueron compartidas entre los tratamientos, sugiriendo
caracteristicas propias de genes MIR presentes en los tratamientos.
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Figura 30. Relaciones filogenéticas de familias de genes MIR en A-br-ch. Reconstruccion filogenética con maxima
verosimilitud usando el modelo de sustitucion HKY85, bootstrapping: 100 iteraciones. MIR (color rojo): compartido
con MIR de A-ch-ch. *identificacidn de potencial gen target. Las lineas y bloques después del nombre de la familia
MIR representa los motivos conservados.
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En el andlisis de relaciones filogenéticas de las familias de genes MIR (figuras 29 y 30), mostro
relaciones de secuencia en cada tratamiento, proponiendo la idea de la presencia de isoformas
de miRNAs en P. capsici.

Con los programas TAPIR_FASTA, TAPIR_HYBRID y PSROBOT fueron identificados y
caracterizados 19 potenciales genes target de los miRNAs de novo provenientes de A-ch-chy
96 potenciales genes target para A-br-ch, mostrado en los ANEXOS 25y 26, respectivamente.
Entonces se construyd un grafico del top 20 miRNAs de novo con mayor nivel de expresion,
con prediccién de potencial gen target y clasificados por familias de genes MIR en ambos
tratamientos (figura 31).

Los potenciales miRNAs de A-ch-ch regulan en mayor nivel el gen que codifica para la
ribonucleasa H, en menor nivel genes de receptores Toll, metabolismo de carbohidratos y
proteinas quinasas. Por su parte el gen codificante para la proteina aldehido deshidrogenasa
estaria siendo regulado por multiples miRNAs.

En cambio, en A-br-ch los miRNAs de novo con mayor nivel de expresion estan relacionados
con regular genes sobre el control del ciclo celular, procesos de replicaciéon, transcripcion y
traduccién, transporte de vesiculas, iones y proteinas de membrana. En general, estos
resultados se relacionan con los obtenidos en los SRNAs asociados a genes del oomiceto.

miRNA ID Target Descripcién target
A-ch-ch_048 | CBOT477-A15 Polynucleotidyl transferase, Ribonuclease H fold, nicleo
A-ch-ch_049 CBOT133-F09 WD40 repeat protein, funcién general -
A-ch-ch_049 CBOT117-J05 Toll-Interleukin receptor, transduccién de sefiales Familia gen MIR
A-ch-ch_049 CBOT137-C09 Quitinasa, transporte de carbohidratos, metabolismo m A-ch-ch MIR2
A-ch-ch_050 CBOT137-C09 Quitinasa, transporte de carbohidratos, metabolismo = A-ch-ch MIR9
A-ch-ch_050 CBOT133-F09 WD40 repeat protein, funcién general
A-ch-ch_050 CBOT117-J05 Toll-Interleukin receptor, transduccion de sefiales m A-ch-ch MIR34
> | A-ch-ch_141 CBOT45-E10 Nucleolar GTPase/ATPase p130, estructura nuclear m A-ch-ch MIR43
& A-ch-ch_141 CBOT109-P17 N-acetylglucosaminyl phosphatidylinositol deacetylase-related
=|" 41 A-ch-ch_024 CBOT81-N23 Proteina tirosina kinasa, nuclear m A-ch-ch MIR60
g A-ch-ch_032 CBOT65-N15 Aldehido deshidrogenasa, produccion y conversion de energfa A-ch-ch MIR65
A-ch-ch_063 CBOT81-N23 Proteina tirosina kinasa, nuclear
A-ch-ch_090 CBOT65-N15 Aldehido deshidrogenasa, produccién y conversion de energia ili
A-ch-ch_092 CBOT65-N15 Aldehido deshidrogenasa, produccion y conversion de energia Familia gen MIR
A-ch-ch_093 CBOT65-N15 Aldehido deshidrogenasa, produccion y conversion de energia m A-br-ch MIR2
A-ch-ch_129 CBOT65-N15 Aldehido deshidrogenasa, produccion y conversion de energia m A-br-ch MIR6
A-ch-ch_153 CBOT65-N15 Aldehido deshidrogenasa, produccion y conversion de energia = A-br-ch MIR7
CBOT117-L11 "Zinc finger, TAZ-type, regulation of transcription, DNA-dependent, histone acetyltransferase activity
A-ch-ch_121 CBOT65-N15 Aldehido deshidrogenasa, produccién y conversion de energia m A-br-ch MIR15
: CBOT85-023 Mitotic checkpoint protein MAD1 trol del ciclo celular y divisi lul = A-br-ch MIR21
itotic checkpoint protein . control del ciclo celular y division celular
A-br-ch_186 CBOT137-E23 Vesicle transport protein, Got1/SFT2-like m A-br-ch MIR155
A-br-ch_154 CBOT61-013 E2F-associated phosphoprotein m A-br-ch MIR179
A-br-ch_241 CBOT61-013 E2F-associated phosphoprotein A-br-ch MIR208
A-br-ch_089 CBOT129-P09 Ferric reductase, NADH/NADPH oxidase and related proteins, transporte de iones inorganicos m A-br-ch MIR215
A-br-ch_089 CBOT125-D23 Zinc finger, FYVE/PHD-type
A-br-ch_089 CBOT61-K07 Molecular chaperones HSP105/HSP110/SSE1, HSP70 superfamily, modificacién postraduccional
A-br-ch_089 CBOT69-110 PDZ/DHR/GLGF, proteina de union .
> A-br-ch_089 CBOT177-E08 Desconocida Nivel de expresion
o A-br-ch_089 CBOT61-K22 Karyopherin (importin) beta 3, trafico, transporte intracelular de vesiculas miRNA (Log2)
x 1 A-br-ch_089 CBOU105-D05Protein of unknown function DUF81, proteina integral de membrana” +
= A-br-ch_089 CBOU133-M20 Aldehyde dehydrogenase, produccion y conversién de energia
A-br-ch_083 CBOT133-K21 Trafico intracelular, secrecion y transporte vesicular, vacuolar protein sorting-associated protein 8
A-br-ch_102 CBOT29-L15 tRNA ligase activity
A-br-ch_168 CBOUT7-P24 Nucleosome remodeling factor, subunit CAF1/NURF55/MSI1 6
A-br-ch_014 CBOU161-023Methionyl-tRNA synthetase, class la, citoplasma
A-br-ch_014 CBOT61-013 elF-2alpha kinase GCN2, traduccidn, biogenesis y estructura ribosomal
A-br-ch_014 CBOT121-J17 Poly(A)-specific exoribonuclease PARN, replicacién, recombinacion y reparacion DNA 4
A-br-ch_014 CBOT41-M17 protein kinase activity _
A-br-ch_115 CBOT61-C20 Poly(A) polymerase and related nucleotidyltransferases, procesamiento y modificacién de RNA 2

Figura 31. Andlisis de expresién de miRNAs de novo y sus potenciales genes target, los potenciales miRNAs
fueron identificados con miRDeep*, los potenciales genes target con TAPIR_FASTA, TAPIR_HYBRID vy

PSROBOT.
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En los ANEXOS 25y 26 se muestra que multiples miRNAs pueden regular la expresion de un
mismo gen como es el caso de los miRNAs 32, 90, 92, 93, 121, 129 y 153 de A-ch-ch cuyo
potencial gen target es un aldehido deshidrogenasa, que ademas un miRNA puede regular
varios genes como el caso de A-ch-ch_49 cuyos potenciales genes targets son genes que
codifican para la proteina WD40, genes de receptores toll-interleukina y quitinasas.

Para tener una idea general sobre los procesos celulares de P. capsici que podrian estar
siendo regulados por los miRNAs de novo, se construydé un modelo grafico predictivo para
comparar esquematicamente los cambios en los perfiles regulatorios entre ambos aislados de
P. capsici (figura 32), donde se observa mayor regulacion endégena de genes en A-br-ch sobre
procesos de la duplicacion y reparacion del DNA, inicio y elongacion de la transcripcion,
ubiquitinacion, transduccion de sefiales, sintesis de t-Metionina y ribosomas, biosintesis de L-
phenilalanina, metabolismo y transporte de carbohidratos, metabolismo y transporte de lipidos
y genes relacionados con la estructura de microtubulos.

En cambio, en A-ch-ch sobre algunos procesos de transcripcion, traduccion de sefiales y
metabolismo de carbohidratos fueron identificados como potenciales genes targets por los
mMiRNAs de novo.
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Figura 32. Modelo de perfil regulatorio mediado por potenciales miRNAs en aislados de P. capsici.

76



La caracterizacion de las poblaciones de sRNAs asociados a genes efectores tipo CRN,
elicitinas, NLP y RXLR de P. capsici (figura 33), mostré dos principales poblaciones sRNAs de
20-21 nt principalmente, asociados a efectores tipo RXLR, CRN, elicitinas y NLP. Sin embargo,
la poblacién de 24-26 nt se relacion6 en su mayoria con genes RXLR. Ademas, se identifico
mayor abundancia de sRNAs asociados a genes efectores en A-br-ch.
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Figura 33. sRNAs asociados a genes efectores de P. capsici. A: Poblaciones de sRNAs asociados a genes
efectores en A-ch-ch y A-br-ch. B: Porcentaje de sRNAs asociados a genes efectores tipo CRN, elicitinas, NLP y
RXLR de P. capsici en A-ch-ch y A-br-ch.

Se analizé el nivel de expresion de sRNAs asociados a efectores (figura 34), encontrando
diferencias significativas en su expresion entre los tratamientos, ya que en A-br-ch aumento la
abundancia de sRNAs asociados a efectores tipo elicitinas, RXLR y algunos CRN, en cambio
en A-ch-ch fue mayor la asociacion de sRNAs con algunos genes NLP.

Dentro de los miRNAs identificados de novo en P. capsici, se encontré que los miRNAs A-ch-
ch_102y A-br-ch_214 son isoformas cuyo potencial gen target es un gen efector del tipo RXLR,
similar a Avrlb de P. sojae (ANEXO 27). Entonces, se caracterizdé de manera in sillico ambos
miRNAs de novo (figura 35). Se observO en ambas isoformas energia minima libre de
formacion del hairpin con valores altamente negativos de -69.90 a -79.50 kcal/mol,
respectivamente, sugiriendo alta la probabilidad de formacion de la estructura secundaria del
pre-miRNA, la secuencia de miRNA y en formato vienna.
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Figura 34. Nivel de expresién sRNAs asociados a genes efectores CRN, elicitinas, NLP y RxLR en A-ch-ch y A-
br-ch de P. capsici.

(A | A-ch-ch_102

Probabilidad de emparejamiento de bases
Ew wu Energia Minima Libre -69.90 kcal/mol

miRNA maduro

CCCAUCCAAGUINIEVEVERVEEENENEINEUGCUCACCGGCUGAGCAGAAGACAGCCAGCAGAUAAAAACUUGGAUGGGACUAAGUCACGCUGAGCCUCAG
ceeccecccccccccccccccccecceceeeeeeee. DN I e ((CC..-))))

B | A-br-ch_214

Probabilidad de emparejamiento de bases

b -“ Energia Minima Libre -79.50 kcal/mol
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Figura 35. Caracteristicas de miRNAs homélogos A-ch-ch_102 y A-br-ch_214. A: Formacion de estructura
secundaria predictiva de A-ch-ch_102, energia minima libre, secuencia hairpin/miRNA maduro y formato vienna
de miRNA. B: Formacién de estructura secundaria predictiva de A-br-ch_214, energia minima libre, secuencia
hairpin/miRNA maduro y formato vienna de miRNA.
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Potencial gen target Avrlb A-ch-ch_102 A-br-ch_214
TTTATCTGCTGGCTGTCTTC
~
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e il R o3

Avrl secreted RxLR effector peptide protein [Phytophthora palmivora var. palmivora] ITB CNR - Institute for Biome

achnologies, Bari & University of Bar

Figura 36. Potencial sitio de regulacion del gen efector target Avrlb de A-ch-ch_102 y A-br-ch_214 en P. capsici.
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Figura 37. sRNAs asociados a genes modificadores de histonas de P. capsici. A: Poblaciones de sRNAs de
asociados a genes modificadores de histonas y cromatina de P. capsici. B: Heatmap sRNAs asociados a genes
acetil-transferasa, metilasas, deacetilasas de P. capsici.
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Una vez que fueron caracterizadas las estructuras secundarias de las potenciales isoformas
de estos miRNAs se procedi6 a identificar el sitio de regulacion del gen Avrlb, encontrando
gue la actividad regulatoria de ambas isoformas encuentra en la region 3’"UTR del gen efector,
esto se confirmo con la busqueda de secuencias UTR’s de otros oomicetos. En resumen, estos
datos indican que dos isoformas de miRNAs (A-ch-ch_102 y A-br-ch_214) de P. capsici
podrian regular la expresion del potencial gen efector Avrlb de P. capsici en la region 3UTR
(figura 36).

También se encontrd que las poblaciones de sRNAs con tamafio de 19-21 nt se asocian con
genes que codifican factores de transcripcion, enzimas acetil-transferasas, metilasas y
desmetilasas de histonas, con mayor abundancia en A-br-ch comparado con A-ch-ch (figura
37). El andlisis de expresion comparativo de estos sSRNAs asociados a los mismos genes,
mostro claras diferencias entre los tratamientos, es decir la mayoria de genes metilasas se
encontraron relacionados con A-ch-ch, en cambio algunos genes acetil-transferasas,
deacetilasas y factores de transcripcién fueron mayormente relacionados con A-br-ch.

Ademas, se identificd que el miRNA de novo A-br-ch_65 se asoci6 con la regulacion del gen
gue codifica para la enzima desmetilasa 509113 de P. capsici (ANEXO 26).

En el analisis de abundancia de las poblaciones de sRNAs asociados con regiones de
elementos transponibles del genoma del oomiceto, se identific6 mayor abundancia de las
poblaciones de 24-25 nt de sRNAs asociados con estas regiones en ambos aislados
secundarios (figura 38).

A IPT
Il A-ch-ch
20 Il A-br-ch

24-25 nt
e 1

15

% sRNAs

18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 32 34
Tamaio de sRNAs (nt)

Nimerode  Namero de
sRNAs sRNASs tinicos
A-ch-ch 1563 1267
A-br-ch 7060 4312
Numero total de sRNAs
unicos

Aislado

5213

A-br-ch

Figura 38. Caracteristicas de sRNAs asociados a regiones de elementos transponibles en P. capsici. A:
Poblaciones de sRNAs asociados a elementos transponibles en A-ch-ch y A-br-ch. B: Diagrama de Venn sRNAs
Unicos y compartidos entre A-ch-ch y A-br-ch.
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El perfil de SRNAs mostro que el 91.5% de los SRNAs asociados con elementos transponibles
son unicos en A-br-ch y 71% en A-ch-ch, lo cual pone de manifiesto las diferencias de
asociacion de sRNAs con elementos transponibles en cada tratamiento.

Ademas, fueron identificados 4 miRNAs de novo a partir de SRNAs asociados a elementos
transponibles en A-ch-ch y 32 miRNAs de novo en A-br-ch, cuyas caracteristicas se describen
en los ANEXOS 28y 29, respectivamente. Estos datos indican la influencia que pueden tener
los miRNAs sobre regiones de elementos transponibles en el patégeno.

A partir de miRNAs de novo sin asignacion de potencial gen target, se realiz6 analisis dirigido
a genes relacionados con elementos transponibles como posibles targets mediante
alineamiento BLAST, se encontr6 que el miRNA de novo A-ch-ch_65 tiene como potencial
target el gen de la transposasa Tam3 (familia Ac) de P. capsici (ANEXO 30). Por lo que
entonces se caracterizo la formacion de estructura secundaria del miRNA A-ch-ch_65 (figura
39) el cual presentd energia minima libre negativa de -25.5 kcal/mol, también se identifico la
secuencia de miRNA maduro dentro del potencial hairpin y en formato vienna.

ﬂ A-ch-ch_65

bab de emp. de bases

- o Energia minima libre: -25.50 kcal/mol

miRNA maduro
UACUGGGUCAJLYEET X VNV [efer\V[elelef¥]ele]lé ACAGCCAACCAACGGAACCCCCAACUUUGACGCGAUGCUUCCAUUGACGGAACAGUUGUCGCC

----- CCCCCOCC - 0O OO e 00 (e ) e e2))) 2200 22000)20)))0))))-)))--))))) )

E Target Transposasa Tam3 (familia Ac ) de P. capsici
A-ch-ch_65

PHYCAScaffold_585:286-2814 TTTATCTGCTGGCTGTCTTC

KOG: 1121 Transposasa Tam3 (Ac) A-ch-ch
ID 133604 MIR23

Figura 39. Caracteristicas de A-ch-ch_65 y potencial gen target Transposasa Tam3 (familia Ac). A: Estructura
secundaria predictiva, energia minima libre, secuencia vienna de A-ch-ch_65. B: Potencial sitio de regulacién de
A-ch-ch_65 sobre transposasa Tam3 (familia Ac) de P. capsici.

En la figura 39B se muestra que el potencial sitio regulado por A-ch-ch_65 se encuentra dentro
de la regidon CDS de la transposasa Tam3, se conoce que varios miRNAs realizan su actividad
regulatoria sobre la region codificante del gen.

En resumen, se identificaron SRNAs y miRNAs en P. capsici relacionados con la regulacion de
genes efectores, factores de transcripcién, genes modificadores de histonas y elementos
transponibles. Sin embargo, debido a la naturaleza de ambos aislados secundarios de
interacciones patogénicas con especies vegetales, es probable la existencia de transferencia
de sRNAs y miRNAs del patégeno hacia la especie vegetal, cuyos potenciales genes target
podrian ser de la especie vegetal. Es decir, el siguiente paso del andlisis predictivo consistio
en identificar potenciales genes targets susceptibles de Capsicum annuum a ser regulados por
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mMiRNAs provenientes del patdgeno, los cuales pueden ser explicados a través la existencia de
reinos cruzados de sRNAs.

5.12.1 Identificacion predictiva de reinos cruzados de sRNAs entre P. capsici y
Capsicum annuum

Se identificaron 4 y 3 potenciales miRNAs de novo relacionados a P. capsici en A-ch-ch y A-
br-ch, respectivamente (ANEXOS 31 y 32); hacia los cuales se identificaron potenciales genes
target susceptibles a ser regulados de la especie vegetal, generando entonces un modelo
grafico predictivo, mostrado en la figura 40.
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Figura 40. Potenciales sRNAs y miRNAs de P. capsici asociados a regular genes susceptibles de Capsicum
annuum. A: Modelo predictivo de potenciales sSRNAs y miRNAs de P. capsici a regular potenciales genes

susceptibles de chile en A-ch-ch y A-br-ch. B: Heatmap potenciales genes susceptibles de chile a ser regulados
por P. capsici.

Se identificaron que los probables genes susceptibles de Capsicum annuum a ser regulados
por sSRNAs-miRNAs del oomiceto fueron aquellos relacionados con procesos de transcripcion,
sintesis de ribosomas, ATPasa, ubiquitinizacién y TAR1 el cual es un gen involucrado en la
estabilidad del mtDNA o en la regulacion de la expresion génica mitocondrial a nivel
postranscripcional. Estos resultados indican la posible existencia de reinos cruzados de
sRNAs, en donde P. capsici tiene potenciales miRNAs que podrian regular genes de Capsicum
annuum.
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Se ha descrito en varios patosistemas que la regulacién génica entre especies es bidireccional,
por lo cual el siguiente andlisis consistié en identificar potenciales SRNAs y miRNAs de C.
annuum con capacidad de regular genes targets del oomiceto en forma de memoria
epigenética, ya que los aislados se obtuvieron después del proceso de infeccion, entonces es
probable que la especie vegetal induce cambios en la regulacién de la expresién génica en el
oomiceto mediante la translocacion de algunos de sus potenciales SRNAs-miRNAs al patdgeno
y estos tienen efecto regulador aln después de la interaccién patogénica, generando en el
oomiceto una memoria epigenética mediada por RNAs no codificantes inducida por la especie
vegetal.

5.12.2 Evidencia de memoria epigenética inducida C. annuum var. annuum a través del
trafico de miRNAs y sRNAs a P. capsici

Denominamos como memoria epigenética mediada por SRNAs-miRNAs al fenémeno en el que
RNAs no codificantes de una especie donadora los transloca a la especie receptora durante el
proceso de interaccién, los cuales tienen efecto regulatorio en la especie receptora aun
después de la interaccién, como es el caso de los aislados secundarios A-ch-ch y A-br-ch de
P. capsici, los cuales tuvieron interaccion patogénica con Capsicum annuum para entonces
ser recuperados en cajas Petri, evidenciando la memoria epigenética de sRNA-miRNAs
inducida por chile en P. capsici.

Se identificaron 14,362 sRNAs asociados al genoma de Capsicum en A-ch-ch y 108,505 en A-
br-ch en las muestras de micelio del microorganismo; los cuales fueron asociados a 130y 150
diferentes genes del hospedero en A-ch-ch y A-br-ch, respectivamente, mostrado en la figura
41, que describe el modelo predictivo de memoria epigenética en P. capsici inducido por la
especie vegetal.

Enseguida se caracterizaron las poblaciones de sRNAs asociadas a Capsicum annum (figura
42A), encontrando enriquecimiento de sRNAs de 19- 21 nt, de éstos SRNAs dos conjuntos
correspondieron a miRNAs anotados en la base de datos PmIiREN 2.0: Vvi-MIRN3354 y Ppe-
MIRN2882b en A-ch-ch (figura 42B), cuyas caracteristicas se describen en el ANEXO 33. Sin
embargo, no se identificaron miRNAs en A-br-ch. Posteriormente, se identificaron los genes
targets de ambos miRNAs reportados, encontrando que los genes targets para Vvi-MIRN3354
estan relacionados con proteinas de resistencia, lo cual sugiere que Capsicum annum podria
estar expresando miRNAs en respuesta a la infeccién de P. capsici como posible mecanismo
de regulacion enddégena.

Para confirmar de manera predictiva que los sSRNAs son especificos de Capsicum annum se
realizaron mapeos con Bowtie con la opcidn -v que no permite mismaches entre las secuencias
contra mas de 90 genomas de plantas, encontrando que el genoma con mayor profundidad de
conservacion fue Capsicum annuum entre los genomas de las especies vegetales analizados,
mostrado en la figura 43 y en menor porcentaje varias especies de trigo (Triticum sp.),
reiterando que los sSRNAs identificados en ambos aislados provienen de C. annuum,
disminuyendo la posibilidad de que se trate de potenciales falsos positivos.
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Figura 41. Modelo de memoria epigenética en P. capsici inducida por Capsicum annuum. A: Modelo predictivo
de potenciales sRNAs y miRNAs de Capsicum annuum a regular potenciales genes susceptibles de P. capsici en
A-ch-ch y A-br-ch. B: Heatmap potenciales genes susceptibles de P. capsici a ser regulados por Capsicum
annuum.
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Figura 42. sRNAs y miRNAs asociados a Capsicum annuum. A: Poblaciones de sRNAs asociados a Capsicum
annuum en A-ch-ch y A-br-ch. B: potenciales miRNAs de Capsicum annum reportados en PmiREN 2.0 de A-ch-
ch y A-br-ch. C: Potenciales genes target de miRNAs de novo provenientes de Capsicum annum hacia genes de
P. capsici.
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Figura 43. sRNAs asociados a Capsicum annuum relacionados con otras especies vegetales.

De los sRNAs asociados al genoma de Capsicum annuum de ambos aislados, se identificaron
6 miRNAs de novo en A-ch-ch (ANEXO 34), de éstos se identificaron sus potenciales genes
targets, encontrando que el miRNA designado como ch-ch_gchile_000 tiene como potencial
target de P. capsici el gen CBOT65-G14 (508267) involucrado en el trafico intracelular,
secrecion y transporte vesicular, mostrado en la figura 42C y ANEXO 35.

El posterior paso del andlisis predictivo consistio en identificar potenciales SRNAs y miRNAs
provenientes de la especie vegetal infectada en las infecciones primarias y que por alguna
razon se heredaron a traves las generaciones en P. capsici, en forma de herencia epigenética
transgeneracional, los cuales podrian tener un potencial efecto regulatorio en las siguientes
generaciones del patégeno.

5.12.3 Evidencia de herencia epigenética transgeneracional mediado por sRNAs
inducidos por el hospedero primario en el aislado br-ch de P. capsici

Debido a que A-ch-ch fue infectado/recuperado por dos ocasiones en la misma especie
vegetal, no fue posible identificar si existen RNAs no codificantes provenientes de la especie
hospedera primaria, sin embargo, en A-br-ch se pueden rastrear potenciales RNAs no
codificantes de la especie vegetal primaria en el aislado secundario ya que presenta cambio
de hospedero.

Para conocer si existen sRNAs que potencialmente se heredan generacionalmente en el
oomiceto, se buscaron y filtraron potenciales SRNAs que provengan de Brassica oleraceae en
A-br-ch, encontrando 865,300 sRNAs asociados a su genoma que descienden de regiones
mitocondriales, del gen que codifica para la ubiquitina E3 ligasa y factor de elongacion Tu de
cloroplasto. Por lo cual se construy6 un modelo predictivo de herencia epigenética en P. capsici
mediado por RNAs no codificantes de la especie vegetal primaria (figura 44).

Estos resultados indican que sRNAs de la especie vegetal primaria probablemente se heredan

a través de las generaciones en P. capsici, los cuales podrian inducir cambios regulatorios en
el oomiceto a través de las generaciones.
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Figura 44. Herencia epigenética en P. capsici inducida por el aislado primario. A: Modelo predictivo sobre la
potencial herencia epigenética mediado por sSRNAs y miRNAs de Brassica oleraceae hacia P. capsici en A-br-ch.
B: Heatmap de potenciales SRNAs de Brassica oleraceae heredados a P. capsici en A-br-ch.

Una vez que se identificaron los SRNAs asociados a Brassica oleraceae fueron caracterizadas
sus poblaciones, encontrando sRNAs mayormente de 18-20 nt (figura 45A). A partir de los
SRNAs asociados a Brassica oleraceae se identificaron 6 miRNAs reportados en PmIiREN 2.0
(ANEXO 36), en donde el miRNA Ghi-miRN1400 de Gossypium hirsutum (planta de algodén)
mostro el mayor nivel de expresién (figura 45B).
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Figura 45. Caracteristicas de potenciales SRNAs, miRNAs asociados a Brassica oleraceae. A: Poblaciones de
sRNAs asociados a Brassica oleraceae en A-br-ch. B: Identificacion de potenciales miRNAs asociados en
Brassica oleraceae en PmIiREN 2.0 de A-br-ch.
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Enseguida, los sRNAs asociados a Brassica oleraceae fueron mapeados a 91 genomas de
otras especies vegetales, encontrando mayor profundidad de conservacién con Brassica
oleraceae entre los genomas de las especies vegetales (figura 46), y en menor porcentaje con
varias especies de trigo (Triticum sp.) y Brassica napus, reiterando que los sRNAs identificados
en A-br-ch provienen de Brassica oleraceae y es poco probable que los sRNAs identificados
sean de potenciales falsos positivos. En general, estos resultados predictivos siguieren la
posible herencia epigenética en P. capsici inducida por la especie vegetal que infecta el
oomiceto en A-br-ch.
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Porcentaje de profundidad de conservacion

Figura 46. sRNAs asociados a Brassica oleracea en A-br-ch relacionados con otras especies vegetales.

Finalmente, se encontré que los SRNAS sin asignacion a algiin organismo estan asociados con
bacterias tipo Pseudomonas puatida en A-ch-ch y Apiotrichum porosum en A-br-ch, dos
especies bacterianas patdégenas. Es decir, estos resultados indican la posible asociacion
sinérgica de sRNAs entre P. capsici y especies bacterianas después de la interaccion
patogénica con chile.

5.13 Potencial regulatorio del genoma de P. capsici para producir miR8788 reportado
en miRBase

Se identifico el loci homdlogo del hairpin de miR8788 de P. sojae, P. ramorum y P. infestans
en el genoma de P. capsici LT1534 (ANEXO 37), con identidad de secuencia promedio mayor
al 80%. Enseguida, se identificaron las caracteristicas de tamafo, locus genémico, energia
minima libre (Kcal/mol), frecuencia de la estructura con energia minima libre y prediccion
secundaria del hairpin de pca-MIR8788, mostrado en la figura 47. Se encontré que el homdlogo
de miR8788 se aloja en el scaffold 14:311723-311846, con alta estabilidad en la formacién de
estructura secundaria, energia minima libre negativa de -90.69 kcal/mol y 27.66% de la
frecuencia de la estructura con energia minima libre.

En la figura 47B se muestra la secuencia y estructura secundaria predicha de pca-MIR8788
caracteristica de los pre-miRNAs, formacion de loop, alta probabilidad de emparejamiento de
bases y formacion de ocho burbujas de bases desapareadas. Estos resultados apoyan el
analisis predictivo de las bibliotecas de secuenciacion, en donde se encontroé la expresion del
miRNA ortélogo en el oomiceto. Es decir, la familia del MIR8788 presente en P. infestans, P.
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sojae y P. ramorum se extiende a P. capsici, convirtiéndose en un miRNA interesante para
continuar explorando ya que se conoce esté relacionado con la patogenicidad en P. infestans.

n Caracteristicas de potenciales miRNAs homodlogos con el genoma de P. capsici LT1534
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Figura 47. Predicciéon de locus de miR8788 homdlogo alojado en el genoma de P. capsici. MFE: Energia Minima
Libre (Kcal/mol) , FEMFE: Frecuencia de la estructura con Energia minima libre.

5.14 Identificacion y reconstruccion filogenética de genes dicer-like, exportina 5,
argonautas y RNA polimerasa dependiente de RNA en P. capsici

A partir de los dominios claves de cada uno de los genes relacionados con la biogénesis y
procesamiento de sRNAs, se identificaron dos genes dicer-like (DCLa y DCLB), un gen
exportina 5 (Exp5A), seis genes argonautas (AGO-A, AGO-B, AGO-C, AGO-D, AGO-E y AGO-
F) y una RNA polimerasa dependiente de RNA (RDR) en el genoma/proteoma de P. capsici
LT1534.

Ademas, se identificO de manera predictiva que DCLa, Exp5A y RDR se encuentran en el
nucleo, DCLB en la mitocondria, y las AGO en el citoplasma (ANEXO 43). Se realizé su
reconstruccion filogenética comparado con otras especies de oomicetos, plantas, insectos y
mamiferos, mostrado a continuacion.

5.14.1 Reconstruccién filogenética de proteinas dicer-like

En la reconstruccién filogenética de la proteinas DCLa y DCLB con proteinas homologas de
otros organismos (figura 48), se observé que DCLa se encuentra en un clado independiente
conformado por las proteinas DCL1 de P. infestans y P. sojae. En cambio DCLJ se agrup6 con
las proteinas DCL2 de P. sojae y P. infestas (reportadas previamente). A su vez, este grupo
se encontro relacionado con las proteinas Drosha de D. melanogaster y H. sapiens. Sin
embargo, las proteinas Dicer de D. melanogaster y H. sapiens tuvieron mayor relacién con las
proteinas del clado DCL1. Se utilizé6 DCL 1-4 de A. thaliana como grupo externo.
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En el ANEXO 38 se muestran los identificadores utilizados para realizar la reconstruccion
filogenética de proteinas DCL.
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Figura 48. Filogenia de proteinas dicer-like de Phytophthora capsici LT1534. Reconstruccion filogenética DCLa
y DCLB de P. capsici utilizando los criterios de AIC (Akaike Information Criterion), de méxima verosimilitud-
“Maximum Likelihood” (ML) con el modelo de sustitucion VT +G+I+F, bootrap de 100 iteraciones mostrado en el
nodo de la rama. Grupo externo: proteinas DCL 1-4 de A. thaliana. Los motivos conservados de las proteinas se
muestran en la derecha de la filogenia.

5.14.2 Reconstruccion filogenética de proteina exportina 5A

P. capsici tiene una proteina exportina-5 (Exp5A) en su genoma. La reconstruccion
filogenética de exportinas 5 homologas de varios oomicetos del género Phytophthora
identificadas en esta investigacion, indicé que Exp5A de P. capsici LT1534 se aloja en un clado
caracteristico de la especie. Esto se comprobo al identificar una exportina 5A del genoma
secuenciado de la cepa 4.1 de P. capsici (figura 49).

La topologia del arbol mostré mayor relacion de Exp5A de P. capsici con la exportina 5 de P.
cactorum, seguida del grupo conformado por P. parasitica, P. nicotianae y P. infestans. Dentro
de las exportinas de los oomicetos se observo divergencia entre P. kernoviae con el resto de
los oomicetos. Fue relativamente larga la longitud de la rama entre los oomicetos y el grupo
externo, conformado por exportina 5 de Mus musculus y H. sapiens, lo que indica
caracteristicas especificas entre las exportinas 5 de mamiferos y el género Phytophthora.

En las once especies de oomicetos se encontré una proteina exportina 5 en su genoma, sin
embargo, se encontraron dos potenciales exportina 5 en P. sojae. Estos resultados son
interesantes ya que hasta el momento no se habian descrito homaologos de la exportina 5 en
los oomicetos. En el ANEXO 39 se muestran los identificadores utilizados para realizar la
reconstruccion filogenética.
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Figura 49. Filogenia de proteinas exportina 5 de Phytophthora capsici. Reconstruccion filogenética exportina 5A
de P. capsici LT1535 y 4.1 utilizando los criterios de AIC (Akaike Information Criterion), de maxima verosimilitud-
“Maximum Likelihood” (ML) con el modelo de sustitucién Q.plant.mt, bootrap de 100 iteraciones mostrado en el
nodo de la rama. Grupo externo: proteinas exportina 5 de M. musculus y H. sapiens, los motivos conservados de
las proteinas se muestran en la derecha de la filogenia.

5.14.3 Reconstruccién filogenética de proteinas argonautas

Se identificaron seis potenciales genes que codifican proteinas argonautas en el genoma de
P. capsici LT1534, denominadas AGO-A, AGO-B, AGO-C, AGO-D, AGO-E, AGO-F. La
reconstruccion de relaciones filogenéticas de argonautas en oomicetos (figura 50), indico la
separaciéon de dos principales grupos denominados clado | y clado II. En el primero se alojé
AGO-A de P. capsici LT1534 relacionada mayormente con AGO-1 de P. infestans, P. palmivora
y P. megakarya, asi como con AGO-2 de P. infestas. El clado Il se caracterizé por ser diverso
y contener el resto de argonautas.

AGO-B y AGO-F se relacionaron con los grupos de AGO-B P. cinammomi, AGO-C P.
nicotianae y AGO-D P. parasitica, que a su vez se relacionaron con AGO-3 de P. infestans,
siendo el subclado con mayor diversidad en la topologia del arbol.

AGO-C y AGO-D se encontraron en un clado independiente con cercania, sospechando que
son proteinas paralogas, con la probabilidad que alguna de las dos no se exprese o0 sea
funcional. Ambas proteinas estuvieron mayormente relacionadas con AGO-4 P. megakarya y
AGO-12 P. rubi, mostrando entonces que son proteinas diferentes a nivel de secuencia
comparadas con AGO-A, AGO-B y AGO-F de P. capsici.

En cambio, AGO-E de P. capsici tuvo mayor relacion con AGO-5 P. megakarya, que a su vez
se relacionaron con el clado de AGO-5 P. infestans y AGO-2 P. rubi. Estos resultados indican
variacion y relacion a nivel de secuencia en las proteinas argonautas en P. capsici y otras
especies de oomicetos, las cuales presumiblemente podrian tener funciones especializadas
sobre diferentes vias de regulacion génica mediadas por sSRNAs.
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Figura 50. Reconstruccion filogenética de proteinas argonautas de P. capsici LT1524 y 4.1 comparada con hueve
especies de oomicetos del género Phytophthora, utilizando los criterios de AIC (Akaike Information Criterion) de
méaxima verosimilitud-“Maximum Likelihood” (ML), con el modelo de sustitucién LG +G+l, bootrap de 100
iteraciones mostrado en el nodo de la rama. Los motivos conservados de las proteinas se muestran en la
circunferencia mayor de la filogenia, las argonautas de P. capsici (A, B, C, D, E, F) estan marcadas en color gris.
AgoF se muestra en rojo ya que se encuentra en un caldo independiente con respecto a las proteinas argonautas
de los oomicetos.

También, se identificaron proteinas argonautas en el genoma de P. capsici 4.1 para compararlo
con P. capsici LT1534 (figura 50). Sin embargo, debido a que el genoma de P. capsici 4.1 no
se encuentra filtrado es probable que se obtuvieran secuencias redundantes, por ello solo se
tomaron como referencia las proteinas argonautas de P. capsici LT1534. En el ANEXO 40 se
muestran los identificadores utilizados para realizar la reconstruccion filogenética.
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5.14.4 Reconstruccion filogenética de proteinas RNA polimerasa dependiente de RNA
En la figura 51 se muestra la reconstruccion filogenética de la proteina RNA polimerasa
dependiente de RNA, comparada con nueve RDR de especies Phytophthora. RDR de P.
capsici present6 la mayor divergencia entre los oomicetos al ubicarse en un clado
independiente.

La topologia del arbol muestra dos subgrupos claramente diferenciables en el resto de las
especies patodgenas, lo que sugiere alta diversidad en secuencia en la proteina entre los
oomicetos. En el genoma de P. kernoviae y P. palmivora no se identificé algin potencial gen
relacionado con RDR, lo que sugiere que en algin momento de su historia evolutiva perdieron
esta enzima. Se utiliz6 como grupo externo RDR-1 de A. thaliana, mostrando relativamente
altas distancias evolutivas con el grupo de oomicetos. En el ANEXO 41 se muestran los
identificadores utilizados para realizar la reconstruccion filogenética.
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Figura 51. Filogenia de proteina RNA polimerasa dependiente de RNA (RDR) de Phytophthora capsici, utilizando
los criterios de AIC (Akaike Information Criterion), de maxima verosimilitud “Maximum Likelihood” (ML) con el
modelo de sustitucion LG, bootrap de 100 iteraciones mostrado en el nodo de la rama, grupo externo proteina
RDR-1 de A. thaliana, los motivos conservados de las proteinas se muestran en la derecha de la filogenia.

5.15 Validacion de expresion relativa de genes y miRNAs en Phytophthora capsici

Se identificd y analiz6 la expresion relativa de 21 genes y 2 miRNAs en P. capsici, asociados
a procesos celulares relacionados con la biogénesis y procesamiento de sRNAs-miRNAs,
patogenicidad, procesamiento de elementos transponibles, enzimas modificadoras de
histonas, de miR102 que podria estar regulando la expresién del gen de avirulencia Avrlb y
MIiR65 cuyo potencial gen target es la transposasa Tama3 de la familia Ac.

Primero, se identificd evidencia de expresion in silico de los genes a partir de transcriptomas
de la cepa D3, disponibles en el laboratorio. En el caso de los potenciales miRNAs no fue
necesario, ya que su expresion se identificé en el analisis de las bibliotecas de sRNA-seq.

Se obtuvieron las caracteristicas de dominios conservados de los genes (ANEXO 42), se
caracterizo la presencia de exones, intrones, el locus en el genoma del oomiceto y su
localizacion subcelular predicha (ANEXO 43). Entonces, se obtuvieron los oligos especificos
para cada gen y miRNA (ANEXO 44).
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Después, se evalud el tamafio de amplificacién y especificidad de los oligos disefiados para
los genes mediante PCR en punto final a partir de DNA gendmico del oomiceto (ANEXO 45) y
visualizacion en gel de agarosa (ANEXO 46). También, se examiné el tamafio de amplificacion
para los miRNAs A-ch-ch_102 y A-ch-ch_65 (ANEXOS 47 y 48) a partir de cDNA,
respectivamente.

Posteriormente, se extrajo RNA total de P. capsici (ANEXO 49) y fue retro transcrito,
obteniendo cDNA y se estandariz6 y validé la amplificacion de los oligos mediante curva
estandar con DNA gendmico a cinco concentraciones y se realizé curva de amplificacion del
gen endogeno factor de elongacién 1a con cDNA (ANEXO 50).

Enseguida, se identificé la especificidad de amplificacién de los oligos mediante curva melt de
amplificacion de genes y miRNAs analizados por RT-gPCR (ANEXO 51), para entonces
obtener los valores de Ct (Cycle threshold) de genes y miRNAs (ANEXO 52) de cuatro
tratamientos del oomiceto y el control.

La cuantificacién del nivel de expresion relativa de genes y miRNAs se realizé con PCR en
tiempo real de micelio aéreo de P. capsici expuesto a varios tratamientos. Es decir, muestra
de micelio denominada D3 corresponde al oomiceto sin ningun tratamiento cuya cepa forma
parte de los recursos biolégicos del laboratorio con periodo semejante a 3 afios sin infectar
especies vegetales, por tal se consider6 como control. En los aislados de P. capsici
recuperados de infecciones primarias realizadas en hojas de chile y brocoli (A-chile, A-brocoli),
el aislado obtenido de dos infecciones consecutivas en chile (A-ch-ch) y el aislado obtenido del
historial de infectar/recuperacion en brécoli, seguido de chile (A-br-ch).

5.15.1 Analisis de expresidn relativa de genes asociados a la biogénesis de miRNAs en
P. capsici

Al analizar la expresion relativa del gen DCLa en las cinco condiciones evaluadas en micelio
de P. capsici (figura 52A), se encontré el mayor nivel de expresion en D3 (control), el cual fue
significativo con respecto a los aislados recuperados de infecciones primarias y secundarias.
Sin embargo, A-ch-ch mostré el menor nivel expresion del gen comparado con el resto de
aislados. Esto sugiere variacion en la sintesis de sRNAs por DCLa en los tratamientos y
disminucion de regulacion de la expresion génica en aislados primarios y secundarios.

En la figura 52B se muestra el nivel de expresién de DCLB en D3 y cuatro tratamientos de P.
capsici. El patrén de expresion del gen se dividié en tres grupos de acuerdo con los analisis
estadisticos de ANOVA, grupo A: D3; grupo B: A-chile, A-ch-ch y grupo C: A-brocoli, A-br-ch.
De nuevo, el mayor nivel de expresiéon del gen se encontré en el control D3 y disminuyé
significativamente en los aislados obtenidos de las infecciones primarias y secundarias. Se
identificaron diferencias significativas de expresion en DCL cuando el patégeno es aislado de
infecciones primarias de chile y brécoli, en este Ultimo su expresidon es significativamente
mayor que A-chile. Se mostrd el mismo nivel de expresion de DCL en la linea de P. capsici
recuperado de infeccion primaria y secundaria de chile, es decir, ya sea que P. capsici fuera
recuperado de una primera o segunda exposicion de infeccion en chile, el nivel de expresion
del gen fue similar.
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Al comparar los niveles de expresion del gen DCLB en los aislados A-chile y A-ch-ch con
aquellos obtenidos bajo una influencia de brocoli, es decir los aislados A-brocoli y A-br-ch, se
observé que el nivel de expresion del gen fue significativamente menor en el primer par (A-
chile y A-ch-ch). Al comparar los perfiles de expresion entre los aislados secundarios A-ch-ch
y A-br-ch, nuevamente se encontrd que el historial de hospederos que P. capsici infecta/fue
recuperado, conduce a cambios en la expresion del gen, y en A-ch-ch el gen se expresé menos
comparado con A-br-ch.
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Figura 52. Nivel de expresion relativa de los genes DCLa, Exportina 5A y DCLB de P. capsici. A: Nivel de
expresion experimental del gen DCLa proveniente de micelio en D3, A-chile, A-brécoli, A-ch-ch y A-br-ch de 8
dias de edad. B: Nivel de expresion relativa de DCLB de P. capsici. C: Nivel de expresion relativa de exportina
5A de P. capsici. Las barras de error representan la desviacién estandar de lecturas en dos experimentos
independientes con tres replicas técnicas. Los grupos A, B y C indican diferencias significativas ANOVA (p<0.05)
entre los tratamientos del mismo gen. Se utilizé6 EF-1a como gen enddgeno.

En la figura 52C se muestra el nivel de expresion relativa de la exportina 5A de P. capsici en
D3, A-chile, A-brocoli, A-ch-ch y A-br-ch. La expresiéon de Exp5A, exhibié un patrén de
expresion similar a DCLR. Es decir, en D3 (control) la expresion del gen es significativamente
mayor (p < 0.05) que en los aislados obtenidos de infecciones primarias y secundarias. Al
comparar su nivel de expresion entre los aislados primarios obtenidos de chile y brdcoli se
evidenciaron diferencias significativas ente los tratamientos, en donde se encontré que en A-
chile disminuye significativamente su expresion en comparacion con A-brécoli. Ademas, no se
observaron diferencias significativas en la expresion del gen cuando el oomiceto fue
recuperado de una infeccion primaria o secundaria de chile.

Al comparar el perfil de expresion de Exp5A entre los aislados secundarios A-ch-ch y A-br-ch,
se mostré el mismo patrén de expresion que en DCLa y DCLB. Es decir, disminucién
significativa de la expresion en A-ch-ch con respecto a A-br-ch. También, se encontré que es
similar el nivel de expresion de la exportina 5A cuando el oomiceto es recuperado de una
infeccién de A-brécoli y A-br-ch.
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5.15.2 Andlisis de la expresion relativa de genes argonautas en P. capsici

5.15.2.1 Analisis de la expresion relativa de argonauta A en P. capsici

Al analizar el perfil de expresion relativa de la argonauta A (AGO-A) en los aislados de P.
capsici (figura 53A), se encontrd que la enzima se expresa diferente entre los tratamientos. Sin
embargo, los cambios no fueron significativos entre la cepa control D3 y los aislados de P.
capsici obtenidos de infeccion en A-brécoli, A-ch-ch y A-br-ch. El aislado obtenido de infeccién
en chile (A-chile) indic6 aumento significativo de la misma en comparacién al restante de
aislados evaluados, lo que sugiere la participacion de AGO-A en la regulacion epigenética de
P. capsici.

5.15.2.2 Analisis de la expresion relativa de argonauta B en P. capsici

El analisis de expresion relativa de AGO-B (figura 53B) indicé cambios significativos entre los
cinco aislamientos evaluados de P. capsici, clasificando cada tratamiento en un grupo diferente
basado en los andlisis de ANOVA.

En los aislados primarios obtenidos de chile y brocoli fue significativamente menor (p < 0.05)
la expresidon del gen comparado entre el control y ambos tratamientos. En el aislado obtenido
de brécoli (A-brécoli) no se evidencié expresion del gen. De manera opuesta, cuando el
oomiceto es recuperado de una segunda exposicion de chile (A-ch-ch y A-br-ch) resultoé en
aumento significativo de la expresion de AGO-B con respecto al control, ya que la expresion
del gen en el aislado A-ch-ch fue hasta 3.5 veces mayor que D3. Sin embargo, la expresiéon en
A-br-ch aumenté hasta 33 veces mas que el control, con diferencias significativas en la
expresion entre los aislados secundarios y primarios, lo que sugiere que la enzima es
importante en el proceso de adaptacion/aclimatacion de P. capsici hacia varias especies
vegetales.

5.15.2.3 Anélisis de la expresion relativa de argonauta D en P. capsici

No se identifico evidencia de expresion de AGO-C a partir de cDNA de P. capsici. Sin embargo,
el andlisis de la expresion relativa del gen AGO-D (figura 53C) indicé disminucion significativa
de la expresion de la enzima en los aislados obtenidos de chile, ch-ch y br-ch con respecto al
control, y sin diferencias significativas entre los aislados antes mencionados.

En el aislado obtenido de infeccion de brocoli mostré aumento significativo en la expresion del
gen comparado con los cuatro aislados contrastados, por lo cual se encontré un patréon de
expresion de AGO-D en los aislados analizados, indicando que si el ultimo hospedero del cual
se recuperd el oomiceto es chile, sin importar las ocasiones que lo infectd o el historial de
infeccién en dos generaciones, entonces el nivel de expresion de AGO-D tiende a disminuir
significativamente en comparacion con el control, y cuando el dltimo hospedero del cual se
recuperoé es brocoli aumenta significativamente la expresion de AGO-D.

95



;gﬂ acoa [ acos [ acoo [l acoe B acor

36+
34+
32+
30+

7/

Log2 Fold change

Figura 53. Niveles de expresion de genes argonautas de P. capsici. A: Nivel de expresion experimental del gen
argonauta A (AGO-A) proveniente de micelio en D3, A-chile, A-brécoli, A-ch-ch y A-br-ch de 8 dias de edad. B:
Nivel de expresion relativa de argonauta B (AGO-B) de P. capsici. C: Nivel de expresion relativa de argonauta D
(AGO-D) de P. capsici. D: Nivel de expresion relativa de argonauta E (AGO-E) de P. capsici. E: Nivel de expresion
relativa de argonauta F (AGO-F) de P. capsici. Las barras de error representan la desviacion estandar de lecturas
en dos experimentos independientes con tres replicas técnicas. Los grupos A, B y C indican diferencias
significativas ANOVA (p<0.05) entre los tratamientos del mismo gen. Se utilizé6 EF-1a como gen enddgeno.

5.15.2.4 Andlisis de la expresion relativa de argonauta E en P. capsici

En la figura 53D que muestra un gréfico de la expresion relativa de la AGO-E, se encontré que
en los aislados obtenidos de infecciones de chile, brécoli y ch-ch de P. capsici fue
significativamente menor la expresion del gen con respecto a la cepa control D3, sin diferencias
significativas entre los tres aislados antes mencionados.

Sin embargo, el nivel de expresion de AGO-E en A-br-ch fue significativamente mayor que los
aislados obtenidos a partir de infeccion en chile, brécoli y ch-ch, pero significativamente menor
que el control. Estos resultados, sugieren que el nivel de la enzima disminuye después de que
P. capsici fue recuperado de una infeccidon primaria 0 secundaria comparado cuando tiene
tiempo prolongado de no infectar alguna especie vegetal.

5.15.2.5 Andlisis de la expresion relativa de argonauta F en P. capsici

Los resultados de la expresion relativa de la AGO-F (figura 53E) indicaron que disminuye
significativamente la expresion del gen (p<0.05) cuando el oomiceto es recuperado de
infecciones primarias de chile y brécoli (A-chile, A-brécoli), asi como de infecciones
secundarias de ch-ch y br-ch (A-ch-ch y A-br-ch) con respecto al control, en donde los aislados
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obtenidos de chile, ch-ch y br-ch no mostraron diferencias significativas de la expresion del
gen.

Sin embargo, en el aislado obtenido de infeccion de brécoli aumentd significativamente su
expresion con respecto a estos tres ultimos, sugiriendo que la enzima es importante para
procesos de regulacion relacionados con el proceso de adaptacion/aclimatacién de P. capsici
a varias especies vegetales. Ademas, el patron de expresion fue distinto al resto de las AGO,
lo cual es indicativo de funciones especializadas de cada una de las AGO del oomiceto.

5.15.3 Andlisis de la expresidn relativa de RDR-RNA Polimerasa dependiente de RNA en
P. capsici

En la figura 54 se muestra la gréfica que representa la expresion relativa del gen RDR, el cual
no mostro diferencias significativas en la expresion entre los aislados obtenidos de infecciones
en chile, ch-ch y br-ch con respecto al control. Sin embargo, en el aislado obtenido de infectar
brécoli se observé aumento significativo en la expresion del gen, sugiriendo de brocoli induce
el aumento significativo en la expresion de la enzima.
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Figura 54. Nivel de expresion relativa del gen RNA polimerasa dependiente de RNA en D3, A-chile, A-brécoli, A-
ch-ch y A-br-ch. Las barras de error representan la desviacion estandar de lecturas en dos experimentos
independientes con tres replicas técnicas. Los grupos A y B indican diferencias significativas ANOVA (p<0.05)
entre los tratamientos. Se utiliz6 EF-1a como gen endogeno.

5.15.4 Analisis de expresién de genes asociados a la patogenicidad de P. capsici

De acuerdo con los analisis de sRNA-seq, varios SRNAs de A-ch-ch y A-br-ch se asociaron
hacia regiones en donde se alojaban diversos genes efectores importantes en P. capsici con
posible actividad regulatoria, por lo que entonces se analizé el nivel de expresion relativa de
genes asociados a la patogenicidad con funcién especifica en cada fase del proceso de
infeccién, los cuales incluyen el gen elicitina 1, GIP1, efectores tipo RXLR, NLP y CRN. El
analisis de expresion génica se realizd también en los aislados obtenidos de infeccion primaria
de chile, brocoli, infeccién secundaria de ch-ch, br-ch y la cepa D3 de P. capsici.

5.15.4.1 Anélisis de la expresién relativa de elicitina 1 en P. capsici
La expresiéon relativa del gen elicitina 1 de P. capsici (figura 55A) indicé disminucion
significativa en los aislados obtenidos de infecciones de chile, brocoli y ch-ch comparados con
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la cepa control D3, sin diferencias significativas entre los tres aislados mencionados. En
cambio, el aislado A-br-ch mostré nivel similar de expresion del gen con respecto al control. Lo
gue sugiere que el patégeno modifica la expresion del gen por la influencia de especie vegetal
que infectd, asi como del historial infectivo y de aislamiento al que fue sometido.
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Figura 55. Nivel de expresion de genes efectores de P. capsici. A: elicitinal. B: GIP1. C: Avrl. D: Avrlb. E:
Avr3al. F: Nepl. G: CRNL1. Los genes fueron evaluados en D3, A-chile, A-brécoli, A-ch-ch y A-br-ch. Las barras
de error representan la desviacion estandar de lecturas en dos experimentos independientes con tres replicas
técnicas. Los grupos A, B y C indican diferencias significativas ANOVA (p<0.05) entre los tratamientos del mismo
gen. Se utilizé EF-1a como gen enddgeno.

5.15.4.2 Analisis de la expresion relativa de GIP1 en P. capsici

En la figura 55B se muestra el nivel de la expresion relativa del gen GIP1, el cual fue similar
entre la condicion control D3 y cuando P. capsici es recuperado de una infeccion primaria o
secundaria de chile (A-chile, A-ch-ch).

Sin embargo, la expresion de GIP1 tiende a aumentar hasta 9 veces mas que el control cuando
el oomiceto es recuperado de infectar brécoli, pero disminuyd significativamente (p<0.05)
cuando el chromista es aislado de infeccion en brocoli seguido de chile (A-br-ch) al compararlo
con los aislados evaluados. Lo que sugiere que la especie vegetal brocoli induce cambios en
el nivel de expresion de GIP1 en P. capsici.

5.15.4.3 Andlisis de la expresion relativa de Avrl en P. capsici

En la figura 55C se muestra el nivel de expresion relativa del gen Avrl de P. capsici que indica
disminucién significativa en los aislados de P. capsici obtenidos de infeccidén de chile, brocoli,
ch-chy br-ch con respecto al control. Sin embargo, en la condicién de A-br-ch mostré aumento
significativo en la expresion del gen con respecto a los aislados obtenidos de A-chile, A-brécoli
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y A-ch-ch, sin diferencias significativas de expresion en los tres ultimos. Sugiriendo que los
SRNAs asociados a Avrl podran inducir el silenciamiento del gen.

5.15.4.4 Analisis de la expresion relativa de Avrlb en P. capsici
La expresion relativa de Avrlb en los aislados A-chile, A-brécoli, A-ch-ch, A-br-ch y el control
D3 de P. capsici (figura 55D) exhibi6 aumento significativo en la expresion sobre los
tratamientos evaluados (A-chile, A-brécoli, A-ch-ch y A-br-ch) con respecto al control, con
diferencias significativas entre los aislados primarios y secundarios.

Entre los aislados obtenidos de infeccién primaria de chile y brocoli no se identificaron
diferencias significativas en su expresion. Sin embargo, aumenté en los aislados secundarios
con respecto a los aislados primarios, ésta también fue significativa entre ellos. Estos
resultados sugieren que el hospedero e historial infectivo de P. capsici conducen a cambios en
la expresion de Avrlb, el cual podria estar influenciado por miR102 ya que se predijo regula la
expresion del gen.

5.15.4.5 Analisis de la expresion relativa de Avr3al en P. capsici

El perfil de expresion del gen Avr3al (figura 55E), mostré cambios significativos en la expresion
del gen en cada tratamiento, con excepcion de A-br-ch. Los aislados restantes mostraron ser
significativamente mayor su nivel de expresion al compararlos con el control, siendo el mayor
nivel de expresion del gen en A- brécoli del resto de los aislados evaluados. Sugiriendo que el
hospedero asi como el historial de expresion de los aislados de P. capsici inducen la variacion
de la expresion de Avr3al potencialmente mediante sSRNAs.

5.15.4.6 Andlisis de la expresion relativa de Nepl en P. capsici

En la figura 55F se muestra disminucion significativa de la expresion del gen Nepl en los
aislados obtenidos de infecciones primarias A-chile, A-brocoli y aislados secundarios A-ch-ch
y A-br-ch con respecto al control, con diferencias significativas entre estos.

El menor nivel de expresion del gen se encontr6 en A-chile, A-ch-ch, pero aumento
significativamente en A-brdcoli, A-br-ch. Estos resultados indican que cambios en el nivel de
expresion de sRNAs de las bibliotecas de sRNA-seq de A-ch-ch y A-br-ch asociados a regalar
la expresion de Nepl podrian conducir a cambios en el nivel de expresion del gen influenciado
por el hospedero e historial infectivo en P. capsici.

5.15.4.7 Anélisis de la expresién relativa de CRN1 en P. capsici

En la figura 55G se identific6 que CRN1 disminuye significativamente su expresion en los
aislados primarios y secundarios con respecto al control D3, cuyo patron de expresion fue
similar a Nepl. Es decir, disminucion en la expresion del gen fue recuperado de infecciones
primarias o secundarias de chile (A-chile, A-ch-ch) y aumento significativamente cuando se
obtiene de infectar brécoli y br-ch (A-brécoli, A-br-ch). Sugiriendo entonces que el hospedero
e historial de infeccion/recuperacion de P. capsici conduce a cambios en la expresion del gen
potencialmente a través de sRNAs.
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5.15.5 Andlisis de expresion de genes asociados a modificaciones de histonas

Los analisis de sRNA-seq arrojaron alta abundancia de sRNAs asociados a genes cuya
actividad esta relacionada con modificaciones de histonas a través de metilaciones,
desmetilaciones y acetilaciones que recientemente fueron descubiertas en el genoma de P.
capsici de estudios previos del equipo del laboratorio.

Por lo cual, se evalué el nivel de expresién de tres potenciales desmetilasas (HdM-1, HAM-2 y
HdM-3) y una metilasa de histona (H metilasa 1) en los aislados A-chile, A-brécoli, A-ch-ch 'y
A-br-ch, usando como control la cepa D3.

5.15.5.1 Anélisis de la expresion relativa de HdM-1 6021 en P. capsici

En la figura 56A se muestra el nivel de expresion de HdM-1 (6021), en la cual se observo
aumento significativo de la expresion del gen en los aislados obtenidos como ultimo hospedero
chile con respecto al control. Es decir, en los aislados A-chile, A-ch-ch y A-br-ch. Sin embargo,
el aislado obtenido de infeccion de brocoli (A-brocoli) mostré nivel de expresion de HAM-1
similar al control. Esto sugiere que el hospedero chile induce la expresion de la enzima.

5.15.5.2 Anélisis de la expresion relativa de HdM-2 509113 en P. capsici

El perfil de expresion de la HAM-2 (ID 509113) (figura 56B) indic6 que A-chile obtenido de
infeccion en chile es similar al control. Sin embargo, cuando el oomiceto es recuperado de
infeccién primaria de brdcoli (A-brdcoli), aumentd significativamente (p<0.05) la expresion del
gen.

En cambio, en los aislados secundarios A-ch-ch y A-br-ch mostré aumento significativo con
respecto al control, sin diferencias significativas entre ambos tratamientos. Esto sugiere que
brécoli induce el aumento de la expresion del gen a través de cambios en el nivel de expresion
de sRNAs.

5.15.5.3 Andlisis de la expresion relativa de HdM-3 572401 en P. capsici

En la figura 56C se muestra el patron de expresion de la HAM-3 de P. capsici, el cual mostrd
aumento significativo en su expresion en los aislados primarios y secundarios con respecto al
control D3.

No se encontraron diferencias significativas en la expresion de la HdM-3 entre A-chile y A-
brécoli. En cambio, mostré el mayor aumento de expresion del gen cuando es recuperado de
dos infecciones consecutivas de chile (A-ch-ch) y disminuyd cuando tiene una previa infeccion
en brocoli seguido de chile (A-br-ch), sugiriendo que la especie vegetal e historial de infeccion
inducen el aumento de la expresion del gen mediados potencialmente por SRNASs.
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Figura 56. Nivel de expresion de genes modificadores de histonas de P. capsici. A: Histona desmetilasa 1 (HdM-
1). B: Histona desmetilasa 2 (HdM-2). C: Histona desmetilasa 3 (HdM-3). D: Histona metilasa 1 (H metilasa-1).
Los genes fueron evaluados en D3, A-chile, A-brécoli, A-ch-ch y A-br-ch. Las barras de error representan la
desviacion estandar de lecturas en dos experimentos independientes con tres replicas técnicas. Los grupos A, B,
C y D indican diferencias significativas ANOVA (p<0.05) entre los tratamientos del mismo gen. Se utiliz6 EF-1a
como gen enddgeno.

SIS

a2 S
R c"(\\ o <) *,0

5.15.5.4 Anélisis de la expresion relativa de histona metilasa-1 118496 en P. capsici
En la figura 56D se muestra el patron de expresion de la enzima H metilasa-1 en D3, A-chile,
A-brocoli, A-ch-ch y A-br-ch. Se observaron cambios significativos en la expresion del gen con
respecto a la especie vegetal del cual tuvo interaccién el oomiceto en su infeccion primaria. Es
decir, en A-chile mostr6 aumento significativo de su expresion comparado cuando fue
recuperado de infeccion primaria de brécoli (A-brécoli), y éste dltimo fue similar al control.

Cuando el patdgeno fue recuperado de dos infecciones consecutivas de chile (A-ch-ch)
disminuyo significativamente (p<0.05) el nivel de expresion del gen comparado con A-chile,
pero mayor que A-br-ch. Sin embargo, A-br-ch no mostré cambios en el nivel de expresion de
la H metilasa-1 con respecto a A-brocoli y D3. Estos resultados indican que el historial del cual
P. capsici fue aislado contribuye a cambios significativos en la expresion del gen como posible
mecanismo de aclimatacion/adaptacion a diferentes especies vegetales.

5.15.6 Analisis de co-expresion de miR102 y potencial gen target Avrlb

Los analisis predictivos sRNA-seq indicaron la existencia del miRNA de novo A-ch-ch_102
(miR102) cuyo potencial gen target es el gen efector Avrlb (ID 567591) en el sitio de escision
de la region 3UTR, el cual se aloja en el scaffold 25: 689103-689666 del genoma en P. capsici.
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Se evidencié experimentalmente la expresiéon del potencial miRNA miR102 en D3, A-chile, A-
brocoli, A-ch-ch y A-br-ch mediante RT-gPCR stem loop y se compardé con el nivel de expresion
del potencial gen target Avrlb.

En la figura 57 se muestra el nivel de co-expresion relativa entre miR102 y Avrlb de P. capsici.
Se observo menor nivel de expresion de miR102 en A-chile, A-ch-ch y A-br-ch comparado con
D3. El nivel de expresion de Avrlb fue mayor que miR102 en los tres tratamientos, sugiriendo
una posible correlacion negativa. Ademas, estos datos indican que la especie vegetal
inmediata de la que se recupero al patégeno, es decir chile, podria estar asociada con disminuir
significativamente (p<0.05) el nivel de expresion de miR102.
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Figura 57. Nivel de expresion relativa de Avrlb y A-ch-ch-102 de P. capsici en D3, A-chile, A-brécoli, A-ch-ch y
A-br-ch. Las barras de error representan la desviacion estandar de lecturas en dos experimentos independientes
con tres replicas técnicas. Las lineas punteadas indican la pendiente del promedio en el nivel de expresién entre
miR102 y Avrlb. Los grupos Ay B indican diferencias significativas ANOVA (p<0.05) entre miR102 y Avrlb en el
mismo tratamiento. Se utiliz6 EF-1a como gen endégeno.

En cambio, miR102 mostré el mayor nivel de expresion en A-brécoli, sugiriendo que el aislado
recuperado de infeccion primaria de brécoli conduce al aumento de la expresion del potencial
mMiRNA.

Al comparar el nivel de co-expresion de miR102 con el potencial gen target, se observé
correlacion negativa de co-expresion en todos los tratamientos evaluados. Es decir, cuando es
mayor el nivel de expresion de miR102 disminuye significativamente el nivel de Avrlb. En
general, estos datos apoyan la posible regulacion de la expresion del potencial efector Avrlb
por miR102, la cual a su vez podria ser influenciada por las especies vegetales de las cuales
se recuperd al oomiceto.

102



5.15.7 Andlisis de co-expresion de miR65 y potencial gen target transposasa Tam3

En el analisis bioinformético de sRNA-seq se predijo la existencia del miRNA de novo A-ch-
ch_065 (miR65) en P. capsici cuyo potencial gen target es la transposasa Tam3 (ID 133604)
con posible actividad regulatoria en el exén 1 situado en el scaffold 585:286-2814.

Al ser una enzima asociada con elementos transponibles e importante en la evolucién del
genoma del oomiceto, se decidié validar el nivel de co-expresién del potencial mMiRNA miR65
y la transposasa Tama3.

En la figura 58 se muestra el nivel de co-expresion entre miR65 y la transposasa Tam3 en D3,
A-chile, A-brécoli, A-ch-ch y A-br-ch. La transposasa Tam3 exhibié altos niveles de expresién
en los aislados que tuvieron interaccion en alguna ocasion con brocoli (A-brocoli y A-br-ch) con
respecto al control.

En cambio, los asilados A-chile y A-ch-ch los cuales provienen de infectar chile, presentaron
niveles de expresion similar al control. En los aislados primarios obtenidos de infeccion en chile
y brocoli (A-chile, A-brdcoli) se observo diferencia significativa en la expresion de la enzima.
En A-brécoli fue hasta 340 veces mayor el nivel de expresion que A-chile, siendo el aislado
con mayor nivel de expresion del gen comparado con los tratamientos evaluados.
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Figura 58. Nivel de co-expresién relativa de A-ch-ch_65 y transposasa Tam3 de P. capsici en D3, A-chile, A-
brécoli, A-ch-ch y A-br-ch. Las barras de error representan la desviacion estandar de lecturas en dos experimentos
independientes con tres replicas técnicas. Las lineas punteadas indican la pendiente del promedio en el nivel de
expresion entre miR65 y transposasa Tam3. Los grupos A y B indican diferencias significativas ANOVA (p<0.05)
entre miR65 y transposasa Tam3 en el mismo tratamiento. Se utilizd6 EF-1a como gen enddgeno.

Entre los aislados secundarios A-ch-ch y A-br-ch también se mostraron diferencias

significativas en la expresion del gen TPasa ya que A-br-ch exhibio hasta 150 veces mayor el
nivel de expresion del gen con respecto a A-ch-ch pero menos que A-brocoli.
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Se logro validar el nivel de expresion experimental del potencial miRNA de novo miR65 en P.
capsici, encontrando que en los aislados primarios fue mayor su nivel de expresion comparado
con los aislados secundarios y el control D3. Sin embargo, fue menor en aislados secundarios,
sin diferencias entre estos tratamientos.

Al relacionar el nivel de expresion de miR65 con su potencial gen target transposasa Tam3 se
encontrd el patron de correlacion negativa en todos los aislados. Es decir, en A-brdcoli, A-ch-
ch, A-br-ch se observé que fue menor el nivel de expresion de miR65 comparado con su
potencial gen target, en cambio en A-chile fue mayor el nivel de expresion de miR65 y menor
de la transposasa Tam3. Lo que sugiere posible actividad reguladora del potencial miRNA
mMiR65 hacia la transposasa Tam3.

5.15.8 Andlisis de co-expresion entre miR102 y miR65 de P. capsici

Se compardé el perfil de expresion relativa entre miR102 y miR65 para conocer sus diferencias
y similitudes (figura 59), encontrando niveles de expresion opuestos de los potenciales miRNAs
en los aislados primarios.

mMiR102 se expresoé significativamente menor en A-chile comparado con miR65. De manera
opuesta, miR65 se expres6 menos en A-brocoli que miR102, indicando que el perfil de
expresion de ambos miRNAs podria depender de su funcién biolégica asi como de la especie
vegetal de la cual fue recuperado el oomiceto.

En cambio, los aislados secundarios A-ch-ch y A-br-ch con diferencias en el historial de
especies vegetales por las cuales paso el oomiceto, no mostraron diferencias significativas en
la expresion de ambos miRNAs y su nivel de expresion fue menor que el control. En conjunto,
los datos sugieren que los miRNAs miR102 y miR65 responden de manera especifica a la
condicion experimental asociada a la especie vegetal y al historial de especies vegetales por
el cual fue recuperado el oomiceto.
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Figura 59. Niveles de expresion de A-ch-ch_102 y A-ch-ch_65 de P. capsici en D3, A-chile, A-brécoli, A-ch-chy
A-br-ch. Las barras de error representan la desviacién estandar de lecturas en dos experimentos independientes
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con tres replicas técnicas. Los grupos A y B indican diferencias significativas ANOVA (p<0.05) entre miR102 y
mMiR65 en el mismo tratamiento. Se utilizé EF-1a como gen enddgeno.

5.15.9 Matriz de correlacion de Pearson del perfil de expresion de los genes y miRNAs
evaluados por RT-gPCR en P. capsici

A partir de los datos de expresion relativa de 21 genes y 2 miRNAs se construy6 un perfil global
de expresion (ANEXO 53) para identificar similitudes y diferencias. También, se construyé una
matriz de correlacion de Pearson (figura 60), en la cual se distinguieron correlaciones positivas
y negativas entre las variables y su nivel de significancia con analisis ANOVA (p<0.05, 0.01,
0.001). Sdlo se consideraron variables correlacionadas aquellas que tuvieron un intervalo de
confianza mayor al 95%.

Se encontré que el perfil de expresion de DCLa esta correlacionada positivamente con el nivel
de expresion de DCLB, AGO-F, Avrl, CRN1. Es decir, cuando aumenta el nivel de expresion
de DCLa también amentd la expresion de genes de biogénesis, procesamiento de sRNAs y
dos genes efectores. Sin embargo, se encontrd correlacion negativa con la HdM-3, en otras
palabras, cuando aumenté el nivel de expresion de DCLa en los tratamientos evaluados de P.
capsici tiende a disminuir proporcionalmente el nivel de expresion de la HdM-3.

La expresion de la exportina 5A de P. capsici se correlaciond positivamente con el nivel de
expresion de DCLB, AGO-E, AGO-F, Avrl, Nepl y CRNL1. Por su parte, el nivel de expresion
de DCLP también se correlacion6 fuertemente con los genes AGO-F, Avrl, Nepl y CRN1,
poniendo de manifiesto que la biogénesis y procesamiento de sRNAs estd directamente
relacionada con el nivel de expresion de algunos genes efectores.

La expresion de AGO-A no se correlaciond con la expresion de algun gen. En cambio, AGO-B
con la expresion de Avrlb. Por su parte AGO-D se correlacioné positivamente con los genes
RDR, GIP1, Avr3al, HdM-2 y miR102, lo que sugiere que la expresion de genes AGO podria
influenciar la expresién de otros genes.

La expresion de la RNA polimerasa dependiente de RNA se correlacioné positivamente con el
nivel de expresion de GIP1, Avr3al, transposasa Tam3, HdM-2 y miR102. Por su parte la AGO-
D se correlacion6 de manera positiva con el nivel de expresion del gen RDR, GIP1, Avr3al,
HdM-2 y miR102, sugiriendo una posible red de conexiones entre genes de procesamiento de
SRNAs, genes efectores, modificadores de histonas y miRNAs en el oomiceto.

AGO-E y AGO-F se correlacionaron positivamente con los genes efectores elicitinal, Avrl,
Nepl y CRN1, indicando una asociaciéon funcional de AGO-E y AGO-F con estos genes
efectores.

GIP1 se correlacion6 positivamente con el nivel de expresion de Avr3al, HAM-2 y miR102. En
cambio, Avrl con Nepl, CRN1; Avr3al se asoci6 con el nivel de expresion de HAM-2 y miR102.
El nivel de expresion de Nepl se conecto positivamente con CRN1, sugiriendo una actividad
sinérgica entre los genes efectores, modificaciones de histonas para el aumento de la
transcripcion con el proceso de patogénesis.

105



© —
- g 2
< 2 e F_caTy2% S
Biogénesis Procesamiento miRNA
DCLa § ® O !
Exp5A E’, M ‘ O ® o
DCcLp 2 !F ® ® 0.8
AgoA q». ® o O 000009
AgoB 2 L] @ !|! L o 0.6
rgD 2l 0] (@0/@ COR @ 000 00 o
~0ot 8 |0/0® .‘P. °o9 *00 o @0 o0 0q
w5000 00 o ©s 00 ® (o || | ‘o
Rar -0 9°0- -0 | 000 O 5
Elicitina 1 ®e o .. _.. o090 | o0 ol roz2g
crifl [ [ 0-@e @@ O [  ©0® [¢® g
Avrt X CORCE L)X B0 S
Avrib ® ' O Q|» ® ® B g:
Avi3a o0 000:°°0 0000 | | .=
Ner 1O @ @ QPIQ o | 00 o o0 3
CRN1 o0 o0 o ©0°-°-00-9-0 3
Transposasa o . . . . . . .. 0.4 §
HaM-1 20000 00 0000900 o 00 |
Hal-2 -9 0°0° © OOE *Q 0.6
Havs EQO @O0 | OO0 -0 [*0e 46
H metilasa-1 o oi@o0ee o@e E000 ‘b ® o8
miR102 2 00 ©0°0-° -0 o000 0
mres | [@o @@ - [@ [+]@] (o] [ [ o] ;

Figura 60. Matriz de correlacién de Pearson del perfil de expresion de los genes y miRNAs evaluados por RT-
gPCR en P. capsici. El color del circulo indica el rango del coeficiente de correlacion de Pearson entre las
variables, si es positiva 0 negativa. El tamafio del circulo indica si es alta, mediana o baja la correlacion entre las
variables, mientras mayor sea el tamafio del circulo, mayor es el coeficiente de correlacion ya sea positiva o
negativa. *diferencia estadisticamente significativa ANOVA (p<0.05) entre las variables. **diferencia
estadisticamente significativa ANOVA (p<0.01) entre las variables. ***diferencia estadisticamente significativa
ANOVA (p<0.001) entre las variables.

Por su parte, el nivel de expresion de la transposasa Tama3 se correlaciond positivamente con
el nivel de expresion de HIM-2 y miR102, sugiriendo que cuando mayor es la actividad de la
transposasa, es proporcional a la desmetilacion de histonas mediado por HdM-2 y disminucién
de la expresion del gen Avrlb mediado por la actividad regulatoria de miR102.

En general, estos resultados indican que el patdgeno tiene patrones complejos de expresion
gue estan correlacionados entre los procesos de biogénesis y procesamiento de sSRNAs con
la actividad regulatoria de miRNAs, las modificaciones de histonas, evolucion del genoma
basado en la actividad de elementos transponibles, asi como la expresién de genes asociados
con la patogenicidad.
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5.15.10 Anélisis de componentes principales del perfil de expresion de genes y miRNAs
evaluados por RT-qPCR en P. capsici

En la figura 61 se muestra el PCA del perfil de expresion de genes y miRNAs evaluados por
RT-gPCR, el cual indicé que la varianza o dispersion de las variables contribuye en mayor o
menor medida en los tratamientos al que fue sometido el oomiceto.

El control D3 mostré estar altamente influenciado por el nivel de expresion de los genes DCLa,
Exp5A, AGO-E, AGO-F y los genes efectores elicitinal, Avrl, Nepl y CRN1. La varianza de
A-chile y A-ch-ch fue mayormente explicada por el nivel de expresion del gen efector Avrlb y
los genes modificadores de histonas denominados HdM-1, HdM-3 e H metilasa-1.

En cambio, la varianza de A-brocoli estuvo principalmente influenciada por la expresion de
AGO-D, transposasa Tam3 y miR65, y en el aislado A-br-ch por las argonautas A 'y B.
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Figura 61. Analisis de componentes principales de perfiles de expresion de genes y miRNAs evaluados por RT-
gPCR en cinco aislados de P. capsici. Grafico PCA-Biplot que muestra los principales eigenvalores que
contribuyen a la maxima varianza de las variables DCLa, DCLB, Exportina 5A (Exp5A), RNA polimerasa
dependiente de RNA (RDR), Argonauta A (AgoA), Argonauta B (AgoB), Argonauta D (AgoD), Argonauta E (AgoE),
Argonauta F (AgoF), Elicitinal, GIP1, Avrl, Avrlb, Avr3al, Nepl, CRN1, Transposasa Tam3, Histona desmetilasa
1 (HdM-1), Histona desmetilasa 2 (HdM-2), Histona desmetilasa 3 (HdM-3), Histona metilasa 1 (H metilasa-1),
miR102 y miR065 en D3, A-chile, A-brécoli, A-ch-ch y A-br-ch de P. capsici.

En general, estos resultados indican que se modifica el perfil de genes asociados a la
biogénesis y procesamiento de sRNAs-miRNAs, modificadores de histonas, asociados a
elementos transponibles y algunos miRNAs cuando el patégeno tiene periodos largos sin
infectar alguna especie vegetal y cuando es recuperado de infeccion primaria de chile, brocoli
o0 alguna combinatoria de las mismas en la siguiente generacion.

En el ANEXO 54 se muestran graficas de apoyo al PCA en donde muestran la contribucion de
las variables sobre los tratamientos evaluados del oomiceto, el porcentaje en que contribuyen
los cuatro ejes principales identificados sobre la varianza. También se muestra que el nivel de
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expresion de AGO-E fue la variable que mas contribuye a explicar la varianza del eje principal
uno en el PCA, y que D3 representé el individuo que mayor contribuye a explicar la varianza
sobre el eje principal uno.

5.15.11 Clusterizacion K-means de perfiles de expresion de genes y miRNAs evaluados
por RT-gPCR en P. capsici

Antes de realizar clustering en los tratamientos del oomiceto se calcul6 su matriz de distancias
euclideas, mostrada en el ANEXO 55 para identificar si es factible realizar agrupacion de los
datos. En la figura 62A se muestra el cluster plot que indic6 agrupacion de los individuos en
tres clusters, cluster 1: A-brocoli, cluster 2: A-chile, A-ch-ch y A-br-ch, claster 3: D3 (control).
El cluster 2 indicé mayor similitud en el perfil de expresién de genes y miRNAs evaluados entre
los aislados A-chile, A-ch-ch y A-br-ch, diferentes al perfil de expresién entre el control D3 y A-
brocoli.

A partir de los valores normalizados de los clusters (figura 62B), se identificé que el clister D3
presentd el mayor nivel de expresion de genes de biogénesis y transporte de miRNAs,
conformado por DCLa, DCLB, Exp5A, argonauta F y efectores inductores de necrosis: Neply
CRNL1. El cluster A-brdcoliy el cluster conformado por los A-chile, A-ch-ch y A-br-ch en general
se expresaron en menor medida.

El grafico también indico mayor nivel de expresion de los genes AGO-E, elicitinal y Avrl en el
cluster D3. Expresion intermedia en el cluster conformado por A-chile, A-ch-ch y A-br-ch, en
menor medida se expresaron estos genes en el clister A-brocoli. En cambio, el clister A-
brocoli expresé mayormente AGO-D, relacionada con la via del RNAI, sin embargo disminuy6
en el cluster D3y el cluster A-chile, A-ch-ch, A-br-ch.

También se observo que el cluster A-brécoli presentd el mayor nivel de expresion de los genes
Avr3al, transposasa Tam3, HdM-2, HdM-3 y miR65, en menor nivel lo exhibi6 el cluster A-
chile, A-ch-ch, A-br-ch y cluster D3. Se encontr6é que el claster A-brécoli tiene el mayor nivel
de expresion de la RNA polimerasa dependiente de RNA, el gen efector GIP1 y miR102. Por
su parte, los clusters D3 y A-chile, A-ch-ch, A-br-ch mostraron el mismo nivel de expresion.

El mayor nivel de expresion de los genes AGO-A, B e H metilasa-1 se encontraron en el clUster
A-chile, A-ch-ch, A-br-ch, en menor nivel en el clister D3, seguido del claster A-brocoli.
Ademas, los genes Avrlb e HdM-1 se expresaron mayormente en el cluster A-chile, A-ch-ch,
A-br-ch y en menor medida en los clluster A-brocoli y D3, lo que podria indicar actividad
especifica de las argonautas A y B asociadas al hospedero chile asi como de la H metilasa 1,
HdM-1y Avrlb.

Los resultados sugieren que los cambios en la patogenicidad, crecimiento, plasticidad
fenotipica, expresion de genes relacionados con la biogénesis y procesamiento de sRNAs-
miRNAs, genes efectores, transposasa Tam3, genes de metilacion y desmetilacion de
histonas, miR65, miR102 de P. capsici estan asociados, los cuales estan influenciados por la
especie vegetal e historial de infeccion al que fue sometido el oomiceto.
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Figura 62. Clusterizacion K-means de perfiles de expresién de genes evaluados por RT-gPCR en cinco aislados
de P. capsici. A: Agrupacion en tres cllsters mostrado en clister plot de las variables DCLa, DCL, Exportina 5A
(Exp5A), RNA polimerasa dependiente de RNA (Rdr), Argonauta A (AgoA), Argonauta B (AgoB), Argonauta D
(AgoD), Argonauta E (AgoE), Argonauta F (AgoF), Elicitinal, GIP1, Avrl, Avrlb, Avr3al, Nepl, CRN1,
Transposasa Tam3, Histona desmetilasa 1 (HdM-1), Histona desmetilasa 2 (HdM-2), Histona desmetilasa 3 (HdM-
3), Histona metilasa 1 (H metilasa-1), miR102 y miR065 en D3, A-chile, A-brécoli, A-ch-ch y A-br-ch de P. capsici
en D3, A-chile, A-brécoli, A-ch-ch y A-br-ch. B: Modelo grafico k-means, el color del punto representa el clister
de agrupamiento de D3, A-brécoli y A-chile, A-ch-ch, A-br-ch, representado por los datos normalizados de k-
means en valores de z de las variables evaluadas del perfil de expresion relativa de genes y miRNAs en D3, A-
chile, A-brdcoli, A-ch-ch y A-br-ch de P. capsici.
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5.15.12 Matriz de correlacion entre caracteristicas de crecimiento, patogenicidad,
plasticidad fenotipica, genotipica, regulacion génica en D3, A-chile y A-brécoli

En la figura 63 se muestra la matriz de correlacion de Pearson de las variables crecimiento,
patogenicidad, plasticidad fenotipica, genotipica y regulacion mediada por miR102 y miR65 en
D3, A-chile y A-brdcoli de P. capsici.

Se encontrd que el crecimiento del oomiceto esta altamente correlacionado con el nivel de
expresion de los genes DCLB y AGO-F. Por su parte, el desarrollo de la infeccion primaria en
chile se correlacioné de manera negativa con el nivel de expresion de la exportina 5A y el gen
efector Nepl, y positivamente con la expresion del efector Avrlb.
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Figura 63. Matriz de correlacion entre caracteristicas de desarrollo, patogenicidad, fenotipicas y genotipicas en
D3, A-chile y A-brocoli de P. capsici. El color de la celda indica el rango del coeficiente de correlacion de Pearson
entre las variables, si es positiva 0 negativa, si es alta, mediana o baja la correlacion entre las variables. *diferencia
estadisticamente significativa ANOVA (p<0.05) entre las variables. **diferencia estadisticamente significativa
ANOVA (p<0.01) entre las variables. ***diferencia estadisticamente significativa ANOVA (p<0.001) entre las
variables.
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La infeccion primaria en pepino se correlacioné fuertemente con la abundancia de la morfologia
colonial de tipo aberrante, rayada y semi-lisa, asi como con el nivel de expresion de los genes
efectores GIP1, Avr3al, transposasa Tam3 e histona desmetilasa-2 (HdM-2).

La infeccion en brécoli fue correlacionada de manera negativa con la morfologia macroscopica
de tipo estrellada y esporangios globoides. Positivamente con el aumento de la abundancia de
esporangios de ovoide, asi como en la infeccién primaria de frijol.

Por su parte, la abundancia de la morfologia colonial de tipo estrellada fue altamente
correlacionada con los esporangios de tipo globoides e inversamente con los esporangios
obovoides.

Sin embargo, la abundancia de la morfologia aberrante, rayada y semi-lisa del oomiceto se
encontrg altamente correlacionada con el aumento del nivel de expresion de los genes RNA
polimerasa dependiente de RNA, los genes efectores GIP1, Avr3al, transposasa Tam3, HdM-
2 y miR102. La morfologia del micelio de tipo algodonoso se correlaciond inversamente con el
nivel de expresion de los genes DCLa y argonauta F.

La abundancia de esporangios ovoides del oomiceto se correlacionaron proporcionalmente
con los esporangios de tipo limoniformes y de manera negativa con otros tipos de morfologias
de esporangios. Los esporangios de tipo piriformes se correlacionaron positivamente con el
aumento del nivel de expresion de los genes DCLa y AGO-B.

La morfologia de esporangios tipo globoide se correlacion6 de manera negativa con el nivel de
expresion de la HAM-3 y la aparicion de esporangios ovoides. La morfologia de esporangios
de tipo elipsoide se correlacion6 de manera positiva con el aumento de la expresion del gen
histona metilasa-1. Los esporangios elongados fueron correlacionados positivamente con la
aparicion de esporangios bipapilados y con el nivel de expresion de la HAM-1.

El nivel de expresion de Exp5A estuvo correlacionado positivamente con el nivel de expresion
del gen efector Nepl, lo mismo ocurrié entre AGO-B y DCLa, DCL hacia la elicitinal y CRN1;
la argonauta E con Avrl. RNA polimerasa dependiente de RNA con GIP1, transposasa Tam3,
HdM-2 y miR102.

Avr3al se correlacion6 con la transposasa Tam3 e HdM-2, transposasa Tam3 con miR102; e
inversamente entre la argonauta F con el efector Avrlb. En conjunto, estos resultados sugieren
gue los cambios en la patogenicidad, virulencia y fenotipo de P. capsici estan correlacionados
con la expresion de genes efectores y mecanismos epigenéticos.
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VI Discusioén

En el presente trabajo de investigacién se encontrd por primera vez informacion predictiva y
experimental de la expresion de potenciales miRNAs en P. capsici después de estar expuesto
por dos generaciones a diferentes especies vegetales, de los cuales algunos estan asociados
con la modulacién de la variacion de su patogenicidad. Potencialmente miR102 regula la
expresion del gen efector Avrlb y el PcapmiR8788 homdlogo a otras especies de Phytophthora
esta asociado con la patogenicidad y el proceso de adaptacién/aclimatacion a varias especies
vegetales. La expresion in silico de miRNAs homélogos de distintos organismos estan
relacionados con redes regulatorias en el desarrollo que pueden conducir a la variacién del
fenotipo. Sin embargo, es necesario realizar experimentos adicionales para validar la funcién
de los potenciales miRNAs expresados por P. capsici.

6.1 P. capsici modifica su virulencia después de infectar diversas especies vegetales
La cepa D3 de P. capsici infecta de manera progresiva y especifica las hojas de chile, pepino,
brécoli y frijol en su primer ciclo de patogenicidad, con sintomas caracteristicos de la
enfermedad para cada especie vegetal evaluada.

D3, presenta mayor virulencia en chile comparado con las cuatro especies vegetales
evaluadas, produce los sintomas tipicos de la enfermedad del tizdn tardio con la presencia de
regiones oscuras y necrosadas como lo reportado en la basta bibliografia que hace referencia
a la enfermedad de marchitez del chile (Davidson et al., 2002; A. Gevens & Hausbeck, 2004,
Kreutzer et al., 1940; kreutzer W. A., 1937; Kreutzer & Bryant, 1946; Tompkins & Tucker, 1937;
Wiant, 1940).

En cambio, es menos virulento en hojas de pepino debido a los sintomas reducidos de
infeccién que fueron observados. Nuestros resultados demuestran que el patégeno es capaz
de infectar las hojas de pepino porgue que se logré aislar del pato-sistema. Esta observacion
es similar a lo reportado por Mary K. Hausbeck y Kurt H. Lamour (2004), en donde plantas de
pepino infectadas con P. capsici también mostraron pocos sintomas de infeccion, incluso
algunas plantas fueron asintomaticas.

Los resultados de infeccion en hojas de brécoli, indican que el patégeno lo infecta con mayor
lentitud, comparado con las infecciones de chile y pepino, ya que se logré recuperar al
patdgeno de la infeccidn. Al inicio de la infeccion, brécoli muestra rasgos de respuesta de
hipersensibilidad. Sin embargo, P. capsici es capaz de sobre pasar los sistemas de defensa
de brécoli y lentamente coloniza la hoja. Dentro de los mecanismos de defensa que se han
descrito a nivel de campo en brécoli para evitar ser infectado por P. capsici es la produccion
de isotiocianatos volatiles y otros productos de hidrélisis que poseen propiedades biocidas y
entran en contacto directo con los propagulos de patégenos después de la incorporacién al
suelo, haciendo gue el patégeno no infecte la planta (Kirkegaard & Sarwar, 1998; Larsen, 1980;
Smolinska et al., 1997).

Sin embargo, nuestros resultados indican que bajo condiciones controladas de laboratorio y

Optimas para el crecimiento del patdégeno, éste es capaz de infectar hojas de brdcoli, una
especie considerada como resistente. Estos resultados, coinciden con lo reportado por
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Krasnow & Hausbeck (2015), en donde encontraron que bajo condiciones controladas de
laboratorio, el oomiceto es capaz de infectar plantas de la familia de las Brasicaceas.

En el mismo estudio, Krasnow & Hausbeck (2015) reportaron que los sintomas de la
enfermedad observados de las plantas de Brassica incluyeron atrofia, marchitamiento, clorosis
y muerte de la planta, en donde las plantas de brdcoli gravemente afectadas exhibieron una
decoloracién purpura del follaje. Los sintomas iniciales de marchitamiento y clorosis se hicieron
evidentes tipicamente dentro de los 3 dias posteriores a la inoculacién, es decir encontraron
gue a las 72 hdi la infeccidén causada por P. capsici en brécoli fue evidente, como lo muestran
los resultados de esta investigacion.

Fue sorprendente observar la gran capacidad infectiva que tiene P. capsici sobre frijol, ya que
se creia era resistente al patdgeno. Estos datos coinciden con lo reportado en un estudio de
Critopoulos y colaboradores (1955) de plantas de frijol susceptibles a P. capsici.
Recientemente, A. J. Gevens et al. (2008) bajo condiciones de laboratorio, encontraron que
seis aislamientos de P. capsici fueron patdogenos en diferentes cultivares comerciales de frijol,
en donde las plantas de frijol infectadas exhibieron lesiones, necrosis foliar y marchitez
sistémica.

Estudios anteriores de Foster y Hausbeck en (2010), también informaron diferencias en los
niveles de virulencia y agresividad de aislamientos de P. capsici dirigidos a varios hospederos.
Es decir, existe basta evidencia que sugiere que el patdgeno infecta de manera especifica a
cada especie vegetal (S. Z. Islam et al., 2005; Granke et al., 2012).

L. J. Pons-Hernandez et al. (2020), sugieren que la alta diversidad en la virulencia de la cepa
D3 de P. capsici utilizada en esta investigacion, podria estar relacionada con el tipo de
hospedero que infecta. La cepa D3 fue recuperada de cultivos de chile cuya variedad es criolla
y practicamente cada productor del area en que se aislo el patdgeno tiene su propia variedad
y produce su semilla, lo que genera un proceso de seleccidn hacia diferentes genotipos de
plantas. Esto pudo haber originado que cada criollo desarrollara diferentes mecanismos de
defensa para evitar o limitar el dafio producido por Phytophthora. Asi, P. capsici tendria que
evolucionar para generar nuevos mecanismos de virulencia que le permitan eludir las defensas
de los hospederos. Provocando que éstos, tengan que evolucionar para generar nuevas
defensas para enfrentar los nuevos mecanismos de virulencia del oomiceto. Estas presiones
de seleccion reciprocas entre los mecanismos de patogenicidad del patégeno y de defensa de
la planta, se veria reflejado en la diversidad del grado de infeccién que se encontré en esta
investigacion.

6.2 En las infecciones secundarias P. capsici modifica su virulencia dependiente del
historial de infeccion

Las infecciones secundarias en hojas de chile revelaron que P. capsici modifica su virulencia
cuando proviene de infectar las cuatro especies vegetales evaluadas con respecto a la
capacidad inicial de la cepa progenitora D3. La planta de frijol induce el aumento de la
virulencia del oomiceto sobre la infeccion secundaria en chile. Es decir, la especie vegetal
inmediata anterior que infect6 el patégeno puede modificar la virulencia del P. capsici en la
siguiente generacion.
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Estos resultados ofrecen una vision mas amplia sobre la complejidad de las interacciones
patdgeno-planta, ayudando a comprender porque varias especies de P. capsici pueden
presentar variacion en la virulencia hacia un mismo hospedero. Nuestros datos sugieren que
la virulencia de P. capsici no sélo esta determinada por el arsenal estructural y genético de
defensa de la planta, también por la “memoria infectiva” que puede tener el patdgeno, talvez
se encuentre mas “alerta” para responder con mayor rapidez y eficacia para evadir los sistemas
de defensa de las plantas evaluadas.

Por ejemplo, tres aislamientos KPC-7, JHAI1-7 y MY-1 de P. capsici, mostraron claras
diferencias en el desarrollo de sintomas y niveles de agresividad en plantas de chile
susceptibles (J. H. Lee et al., 2021), lo cual indica, que incluso entre diversas cepas de P.
capsici existe variacion de la virulencia hacia un mismo hospedero. Entonces, es importante
conocer el historial de hospederos por el cual paso el oomiceto para relacionarlo con cambios
en su virulencia.

Nuestros resultados coinciden con los obtenidos por Ulloa & Vega (2017), en donde
demostraron que P. capsici es capaz de modificar su virulencia después de infectar diversas
especies vegetales en una segunda generacion infectiva sobre hojas de chile, como un posible
mecanismo de adaptacion.

Las infecciones secundarias en hojas de pepino demostraron que los aislados primarios
tienden al aumento significativo de la virulencia, principalmente cuando proviene de infectar
hojas de pepino, frijol y brocoli, siendo este ultimo aquel que conduce al mayor aumento de su
virulencia. Estos datos sugieren que el patdgeno se podria comenzar a aclimatar/adaptar a
pepino en forma de “memoria”, ya que de alguna manera a P. capsici le es mas sencillo sobre
pasar las barreras de defensa de pepino e infectarlo con mayor facilidad en la segunda
generacion. Estos datos son interesantes, ya que se logra observar de nuevo la tendencia que
indica modificacién de la virulencia del patégeno puede estar influenciada por la especie
vegetal inmediata anterior de la cual se recuper6 al oomiceto.

El reporte realizado por Ristaino (1990a), indic6 que la virulencia de P. capsici de aislados
obtenidos de plantas de chile fueron altamente virulentos en chile, mientras que otros
aislamientos obtenidos de cucurbitdceas como pepino y calabaza fueron menos virulentos en
chile, es decir P. capsici modifica su virulencia dependiente de la especie vegetal inmediata
anterior de la cual se aisld, como lo que se encontro en esta investigacion.

Las infecciones secundarias en bréocoli muestran que P. capsici también tiende al aumento de
su virulencia con respecto a la infeccion primaria en la misma especie vegetal, sugiriendo de
nuevo gque cuando el patdgeno infecta por primera vez alguna de las cuatro especies vegetales
y después infecta brécoli tiende a aumentar su virulencia, aunque se trate de una especie
reportada como resistente al oomiceto.

Se encontrd que en la infeccidén primaria de brdcoli (I1-brécoli), P. capsici tiene poca capacidad
infectiva en la hoja. Sin embargo, en la siguiente generacion de infeccion en la misma especie
vegetal (I-br-br), aumenta su virulencia, lo que sugiere que P. capsici se encuentra en el
proceso inicial de adaptacion.
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A menudo, las verduras Brassica como el repollo, rabano y brécoli son utilizados para la
biofumigacion al ser plantadas en campos infestados con P. capsici con el supuesto que estos
cultivos no se ven afectados por el patégeno y reduciran los niveles de inoculo (Krasnow &
Hausbeck, 2015). Sin embargo, nuestros resultados sugieren que es importante reconsiderar
esta posibilidad.

Planteamos la hipotesis que si en regiones con historial de infestacion de P. capsici se cultiva
brécoli como sistema de biofumigacion, y potencialmente el patégeno logra colonizarlo,
entonces en las siguientes generaciones posiblemente sea mas virulento. Esto podria conducir
a la aparicién de cepas mas agresivas o adaptadas a brécoli, aumentando la problemética del
control de la enfermedad, y que incluso si se dispersan las potenciales nuevas cepas hacia
cultivos susceptibles, potencialmente podr4 ocasionar sintomas de infeccibn mas
devastadores que su progenitor. Similar a lo reportado en cultivos de soja por A. Gevens &
Hausbeck (2003) y A. J. Gevens et al. (2008) en donde dicho cultivo también se utilizaba como
rotacion ante P. capsici, entonces a traves de los afos, el oomiceto se comenzo adaptar a la
planta, produciendo que la soja sea infectable, contribuyendo a la problematica de especies
de importancia alimentaria susceptibles.

Las infecciones secundarias en frijol también demuestran que P. capsici tiende a aumentar su
virulencia en la siguiente generacion, principalmente del aislado primario obtenido de frijol. El
aumento de la virulencia en P. capsici inducida por frijol también ha sido descrita por Gevens
et al. (2008), al obtener diferentes aislados de frijol y otros cultivos e infectar pepino, los
aislados obtenidos de frijol fueron mas virulentos hacia pepino, comparados con aquellos que
no fueron aislados de frijol. Dichos resultados coinciden con lo encontrado en esta
investigacion; es decir, los aislados obtenidos de frijol que infectaron hojas de alguna especie
vegetal evaluada ocasionaron mayor virulencia que aquellos aislados que no fueron obtenidos
de frijol.

Por lo anterior, proponemos a frijol como una especie vegetal que induce el aumento de la
virulencia del oomiceto mediante mecanismos que aln desconocemos, posiblemente a través
de mecanismos epigenéticos, ya que son cambios relativamente rapidos que ocurren en P.
capsici en respuesta al historial de infecciones. Estos mecanismos epigenéticos podrian ser
desde modificaciones de histonas, hasta la participacion de RNAs no codificantes, por lo cual
es un area de la ciencia para continuar explorando.

Diversos estudios alrededor del mundo han documentado la variacion de la virulencia de P.
capsici cuando es aislado de varias especies vegetales y después es infectado en la misma u
otra especie vegetal (Iribarren et al., 2015; Yin et al., 2012; Sun et al., 2008), lo que sugiere
gue la variacion en la virulencia de aislamientos de P. capsici alrededor del mundo también es
influenciado por la especie vegetal de la cual se recuperd.

6.3 La especie vegetal e historial de infeccion inducen cambios en el crecimiento de P.
capsici

Se identificd variacién en el crecimiento en los aislados primarios y secundarios con respecto
a la cepa progenitora D3. Los resultados sugieren que P. capsici modifica significativamente la
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tasa de crecimiento, principalmente en los aislados secundarios, los cuales proponemos estan
influenciados por la especie vegetal inmediata anterior de la cual se aislo al chromista, asi
como por el historial de infeccién/recuperacién de las cuatro especies vegetales.

A-br-ch presentd la menor tasa de crecimiento que todos los aislados, a diferencia de A-fr-fr
gue exhibié la tasa de crecimiento mas acelerada. En experimentos realizados por D. Hu et al.
(2001), también encontraron que los aislamientos de P. capsici tienen diferentes tasas de
crecimiento, por lo cual parece ser una cualidad del oomiceto. Sin embargo, en P. ramorum,
algunos aislamientos obtenidos de infeccién de roble exhiben generalmente crecimiento mas
lento, incluso se vuelven senescentes, es decir, dejan de crecer tras el subcultivo por la
influencia del hospedero (Brasier et al., 2006; Kasuga, Kozanitas, Bui, Huberli, et al., 2012).

Estos datos son interesantes, ya que sugieren en especifico que brdocoli induce el retraso del
crecimiento en la siguiente generacion en la mayoria de los aislados obtenidos, comparados
con D3. En cambio, frijol fomenta el crecimiento, principalmente en los aislados secundarios.

Estos resultados son consistentes con los encontrados por Ulloa & Vega (2017), en donde se
evaluo el crecimiento de aislados de P. capsici que fueron recuperados de varios hospederos,
lo que pudiera significar que es una caracteristica plastica del oomiceto, posiblemente como
una evidencia del proceso de adaptacion/aclimatacion a varias especies vegetales, ya que los
fenotipos con crecimiento mas acelerado como es el caso de A-fr-fr, podrian representar la
plasticidad que conduce a rasgos de seleccion positiva en direccion a la evolucion y aparicion
de fenotipos “pre-adaptados”, lo cual es el caso contrario de A-br-ch. Sin embargo, es
necesario realizar experimentos adicionales a través de mas generaciones para abordar con
mayor profundidad esta aseveracion.

6.4 La especie vegetal e historial infectivo inducen plasticidad fenotipica en la
morfologia del crecimiento colonial de P. capsici

La mayoria de aislados primarios y secundarios tienen variacion significativa en la abundancia
del patron de crecimiento de la colonia comparado con D3. La variacion de la abundancia de
las morfologias estrellada, aberrante, algodonosa, rayada y semi-lisa sugieren que dicha
plasticidad fenotipica es inducida por la especie vegetal de la cual fue recuperado el patégeno
y por su historial de infeccidn/aislamiento como respuesta rapida del oomiceto hacia el proceso
de adaptacion/aclimatacion a los mismos.

Estos cambios en la abundancia de morfologia inducida por el hospedero también han sido
observados en los experimentos de Iribarren et al. (2015) sobre aislamientos de P. capsici
provenientes de cultivos infectados de chile, calabaza, jitomate y berenjena que mostraron
variacion en el patrén de morfologia colonial.

Se ha reportado que incluso una misma especie vegetal como chile puede inducir la aparicion
de varias morfologias en diferentes aislados de P. capsici, como lo demostraron L. J. Pons-
Hernandez et al. (2020), en donde varios aislamientos obtenidos de cultivos de chile del estado
de Guanajuato presentaron variacion en la abundancia de cinco formas de crecimiento de tipo
estrellada (62.5%), turuloso (15.62%), estolonifera (12.5%), filamentoso (6.25%) y petaloide
(3.12%); sin embargo, nuestros resultados no mostraron las morfologias turuloso, estolonifera
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y petaloide. En Chihuahua, México también se ha reportado variacion en el patrén de
crecimiento en aislados de P. capsici con tipos de colonia de tipo estrellado (74%), ligeramente
petaloide (14%) y radial (12%) (Sanchez-Gurrola, Gémez-Dorantes, Rodriguez-Alvarado, &
Fernandez-Pavia, 2019).

Por lo cual, la variacion en la morfologia de la colonia se ha observado en P. capsici desde
hace varios afos y es considerada un primer indicio de la diversidad (Bowers et al., 2007;
Ramirez-Delgado, 2015).

La variacién de la plasticidad fenotipica suele ser también caracteristica en otras especies de
Phytophthora ya que algunos aislamientos de P. ramorum (Brasier et al., 2006; Kasuga,
Kozanitas, Bui, Huberli, et al., 2012), P. nicotianae (G. Hall, 1993), P. infestans (Caten, 1970;
Caten & Jink, 1968; Zarzycka, 1996), P. sojae (F. S. Rutherford et al., 1985) obtenidos de
infeccidon de varias especies vegetales han exhibido varios tipos de colonias.

Nuestros resultados indican que los aislados con morfologias coloniales con mayor similitud a
D3 son aquellos que provienen de infeccion de chile. En cambio, los aislados primarios y
secundarios con mayor diferencias que la cepa progenitora son los que descienden del historial
infectivo/recuperacion de brocoli y frijol. Proponiendo entonces que la mayor abundancia de la
morfologia de tipo estrellada estaria determinada en parte por la historia de interaccion con
chile, coincidiendo con los trabajos de Sdnchez-Gurrola, et al. (2019), en donde el crecimiento
estrellado fue mas frecuente en P. capsici cuando es aislado de chile.

Con los andlisis de X?, se demostré que la mayoria de los aislados secundarios de obtenidos
de pepino y brocoli son estadisticamente diferentes entre ellos, el aislado primario de pepino,
brécoli y D3 al disminuir significativamente la abundancia de la morfologia estrellada tipica de
la cepa progenitora. En cambio, los aislados secundarios obtenidos de frijol mostraron
diferencias significativas en la abundancia de sus morfologias sblo a través de las
generaciones.

En general, estos datos sugieren la existencia de plasticidad fenotipica estadisticamente
significativa entre los aislados primarios comparados con el control, ademas de diferencias
demostrativas en la plasticidad fenotipica de los aislados secundarios con respecto a los
aislados primarios y D3. Es decir, el patdbgeno va modificando su morfologia cuando tiene
diferentes combinatorias en el historial infeccion/recuperacion a través de las generaciones.

Es importante el estudio de la plasticidad fenotipica ya que sugiere que la especie vegetal
induce cambios que permanecen en el patdbgeno, aungue ya no se encuentren en interaccion.
Creemos que los cambios inducidos por la especie vegetal sobre el oomiceto podrian ser
explicados por cambios a nivel de genoma, regulacion de la expresién génica, epigenética,
entre otras, ya que los experimentos de Farrer et al. (2013) y Rancati et al. (2008) demostraron
por primera vez que la variacion de la plasticidad fenotipica en P. ramorum esta relacionada
por alteraciones gendmicas de aneuploidia, perdida de heterocigocidad inducida por el
hospedero roble (Kasuga et al., 2016).
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6.5 P. capsici modifica la morfologia de sus esporangios después de infectar varias
especies vegetales por dos generaciones

Los aislados obtenidos de esta investigacion tienen esporangios limoniformes, piriformes,
globoides, elipsoides, obovoides, elongados, bipapilados y otros, en diferente abundancia. La
cepa progenitora presentd en su mayoria esporangios ovoides. En cambio, fue mayor esta
morfologia en los aislados primarios y secundarios, con variacion significativa en el porcentaje
del resto de morfologias. Estos datos indican que se ve modificada la morfologia de
esporangios en P. capsici después de exponer al patégeno hacia alguna de las cuatro especies
vegetales evaluadas.

Ramirez-Delgado (2015) observaron principalmente esporangios piriformes y ovoides en P.
capsici, cuyas caracteristicas morfologicas empatan con las descritas por D. C. Erwin &
Ribeiro, 1996; Fernandez-Pavia et al. (2004) y las encontradas en esta investigacion.

La variacion de la morfologia de esporangios del oomiceto después de infectar varias especies
vegetales también ha sido reportada por Iribarren et al. (2015) en aislados de P. capsici
obtenidos de cultivos de chile, calabaza, jitomate y berenjena que mostraron morfologia de
los esporangios variable, presentdndose en algunos aislamientos esporangios bipapilados y
deformantes, los que en esta investigacion clasificamos como “otros” tipos de morfologias.
Nuestros resultados también son similares a lo encontrado por Frezzi (1950).

La variacion de la morfologia de esporangios inducida por la especie vegetal parece ser una
caracteristica de Phytophthora, ya que en el estudio realizado por G. Hall (1993) en 81 cepas
de P. nicotianae provenientes de Asia, Europa, Africa, y varias partes de América que
provienen de infectar diversos hospederos, también se observaron variacion en la ocurrencia
general de morfologias de esporangios.

Nuestros datos demuestran que la abundancia de morfologias de esporangios en aislados
secundarios obtenidos de infeccion/recuperacion de chile, pepino, brocoli y frijol es significativa
a través de las generaciones. Este fenomeno apoya la idea que relaciona la variacion
significativa en la plasticidad fenotipica de esporangios de P. capsici con las generaciones en
gue patdgeno infecté/fue recuperado de varias especies vegetales y no directamente con la
especie vegetal que infecta. Sin embargo, se observaron algunas excepciones.

Los resultados sugieren que existe mayor plasticidad fenotipica significativa en la conformacién
micelial que en la plasticidad morfologia de esporangios en P. capsici después de infectar las
cuatro especies vegetales y su combinatoria por dos generaciones. Estos cambios
morfolégicos que puede presentar el oomiceto podrian estar asociados al proceso de
aclimatacion/adaptacion a varias especies vegetales, influenciado por cambios a nivel
epigenético ya que el “ambiente-alimentacion”; es decir, la especie vegetal conduce a cambios
en el comportamiento del patdogeno sobre su patogenicidad, virulencia, plasticidad fenotipica
micelial y en ocasiones en sus esporangios a través de las generaciones.

Especulamos que la variacion de la morfologia de los esporangios observada en los aislados

primarios y secundarios de P. capsici podrian se explicados por cambios en el DNA del
oomiceto, y principalmente mediados mecanismos complejos de redes de regulacion
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epigenética, en donde la expresion de genes claves conducen a cambios en la morfologia en
el patdégeno, por ello se sugiere realizar la construccion de potenciales redes de regulacion
génica que pudieran explicar con mayor profundidad los cambios del fenotipo y sus respectivos
andlisis funcionales.

6.6 En los aislados primarios y secundarios de P. capsici existen varios tipos de
correlacion entre sus caracteristicas plasticas

Los resultados de correlacion de las variables plasticas entre D3, aislados primarios y
secundaros siguieren que existen patrones de correlacion positiva y negativa entre la
patogenicidad, virulencia, crecimiento, morfologia colonial y esporangios de P. capsici, las
cuales estan influenciadas por la especie vegetal hacia la cual fue infectado/recuperado el
patdégeno, asi como de su historial de infecciones.

Los resultados son de gran interés ya que se comienzan a dilucidar posibles patrones de
patogenicidad, desarrollo y morfolégicos de P. capsici después de infectar hojas de chile,
pepino y frijol, en donde actualmente se desconoce a profundidad este tipo de patrones
correlacionales.

En P. ramorum y otros patdgenos, Kasuga et al. (2016), Elliott et al. (2018) y Linde et al. (1997)
también encontraron que la morfologia de colonia, el crecimiento y la virulencia son variables
altamente correlacionadas bajo condiciones de laboratorio.

La aparicion de nuevas morfologias en los aislados primarios y secundarios pueden ser
indicativo de efecto plastico adaptativo de P. capsici a las especies vegetales evaluadas. Sin
embargo, se desconoce la explicacion molecular de la correlaciéon en la capacidad infectiva y
plasticidad morfolégica del oomiceto, es necesario esclarecerlas. Por ello, proponemos que
podrian deberse a un conjunto complejo de interacciones intermoleculares en el patégeno, en
los cuales posiblemente también pueden estar involucradas moléculas del hospedero, que en
su conjunto podrian estar participando en los cambios fenotipicos observados, asi como
cambios en elementos de regulacion de la expresion génica, factores de transcripcion, conjunto
de enzimas especializadas, mecanismos epigenéticos como la modificacién de la estructura
de la cromatina, DNA, RNAs no codificantes, elementos transponibles, entre otros.

Es importante continuar explorando estrategias para dilucidar con mayor profundad las
correlaciones entre las caracteristicas plasticas de P. capsici, mediante el desarrollo de
modelos matematicos especializados sobre machine-learning, redes de correlaciones, random
forest, etc. para conocer mas acerca de la biologia del chromista desde una perspectiva
diferente.

6.7 D3, aislados primarios y secundarios de P. capsici se agrupan de acuerdo a sus
caracteristicas plasticas

El andlisis de componentes principales demostro que las variables analizadas de la plasticidad
gue puede presentar P. capsici contribuyen de manera especifica a explicar la varianza entre
D3, aislados primarios y secundarios. Encontrando que la morfologia ovoide de los
esporangios y D3 son la variable e individuo que mas contribuye a explicar la varianza del eje
principal uno del PCA. Fue esperado encontrar que D3 contribuye mayormente a explicar la
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varianza debido a las diferencias que se observaron durante los experimentos. Sin embargo,
fue inesperado encontrar que la morfologia ovoide conduce a la varianza de los datos,
demostrando que el estudio de la morfologia de esporangios es importante en el proceso de
adaptacion/aclimatacion de P. capsici hacia diferentes hospederos, cuya cualidad
normalmente no se estudia con profundidad en estudios tradicionales.

El analisis de clustering por k-means revel6 que D3 (cluster 1), A-chile (cluster 2), A-pepino-A-
brécoli (cluster 3) y A-frijol (cluster 4) tienen caracteristicas similares en su capacidad infectiva,
crecimiento, morfologia colonial y de esporangios. Sin embargo, cuando se realizd el mismo
andalisis con la adicion de los aislados secundarios se encontré que D3, aislados primarios y
secundarios se agrupan en tres clisteres dependiente de la generacion. Es decir, D3 presenta
caracteristicas especificas que son diferentes a los aislados primarios y secundarios, que a su
vez también son diferentes entre los aislados primarios y secundarios.

Los resultados sugieren la existencia diferencias distinguibles de crecimiento y morfolégicas
entre las generaciones de P. capsici cuando es infectado/recuperado de varias especies
vegetales y que ciertas caracteristicas en general son compartidas entre las generaciones, las
cuales podrian ser impulsadas por fuerzas evolutivas para seleccionar los fenotipos mas
adaptables.

La construccion de un modelo estadistico que explique los cambios de las variables plasticas
en P. capsici a través de las generaciones basado en los resultados de clustering k-means,
revelé que el oomiceto va perdiendo o disminuyendo la presencia de morfologia estrellada,
esporangios limoniformes, piriformes y globoides a través de las generaciones que tuvieron en
contacto con las especies vegetales y distintos historiales de infeccion. En compensacion, va
aumentando la abundancia de morfologia colonial aberrante, rayada y esporangios ovoides,
estos resultados podrian ser aplicables para distinguir distintos grados de adaptacion de P.
capsici a diferentes hospederos.

También se encontré que la abundancia morfolégica de esporangios elipsoide, obovoide y
elongado es baja en D3, sin embargo, en los aislados primarios aumenta y en los secundarios
vuelve a regresar a su estado inicial. Estos datos muestran la existencia de diferentes perfiles
de morfologias que son modificados fuertemente en la primera infeccion, pero en la siguiente
generacion de aislamiento estas vuelven a su estado inicial. Esto sugiere que el aumento de
la abundancia de estas morfologias se encuentra fuertemente influenciada por las especies
vegetales de las cuales fue recuperado el patdgeno en su primera exposicion, en la siguiente
generacion como el patdgeno ya tiene esa predisposicion, talvez le es mas sencillo responder
sin modificar tanto esta morfologia, pero sin llegar a la abundancia morfologica del estado
inicial. Es decir, creemos que la especie vegetal puede inducir un tipo de memoria morfolégica
en estos casos.

En general, los perfiles de la abundancia morfolégica y crecimiento son variables en el
oomiceto que pueden ser disminuidos, aumentados, modificados o aumentar para después
permanecer igual en las siguientes generaciones. Es decir, la aparicion de cierto tipo de
morfologias, tasa de crecimiento de los tratamientos esté influenciada de manera especifica
por la especie vegetal que infecta el patdgeno a través de las generaciones.
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Creemos que estos cambios morfologicos estan asociados con el proceso de adaptacion de
P. capsici a nuevos ambientes u hospederos, los cuales pueden estar influenciados por
complejos mecanismos de la evolucién del genoma, herencia genética, epigenética, entre
otros, con los que responde el oomiceto. Puesto que el analisis fenotipico de Xu et al. (2022)
en mutantes silenciadas de AGO3 en P. parasitica (PpAGO3) cuya proteina forma parte de los
mecanismos epigenéticos, mostraron mayor vigor de crecimiento y cambios fenotipicos
coloniales y de esporangios.

6.8 P. capsici tiene poblaciones de sSRNAs relacionados con el proceso de
adaptacion/aclimatacion a especies vegetales

El andlisis de secuenciacién de sSRNAs de A-ch-ch y A-br-ch revel6 que P. capsici tiene SRNAs
asociados a regiones génicas, intergénicas, elementos transponibles del genoma, con mayor
abundancia en A-br-ch, sugiriendo que en esta condicidon existe potencialmente mayor
regulacion epigenética. De estos SRNAs, mas del 85% son Unicos en cada condicion evaluada,
lo que pone de manifiesto la importancia de la regulacion epigenética de los RNAs no
codificantes en P. capsici sobre el proceso de aclimatacién/adaptacion a varias especies
vegetales.

P. capsici tiene principalmente dos poblaciones de sRNAs de 21y 25 nt en ambos tratamientos.
Sin embargo, difiere su abundancia entre A-ch-ch y A-br-ch, ya que este Ultimo expresa mas
sRNAs. Ademas, el oomiceto expresa con mayor intensidad sRNAs de 27 nt en A-ch-ch, por
lo cual el aumento significativo de poblaciones de sRNAs podrian estar relacionadas con el
proceso de adaptacion/aclimatacion de P. capsici a varias especies vegetales. Sin embargo,
es necesario realizar experimentos adicionales sobre la funcién de los mismos y profundizar
en su conocimiento.

La presencia de dos poblaciones principales de sRNAs parece ser caracteristico de las
especies de Phytophthora ya que el estudio realizado por Fahlgren et al. (2013) reportdé una
distribucion bimodal de tamafios de RNA pequerfios en P. infestans, P. sojae y P. ramorum con
picos centrados en RNAs pequefios de 21 y 25 nucleétidos de longitud. En el mismo estudio,
los sRNAs de 25 nt se asociaron predominantemente con loci que codifican elementos
transponibles u otro DNA repetitivo, mientras que la clase de 21 nt se asocio con varias familias
de genes, incluidos los efectores Crinkler y fibronectinas tipo I, repeticiones invertidas y una
nueva familia de miARN conservada en las tres especies de Phytophthora. Una caracterizacion
adicional de las poblaciones de sRNAs de 21nt en P. infestans, P. sojae, P. ramorumy P.
parasitica identificé que corresponden a miRNAs y los sSRNAs de 25 nt a siRNAs (Fahlgren et
al., 2013; J. Jia et al.,2017), lo cual puede ser similar en P. capsici.

La presencia de dos clases de tamafio de RNA pequefio y dos ortdlogos de DCL en P. capsici
plantea la posibilidad que cada DCL sintetiza SRNAs de diferente tamafio, similar a la forma
en gue las plantas dividen las vias de RNA pequefio con proteinas DCL especializadas. De
acuerdo con este modelo, se demostr6é que PiDCL1 interrumpe la acumulacion de sRNAs de
21 nt, pero no de 25/26 nucleétidos (Fahlgren et al., 2013).

Nuestros resultados sugieren que los perfiles de expresién de sRNAs se modifica por el
historial de infeccion/recuperacion a varias especies vegetales del oomiceto, los SRNAs de 21
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nt normalmente estan asociados con miRNAs canoénicos en la mayoria de los organismos
(Fahlgren et al., 2013) y los sRNAs de 25-26 nt estan relacionados con la via del RNAI (A.
Hamilton et al., 2002; H. Wang et al., 2011), lo que sugiere que la regulacién génica via miRNA
y RNAI se modifica principalmente en A-br-ch.

Los resultados de sRNA-seq obtenidos de esta investigacion son de gran relevancia para el
conocimiento de la biologia de los patdgenos de plantas, ya que hasta el momento de la
escritura de esta investigacion no existen reportes de sSRNAs-miRNAs en P. capsici, de hecho
se desconocia si el oomiceto puede expresar SRNAs o0 miRNAs. En el estudio de los oomicetos
tampoco existia algun experimento reportado que explique la relacion de la regulacion
epigenética mediada por RNAs no codificantes con el proceso de adaptacion/aclimatacion de
patdégenos a varias especies vegetales a través de las generaciones.

6.9 Las poblaciones de sRNAs de P. capsici tienen un extremo 5 caracteristico

Los RNAs pequefios a menudo exhiben preferencias especificas de nucledtidos o
modificaciones quimicas que son caracteristicas de la via involucrada en su procesamiento y
clasificacion por parte de las proteinas AGO. Esto puede observarse como una preferencia por
uracilo en la base terminal 5’ de numerosos organismos (Ghildiyal et al., 2008; C. C. Nunes et
al., 2011; X. Wang et al., 2010).

En P. capsici, SRNAs de 20-22 nt tienen mas abundancia de uracilo y citosina en el extremo
5" y los sRNAs de 24-25nt predomina soélo el uracilo, estos resultados sugieren que al menos
tres proteinas argonautas podrian estar involucradas en la actividad regulatoria de SRNAs en
P. capsici.

La primera para los sSRNAs de 20-22 nt asociados con miRNAs por la preferencia 5° uracilo y
citosina mediado por AGO-A ya que es homologa a PIAGO1, la cual de acuerdo a Asman et
al. (2016), PIAGO1 esta relacionada con la preferencia de sRNAs de 21nt con extremo 5
citosina, predominantemente en la via en la via de miRNAs.

La segunda para sRNAs 24-25 nt relacionados con la via del RNAI con preferencia solo para
extremos 5° con uracilo mediado potencialmente por AGO-D, puesto que esta enzima mostro
mayor homologia con PiIAGO4, por lo que Asman et al. (2016) indican que esta proteina tiene
prevalencia con sSRNAs de 25/26nt de extremo 5 uracilo.

La tercera AGO estaria involucrada en el procesamiento del resto de los sSRNAs identificados
en los andlisis de sRNA-seq, por vias alternativas como la sintesis de siRNAs secundarios
mediados por la RDR, sin embargo es necesario realizar analisis adicionales que lo
demuestren experimentalmente.

Nuestros resultados contrastan con lo reportado por Fahlgren et al. (2013), ya que P. infestans
los sSRNAs de 21 nt tienen mayor prevalencia de citosina en el extremo 5’, sin embargo,
nuestros resultados mostraron prevalencia similar entre citosina y uracilo para el mismo
tamafio de sSRNAs. La observacion de Fahlgren et al. (2013) en los sRNAs 25/26 nt, del
extremo 5’ es mas frecuente de uracilo, lo cual coincide con lo encontrado en este estudio. Es
decir, podrian existir pequefias diferencias en los SRNAs en el extremo 5 entre los oomicetos
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gue fomenten una especificidad caracteristica en las poblaciones de sRNAs y AGOs entre los
oomicetos.

6.10 P. capsici expresa diferencialmente sRNAs relacionados con el proceso de
adaptacién/aclimatacion a diferentes hospederos

El andlisis de expresioén diferencial en A-br-ch mostré que 184 sRNAs estan sobre expresados,
los cuales fueron asociados con la vias de replicacion de DNA, metilacion de histonas,
modificaciones postraduccionales, unién a RNA, sintesis de RNA ribosomal, lo que sugiere
que P. capsici regula altamente estas vias en A-br-ch mediante poblaciones de sRNAs. En
cambio, se encontraron 287 tipos de sRNAs infra expresados asociados con los procesos de
metabolismo de carbohidratos que incluyen pentosas fosfato, glicolisis, biosintesis de
ribosomas, union a metales, sintesis de tRNA y unién a acidos nucleicos. Es decir, los datos
sugieren aumento de la actividad que estas rutas metabdlicas al estar asociados sRNAs en
menor nivel de expresiéon en A-br-ch comparado con A-ch-ch.

La potencial regulacion de sRNAs diferencialmente expresados para diversos genes también
fue reportada en micelio de mutantes PpAGOS3 de P. parasitica (Xu et al., 2022) asociados con
2508 genes relacionados con la respuesta al estimulo bibtico externo, patogénesis, y la
interaccion entre especies, lo que sugiere que diversos sSRNAs pueden asociarse a diferentes
tipos de genes dependiendo el tratamiento al que fue sometido el organismo.

Nuestros resultados exhiben de manera predictiva que P. capsici puede regular diversos genes
endogenos mediante sSRNAs, disminuyendo potencialmente la expresion de procesos sobre
replicacion, transcripcion y traduccién en A-br-ch comparado con A-ch-ch, lo cual podria
explicar parte de la disminucién de la tasa de crecimiento que se observo en la caracterizacion
del aislado secundario. Ademés, A-br-ch estaria aumentando la actividad de genes
relacionados con el catabolismo de carbohidratos, sugiriendo que el microorganismo se
encuentra en un estado diferente de adquisicion de nutrientes, ya que requiere obtener mayor
energia mediante la degradacion de carbohidratos, lo cual se podria relacionar con los cambios
en la patogenicidad que present6 con respecto a A-ch-ch.

6.11 P. capsici tiene poblaciones de sRNAs asociados con la regulacién de genes
efectores del tipo elicitinas, RXLR, CRN y NLP

Los aislados secundarios A-ch-ch y A-br-ch tienen dos principales poblaciones de sRNAs
asociados a genes efectores con diferencias en cada tratamiento. SRNAs de 20-21 nt a
efectores tipo RXLR, CRN, elicitinas y NLP, en cambio las poblaciones de 24-26 nt relacionada
en su mayoria sélo con genes RXLR. Estos resultados sugieren que RNAs pequefios de P.
capsici pueden regular la expresion de genes efectores como mecanismo epigenético
influenciado por el historial de especies vegetales por el cual P. capsici fue sometido, ademas
de la posible existencia de dos vias de regulacion de efectores, la primera potencialmente
mediada por miRNAs y la segunda por la via del RNAI a través de siRNAs.

Nuestros resultados son comparables con los encontrados en P. infestans por Fahlgren et al.
(2013) y W. Wang & Jiao (2019), ya que encontraron que la clase de 21 nt se derivan
principalmente de genes efectores CRN, en cambio los SRNAs de 21, 24/25 nt estan asociados
con efectores RXLR.
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De manera similar, los SRNAs de 25 a 26 nt estan implicados en el silenciamiento de los genes
efectores RXLR y CRN en P. parasitica durante el crecimiento vegetativo (J. Jia et al., 2017).
Sin embargo, nuestros resultados contrastan con lo identificado en el mismo patégeno, ya que
en los experimentos de J. Jia et al. (2017) no identificaron genes efectores CRN asociados con
sRNAs de 21 nt. Esto podria ser indicativo que existen potencialmente diferencias en la funcién
de los sRNAs entre las especies de Phytophthora.

Cada vez existe mas evidencia que sugiere que los RNAs pequerfios de 25 a 26 nt, son la clase
de RNAs de tamafio dominante en Phytophthora involucrados en la regulacion de la expresion
de genes efectores (J. Jia et al., 2017; Qutob et al., 2013; R. Vetukuri et al., 2012; W. Wang &
Jiao, 2019) como lo encontrado en esta investigacion.

Nuestros datos de secuenciacion de sRNAs indican que existe mayor abundancia de sRNAs
asociados a regular genes efectores en A-br-ch del tipo elicitinas, RXLR y algunos CRN, en
cambio es mayor la asociacion de sSRNAs con algunos genes NLP en A-ch-ch. Lo que sugiere
gue la virulencia basada en la expresion de genes efectores de P. capsici puede ser modificada
por RNAs no codificantes relacionado con el proceso de adaptacion a diferentes especies
vegetales. Estas diferencias podrian explicar parte la variacion de la virulencia que tiene P.
capsici en las infecciones secundarias.

Estudios recientes han acreditado que los sSRNAs derivados de patdgenos desempefian un
papel activo en la virulencia del patégeno (Adkar-Purushothama et al., 2015; Avina-Padilla et
al., 2015; B. Navarro et al., 2012). Por ejemplo, en el efector PiAvr3a que suprime la apoptosis
de la planta por virulencia al estabilizar la ubiquitina ligasa E3 del hospedador, esta bajo la
regulacion de los sRNAs (Bos et al., 2010). Curiosamente, R. R. Vetukuri et al. (2012a), han
observado diferentes niveles de virulencia entre dos cepas de P. infestans, asociados al
cambio en la expresion de sRNAs. Lo que apoya la importancia de los SRNAs en la virulencia
en oomicetos, como lo sugieren nuestros resultados.

Estos mecanismos de regulacion epigenética de efectores por SRNAs también ocurre en otros
patdgenos, como lo demostrado en el estudio de X. Nunes et al. (2011), sobre la expresion
global de sRNAs en Magnaporthe oryzae. En general, nuestros resultados y de diversos
reportes apoyan la nocién que los sRNAs enddgenos tienen un papel importante en la
regulacion de la virulencia en fitopatégenos (Weiberg, Wang, Lin, Zhao, & Zhang, 2013; J.
Zhou et al., 2012; Q. Zhou et al., 2012).

Nuestros resultados también sugieren que el potencial silenciamiento de genes efectores del
tipo elicitinas, RXLR y CRN es un mecanismo adaptativo de P. capsici para ser o no reconocido
por el sistema inmune de la planta, basado en la infeccion previa en forma de “memoria
adaptativa” y lograr colonizar la planta con mayor facilidad. Mecanismo similar utilizado por el
patdgeno de la soja, P. sojae, ya que Qutob et al., (2009) y Shan et al., (2004) revelaron que
el patdégeno utiliza sSRNAs para el silenciamiento endégeno del gen efector PsAvr3a, lo que
permite que el patégeno evite ser reconocimiento por parte de la proteina de resistencia Rps3a
de la soja y logre infectarla.
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El mecanismo que inicia el silenciamiento endégeno de genes por sRNAs alun no se ha
determinado de manera concluyente en Phytophthora. Sin embargo, estudios de R. R. Vetukuri
et al. (2013) especulan que puede iniciarse mediante el silenciamiento de los TE cercanos.

Una pregunta es por qué estos genes efectores necesitan ser regulados por las vias de
silenciamiento de sRNAs, para ello Xu et al. (2022) propusieron tres escenarios posibles. El
primero, considera que algunos efectores podrian desencadenar la inmunidad de la planta
como factores de avirulencia, y la supresion de estos efectores ayudaria a evadir la percepcion
por parte de las plantas hospedantes. De manera consistente, algunos genes efectores de
avirulencia se suprimen en P. infestans y P. sojae (Shan et al., 2004; Wang et al., 2019).

En segundo lugar, algunos efectores pueden ser super virulentos para las plantas huésped, y
se requiere silenciar estos genes efectores para establecer un equilibrio entre la infeccion
exitosa y la evolucion continua en el hospedero. El Gltimo escenario es que, para conservar
energia, algunos efectores se suprimen en la etapa de micelio pero se activan cuando es
necesario durante el proceso de infeccion. Sin embargo, se necesitan mas estudios para
validar estas hipétesis.

6.12 P. capsici tiene sRNAs y un miRNA asociados con la regulacién enzimas
modificadores de histonas y factores de transcripcion

Los aislados A-ch-ch y A-br-ch tienen poblaciones de sRNAs de 19-21 nt asociados con la
posible regulacion de genes que codifican factores de transcripcién, enzimas acetil-
transferasas, metilasas y desmetilasas de histonas, con mayor abundancia en A-br-ch.
Sugiriendo que el historial diferente de infeccion/recuperacion en la segunda generacion de P.
capsici contribuye a cambios en la expresion de genes y re-arreglos de la cromatina del
oomiceto, lo cual puede conducir al proceso de adaptacidn/aclimatacion a los hospederos.

En micelio de P. infestans, Fahlgren et al. (2013) también encontraron altos nieles de sRNAs
asociados a genes metiltransferasas. En P. parasitica, J. Jia et al. (2017) encontraron RNAs
pequefios altamente expresados asociados con genes de metilacion de histona, por lo cual
existe evidencia computacional en otros oomicetos que este proceso es regulado por sSRNAs
y se encuentra compartido en la biologia de P. infestans, P. parasitica y P. capsici.

Nuestros resultados son interesantes, puesto que sugieren que en P. capsici podria existir la
via de metilacion del DNA dirigida por RNA (RdDm) (Dowen et al., 2012; Yu et al., 2013), cuya
modificacion del material genético no se ha descrito en el oomiceto. Por ello, es necesario
realizar experimentos adicionales sobre funcionalidad e interaccion de sRNAs con estas
enzimas, para validar experimentalmente que metilacion del ADN y la modificacion de histonas
dirigida por siRNA heterocromatico conduce al silenciamiento de genes en fase transcripcional
(Cui et al., 2014).

6.13 P. capsici tiene sRNAs asociados con la regulacién de elementos transponibles

Los aislados secundarios A-ch-ch y A-br-ch tienen principalmente sRNAs de 24-25 nt
asociados con elementos transponibles (TE) del tipo retro-transposones que son Unicos entre
cada tratamiento. Esto sugiere que la regulacion de la evolucién del genoma de basado en
retro-transposones podria estar presente en P. capsici y modulada por sRNAs, contribuyendo
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a explicar los cambios en la virulencia y adaptabilidad que tiene P. capsici a varias especies
vegetales, ya que es conocido que los TEs son elementos gendémicos moviles que impulsan la
evolucion del genoma (R. Vetukuri et al., 2012). Por lo cual, los elementos transponibles activos
podrian provocar mutaciones, niveles de transcripcién alterados y recombinacién ectopica del
DNA (R. R. Vetukuri et al., 2013).

Es probable que estos sSRNAs derivados de TE modulen en el silenciamiento de TE, ya que en
general, la expresion de elementos transponibles conducen a la generacion de sRNAs, que
posteriormente silencian los genes con efectos cercanos y alteran la virulencia de P. infestans
(Weiberg et al., 2014). Ademas, existe evidencia que la diversificacion en la adaptacion de
patdgenos estd impulsada por el control epigenético de los TE a través de sRNAs (Weiberg,
Wang, Lin, Zhao, & Zhang, 2013)

Nuestros resultados son comparables con lo obtenido por J. Jia et al. (2017), ya que
encontraron que las poblaciones de sRNAs de 25/26 nt en P. parasitica se asociaron con
regiones gendmicas ricas en repeticiones de elementos transponibles. Sin embargo, las
poblaciones de sRNAs asociados a TE de este estudio difieren con lo encontrado por R.
Vetukuri et al. (2012) en P. infestans, puesto que en este oomiceto, los SRNAs de 30-33 nt se
asignaron principalmente a TE. Estas diferencias entre especies sugieren que los distintos
tipos de sRNAs tienen funciones potencialmente diferentes entre los oomicetos.

Los estudios de Weiberg et al. (2014) en P. infestans sugieren que muchos sRNAs se generan
a partir de regiones de elementos transponibles, que probablemente contribuyen a la rapida
evolucion de la virulencia y la adaptacion a hospederos, lo cual podria explicar los resultados
gue se encontraron en esta investigacion.

R. Vetukuri et al., (2012) identificaron que més de la mitad de los genes efectores RXLR
predichos a partir del genoma de P. infestans estan dentro de los 2 kb de las secuencias
derivadas de transposones, por lo que plantearon la hipotesis de que el silenciamiento de los
transposones por SRNAs también puede influir en la expresion de los efectores RXLR cercanos
a través de la formacion de heterocromatina (S. , Raffaele & Kamoun, 2012; S. Whisson et al.,
2012), por lo cual seria interesante explorar si también ocurre en P. capsici.

Por todo lo anterior, creemos que los cambios en la expresion de sRNAs asociados a
elementos transponibles pueden conducir a cambios en la virulencia y la rapida adaptacion de
P. capsici a diferentes especies vegetales, similar a la respuesta que ocurre en el patégeno B.
cinérea, ya que M. Wang et al. (2015) encontraron que la mayoria de los Bc-sRNA de B.
cinérea que se predice silencian los genes de la planta también se derivan de una clase de
elementos transponibles de retro-transposicion (LTR), como los encontrados en esta
investigacion, los llamados elementos similares a Boty. Tal disposicién de genes sugiere que
los LTR de Boty desempefian un papel positivo en la conduccién de la rapida evolucién de los
efectores Bc-sRNA en Botrytis. Lo que podria conducir a la rapida adaptacion de Botrytis a una
amplia gama de plantas hospederas, convirtiendo a este hongo en un patégeno de amplio
espectro altamente agresivo, similar a P. capsici.
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6.14 P. capsici tiene miRNAs reportados en miRBase diferencialmente expresados
Phytophthora capsici tiene 334 miRNAs homologos a los reportados en miRBase v22 que
provienen de diferentes organismos en A-ch-ch y 1360 miRNAs en A-br-ch, de los cuales el
56% de los miRNAs son diferentes con la condicion control. Lo que sugiere que el perfil de
expresion de miRNAs en P. capsici se ve modificado cuando tiene historial de infeccion
diferentes, poniendo de manifiesto que los miRNAs son importantes en P. capsici para el
proceso de adaptacion a diferentes especies vegetales.

Fue sorprendente encontrar miRNAs homélogos de organismos tan diversos que van desde
mamiferos, plantas, otros oomicetos, aves, insectos, reptiles que comparten procesos
biolégicos con P. capsici. Por ello, los miRNAs son de gran relevancia en los organismos, sin
importar que tengan estilos de vida completamente diferentes, estos convergen en relaciones
evolutivas de la expresion génica basados en miRNAs.

En el estudio realizado por Cui et al. (2014) también identificaron potenciales miRNAs en P.
infestans los cuales son homodlogos a los reportados en otras especies que incluyen Mus
musculus, Homo sapiens, Arabidopsis thaliana, Gallus gallus, Arabidopsis lyata, Solanum
lycopersicum como los identificados en esta investigacion. En el mismo estudio, Cui et al.
(2014) encontraron que los miRNAs de P. infestans pi-miR124, pi-miR181 y pimiR281 estan
altamente conservados en la mayoria de los metazoos, lo que sugiere que los miARN de
oomicetos como P. infestans y P. capsici son tan diversos como los miARN de plantas y
metazoos.

El miRNA homologo a mmu-miR-5124a se expresé mayormente en ambos aislados, 1o que
podria indicar que es un miRNA importante para procesos basales de P. capsici, ya se conoce
gue este miRNA se expresa altamente en etapas del desarrollo de células de ratdén (Spierings
et al., 2011).

El andlisis de expresion diferencial de miRNAs reportados en miRBase de A-ch-ch y A-br-ch
arrojo la sobre-expresion de la familia de ortélogos de miR8788 de P. ramorum y P. infestans
en A-br-ch comparado con el control, ésta familia de miRNAs esta relacionada con la
patogenicidad en Phytophthora al suprimir la expresion permeasas de aminoacidos/auxinas y
alfa/beta hidrolasa de papa (StABH1) durante la infeccion (X. Hu et al., 2022), estos resultados
apoyan la idea de modificacién de la patogenicidad mediado por miRNAs en P. capsici.

Ademas, se identificé infra expresion de los miRNAs aly-miR774b-5p, mmu-miR-5124a y pal-
miR-486a-3-3p en A-br-ch, los cuales estan relacionados con el desarrollo celular (Cowled et
al., 2014). Es decir, estos miRNAs podrian estar modulando los cambios en el crecimiento
observado en los aislados, por lo que cambios en el nivel de expresién de estos miRNAs
podrian modificar procesos de desarrollo celular del patbgeno, como es la tasa de crecimiento.

6.15 P. capsici expresa potenciales miRNAs Unicos que regulan diversos procesos
celulares del desarrollo, patogénesis y evolucion de su genoma

En A-ch-ch se identificaron y clasificaron en familias de genes MIR 155 potenciales miRNAs
de novo y 288 en A-br-ch, sugiriendo mayor actividad regulatoria en A-br-ch mediado por
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potenciales miRNAs que son unicos de P. capsici y proponiendo la idea de la presencia de
isoformas de miRNAs.

Recientemente, seis pi-miRNAs Unicos han sido identificados en P. infestans (R. Vetukuri et
al., 2012). Esta evidencia sugiere que hay un cierto niumero de potenciales miRNAs no
descubiertos en otros oomicetos como P. capsici. En diatomeas y las algas verdes, organismos
ancestrales de P. capsici, Norden-Krichmar et al. (2011) han identificado miRNAs los cuales
no tienen conservacion con ningin miARN conocido, lo que sugiere que estos pueden
representar una nueva clase de miARN. En el caso de P. capsici nuestra evidencia indica que
tiene miRNAs conservados con diversas especies, de los cuales algunos son especificos de
los oomicetos y otros potencialmente Unicos de la especie.

Los potenciales miRNAs de novo de A-ch-ch regulan en mayor proporcion el gen que codifica
para la ribonucleasa H, en menor nivel genes de receptores Toll, metabolismo de
carbohidratos, proteinas kinasas. En cambio, los miRNAs de novo con mayor nivel de
expresion en A-br-ch tienen como potenciales genes target los relacionados con el control del
ciclo celular, procesos de replicacién, transcripcion y traduccion, transporte de vesiculas, iones
y proteinas de membrana. Esto exhibe que el historial de infeccion por el cual fue sometido el
oomiceto conduce de manera predictiva a cambios significativos en los procesos regulatorios
mediados por miRNAs.

Estos resultados indican mayor regulacion endégena de genes mediado por miRNAs en A-br-
ch, los cuales estan relacionados con el historial de infeccion/recuperacion al que fue sometido
el oomiceto. Es decir, cambios en la expresion de estos miRNAs podrian estar relacionados
con el proceso de adaptacion/aclimatacion de P. capsici a varias especies vegetales.

En un estudio realizado por Cui et al. (2014) identificaron potenciales miRNAs en P. infestans
cuyos potenciales genes targets son diversos que incluyen: proteina quinasa, arginina N-
metiltransferasa, hidrolasa de glucosido, helicasa de ARN de caja DEAD/DEAH, superfamilia
de cassettes de union a ATP (ABC), RNA helicasa dependiente de ATP, algunos genes
homdélogos también se identificaron como potenciales genes target de los miRNAs de novo de
esta investigacion.

En nuestros resultados no se logro identificar potenciales genes target para todos los miRNAs
de novo. Sin embargo, los estudios sobre miRNAs de animales y plantas han sugerido que los
mMiRNAs de evolucion reciente pueden originarse sin una homologia diana preexistente y
adquirir dianas en el curso de la evolucion (M. J. Axtell et al., 2011), es posible que sea el caso
para varios miRNAs de novo identificados en P. capsici.

En bibliotecas de sRNA-seq encontramos las isoformas de los miRNAs A-ch-ch_102 y A-br-
ch_214 cuyo potencial target es el gen efector RXLR Avr1b sobre la regién 3'UTR, las
caracteristicas termodinamicas predicativas de la estructura secundaria de las isoformas de
los miRNAs evidencio la formacién del hairpin, por lo cual es muy probable que se trate de un
mMiRNA verdadero. En general, este resultado indica que miRNAs candnicos de P. capsici
conducen a modificar su virulencia.
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En el estudio realizado por Cui et al. (2014), identificaron de manera in silico que los potenciales
MiRNASs pi-miR466f y pi-miR1918 de P. infestans se dirigen a genes efectores RXLR, es decir
todos estos datos respaldan la idea que los miRNAs son potencialmente importantes en los
patdgenos para regular genes efectores.

Los resultados de R. Vetukuri et al. (2012) sugieren que la unién de los candidatos a miARN
de P. infestans a los ARNm objetivo podria ocurrir de una manera mas similar a la de los
mIiARN animales, ya que los objetivos para los candidatos a miARN de P. infestans se
predijeron predominantemente en las UTR y las regiones codificantes, como lo muestran
nuestros resultados.

El aislado A-br-ch expresa el miRNA de novo A-br-ch_65, el cual potencialmente regula la
expresion de la enzima desmetilasa (509113) de P. capsici. Estos resultados sugieren la
importancia que tienen los MiRNAs en la regulacion de la expresion de diversas familias de
genes. Actualmente, que no existen reportes en el género Phytophthora que exploren
mecanismos de regulacion de reguladores epigenéticos como las desmetilasas basados en
mMiRNAs. Por lo cual, en esta investigacion sentamos las bases para proponer que en P. capsici
existen potencialmente mMiIRNAs que podrian regular procesos epigenéticos como la
desmetilacién de histonas de manera indirecta a través de la regulacién de la expresion de
desmetilasas.

En el aislado A-ch-ch, el miRNA de novo A-ch-ch_65 tiene como potencial target el gen de la
transposasa Tam3 (familia Ac) en el primer exén de la regibn CDS. En Antirrhinum, la
transposasa Tam3 (TPasa) puede transcribirse en ARNm y luego traducirse en proteina (Fujino
et al., 2011; Uchiyama et al., 2008). Esto nos lleva a plantear la hipétesis que miRNAs de P.
capsici al regular la expresion de enzimas tan importantes como las transposasas, podrian
modular la evolucién de los genes y regiones importantes del genoma en el oomiceto en
respuesta al historial de especies vegetales de infeccidn/recuperacion asociados al proceso
de adaptacién. En general, estos resultados son bastante interesantes ya que en los oomicetos
no se habia planteado esta posibilidad de regulacién epigenética indirecta, por lo cual esta
investigacion abre la posibilidad de explorar con mayor profundidad esta &rea de investigacion.

Nuestros resultados indican que el aislado A-ch-ch expresa 4 potenciales miRNAs de novo a
partir de SRNAs asociados a elementos transponibles y 32 miRNAs de novo en A-br-ch. Estos
datos sugieren nuevamente que existe mayor regulacion epigenética en A-br-ch comparado
con A-ch-ch, poniendo de manifiesto que los miRNAs son candidatos importantes como
reguladores de la evolucion y diversificacién del genoma de P. capsici sobre en el proceso de
adaptacion/ aclimatacion a diferentes especies vegetales.

La identificacion de potenciales miRNAs de novo y explorar el papel que pueden tener en
diversos procesos celulares, patogenicidad y evolutivos en P. capsici demuestran su
importancia, por lo cual es interesante continuar profundizando a nivel funcional estos analisis
predictivos para generar conocimiento que pueda ser aplicable en estrategias del control de la
enfermedad causada por P. capsici.
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6.16 Existencia predictiva de reinos cruzados de sRNAs de P. capsici hacia C. annuum
P. capsici tiene sRNAs y miRNAs de novo en asociados a regular genes susceptibles de
Capsicum annuum, relacionados con procesos de transcripcion, sintesis de ribosomas,
ATPasa, ubiquitinizacion y TARL, el cual es un gen involucrado en la estabilidad del mtDNA.
Estos resultados sugieren la existencia predictiva de reinos cruzados de sRNAs, en donde P.
capsici tiene potenciales sRNAs y miRNAs, denominados efectores sRNAs que
potencialmente pueden ser transferidos hacia el hospedero chile y regular la actividad de
genes del hospedero, que posiblemente mejoran el proceso infectivo.

En P. infestans se han identificado candidatos de miRNAs que tienen caracteristicas de miRNA
para plantas y animales, lo cual sugiere de reinos cruzados de RNAI conservado en especies
de Phytophthora (Bos et al., 2010). Ademas, Weiberg, Wang, Lin, Zhao, & Zhang (2013) han
encontrado que ocasionalmente, SRNAs son capaces de silenciar genes del hospedero que
favorecen la virulencia. En Botritis cinérea, el perfil de SRNAs de tejidos vegetales infectados
han identificado un conjunto de sRNAs (Bc-sRNA) que se predice que se dirigen a genes del
huésped en Arabidopsis y tomate (Nowara et al., 2010).

En el oomiceto biotréfico Hyaloperonospora arabidopsidis también se han identificado SRNAs
gue guian el silenciamiento del gen objetivo en su planta huésped (Qiao et al., 2021). Sin
embargo, no se ha explorado como se secretan y translocan estos SRNA desde el patdgeno a
las células huésped. Por lo tanto, los mecanismos que subyacen al movimiento de sRNAs, que
es un proceso central del silenciamiento de genes transespecies, siguen sin estar claros (Qiao
et al., 2021), siendo un area interesante para continuar explorando en P. capsici en futuras
investigaciones.

6.17 Evidencia de memoria epigenética inducida por xeno-miRNAs de C. annuum hacia
P. capsici

Los aislados A-ch-ch y A-br-ch contienen RNAs no codificantes provenientes de Capsicum
annum, enriquecidos en la longitud 19-21 nt, lo cual se confirmd de manera in silico con el
mapeo hacia mas de 90 genomas de otros vegetales. Algunos sRNAs especificos de C.
annuum en A-ch-ch son miRNAs homologos a Ppe-MIRN2882b y Vvi-MIRN3354, cuyos genes
targets de este Ultimo estan relacionados con proteinas de resistencia. Esto sugiere que
Capsicum annum expresa miRNAs en respuesta a la infeccion de P. capsici como posible
mecanismo de regulacién endbégena para evadir factores de virulencia del patégeno. Estos
resultados coinciden con las funciones descritas de los miRNAs en plantas como reguladores
de la inmunidad contra ataques de patégenos (W. Islam et al., 2017).

En A-ch-ch se identificaron 6 miRNAs de novo, en donde el miRNA designado como ch-
ch_gchile_000 tiene como potencial gen target CBOT65-G14 (508267) de P. capsici,
involucrado en el trafico intracelular, secrecién y transporte vesicular. Es decir, por medio de
algun mecanismo (talvez a través de vesiculas extracelulares), Capsicum annuum transloca
miRNAs hacia P. capsici, lo que conduce potencialmente a la disminucién del trafico
intracelular, secrecién y transporte vesicular del oomiceto como respuesta a la infeccion. Lo
interesante de estas observaciones es que los miRNAs de la planta pueden potencialmente
continuar con el efecto regulador sobre el patdgeno después de la interaccion.

130



Se ha identificado que sRNAs mejoran la inmunidad de las plantas a través del silenciamiento
de genes del patégeno inducido por el huésped (Qiao et al., 2021). El primer ejemplo de
transferencia de sRNAs de la planta hacia el patégeno para el silenciamiento de factores de
virulencia se denomind HIGS, descrito en planta de algodon como mecanismo de defensa
natural contra patdgenos no virales como los oomicetos, donde se descubrié que dos miRNAs,
miR159 y miR166, silenciaban los genes relacionados con la virulencia en el patégeno fangico
V. dahliae (T. Zhang, Zhao, et al., 2016). Los mutantes de V. dahliae con Clp-1 o HiC-15
desactivados mostraron una virulencia reducida, lo que concuerda con la hip6tesis que miR159
y miR166 producidos por las plantas de algodon infectadas ingresaron a las células fungicas
invasoras y desencadenaron la escision de las transcripciones de patégenos especificos que
se requieren para la virulencia (T. Zhang, Jin, et al., 2016; T. Zhang, Zhao, et al., 2016).

Ademas, fue descrito por Hou et al. (2019) que un grupo de siRNA secundarios derivados de
un subconjunto de transcripciones de genes PPR de A. thaliana pueden potencialmente
apuntar a multiples genes asociados con la esporulacion y la virulencia de P. capsici.

Los potenciales miRNAs de C. annuum detectados en A-ch-ch y A-br-ch, son en realidad
potenciales xeno-miRNAS, los cuales son definidos como microRNAs que se originan a partir
de especies exdgenas detectadas en otro organismo. Un nimero creciente de estudios ha
sugerido que muchos de estos xeno-miRNAs pueden estar involucrados en interacciones y
manipulaciones entre especies. Hasta la fecha, se han informado cientos de xeno-miRNAs en
varios organismos (Fan et al., 2018), incluidos humanos (L. Zhang et al., 2012), ratones (L.
Zhang et al., 2012), cerdos (Luo et al., 2017), panda (Ma et al., 2017) y gusanos de seda (L.
Jia et al., 2015).

Chin et al. (2016) encontraron miRNAs de plantas que naturalmente pueden transferirse y
mantenerse estables en los las células de los cuerpos de los animales, ya que encontraron
gue el miR159 de plantas, es capaz de transferirse a células de cancer de mama humano y
mantenerse. Sin embargo, los descubrimientos de Masood et al. (2016); Y. Zhang et al. (2012)
sugieren que existe absorcion selectiva de miRNAs de plantas por parte de los animales. Es
decir, s6lo miARNs de plantas con una secuencia especifica son absorbidos por especies
especificas de animales. Ademas, J. Yang et al. (2016) sugirieren que no todos los miRNAs,
pero si algunos MmiRNAs de plantas con ciertas caracteristicas podrian mantenerse estables
en el tracto gastrointestinal de los animales, por lo cual es importante realizar este tipo de
andlisis en posteriores estudios de la interaccidén P. capsici-planta basados en miRNAs para
conocer el mecanismo por el cual miRNAs de la planta son “seleccionados” por el patdgeno y
como es que los miRNAs de la planta se mantienen en el oomiceto después del proceso de
patogénesis.

Continuamente, se han propuesto nuevas hipotesis sobre miRNAs extracelulares, por ejemplo,
mMiRNA exosomal (Camussi et al., 2011; Turchinoyich et al., 2016), miARN circulante (X. Chen
et al., 2008; Witwer, 2015) y miRNA exdgeno (xenomiR) (Witwer & Zhang, 2017; L. Zhang et
al., 2012), por lo cual esta investigacion abre la posibilidad de continuar explorando esta
fascinante actividad regulatoria entre reinos de P. capsici con varias especies vegetales y
viceversa.
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6.18 Evidencia de herencia epigenética transgeneracional en P. capsici inducido por
sRNAs y miRNAs exdgenos del hospedero primario

En el aislado A-br-ch se encontraron poblaciones de sRNAs mayormente de 18-20 nt del
aislado primario (brocoli), comprobados in silico por tener mayor conservacion con Brassica
oleracea al compararlos con mas de 90 genomas plantas. Estos sRNAs provienen
principalmente de regiones mitocondriales, del gen que codifica para la ubiquitina E3 ligasa y
factor de elongacion Tu de cloroplasto de la planta brécoli, de los cuales 6 tipos fueron
identificados como miRNAs.

En general, los resultados sugieren que el aislado primario transfiere SRNAs y miRNAs a P.
capsici, los cuales son heredados a la siguiente generacién, contribuyendo a potenciales
cambios en el oomiceto. Esto podria explicar, parte de los cambios observados sobre su
patogenicidad, plasticidad fenotipica cuando infecta varias especies vegetales a través de las
generaciones cuando el hospedero primario es brécoli. Es decir, estos resultados predictivos
siguieren la existencia de posible herencia epigenética transgeneracional mediada por SRNAs
y miRNAs en P. capsici inducida por Brassica.

La herencia epigenética transgeneracional mediada por SRNAs se informo recientemente en
C. elegans, donde se demostré que la descendencia de cepas expuestas a dsRNA tenian
modificaciones de cromatina directas en el sitio objetivo y generaban mas sRNAs en
generaciones posteriores (N. O. Burton et al., 2011; Castel & Martienssen, 2013). Ademas, el
estado silenciado pudo mantenerse en la progenie y transmitirse a través de generaciones
incluso en ausencia del disparador original de dsRNA. Existen vias similares de herencia
epigenética en Drosophila y Arabidopsis (Cecere, 2021), por ello, creemos que mecanismos
similares podrian operar en P. capsici.

T. Zhang, Zhao, et al., (2016), encontraron evidencia de herencia epigenética, a través de la
identificacion de los miR159 y miR166 de la planta de algodén hacia hifas del hongo V. dahliae
en la siguiente generacion, como lo encontrado en esta investigacion

Cecere, (2021) inform6 que la herencia de los RNA pequefios puede ocurrir de una generacion
a otra a lo largo de multiples generaciones. Sin embargo, Grishok et al. (2000) y Gu, Pak, et
al. (2012) indican que la herencia epigenética no es permanente, y el gen silenciado que es el
objetivo del RNAI restaura su expresion después de algunas generaciones, por lo cual
multiples factores pueden influir en la duracion transgeneracional de la respuesta de RNAI.

El mecanismo por el cual los miRNAs heredados pueden ejercer funciones epigenéticas
prolongadas a lo largo de multiples generaciones no esta claro, especialmente considerando
la ausencia de cualquier mecanismo de amplificacion (Cecere, 2021). Por lo cual, la pregunta
fundamental es qué protege a los sSRNA entre reinos de la degradacién. En los mamiferos, los
SRNAs extracelulares a menudo se asocian con complejos de proteinas protectoras de ARN
y/lo se encapsulan en vesiculas extracelulares evitando ser degradados (Mittelbrunn &
Sanchez-Madrid, 2012; M. Wang et al., 2015).

Se desconoce el mecanismo por el cual los SRNAs y miRNAs de la planta podrian continuar
en la siguiente generacion en P. capsici, una alternativa podria ser mediante un
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comportamiento similar a los sSRNAs de viroide (vd-sRNA), ya que son una clase Unica de
sRNA que se acumulan dentro del huésped y conducen a la interrupcion de la expresion
genética y al establecimiento de la infeccion a través de su diseminacion sistémica (Ding, 2009;
Ding & Itaya, 2007). Estos vd-sRNA se replican dentro del nucleo a través de circulos rodantes
con la patrticipacion activa de complejos intermedios de RNA de doble cadena (J.-A. Navarro
et al., 1999; OWENS, 2007).

Otra posibilidad es por medio de la presencia de elementos especializados en su conservacion,
como es el caso de enzimas HRDE-1, en donde N. Burton et al. (2011) encontraron que en
mutantes de HRDE-1 de C. elengans no pueden heredar la respuesta de RNAI, lo que indica
gue se requiere HRDE-1 para las respuestas hereditarias de RNAIi (Buckley et al., 2012). En
el mismo organismo modelo han encontrado que se requiere la enzima NRDE-3 para transmitir
el silenciamiento de RNAI hereditario en las células sométicas de animales F1 no expuestos a
dsRNA en la linea germinal (N. Burton et al., 2011), por lo cual es importante la busqueda de
proteinas homologas en P. capsici para profundizar en el conocimiento de los mecanismos de
herencia epigenética transgeneracional basado en sRNAs.

Otra alternativa, para explicar la herencia epigenética transgeneracional en P. capsici, es por
medio de la actividad de la enzima RDR, ya que los RNA pequefios, en particular los RNA de
interferencia pequefios (SiRNA) y los RNAs que interactian con Piwi (piRNA), son
fundamentales para muchos de los paradigmas de herencia epigenética transgeneracional
mejor establecidos, como la paramutacion y la interferencia del RNA (RNAI). En estos
sistemas, los niveles de RNAs pequeiios generalmente se mantienen mediante un mecanismo
gue involucra RNA polimerasa dependiente de ARN (RDR): los RNAs pequefios estimulan la
copia dependiente de RDR de transcritos mas largos del huésped, después estos transcritos
se procesan para producir varias especies de RNA secundario que se mantienen. Por lo cual,
la mutacion de los genes que codifican RDR impide el silenciamiento epigenético estable en
muchos sistemas de herencia transgeneracional (Boskovi¢ & Rando, 2018).

Vastenhouw et al. (2006), demostraron que la introduccion de sRNAs exogenos hacia C.
elegans mediante la alimentacion tuvieron un efecto regulador el cual duré varias generaciones
y que ademas estos dsRNAs fueron capaces de viajar a través de tejidos y érganos somaticos
hasta la linea germinal y a través de los gametos hasta las proximas generaciones del
nematodo. Por ello, otra posibilidad es la migracion de sRNAs y miRNA a sitios celulares que
sean heredables, como es el caso de los esporangios y zoosporas de P. capsici.

La absorcién transgeneracional de sRNAs y miRNAs identificados en A-br-ch podria ser
explicada a través de enzimas especializadas del patégeno, ya que McEwan et al. (2012);
Winston et al., (2007b) han documentado que los dsRNA exdgenos liberados por las bacterias
hacia C. elegans son transportados dentro de las células por la proteina SID-2 a través de la
endocitosis. También demostraron que la liberacion de los dsRNAs en el citosol de las células
intestinales y la propagacion de dsRNA a otros tejidos u 6rganos esta mediada por la proteina
transmembrana SID-1, la cual es selectiva para dsRNA (Feinberg & Hunter, 2003; McEwan et
al., 2012). Por lo tanto, SID-1 participa tanto en la liberacién como en la captacién de dsRNA
en las células del donante y del receptor. Es importante explorar la existencia de proteinas
homologas con funcion similar en P. capsici para profundizar en el conocimiento del reino
cruzado de sRNAs y miRNAs sobre la herencia epigenética transgeneracional.
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Creemos que los sRNAs y miRNAs de Brassica encontrados en A-br-ch podrian ser
transcolocados desde el aislado primario al patdgeno por medio de vesiculas extracelulares,
entonces mediante un mecanismo desconocido permanecen los SRNAs en el oomiceto, y son
heredados a la siguiente generacion. Posiblemente mediante un mecanismo de
autorreplicaciéon de sRNAs desconocido que les permita mantenerse en P. capsici, incluso
mediante la migracién de algunas proteinas de unién a RNA que probablemente pueden
proporcionar estabilidad, y ayudar a la replicacién de los mismos, o por medio de la utilizacion
de enzimas propias del patdgeno para autorreplicarse, por ejemplo via RDR y generar SRNAs
secundarios. También, esto podria ser explicado, por medio del alojamiento de sRNAs y
miRNAs exdégenos en comportamientos celulares especificos, que les permitan su
estabilizacion, replicacion y mantener una potencial actividad reguladora en el oomiceto,
incluso mediante la accién de enzimas y mecanismos aun desconocidos.

Por ello, es necesario realizar futuras investigaciones que profundicen en algunos de estos
posibles mecanismos de mantenimiento de sRNAs y actividad reguladora a través de las
generaciones, para dilucidar cuéles son los mecanismos moleculares subyacentes de la
exportacion de sRNA desde una célula vegetal y la absorcion a la célula del patégeno, ¢,como
se mueven los sRNA a través de diversos limites celulares?, el mecanismo de herencia de los
sRNAs y miRNAs exdgenos y su papel en la adaptacion de P. capsici a varias especies
vegetales a través de las generaciones.

6.19 P. capsici codifica enzimas centrales en la biogénesis, transporte y procesamiento
de sRNAs y miRNAs en su genoma

El analisis de gendmica comparativa indicé que P. capsici codifica dos genes dicer-like (DCLa
y DCL), un gen exportina 5 (Exp5A), seis genes argonautas (AGO-A, AGO-B, AGO-C, AGO-
D, AGO-E y AGO-F) y una RNA polimerasa dependiente de RNA (RDR) con los dominios
funcionales caracteristicos para cada enzima. Estos resultados sugieren que en P. capsici
existen mecanismos epigenéticos basados en RNAs no codificantes que son canonicos a los
reportados en diversos organismos, como mamiferos, plantas, humanos, insectos, hongos y
otros oomicetos patdgenos (Pabon-Martinez, 2011).

La identificacion de estas enzimas es de gran importancia para el estudio de P. capsici ya que
anteriormente no se habian descrito en este organismo, lo cual abre la posibilidad de
profundizar en el estudio de estas enzimas mediante el analisis de expresion y funcién para
conocer su papel sobre el proceso de adaptacién/ aclimatacién a diferentes especies vegetales
del chromista.

En P. infestans, P. sojae y P. ramorum también se han identificado dos DCL y una RDR
(Bollmann et al., 2016; Fahigren et al., 2013), sugiriendo la conservacion e importancia de
estas enzimas entre los oomicetos patdgenos. Hasta el momento de la escritura de esta
investigacion no se habia descrito una enzima exportina-5 entre los oomicetos patégenos, la
identificacion del homologo Exp5A en P. capsici conduce a ampliar el conocimiento sobre las
vias de regulacion epigenéticas en los oomicetos que faltan por explorar.
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P. infestans, P. ramorum, P. sojae y P. parasitica codifican cinco, seis, nueve (Bollmann et al.,
2018) y cinco (Xu et al., 2022) genes AGO, respectivamente, en cambio P. capsici codifica seis
genes AGO, sugiriendo actividades funcionales conservadas y especificas entre las enzimas
de cada especie.

La identificacion de los genes DCL, Exp5, AGO y RDR conducen a explicar de manera consiste
la identificacibn de sRNAs y miRNAs expresados por P. capsici en las bibliotecas de
secuenciacion de sRNA-seq, las cuales sugerian que el oomiceto deberia tener algunas de
estas enzimas claves de biogénesis, transporte y procesamiento de RNAs pequefios.

6.20 Las enzimas DCL de P. capsici estan relacionadas filogenéticamente con otros
oomicetos

P. capsici tiene las enzimas DCLa y DCLB, en donde la primera tiene mayor relacion
filogenética con DCL1 de P. infestans y P. sojae, en menor relacion con Dicer de D.
melanogaster y H. sapiens. En cambio, DCL tiene mayor similitud con DCL2 de P. sojae y P.
infestans, a su vez este grupo se encuentra relacionado con las proteinas Drosha de D.
melanogaster y H. sapiens.

Nuestros resultados coinciden con los andlisis filogenéticos realizado por Bollmann et al.
(2018) de DCL1 y DCL2 en varias especies de Phytophthora, los cuales revelaron tener un
origen evolutivo divergente. Ademas, nuestros resultados indican que las proteinas DCL se
encuentran conservadas entre los principales oomicetos, sugiriendo entonces una funcion
similar por clado. De acuerdo a la topologia de la reconstruccion filogenética, DCLa al
asociarse con DCL1 de P. infestans y P. sojae sugiere que se trata de una potencial proteina
homologa cuya funcion en P. infestas se conoce esta relacionada con la biogénesis de SRNAs
de 21 nt en la via de miRNAs (R. R. Vetukuri et al., 2012a).

Es decir, creemos que DCLa es responsable de la biogénesis de miRNAs, en cambio DCL al
asociarse con DCL2 de P. infestans y P. sojae las cuales potencialmente llevan a cabo la
biogénesis de sRNAs de 25 nt, de la via del RNAI (Bollmann et al., 2016), estos resultados
sugieren que DCL podria ser la enzima encargada en la biogénesis de sRNAs de 25 nten P.
capsici que se encontraron en los andlisis de sSRNA-seq. Sin embargo, es necesario realizar
experimentos adicionales para el esclarecimiento de la funcion de ambas enzimas.

La topologia del arbol sugiere que el par de proteinas son caracteristicas de los oomicetos
Phytophthora, ya que fueron lejanamente relacionadas con los grupos de Drosha y Dicer de
D. melanogaster y H. sapiens, asi como de DCL 1-4 de A. thaliana. En concreto, existen
relaciones evolutivas entre las familias de proteinas DCL, Dicer y Drosha entre organismos
con funciones potencialmente especificas pero similares.

Nuestros resultados predictivos (ANEXO 43) indican que DCLa se localiza en el nucleo y DCLJ
en las mitocondrias. Este Gltimo contrasta con lo encontrado en P. sojae y P. infestans, ya que
Nakai & Horton (1999) y Bollmann et al. (2016), encontraron que DCL1 y DCL2 de ambos
oomicetos estan localizados en el nudcleo, por lo cual es necesario realizar futuras
investigaciones para validar la localizacion subcelular de DCLa y DCL en P. capsici.
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6.21 La exportina-5A de P. capsici esta relacionada con homologas de otros oomicetos
La reconstruccion filogenética de la exportina 5A de P. capsici revel6 que se aloja en el clado
con mayor diversidad de especies Phytophthora, con mayor similitud a la Exp5 de P. cactorum,
seguida del grupo conformado por P. parasitica, P. nicotianae y P. infestans. También, se
encontr6 que Exp5A de P. capsici y en general de los oomicetos, esta separada
filogenéticamente de los mamiferos, lo que sugiere caracteristicas especificas entre las Exp5
de mamiferos y el género Phytophthora. Sin embargo, su origen evolutivo no esta esclarecido
completamente, por lo cual proponemos realizar analisis filogenéticos con la adicién de
organismos diversos para profundizar en el conocimiento de los origenes evolutivos de Exp5
en P. capsici.

En mamiferos, la exportina 5 es una proteina miembro de la familia de las carioferinas
encargada de transporte nuclear de miRNAs a través del poro nuclear, desde el niucleo hacia
el citoplasma en la presencia del cofactor Ran-GTP44 (Pabdn-Martinez, 2011). El estudio de
Bollmann et al. (2016) mostré que DCL1 y DCL2 se localizan en el nicleo y algunas proteinas
argonautas en el citoplasma, abriendo la posibilidad que la funcion de la Exp5A sea el
transporte de sRNAs del nucleo al citoplasma en P. capsici y demas especies de oomicetos.

6.22 P. capsici tiene seis enzimas argonautas relacionadas con otros oomicetos

Las seis AGO de P. capsici estan separadas en dos principales grupos. En el clado | se
encuentra AGO-A, relacionada mayormente con AGO-1 de P. infestans, P. palmivora y P.
megakarya, y el paralogo AGO-2 de P. infestas. En el clado Il se encuentran las restantes cinco
AGO de P. capsici, caracterizado por su diversidad al incluir distintas AGO de otras especies
de Phytophthora. Nuestros resultados coinciden con lo reportado por Bollmann et al. (2018),
ya que encontraron que las proteinas AGO de diferentes oomicetos Phytophthora, estan
separados por dos clados principales, en el clado | que consta principalmente de homdlogos
unicos de AGO1 de cada especie. Las excepciones son P. infestans, que tiene dos homologos
casi idénticos. Y el clado Il conformado por el resto de AGO de los oomicetos.

AGO-C y AGO-D de P. capsici se encontraron en un clado independiente, con bastante
cercania, sospechando que se trata de proteinas paralogas con la probabilidad que alguna de
las dos no se exprese 0 no sea funcional. En cambio, AGO-E de P. capsici tiene mayor relacion
con AGO-5 P. megakarya, que a su vez se relacionan con el clado de AGO-5 de P. infestans
seguido de AGO-2 P. rubi. Estos resultados sugieren que la diversidad de secuencia existente
en las proteinas argonautas en P. capsici y otras especies de oomicetos presumiblemente
podria conducir a funciones especializadas, estando implicadas en diferentes vias de
regulacion génica mediadas por sSRNAs.

Los hallazgos de Asman et al. (2016) y Xu et al. (2022), sugieren que en Phytophthora, las
proteinas del clado AGO | pueden ser especificas para la clase de sRNAs de tamafio mas
pequefio (MIRNAS), y las proteinas del clado AGO Il pueden ser especificas para la clase de
tamafio de SRNAs mas grande (SiRNASs), lo cual podria aplicar a P. capsici.

Nuestros resultados predictivos sugieren que las seis AGO de P. capsici se localizan en el
citoplasma, lo cual es consistente con lo encontrado por Asman et al. (2016). Sin embargo, se
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sugiere realizar experimentos adicionales para demostrar experimentalmente la localizacion
subcelular experimental de AGOs en P. capsici.

6.23 La RDR de P. capsici se agrupa en un clado separado entre los oomicetos

La RNA polimerasa dependiente de RNA (RDR) de P. capsici present6 la mayor divergencia
entre los oomicetos al ubicarse en un clado separado del resto de las especies Phytophthora
analizadas, lo que sugiere diferencias en las secuencias en las RDRs entre los oomicetos. Sin
embargo, no esta claro si estas diferencias pueden conducir a especificidad en la funcion de
las RDR, para ello es necesario realizar experimentos adicionales.

En mamiferos, la RDR es responsable de la biogénesis de sRNAs secundarios utilizando
ssRNA como plantillas que AGO no degrada completamente del RNAm, entonces la RDR
recrea un dsRNA del RNAm diana y DCL procesa nuevamente en siRNAs, para ser cargados
a RISC y por medio de AGO potenciar el silenciamiento génico (Axtell et al., 2006).

En especies de oomicetos como P. infestans (R. R. Vetukuri et al., 2013), P. sojae y P.
ramorum su genoma codifican una sola proteina RDR (Fahlgren et al., 2013) al igual que en
P. capsici. En cambio, se ha reportado que el hongo fitopatégeno Verticillium dahliae codifica
tres RDR y A. thaliana tienen seis homoélogos de RDR (Jin et al., 2019), lo que sugiere que las
RDR podrian cumplir funciones especificas en los diferentes organismos, asi como de vias de
regulacion génica unicas entre los seres vivos.

El analisis filogenético en varios oomicetos Phytophthora del dominio caracteristico de la ARN
polimerasa dependiente de ARN (RdRP) sugiere que el ancestro comun de los oomicetos tenia
un solo gen RDR (Fahlgren et al., 2013), el cual no se ha perdido entre las especies de
Phytophthora. Esto sugiere que la RDR que es una enzima importante para los oomicetos
incluido P. capsici, por ello es importante realizar analisis funcionales, ya que se desconoce el
papel experimental de la RDR en P. capsici y varios oomicetos.

Estos resultados son importantes debido a que anteriormente no se habia reportado alguna
RDR en P. capsici. Ademas, que también se identificO por primera vez enzimas RDR que
tampoco habian sido reportadas en otros oomicetos como P. megakarya, P. cinammomi, P.
rubi y P. nicotianae. Asi mismo, se encontro que los genomas de P. kernoviae y P. palmivora
no codifican homélogos de RDR, abriendo la posibilidad a nuevas preguntas de investigacion,
acerca de eventos de perdida y mantenimiento de la RDR entre especies de Phytophthora.
6.24 Las enzimas centrales de biogénesis, transporte y procesamiento de sRNAs se
expresan significativamente entre varios aislados de P. capsici

Los analisis de expresion relativa de los genes DCLa, DCLB, Exp5A mostraron niveles
variables de expresiéon en micelio de D3, A-chile, A-brécoli, A-ch-ch y A-br-ch, lo que sugiere
disminucion de la biogénesis y transporte de SRNAs en el oomiceto comparado con el control.
En P. infestans (R. R. Vetukuri, Avrova, et al., 2011) y P. sojae (Bollmann et al., 2018) también
se han realizado experimentos de expresion de los genes DCL1 y DCL2 en micelio, mostrando
niveles de expresion estables. Lo cual apoya la idea que el hospedero e historial de infeccion
en P. capsici conducen a cambios significativos en la expresion de DCLa, DCLB y Exp5A.
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Nuestros resultados de expresion sugieren que AGO A, B, D, E y F son importantes en P.
capsici al identificar variaciébn en su expresion entre los tratamientos evaluados. Lo que
ademas sugiere funcién diferente entre las distintas AGO.

En micelio de P. sojae Bollmann et al. (2018), también encontraron variacion en la expresion
de los niveles de transcripcion y los patrones de los diversos genes AGO (AGO 1, AGO 3, AGO
5, AGO 6, AGO 8) resaltando aun mas las divergencias en la funcion potencial entre los genes
AGO. También en P. infestans Asman et al. (2016) realizaron analisis RT-gPCR, midiendo el
nivel de expresion de PIAGO1, PIAGO3, PIAGO4 y PIAGO5, encontrando variacion en la
expresion relativa de sus AGO.

El papel de la expresion de las enzimas AGO fue reportado Xu et al. (2022) sobre el aumento
de la virulencia de P. parasitica, en donde mutantes PpPAGO3 esta relacionada con la expresion
activada de los genes efectores regulados por sSRNAs. En conjunto, los resultados de Xu et al.
(2022) proporcionaron pruebas convincentes de que PpAGO3, junto con sRNA de 25-26 nt,
desempeiian un papel importante en la virulencia. Por ello, proponemos que los cambios
observados en los niveles de expresion en las distintas AGO de P. capsici estan relacionadas
con la regulacion de genes mediante sSRNAs que modulan la virulencia de los aislados del
oomiceto, en donde la especie vegetal e historial infectivo inducen estos cambios y/o es la
forma de adaptacion de P. capsici a diferentes hospederos.

Por su parte, en el reporte de Bollmann et al. (2018) encontraron que RDR de P. sojae se
expresa en micelio como lo encontrado en esta investigacion. Sin embargo, identificamos
variacion en la expresion del gen debido a los tratamientos evaluados ya que sugieren que
brocoli inducen el aumento de la expresion de RDR.

Estos experimentos de expresion relativa son de gran relevancia ya que anteriormente su
expresion no se habia reportado en P. capsici, por lo cual el siguiente paso es realizar
experimentos funcionales de estas enzimas.

6.24.1 El hospedero e historial de infecciones reducen la expresion de DCLa en aislados
de P. capsici

Los analisis de expresion de DCLa en micelio de P. capsici, sugieren que la enzima es
funcional ya que se evidenci6 su expresion, la cual vario entre los tratamientos evaluados. Los
resultados también indican que cuando P. capsici tiene periodos largos sin infectar alguna
especie vegetal, la regulacion génica mediada por DCLa es mayor que después de infectar/ser
recuperado de infecciones primarias y secundarias. Esto podria ser porque P. capsici D3 tiene
los medios Optimos para crecer en placa Petri, la cual estd adicionada con nutrientes
provenientes de varios vegetales, entonces talvez sélo requiere expresar algunos genes claves
para su crecimiento y desarrollo, por ello podria regular la expresion de genes que no requiere
en ese momento influenciado por DCLa.

En cambio, en aislados primarios y secundarios los resultados sugieren relajacion de la

regulacion de la expresion génica. Sin diferencias significativas en la expresién del gen DCLa
entre los aislados obtenidos de infectar chile, brécoli y br-ch, lo cual indica que cambios en la
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expresion de DCLa no esta directamente influenciada por el tipo de especie vegetal del cual
se recuperd el oomiceto.

En A-ch-ch se encontré disminucion significativa de la expresion del gen comparado con el
resto de tratamientos, sugiriendo que la influencia de consecutivas infecciones del patdégeno
en chile lo llevan a disminuir ain mas la expresion de la enzima, lo que podria desencadenar
aumento de la expresion de genes comparado con la infeccion primaria en chile.

Ademas, se observo que el historial de infeccidn/recuperacion al que fue sometido el oomiceto
en diferentes especies vegetales lo lleva a presentar cambios significativos en el nivel de
expresion del DCLa, como es el caso comparativo entre los aislados secundarios A-ch-ch y A-
br-ch, en donde el patégeno responde de manera diferente, expresando significativamente
mayor la enzima en A-br-ch. En general, los datos se expresion concuerdan los resultados
obtenidos en las bibliotecas de sRNA-seq en donde se encontré mayor nivel de expresion de
SRNAs en A-br-ch comparado con A-ch-ch, los cuales podrian estar influenciados por la
expresion de DCLa.

6.24.2 El hospedero e historial de infecciones disminuyen el nivel de expresion de DCLB
en P. capsici

El mayor nivel de expresion del gen DCLB se encontr6 en el control D3 y disminuyo
significativamente en los aislados obtenidos de las infecciones primarias y secundarias, lo cual
fortifica la idea de relajacion de la regulacion de la expresion génica mediada por SRNAs en P.
capsici después de ser aislado del patosistema.

Se identificaron diferencias significativas de expresion en DCL cuando el patégeno es aislado
de infecciones primarias de chile y brécoli, en este Ultimo su expresion es significativamente
mayor que A-chile, lo cual pone en manifiesto que la especie vegetal de la cual se recupera el
patdégeno tiene influencia sobre la expresion del gen.

Se mostré el mismo nivel de expresion de DCLB en la linea de P. capsici recuperado de
infeccidén primaria y secundaria de chile. Es decir, ya sea que P. capsici fuera recuperado de
una primera o segunda exposicion de infeccion en chile, el nivel de expresion del gen es similar.
Esto podria indicar que la influencia de chile como hospedero del cual se recuperé el oomiceto
esta fuertemente relacionada con los mecanismos moleculares de regulacion de la expresion
génica basado en sRNAs.

Al comparar los niveles de expresion del gen DCLB en los aislados A-chile y A-ch-ch con
aquellos obtenidos bajo una influencia de brécoli (A-brdcoli y A-br-ch), se logra observar que
el nivel de expresidn del gen es significativamente menor en el primer par (A-chile y A-ch-ch),
esto supone que en la linea de infeccién en chile existen cambios en la regulacion de la
expresion de genes basado en sRNAs en comparaciéon con la linea de infectar brocoli y que
ademas su expresion permanece relativamente similar por linea vegetal.

Al comparar los perfiles de expresion entre los aislados secundarios A-ch-ch y A-br-ch,

nuevamente se logra observar que el historial de hospederos que infecta/es recuperado P.
capsici conducen a cambios en la expresion del gen, en A-ch-ch el gen se expresa menos en
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comparacion a A-br-ch. Es decir, el patdgeno desactiva la expresion del gen lo que en
consecuencia conduciria al aumento de la expresion de genes, potencialmente para
aclimatarse/adaptarse a la especie vegetal.

Estos resultados coinciden con los datos de secuenciacion, en donde se observé mayor
abundancia de sRNAs de 25nt nt en A-br-ch comparado con A-ch-ch, lo cual pone de
manifiesto que el hospedero que infecta el oomiceto asi como el historial de infeccién conducen
a cambios en el comportamiento de la regulacion de la expresion génica basada en sRNAs en
P. capsici.

6.24.3 El hospedero e historial de infeccion/aislamiento de P. capsici producen
disminucion en la expresion de Exp5

Se conoce que la actividad de la exportina 5 en organismos como Xenopus tropicalis esta
asociada con el transporte de sRNAs del nucleo hacia el citoplasma para ser reconocidos por
proteinas argonautas y llevar a cabo la regulacion génica (BOHNSACK et al., 2004). La
expresion relativa de exportina 5A, exhibié un patrén de expresion similar a DCLJ, es decir,
fue significativamente mayor en D3 (control) que en los aislados obtenidos de infecciones
primarias y secundarias, lo cual refuerza la idea que sugiere disminucion de la sintesis y
transporte de sRNAs en P. capsici después de ser recuperado de infecciones primarias y
secundarias, lo cual potencialmente podria causar el aumento del nivel de expresion de genes
relacionados con el proceso de adaptacion/aclimatacion a especies vegetales.

Al comparar el nivel de expresion de la exportina 5A entre los aislados primarios obtenidos de
chile y brécoli se evidenciaron diferencias significativas ente los tratamientos, en donde se
encontré que en A-chile disminuye significativamente su expresion en comparaciéon con A-
brocoli. En otras palabras, cambios en el nivel de expresion del gen sobre el transporte de
SRNAs podria estar influenciado por la especie vegetal del cual se recuperé el oomiceto.

No se observaron diferencias significativas en la expresion de la exportina 5A cuando el
oomiceto es recuperado de una infeccién primaria o secundaria de chile, lo cual indica la
existencia de un posible patrén de expresion del gen asociado al transporte de sSRNAs con
respecto a la especie vegetal (chile) de la cual se recuperd el oomiceto, ya que su expresion
tiende a ser significativamente menor con respecto a los aislados obtenidos de infeccién en A-
brécoli y A-br-ch.

En general, los datos sugieren relajacién de la regulacion de expresiéon génica influenciada por
el hospedero (chile) a través del transporte de sSRNAs. Al comparar el perfil de expresion de la
exportina 5A entre los aislados secundarios A-ch-ch y A-br-ch, se muestra el mismo patrén de
expresion que en DCLa y DCL. Esto es, disminucién significativa de la expresion en A-ch-ch
con respecto a A-br-ch, lo que sugiere que existe una influencia marcada en la expresién del
gen con respecto al historial de hospederos que infecta el patdgeno, estos datos de expresion
sugieren que en A-ch-ch existe menor regulacion de la expresion génica y en consecuencia
potencialmente P. capsici expresa mas genes comparado con A-br-ch.

El nivel de expresion de la exportina 5A cuando el oomiceto es recuperado de una infeccion
de A-brocoli y A-br-ch tiende a ser similar (no presenta cambios significativos), lo cual indica
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en el caso de A-br-ch que el hospedero primario puede contribuir a cambios en el
comportamiento del oomiceto sobre la expresion del gen en la siguiente generacion clonal al
infectar un hospedero distinto (chile), indicando que el hospedero primario (brécoli) conduce a
una posible herencia epigenética sobre la expresion de la exportina 5.

En resumen, los datos de expresién relativa de DCLa, B y exportina 5A indican una posible
correlacion en su expresion sobre los aislados D3, A-chile, A-ch-ch y A-br-ch de P. capsici. Ya
gue después que el oomiceto es recuperado de infecciones primarias y secundarias, disminuye
significativamente la expresién de estos genes, aumentando potencialmente la expresion de
genes que antes de infectar alguna especie vegetal no se encontraban activados.

6.24.4 El nivel de expresion relativa de genes argonautas cambia por el historial de
infeccion y hospederos

El analisis de la expresion relativa de los cinco genes argonautas evaluados en la cepa control
D3y los aislados de P. capsici obtenidos de infecciones primarias de chile y brocoli (A-chile,
A-brocoli), asi como de los derivados de infecciones secundarias A-ch-ch, A-br-ch mostraron
gue son susceptibles a cambios significativos en su expresion por la influencia del hospedero
e historial infectivo, ya que se encontr6 que soélo el hospedero chile induce aumento
significativo de la expresion de AGO-A.

En cambio, en AGO-B, AGO-D, AGO-E y AGO-F, se observo la tendencia que cuando P.
capsici tiene periodos largos sin infectar o interactuar con hospederos, la expresion de los
genes es relativamente elevada, como posible mecanismo para controlar o administrar la
expresion de genes. Sin embargo, cuando el oomiceto es recuperado de infectar en una
primera o0 mezcla de hospederos como chile y brécoli, lo conduce generalmente a disminuir la
expresion de los genes comparado con el control, con algunas excepciones. Esto sugiere que
aumenta la actividad génica del oomiceto, basada en la disminucién de la expresion de genes
argonautas.

Es decir, la expresion de los genes argonautas esta influenciada por el hospedero a través de
una memoria e incluso una posible herencia epigenética, lo cual podria generar que el
oomiceto se encuentre “alerta” para que se reactiven procesos celulares que antes de la
interaccion no estaban en funcionamiento.

De manera particular, cada gen argonauta muestra un patron caracteristico de expresion
poniendo de manifiesto una posible funcionalidad especifica para cada gen argonauta
analizado.

Por todo lo anterior, creemos que la expresion de los genes argonautas son importantes en el
proceso de adaptacion/ aclimatacion en P. capsici. Ya que el aumento de la expresion de AGO-
D es inducida por brocoli y disminuida por chile. En cambio, el nivel de expresion de AGO-E
disminuye dependiente del hospedero e historial de infeccion/aislamiento y la expresién AGO-
F disminuye significativamente en aislados primarios y secundarios de P. capsici.

No se identifico evidencia de expresion de AGO-C a partir de cDNA de P. capsici, sin embargo,

se encontr6 amplificacion a partir de DNA gendémico. Esto indica que el gen no es
potencialmente funcional, debido probablemente a la falta de componentes necesarios para su
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expresion, o bien de acuerdo al analisis filogenético, AGO-C al ser ortélogo de AGO-D, es
probable que el genoma de P. capsici albergue dos versiones del mismo gen argonauta (AGO-
C y AGO-D) en donde s6lo AGO-D es el gen funcional, al encontrar evidencia experimental de
Su expresion.

Se encontrd un patrén de expresion de AGO-D que indica que si el Ultimo hospedero del cual
se recuperd el oomiceto es chile, sin importar las ocasiones que lo infectd o el historial de
infeccion de dos generaciones, el nivel de expresion de AGO-D tiende a disminuir
significativamente comparado con el control. Es decir, la expresion de AGO-D estéa fuertemente
influenciada por el hospedero inmediato anterior del cual se obtuvo el oomiceto como parte de
una posible memoria epigenética, ya que en el momento del analisis de expresion génica el
oomiceto no se encontraba directamente en interaccién con el hospedero, por lo que éste
podria ser capaz de generar cambios en el comportamiento en forma de recuerdo o “memoria”
epigenética influenciado por el ambiente, es decir el hospedero.

Los datos de expresion de genes argonautas en P. capsici son de gran importancia e interés
ya que se desconocia sobre su implicacion sobre el oomiceto, por lo que ahora es conocido
gue el patégeno tiene plasticidad genotipica inducida por el hospedero a través de cambios en
la expresion de genes argonautas, por medio de su regulacibn basada en RNAs no
codificantes.

Los patrones de expresion de los genes argonautas sugieren una posible correlacion expresion
con genes de biogénesis DCLa, DCLB y Exp5A, lo cual podria indicar que P. capsici tiene
redes complejas de regulacion génica colaborativas en la patogenicidad, desarrollo y
adaptacion/aclimatacion del patdgeno a diversos hospederos. Esto lo convierte en un
organismo interesante de continuar estudiando, ya que se desconocen diversos procesos que
podria utilizar para continuar habitando un determinado nicho ecoldgico.

6.24.5 Brocoli induce el aumento significativo de la expresion de RDR en P. capsici

P. capsici no mostro diferencias significativas en la expresion de RDR en tres tratamientos y el
control D3, sin embargo, en A-brocoli se observé aumento significativo. Esto indica que el
hospedero brdcoli influye sobre a cambios reveladores en la expresion del gen.

Nuestros resultados sugieren la posibilidad que brécoli podria transferir RNAs no codificantes
a P. capsici, lo que conduce a la generacién de dsRNAs secundarios a través de la expresion
de la RDR como mecanismo para regular SRNAs exégenos.

Ademas, estos resultados coinciden con la idea que brécoli induce cambios en el
comportamiento de P. capsici en forma de memoria epigenética, ya que la muestra de micelio
que se utilizé para medir el nivel de la expresion relativa del gen no se encontraba en
interaccion con brocoli. Sugiriendo que potencialmente, a través de algin mecanismo de
translocacion/conduccion, posibles RNAs no codificantes de brécoli podrian estar presentes
en gran parte del tejido de P. capsici, como lo identificado en los datos de sRNA-seq A-br-ch.
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6.25 La expresion de genes efectores asociados a SRNAs cambia en aislados primarios
y secundarios de P. capsici

La expresion relativa de genes efectores tipo elicitinas, RXLR, NLP y CRN asociados a ser
regulados por sRNAs en D3, A-chile, A-brocoli, A-ch-ch y A-br-ch indica que cambia su
expresion con caracteristicas particulares de cada condicién experimental y gen analizado.

Los genes relacionados con la fase biotréfica conformados por eclicitinal y GIP1 de P. capsici
no indicaron un patron definido de expresion. En cambio, los genes asociados a la interfase de
la infeccion Avrlb y Avr3al mostraron el mayor nivel de expresion al resto de genes de
patogenicidad, sin embargo, Avrl indicé menor nivel de expresion. En general, los resultados
sugieren que brécoli induce el aumento significativo de la expresiéon de GIP1.

En los genes Nepl y CRN1 asociados con la fase necrotréfica de infeccion se identificé un
patron definido de expresion, en donde disminuye cuando el oomiceto es recuperado de
infecciones primarias o secundarias de chile, pero se aumenta significativamente cuando es
recuperado de infecciones de brécoli o tiene previa infeccion de brocoli seguido de chile.

Todo lo anterior, refuerza la idea que el historial y el hospedero del cual se aisla al patégeno
conduce a cambios en los niveles de expresion de genes efectores, y que estos ademas
muestran un patrén de aumento en la virulencia en infecciones secundarias, lo cual es
consistente con la datos de infeccion mostrados anteriormente.

Es decir, cambia la virulencia en P. capsici debido a la influencia del hospedero inmediato
anterior del cual se aislo al patdgeno, asi como de su historial de infecciones en varias plantas,
a través de mecanismos epigenéticos basados en sRNAs que conducen a cambios en el nivel
de expresion de efectores.

Nuestros resultados coinciden con los reportado por R. R. Vetukuri et al. (2012), en donde
examinaron mediante RT-gPCR la expresion del efector PiAvr3a en dos cepas P. infestans
con diferencias en patogenicidad, en el cual SRNAs estaban altamente asociados con la cepa
menos virulenta, encontrando entonces que el nivel de expresiéon del gen PiAvr3a en la cepa
menos virulenta no era detectable, por lo tanto sus resultados sugirieron que los altos niveles
de sRNAs asociados con PiAvr3a conducen a la disminucién de la virulencia en el patégeno.

El nivel de expresion de los genes elicitinal, GIP1, Nepl y CRN1 coincidieron con los analisis
de sRNA-seq, ya que se observo una correlacion negativa entre el nivel de expresion de sSRNAs
con el nivel de expresion del gen, similar a lo reportado por Xu et al. (2022) en P. parasitica.
Sin embargo, el resto de los genes efectores no mostraron esta cualidad, esto coincide ademas
con lo reportado por R. R. Vetukuri et al. (2012), Gonzalez-Tobon et al. (2021) y Oh et al.
(2009), en donde no siempre existe una correlacion inversa entre el nivel de expresion de
sRNAs con su potencial gen target en oomicetos. Por lo cual, los mismos autores sugieren que
pueden estar involucrados factores adicionales que pueden contribuir al nivel de su
acumulacion de transcritos.

Otra consideracion es que los sRNA pueden requerir acumulacion hasta un nivel de umbral
para influir en la expresion génica (Gonzalez-Tobon et al., 2021). Alternativamente, muchos
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genes efectores RXLR para los que se han detectado sRNAs estan presentes como familias
de genes que comprenden miembros muy estrechamente relacionados (B. Haas et al., 2009).
Por lo cual podria ser dificil distinguir si los SRNAs que se asignan a las familias RXLR se
pudieron originar de miembros transcripcionalmente activos o inactivos y sobre qué paralogo(s)
pueden actuar estos SRNAs. Qutob et al. (2013) indican que el silenciamiento reversible de
efectores por SRNAs es mas ventajoso que la pérdida irreversible de la funcién efectora por
una mutacién genética, porgue la reactivacion de un efector silenciado puede fortalecer la
virulencia.

En general, estos resultados representan el primer registro de genes efectores asociados a ser
regulados por sRNAs en P. capsici. Sin embargo, es necesario realizar andlisis posteriores
gue confirmen el espacio fisico de la regulacién del gen e importancia de regulacién en la
virulencia del patégeno.

6.26 P. capsici expresa diferencialmente enzimas modificadoras de histonas asociadas
a sRNAs

Se observd un patrén de expresion relativa de genes modificadores de histonas entre los
tratamientos de P. capsici. Es decir, en las condiciones de A-chile, A-ch-ch y A-br-ch aumenté
significativamente la expresion de la HAM-1 y en A-brécoli permanecioé similar al control, por lo
cual chile induce el aumento de la expresion del gen.

En cambio, en HIM-2 ocurre lo opuesto, es decir en A-brocoli aumenta significativamente la
expresion del gen y permanece similar entre las condiciones de A-chile, A-ch-ch y A-br-ch
comparado con la cepa progenitora, por lo cual, brocoli induce la expresion de HAM-2.

El nivel de expresion de HdM-3 aumenta significativamente en aislados primarios vy
secundarios comparado con D3, lo que sugiere relajacion de la regulaciéon génica en los
aislados de P. capsici inducido por la especie vegetal a través de modificaciones en las
histonas.

H metilasa-1 indic6 que cuando el patdgeno es aislado de una primera o segunda infeccion de
chile tiende a aumentar significativamente la expresion del gen, pero cuando proviene de
infeccidén primaria de brécoli o algun antecedente de infeccion de brocoli como es el caso de
A-br-ch, la expresion del gen permanece similar al control. Es decir, podrian existir cambios en
el estado de la cromatina influenciados por H metilasa-1 dependiente de chile.

En los analisis de sSRNA-seq se encontrdo que sRNAs estan potencialmente asociados con la
regulacion de la expresion HdM-1, HdM2, HdM-3 e H. metilasa-1. Sin embargo, los datos de
expresion del gen no mostraron resultados concluyentes en la correlacion negativa, por ello es
necesario realizar estudios adicionales.

En general, estos resultados sugieren que el hospedero e historial de infeccion/recuperacion
conducen a cambios en el nivel de expresion de genes asociados con modificaciones en la
metilacion de histonas en P. capsici. Esto indica que el patégeno responde de manera diferente
después de interactuar con diferentes especies vegetales, contribuyendo a cambios en la
memoria de expresion de genes.
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Ademas, esto sugiere que la plasticidad de la regulacion genética esta asociada con el proceso
de aclimatacién/adaptacion del patégeno a varias especies vegetales a través de
modificaciones del estado de la cromatina e indirectamente con el nivel de expresion de sSRNAs
gue potencialmente regulan estos genes.

6.27 Existe correlacion negativa entre la expresion relativa de miR102 y Avrlb en P.
capsici

En los analisis de sSRNA-seq se encontrd que el potencial miR102 podria regular el gen Avrlb
en la regién 3'UTR, por lo que se consiguio evidenciar experimentalmente la expresion de
miR102 en P. capsici, el cual mostré menor nivel de expresion en A-chile, A-ch-ch y A-br-ch
comparado con D3, sin diferencias significativa entre ellos, sugiriendo que el hospedero
inmediato anterior o chile inducen la disminucion de la expresion de miRNA. En cambio,
aumento significativamente la expresién de miR102 en A-brdocoli, lo que sugiere que brécoli
induce el aumento de la expresion del miRNA.

Encontramos correlacion negativa en la co-expresion de miR102 y Avrlb en todos los
tratamientos evaluados, lo que sugiere que potencialmente miR102 regula la expresion de
Avrlb. Sin embargo, es necesario realizar experimentos funcionales para explicar con mayor
profundidad el mecanismo de silenciamiento.

Esta co-expresion representa la primera evidencia experimental de la existencia de miRNAs
en P. capsici que regulan potenciales genes efectores, los cuales son importantes en el
proceso de adaptacion/ aclimatacion a diferentes especies vegetales. En otros oomicetos
como P. infestans, también se ha identificado la expresion de miRNAs como miR8788 (R. R.
Vetukuri et al., 2012a), pi-miR466 y pi-miR1918 (Cui et al.,2014), lo cual sugiere son
importantes en Phytophthora.

El nivel de expresion de miR102 coincide con encontrado en los analisis SRNA-seq validando
experimentalmente los analisis in silico. Asi mismo, estos resultados sugieren que la expresion
de miR102 conduce potencialmente a cambios en la virulencia del patégeno al modificar la
expresion del potencial efector Avrib.

Por lo anterior, demostramos que P. capsici expresa el miR102 cuyo nivel de expresion
coincidié con los resultados de sRNA-seq. miR102 potencialmente regula el efector Avrlb,
debido a la co-expresion de tipo negativa en todos los tratamientos evaluados, es decir
mostramos evidencia experimental del mecanismo epigenético mediado por miRNA que puede
conducir a cambios en la virulencia del oomiceto a través de la potencial regulacion de Avrlb.
Estos resultados son de gran relevancia ya que abren la posibilidad de continuar explorando
en investigaciones futuras los mecanismos de interaccion y regulacion entre miR102 y Avrlb,
y conocer con mayor profundidad su papel funcional en P. capsici.

6.28 Existe correlacion negativa entre la expresion de miR65 y transposasa Tam3 en los
aislados de P. capsici

La transposasa Tam3 exhibi6 altos niveles de expresion en aislados de P. capsici que tuvieron
interaccion en alguna ocasién con broécoli (A-brécoli y A-br-ch) con respecto al control. En
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cambio, los asilados A-chile y A-ch-ch presentaron niveles de expresion similar al control. Los
resultados sugieren que el patégeno modifica regiones de su genoma mediado por la
transposasa Tam3 en respuesta o inducido por la especie vegetal brocoli en su mayoria,
contribuyendo a su plasticidad genotipica, posiblemente como un mecanismo de adaptacion/
aclimatacion.

El aumento significativo de la expresion de la transposasa Tam3 en A-br-ch, sugiere que el
historial de especies vegetales por las cuales pasé el patégeno lo conducen a cambios
significativos en el nivel de expresion del gen en la siguiente generacion.

Se han identificado varias TPasas de DNA pertenecientes a la superfamilia HAT (hobo, Ac,
Tam3) en Antirrhinum, (Calvi et al., 1991), animales y hongos (Rubin et al., 2001), sin embargo,
este es el primer reporte que presenta experimentalmente la expresion de una transposasa en
P. capsici.

En este estudio, se logro validar experimentalmente el nivel de expresion del potencial miRNA
de novo miR65 en P. capsici, cuyo potencial target es la Transposasa Tam3. En los aislados
primarios, el nivel de expresion de miR65 es mayor comparado con D3y aislados secundarios.
Lo que siguiere que la expresion del potencial miRNA estd asociada con la especie vegetal
gue infecta el patdgeno e historial infectivo a través de las generaciones.

Se encontrd patron de co-expresion negativa entre miR65 y transposasa Tam3 en todos los
tratamientos evaluados. Lo que sugiere que potencialmente la funcion de miR65 es regular la
expresion de la transposasa Tam3, como lo indicaron los analisis in silico de sSRNA-seq, sin
embargo, es necesario realizar andlisis de interaccion que prueben la actividad regulatoria.
Estos analisis de co-expresion son interesantes ya que en los oomicetos no se habia descrito
experimentalmente la actividad reguladora de un potencial miRNA hacia una transposasa.

Las regiones genOmicas ricas en transposones comunmente contienen genes efectores
involucrados en la adaptacion evolutiva del patdégeno al hospedero (Dale et al., 2019; de Jonge
et al., 2013), por lo cual cambios significativos en la expresion de la transposasa Tam3
potencialmente puede conducir al proceso de la adaptacion/aclimatacion de P. capsici a varias
especies vegetales.

Estos resultados demuestran que los compartimentos del genoma ricos en repeticiones como
lo son los elementos transponibles son dinamicas y sustentan la evolucion genética acelerada
(S. Raffaele et al., 2010) después de los saltos del hospedero en P. capsici. Zeh et al. (2009)
han propuesto la "hipétesis del epi-transposén”, en la que los TE juegan un papel importante
en los equilibrios puntuados que permite a poblaciones de patbégenos como P. capsici colonizar
nuevos hospederos y presenten cambios morfologicos.

Es decir, la hipotesis de epi-transposén puede ayudar a explicar los cambios morfolégicos y
de patogenicidad encontrado en P. capsici, los cuales estdn asociados al proceso de
adaptacion/aclimatacion a especies vegetales, a través de cambios significativos en la
expresion de la transposasa Tam3. En resumen, mostramos evidencia que miR65
potencialmente puede conducir a cambios de la virulencia, plasticidad fenotipica y adaptacion
a hospederos en P. capsici.
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6.29 Usualmente es positiva la correlacion significativa entre los genes y miRNAs
expresados relativamente en P. capsici

El perfil de expresion de los genes y miRNAs analizados en P. capsici, mostro que la mayoria
se encuentran positivamente correlacionados de manera significativa, ya que se encontro
correlacion positiva en la expresion DCLa, DCLB y Exp5A asociadas con la biogénesis y
transporte de miRNAs-sRNAs y algunos genes argonautas, lo que sugiere que el conjunto de
genes patrticipan en la misma red regulatoria.

Sin embargo, DCLa, DCLB y Exp5A no se correlacionaron con la expresién de RDR lo que
indica, existe una via de regulacion independiente de RDR. El nivel de expresion de las
enzimas de la via de biogénesis de miRNAs se relaciond negativamente con la expresion de
enzimas metilasas, sugiriendo que éstas podrian ser reguladas por sRNAs, como también lo
indico el analisis de sRNA-seq.

En cambio, las enzimas AGO no mostraron correlacion en su expresion, lo que propone tienen
funciones diferentes. Sin embargo, algunas AGO mostraron correlacién positiva con algunos
efectores, revelando que las enzimas podrian regular la expresion de ciertos efectores.
También se encontr6 que la transposasa Tam3 tiene correlacidon positiva con HdM-2,
sugiriendo que potenciales cambios gendmicos influenciados por la TPase estan
acompafnados de modificaciones de histonas.

En general, estos resultados de correlacion son la base para la elaboracion de nuevas
hipétesis, las cuales se pueden responder en futuros experimentos abriendo la posibilidad de
nuevos enfoques en el estudio de P. capsici.

6.30 La expresion relativa de genes y miRNAs se agrupan por hospedero inmediato
anterior en los aislamientos de P. capsici

El analisis de componentes principales demostrd que AGO-E es la variable que mas contribuye
a explicar la varianza del eje principal uno en el PCA. Es decir, AGO-E es el gen que mayor
variacion presentd entre los tratamientos, por lo cual es un gen clave en P. capsici para el
proceso de adaptacion/aclimatacion a diferentes hospederos, mostrando que la epigenética es
importante en P. capsici.

Por su parte, D3 contribuye a explicar la mayor varianza entre los individuos, sugiriendo que el
nivel de expresion entre D3 y los aislados primarios y secundarios es diferente, lo que indica
que el perfil de expresion de los genes y miRNAs se modifica por la influencia del hospedero
asi como del historial de infeccion.

El analisis de clustering por k-means indicoé que A-brocoli (cluster 1), A-chile, A-ch-ch, A-br-ch
(cluster 2) y D3 (cluster 3) tienen caracteristicas similares en el perfil de expresion relativo. Por
ello, estos resultados indican mediante métodos matematicos que la especie vegetal e historial
de infeccion inducen cambios significativos en la expresion de los genes y miRNAs evaluados.

Por su parte, la construccion de un modelo estadistico explicé los cambios en el perfil de
expresion de los genes y miRNAs basado en los resultados de clustering, revelando que
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disminuye la regulacién génica mediada por miRNAs en los asilados primarios y secundarios
comparado con D3. Se encontré que el clister control podria estar regulando mayormente
genes por acciéon de la argonauta E, asi como aumento de la expresion de genes efectores
relacionados con la fase biotréfica. En cambio, brocoli induce la expresion de AGO-D y chile
induce la reduce.

También se observa que el claster A-brécoli presenta el mayor nivel de expresién de los genes
Avr3al, transposasa Tam3, HdM-2, HdM-3 y miR65, sugiriendo mayor actividad de cambios
en el genoma inducido por la especie vegetal brocoli, desmetilacion de histonas y cambios en
la patogenicidad.

Se encontré el mayor nivel de expresién de los genes AGO-A, B e H metilasa-1 en el cluster 2
(A-chile, A-ch-ch, A-br-ch), estos resultados sugieren que el hospedero chile induce
mecanismos de regulacion basados en sRNAs que son procesados por AGO-A, asi como
posible aumento de la metilaciones de histonas.

En general, los resultados PCA, clustering y modelo estadistico muestran patrones de
agrupamiento que destacan las diferencias y similitudes en el nivel de expresion de los 21
genes y 2 potenciales miRNAs evaluados entre los aislados analizados comparados con D3.

6.31 Existe correlacion entre la virulencia, crecimiento, plasticidad fenotipica con la
expresion de genes y miRNAs inducida por el hospedero en P. capsici

La matriz de correlacion de Pearson indica que algunas de las caracteristicas fenotipicas
plasticas del oomiceto después de infectar dos hospederos distintos tienen correlacion con
cambios en la expresion de algunos genes de biogénesis, transporte y procesamiento de
SRNAs, genes efectores, enzimas modificadoras de histonas y potenciales miRNAs.

Los resultados sugieren que la variacion del crecimiento entre los aislados A-chile, A-brécoli y
D3 esta correlacionada con la sintesis y procesamiento de SRNAs-miRNAs mediados por la
expresion de DCLB y AGO-F. En cambio, el aumento de la virulencia en A-chile y A-pepino
estan correlacionadas con el aumento en la expresion de efectores Avrlb, Avr3al, cambios en
el genoma mediado por la TPase y desmetilaciones de histonas por la HIM-2.

Por su parte, la plasticidad fenotipica colonial esta principalmente correlacionada con el
aumento de la regulacion basada en sRNAs, en donde participan los genes DCLa, AGO-F,
RDR, asi como cambios en el genoma mediados por la TPase Tam3 y aumento en la
desmetilacién de histonas por la expresion de HdM-2.

El aumento de diferentes morfologias de esporangios esta correlacionado con el incremento
de las vias de biogénesis y procesamiento de sRNAs, mediado por los genes DCLa, AGO-B,
aumento en la desmetilacion de histonas a través de los genes: HdM-1, HAM-3 y metilacion de
histonas por el gen histona metilasa-1.

Nuestros resultados sugieren que el aumento de la virulencia y la aparicion de ciertas

morfologias en aislados obtenidos de chile y brécoli de P. capsici tienen correlaciéon con el
incremento de la expresion de genes efectores y regulacion de sRNAs, cambios en el genoma
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mediados por la TPase Tam3 y modificaciones de histonas, similar con lo mostrado en un
estudio realizado por Kasuga, Kozanitas, Bui, Hiberli, et al. (2012), en donde encontraron que
la expresion reducida de genes efectores en aislados de P. ramorum obtenidos de roble y el
tamafio de la lesion ocasionada en las especies vegetales tenian correlacién positiva.

Por todo lo anterior, estos resultados son de gran importancia ya que anteriormente no se
habia descrito la correlacion entre aspectos de virulencia, plasticidad fenotipica inducida por el
hospedero con niveles de expresion génica y miRNAs en P. capsici. Sin embargo, es necesario
profundizar en el estudio de correlaciones de las variables analizadas para aumentar la
compresion sobre los procesos involucrados a través de modelos matematicos sofisticados,
redes neuronales, algoritmos de machine learning, entre otros.
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Conclusiones

e P. capsici expresa miRNAs y sRNAs diferencialmente inducidos por la especie vegetal
gue infecta asi como del historial infectivo.

e P. capsici mostro capacidad infectiva progresiva especifica sobre las hojas de las cuatro
especies vegetales evaluadas. Las hojas de chile y frijol son altamente susceptibles al
patdbgeno, mientras que pepino tiene susceptibilidad intermedia y reaccion de
hipersensibilidad inicial en brocoli.

e Se modifica la virulencia del patégeno en las infecciones secundarias, en donde la
especie vegetal frijol conduce al aumento significativo de la virulencia del oomiceto.

e En los aislados primarios y secundarios del microorganismo se altera la tasa de
crecimiento, la plasticidad fenotipica colonial dependiente de la especie vegetal
inmediata anterior de la cual se recuper6 al oomiceto, asi como del historial de
infeccidén/aislamiento al que fue sometido, con disminucién de la abundancia de
morfologia colonial estrellada.

e Serelaciond la presencia de plasticidad significativa de la morfologia en los esporangios
a través de las generaciones de P. capsici y no directamente con la especie vegetal
inmediata que infecta, con algunas excepciones como es el caso de la aparicién de
esporangios bipapilados.

o Existe mayor plasticidad fenotipica en la conformacion micelial que en la morfologia de
esporangios en el patégeno.

e P. capsici tiene dos principales poblaciones de sRNAs de 21 y 25 nt, con evidentes
perfiles diferenciables en la expresién de sSRNAs entre los tratamientos A-ch-ch y A-br-
ch, con mayor potencial regulacién en este ultimo.

e EIl aislado A-br-ch presentd 184 sRNAs sobre-expresados asociados a genes de
procesos de replicacion y transcripcion de acidos nucleicos y 287 tipos de sRNAs infra-
expresados relacionados con procesos de metabolismo de carbohidratos.

e P. capsici expresa miRNAs homologos a los reportados en miRBase de especies de
mamiferos, insectos, oomicetos, reptiles, plantas, peces, parasitos y plantas. Con
sobreexpresion en la familia de ortélogos de miR8788 de P. ramorum y P. infestans en
A-br-ch comparado con A-ch-ch, los cuales estan involucrados en el desarrollo del
proceso infectivo. Ademas, se establecié el locus gendmico en P. capsici de
PcamiR8788.

e El oomiceto expresa 155 potenciales miRNAs de novo en A-ch-ch y 288 potenciales
miRNAs de novo en A-br-ch, los cuales tienen potenciales genes target en el patégeno
con mayor regulacion endégena en A-br-ch comparado con A-ch-ch.

e P. capsici tiene poblaciones de sRNAs y potenciales miRNAs de novo asociados con
genes efectores tipo elicitinas, RXLR, NLP, CRN, genes acetil-transferasas, metilasas,
desmetilasas de histonas, factores de transcripcion y elementos transponibles.

e Las dos isoformas caracterizadas de miRNAs de novo (A-ch-ch_102 y A-br-ch_214) de
P. capsici podrian regulan la expresion del potencial gen efector Avrlb en la region
3UTR. Ademas, el miRNA de novo con estructura de hairpin A-ch-ch_65 (miR65) tiene
como potencial target el gen de la transposasa Tam3 (familia Ac), y el potencial miRNA
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de novo A-br-ch_65 podria regular la expresién de la enzima desmetilasa 509113 de P.
capsici.

Se identifico de manera predictiva la existencia de reinos cruzados de SRNAs y miRNAs
entre P. capsici y Capsicum annuum con sus probables genes susceptibles a ser
regulados, asi como la existencia de herencia epigenética transgeneracional mediado
por poblaciones de sRNAs-miRNAs inducidos por el hospedero primario en el aislado
br-ch de P. capsici.

P. capsici tiene dos genes DCLs, un gen exportina 5A, seis argonautas y una RNA
polimerasa dependiente de RNA en su genoma que se expresan diferencialmente en
diferentes tratamientos del oomiceto, los cuales estan relacionados filogenéticamente
con genes homologos de otros oomicetos patdgenos.

Disminuye significativamente la expresion de los genes DCLs, Exp5A, AGOs y RDR en
aislados primarios y secundarios de P. capsici comparados con el control D3.

El oomiceto, mostré cambios significativos en el nivel de expresion relativa de los genes
efectores elicitinal, GIP1, Avrl, Avrlb, Avr3al, Nepl y CRN1, asi como de los genes
HdM-1, HdM-2, HdM-3 e Histona metilasa-1 recuperado de infecciones primarias de
chile y brdcoli, asi como de aislados A-ch-ch y A-br-ch, que fueron asociados a SRNAs
en los analisis de sRNA-seq.

El chromista expresa diferencialmente los miRNAs miR102 y miR65 en correlacion
negativa con sus potenciales genes target Avrlb y la transposasa Tams3,
respectivamente.

Existe correlacion principalmente positiva en la expresion de los 21 genes y 2 miRNAs
analizados por RT-gPCR y en stem loop, respectivamente en los aislados A-chile, A-
brécoli, A-ch-ch, A-br-ch y D3 de P. capsici.

Las caracteristicas de crecimiento, patogenicidad, plasticidad fenotipica colonial y
abundancia de morfologia de esporangios estan correlacionadas con la con el nivel de
expresion de genes efectores, modificadores de histonas, regulacion de elementos
transponibles y dos miRNAs en aislados de P. capsici.

En P. capsici existen mecanismos complejos de regulacion basados en miRNAs que

influyen en su crecimiento, patogenicidad y morfologia en respuesta a la especie vegetal
que infectd y el historial de infeccion/recuperacion al que fue sometido el oomiceto.
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Perspectivas

Algunas de las actividades futuras a realizar a partir de la presente investigacion consisten en
ejecutar analisis funcionales de las enzimas DCLs, Exp5A, AGO y RDR mediante clonacion y
marcaje con gen reportero, para conocer su localizacion subcelular. Silenciamiento génico
mediado por la tecnologia CRISPRcas9, para evaluar el fenotipo resultante en transformantes
de P. capsici sobre su desarrollo, patogenicidad y proceso de adaptacién/aclimatacion a
diferentes especies vegetales. Asi como, secuenciacion de sus sRNAs para conocer la
influencia de las proteinas de biogénesis, transporte y procesamiento de sRNAs sobre la
sintesis de RNAs no codificantes.

También, validar funcionalmente el sitio especifico de la actividad regulatoria de miRNAs hacia
potenciales genes target a través ensayos de northern blot, clonacion de miRNAs de 5’"RACE
(System for Rapid Amplification of cDNA Ends). Silenciamiento de miRNAs a través del disefio
de mimetizadores especificos y analisis de expresion relativa mediante RT-qPCR stem loop.

Evaluar experimentalmente la evidencia predictiva de reinos cruzados de sRNAs entre P.
capsici y la especie vegetal, asi como de la herencia transgeneracional de SRNAs y miRNAs,
y dar seguimiento a su localizacion subcelular, posible transcolocacién entre especies y posible
herencia generacional en el patdgeno mediante marcaje con sondas y microscopica confocal.

Asi mismo, identificar posibles vehiculos de transferencia de sRNAs-miRNAs y potenciales
mecanismos de autorreplicacion de sSRNAs entre el oomiceto y la especie vegetal, a través de
la identificacidn de posibles proteinas de union a SRNAs presentes en vesiculas extracelulares,
mediante su extraccién e identificacion por centrifugacion diferencial por densidades, geles de
poliacrilamida y visualizacién microscépica con SEM.

Finalmente, inducir la regulacion génica especifica en el patdgeno mediante la incorporaciéon
de sRNAs sintéticos en el oomiceto y evaluar el fenotipo resultante como mecanismo de
resistencia en plantas susceptibles a P. capsici.
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ANEXO 1. Diagrama general de metodologia
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Diagrama general de la metodologia utilizada en la investigaciéon, a continuacién, se describe de manera breve
cada paso ejecutado:

1. P. capsici D3: En medio V8-Agar adicionado con antibioticos se crecio y caracterizo la cinética de crecimiento,
morfologia macroscopica y microscépica de la cepa control D3 previamente caracterizada a nivel molecular de
Phytophthora capsici y se colecto su tejido con nitrégeno liquido.

2. Crecimiento de plantas: En condiciones de invernadero a 28°C durante 4-6 semanas, fueron crecidas cuatro
especies vegetales representativas de familias de solanaceas (chile, Capsicum annuum, var. annuum L.),
cucurbitdceas (pepino, Cucumis sativus), brassicaceas (brocoli, Brassica oleraceae var. italica) y fabaceas (frijol,
Phaseolus vulgaris) para los ensayos de infeccion.

3. Ensayo de infeccion 1° en hoja: Con discos de 5 mm de didmetro se infectd la parte abaxial de hojas de las
cuatro especies vegetales de chile, pepino, brécoli y frijol dispuestas en camara de humedad a 28°C en oscuridad,
monitoreando el desarrollo de la infeccion a las 24, 48 y 72 horas después de la inoculacién (hdi) con fotografias
y analizando las diferencias de patogenicidad con analisis estadisticos ANOVA.

4. Aislados 1° de P. capsici: A las 72 horas después de la inoculacion (hdi) del tejido infectado de las cuatro
especies vegetales, fue recuperado el patégeno en placas Petri con medio V8-agar adicionado con antibioticos
denominados como aislados primarios para caracterizar su morfologia macroscdépica, microscopica y cinética de
crecimiento hasta los 8 dias de edad y recolectar su biomasa para posteriores analisis.
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5. Ensayo de infeccidon 2° en hoja: A partir de cada aislado primario de P. capsici, se realizé una segunda
generacion de infeccién en las mismas cuatro especies vegetales de chile, pepino, brdcoli y frijol, obteniendo 16
condiciones diferentes de infecciones, las cuales fueron monitoreadas y analizadas con estadisticos de ANOVA
alas 24, 48 y 72 hdi.

6. Aislados 2° de P. capsici: A las 72 hdi de las 16 condiciones de infecciones secundarias, se recupero al
patégeno en placas Petri con medio V8-Agar adicionado con antibidticos, obteniendo entonces los aislados
secundarios para caracterizar su morfologia macroscopica, microscépica y cinética de crecimiento hasta los 8
dias de edad y colectar su tejido para posteriores analisis. Finalmente, se realizé un analisis de componentes
principales, modelo de clusterizacion del fenotipo y patogenicidad de P. capsici a partir de los datos de
caracterizacion de D3, ensayos de infeccion y aislamientos del patégeno.

7. sRNA-seq: Se obtuvieron los sRNAs de los aislados secundarios A-ch-ch y A-br-ch de P. capsici y se realizé

sRNA-seq llimina MiSeq para realizar sus posteriores analisis de secuencias cortas.

8. Andlisis bioinformaticos: Fueron caracterizados los datos de sRNA-seq, identificando las poblaciones de
sRNAs, potenciales miRNAs, probables genes target, trafico de SRNAs de la especie vegetal al patbgeno como
mecanismos de reinos cruzados de RNAi en forma de memoria y herencia epigenética.

9. Genoma de referencia de P. capsici LT1534: A partir del genoma de referencia de P. capsici LT1534 del
Joint Genome Institute (JGI) se realizaron andlisis in silico sobre identificacion del potencial regulatorio del mismo
a partir de miRNAs reportados y caracterizacion de genes asociados a la biogénesis y procesamiento de RNAs
no codificantes de genes, mostrados en los pasos 10 y 11, respectivamente.

10. Potencial gendmico: Se identificaron familias de miRNAs reportadas en la base de datos miRBasev22 en el
genoma de referencia LT1534 de P. capsici mediante alineamiento local BLAST.

11. Caracterizacion in silico de genes: Se identificaron y caracterizaron los dominios conservados de genes
asociados a la biogénesis y procesamiento de RNAs no codificantes denominados DCLs, Exp5A, RDR y AGOs
de P. capsici y reconstruccion de sus relaciones filogenéticos con homélogos de otras especies de organismos.

12. Validacién in silico de expresion: A partir de genes de patogenicidad, modificadores de histonas y
transposasa Tama3 identificados como potenciales elementos genéticos a ser regulados por sRNAs y miRNAs,
asi como de los genes DCLs, Exp5A, RDR y AGOs fue validada su expresién en transcriptomas disponibles de
la cepa D3 de P. capsici mediante alineamiento local BLAST.

13. cDNA: Se extrajo el RNA total de cuatro condiciones experimentales de P. capsici (A-chile, A-brécoli, A-ch-
ch y A-br-ch) asi como de la cepa control D3 sin tratamiento para obtener entonces su cDNA y ser utilizado en
andlisis de expresion relativa.

14. Validacién de expresién relativa: Fueron disefiados y sintetizados oligos de 22 genes y 2 miRNAs
caracterizados en el paso 11, para analizar su nivel de expresion a partir del cDNA mediante RT-qPCR y stem
loop respectivamente. En seguida se generd un modelo grafico correlativo de los datos de expresion de genes
de biogénesis sRNAs-miRNAs, genes de patogenicidad, modificadores de histonas, transposicion gendémica en
P. capsici, para finalmente conjuntar este modelo con el modelo de clusterizacidn del fenotipo y patogenicidad
creando un modelo integral de correlacidon mediante clusterizacién del fenotipo, patogenicidad y nivel de expresion
génica-miRNAs del oomiceto.
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ANEXO 2. Protocolo de extraccion de RNAs pequefios de Phytophthora capsici

Se utilizé el kit Plant microRNA Purification kit (NORGEN BIOTEK CORP) para extraer RNAs
pequefios a partir de micelio de P. capsici previamente colectado y ultracongelado usando el
siguiente protocolo:

1.

© N

Con ayuda de nitrogeno liquido, mortero y pistilos estériles, triturar <150mg de muestra
de micelio y transferir el polvo a un tubo eppendorf de 1.5 mL conteniendo 600 pL de
Buffer de lysis C para homogenizar la reaccion con voértex durante 30 seg.

Transferir la mezcla del lisado a un “Filter column (clearin- oring)”, centrifugar por 2
minutos a 14000 rpm, 4°C. Transferir la parte cristalina del sobrenadante a un nuevo
tubo eppendorf de 1.5 mL evitando tomar parte del precipitado, en seguida agregar 0.5
volimenes de etanol al 96-100% y mezclar con vortéx durante 30 segundos.

Agregar el lisado del paso anterior a una “Large RNA Removal Column” ensamblada
para centrifugar por 1 minuto a 14000 rpm, 4°C y transferir el sobrenadante a un nuevo
tubo eppendorf.

. Agregar 300 pL de etanol al 96-100% a la mezcla y por medio de inversién incorporar

los componentes.

Agregar la mitad del lisado del paso anterior a una “microRNA Enrichment column”
ensamblada, centrifugar por 1 minuto a 14000 rpm, 4°C, descartar el flujo y ensamblar
la columna, repetir este paso hasta terminar de transferir el lisado por la columna.
Agregar 400 pyL de Wash Solution A la columna “microRNA Enrichment”, centrifugar por
1 minuto a 14000 rpm, 4°C, asegurandose que la solucién de lavado pase por completo
a través de la columna, si es necesario puede volver a centrifugar por 1 minuto.
Descartar el sobrenadante y reensamblar la columna.

Repetir el paso 6 por dos ocasiones mas para lavar por segunda y tercera ocasion.
Centrifugar la columna “microRNA Enrichment” por 2 minutos a 14000 rpm, 4°C para
secar por completo.

Pasar la columna “microRNA Enrichment” a un tubo eppendorf de 1.5 mL y agregar 15
puL de Elution Solution A. Centrifugar a 200 rpm por 1 minuto, 4°C, seguido de
centrifugacién a 14000 rpm por 1 minuto, 4°C, hasta que el liquido pase por completo a
traves de la columna.

10. Repetir el paso 9, mantener la muestra a -20°C para uso en dias posteriores 0 -80°C

para almacenar por largos periodos.
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ANEXO 3. Protocolo de extraccion de DNA gendmico de micelio de P. capsici

Para la extracciéon de DNA gendmico de micelio fresco de P. capsici se utilizo el kit Plant/seed
DNA Miniprep de ZYMO RESEARCH siguiendo las recomendaciones del fabricante descritas
a continuacion:

1. A partir de 4 placas de medio VBCA+ de P. capsici colectar ~150 mg de micelio aéreoy
triturarlo con ayuda de mortero, pistilo y nitrégeno liquido. Posteriormente, transferir el
tejido pulverizado a un tubo de lisis ZR BashingBaed y agregar 750 pL de Lysis solution
en el tubo.

2. Pasar a un disruptor/vértex y procesar la muestra a velocidad maxima por 10 minutos y
centrifugar el tubo ZR BashingBead a 10000 x g por 1 minuto.

3. Transferir hasta 400 pL del sobrenadante a una Zymo-Spin IV Spin flitrer (Tapa naranja)
en un tubo de colecta y centrifugar a 7000 x g por 1 minuto.

4. Agregar 1200 pL de Plant/seed DNA Binding Buffer al filtrado en el tubo de colecta y
centrifugar a 10000 x g por 1 minuto. Descartar el flujo filtrado del tubo de colecta.
Repetir el paso.

5. Agregar 200 pL de DNA Pre-Wash Buffer a la columna Zymo-Spin IIC y centrifugar a
10000 x g por 1 minuto, descartar el filtrado.

6. Agregar 500 pL de Plant/seed DNA Wash Buffer a la columna Zymo Spin IIC para
centrifugar a 10000 x g por 1 minuto.

7. Transferir la columna Zymo-Spin IIC a un tubo eppendorf de 1.5 mL limpio y agregar 50
pL de DNA Elution Buffer directamente a la matriz de la columna, centrifugar a 10000 x
g por 30 segundos para eluir el DNA.

8. Transferir el DNA eluido a una columna preparada Zymo-Spin IV HRC Spin filtrer (tapa
verde- Preparacion: centrifugar a 8000 x g por 3 minutos) con un tubo eppendorf de 1.5
mL limpio para colectar, centrifugar a 8000 x g por 3 minutos.

9. Guardar el DNA gendmico obtenido a -20°C para su uso en corto periodo de tiempo o -
80°C para almacenar por largos periodos de tiempo.
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ANEXO 4. Protocolo de extraccion de RNA total de micelio de P. capsici

Se utilizé Quick-RNA Plant Miniprep kit (Zymo Research) para extraer el RNA total del tejido
de micelio de P. capsici previamente colectado y ultracongelado siguiendo el protocolo del
fabricante:

1.

Transferir a un tubo ZR Bashing Bead Lysis 150 mg de micelio triturado y agregar 800
uL de RNA Lysis Buffer. Asegurar el tubo ZR Bashing Bead Lysis a un soporte (Voértex)
para agitar a maxima velocidad por 30-60 segundos.

Centrifugar el tubo ZR Bashing Bead Lysis a 14000 x g por 1 minuto. Posteriormente,
transferir 400 puL del sobrenadante a una columna Zymo-Spin IIICG y centrifugar a
14000 x g, transfiriendo la fase filtrada a un nuevo tubo eppendorf.

Agregar un volumen de etanol absoluto a la fase filtrada recuperada y mezclar mediante
inversion. Transferir la mezcla a una columna Zymo-Spin IIC y centrifugar por 30
segundos a 14000 x g (En este paso las muestras son tratadas con DNAse I, incubadas
a 37°C por una hora).

. Agregar 400 pL de RNA Prep Buffer a la columna Zymo-Spin IIC y centrifugar por 30

segundos a 14000 x g, descartar el filtrado. Posteriormente, agregar 700 pL de RNA
Wash Buffer a la columna y centrifugar por 30 segundos a 14000 x g, descartar el
filtrado.

Nuevamente agregar 400 uL de RNA Wash Buffer a la columna y centrifugar a 14000 x
g durante 2 minutos, asegurarse que se removio por completo el RNA Wash Bulffer.
Transferir con cuidado la columna a un nuevo tubo eppendorf de 1.5 mL libre de
RNAsas.

Agregar directamente 50 pL de agua libre de RNAsas a la matriz de la columna y
centrifugar por 30 segundos a 14000 x g.

De manera paralela, agregar 600 pL de Prep Solution a un filtro Zymo-Spin 11I-HRC,
centrifugar a 8000 x g por 3 minutos.

Transferir el RNA anteriormente eluido (paso 6) en agua libre de RNAsas al filtro Zymo-
Spin l1I-HRC con un nuevo tubo eppendorf de 1.5 mL libre RNAsas y centrifugar a 16000
X g por 3 minutos para obtener el RNA total de la muestra. EI RNA puede ser
almacenado a -80°C por periodos relativamente largos.
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ANEXO 5. Datos de medicion del area infectada en hojas de chile, pepino, brdocoli y frijol causada por P. capsici

_ Infeccion primaria (D3) Infeccion secundaria (Aislado primario)

Muestra I-chile 24 hdi I-chile 48 hdi l-chile72hdi Ich-ch24hdi I-ch-ch 48 hdi I-ch-ch 72 hdi I-pe-ch24 hdi I-pe-ch48 hdi I-pe-ch72hdi I-brch24hdi l-brch48hdi I-brch72hdi Ifrch24hdi IHfrch48hdi |frch 72 hdi
] 113 83.27 104.89 02 5.82 100.75 03 73.23 107.05 036 3197 163.21 0.92 609 130
. 032 53.67 106.55 02 28.48 12268 178 76.36 158.82 077 37.43 86.67 072 69.44 146.29
5
= E 0.4 54.4 86.76 033 7.95 153.7 15 62.47 14059 0.26 58.38 79.02 032 336 179.31
g = 0.16 5135 92.8 0.37 3051 11073 0.43 59.26 118.34 06 28.65 150.28 0.46 37.04 14192
< 0.4 64.89 95.546 0.2 2237 13554 0.55 421 1144 0.22 35.83 97.75 034 16.43 142.11

Promedio 0.482 61.496 97.3092 026 19.026 124.68 1.052 62.684 127.84 0442 38.552 115.386 0552 49.482 147.926

Muestra  -Pepino24 hdilpepino48 hdil-pepino 72 hdi  |-ch-pe 24 hdi I-ch-pe 48 hdi I-ch-pe 72 hdi |pe-pe 24 hdi I-pe-pe 48 hdi |-pe-pe 72 hdi L-br-pe 24 hdi 1-br-pe 48 hdi |-br-peT2hdi Ilfrpe24hdi Ifr-pe48hdi |frpe72hdi
] 0.5 0.46 0.76 0.2 0.97 0.82 0.1 12.18 54.03 0.5 0.58 731 022 0.47 4253
ﬁa__ 0.2 0.78 29 012 0.85 7.05 015 192 65.15 011 0.78 74.99 0.33 3.69 11.01
£ E 0.33 0.47 5.82 0.09 061 13.76 02 3.82 62 0.05 07 70.61 0.15 0.44 66.86
8= 02 0.33 0.65 0.11 0.38 10 033 452 42.03 0.08 0.54 43.88 0.08 6.14 485
< 0.1 032 474 0.1 032 8.76 0.2 17.65 53.443 0.1 0.49 63.34 0.17 0.26 53.32

Promedio 0.196 0472 2974 0.424 0.626 8.078 0.196 8.018 55.5106 0.1 0.658 66.184 0.19 22 44.464

Muestra  -brocoli 24 hdil-brécoli 48 hdil-brécoli 72 hdi  |-ch-br24 hdi l-ch-br48hdi I-ch-br72hdi I-pe-br24 hdi |-pe-br48hdi I-pe-br72hdi l-br-br24hdi |-br-brd8hdi lbrbr72hdi IHr-br24hdi |fr-br48hdi Ifr-br72hdi
= 0.43 03 0556 033 0.43 259 0.38 177 3.43 02 1.01 3.49 0.48 182 60.73
gﬁ.. 0.23 0.33 0.35 025 0.35 0.54 0.83 212 23 0.18 0.16 16.89 0.41 377 091
E E 0.1 034 0.53 0.4 052 0.52 059 6.79 0.49 0.26 0.25 137 0.56 155 117
- 014 03 0.27 0.32 02 0.32 101 198 0.62 0.29 0.78 22 0.43 113 11.66
B

< 0.4 0.32 0574 0.4 0.56 3.44 0.93 163 2.31 03 0.8 252 0.43 0.74 8.9
Promedio 026 0318 0456 034 0412 1502 0.848 2.858 1.83 0346 0.6 5.294 0.462 1814 16.674

Muestra Ifrijol 24 hdi I-frijol 48 hdi |-frijol 72hdi  Ichfr24hdi lchfrd8hdi |-chfr72hdi |pefr24hdi l-pefr48hdi l-pefr72hdi |-brfr24hdi I-brfrd8hdi Ibrfr72hdi |frfr24 hdi |1frfr48 hdi frfr 72 hdi
L] 123 187 443 1.39 19.09 30.76 46 239 119.96 15 9.35 2096 07 49.43 50.06
E;. 1.87 459 13.47 1566 9.47 37.72 353 65.06 34.87 196 6.53 87.04 132 402 96.15
£ E 141 298 36.66 236 5.87 85.95 333 4919 110.63 149 a3 77.54 132 464 103.46
== 178 1142 25.26 15 5094 26.92 584 34.93 93.36 175 7.08 24.32 253 1001 133.41

< 176 421 2114 163 50.67 3112 5.28 43.11 83.62 23 5.36 62.421 19 12.42 11452
Promedio 161 8.38 28.286 1.808 27.208 42.496 2116 43.238 88.488 18 6.624 544562 1554 24.466 99.52

Medicion del area infectada (mm?) ocasionada por P. capsici D3 y aislados primarios en hojas de chile, pepino, brocoli y frijol por dos generaciones

alas 24, 48 y 72 horas después de la inoculacion (hdi), correspondiente a la media de cinco experimentos independientes por triplicado en cada
condicién de infeccion.
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ANEXO 6. Estadisticos de patogenicidad y virulencia de P. capsici D3 y aislados primarios en
hojas de chile pepino, brécoli y frijol a las 24, 48 y 72 hdi.

Muestra mm2 £ SD mm2 £ SD mm2 £ SD
I-chile 0.482+0.375 61.496 £ 13.250 97.3092+8.330
I-ch-ch 0.26 £0.083 19.026 £11.5052 124.68 £20.804
|-pe-ch 1.052 £0.570 62.684 £13.543p 127.84 £21.362
I-br-ch 0.442 +£0.235 38.552 +11.866 115.386 +£38.609
|-fr-ch 0.552 £0.260 49.482 +15.370 147.926 £18.5562

|-pepino 0.196 £0.085 0.472+0.185 2.974+£3.319
|-ch-pe 0.124+0.04 0.626+£0.284 8.078+4.748

I-pe-pe 0.196 £ 0.085 8.018 £6.654 55.5106£8.963a.¢
I-br-pe 0.1+£0.040 0.658+0.106 66.184£10.635a¢
I-fr-pe 0.19+0.093 2.2+ 2.626 44.464 £20.736a.¢

|-brécoli 0.26+0.150 0.318+0.017 0.456+0.137
I-ch-br 0.34*0.06 0.412%0.143 1.502%+1.418
I-pe-br 0.848 £ 0.158 2.858+2.206 1.8311.252
I-br-br 0.346 £ 0.257 0.6+£0.373 5.294 £ 6.526
I-fr-br 0.462 £ 0.060 1.814£1.160 16.674 £25.076a.¢
I-frijol 1.61+£0.275 8.38+£6.645 28.286 £ 12.508
|-ch-fr 1.808£0.339 27.208 £22.076 42.496 £24.605
I-pe-fr 4.116£1.103 43.238+£15.448 88.488 £33.177a¢
I-br-fr 1.81£0.340 6.624+1.772 54.4562£30.365
I-fr-fr 1.554 £0.691 24.466 £ 21.673 99.52 £ 31.010a. =.f

a, diferencia significativa con respecto a la infeccion primaria (p<0.05)*

b, diferencia significativa con respecto a I-ch-ch (p<0.05)*
¢, diferencia significativa con respecto a I-ch-pe (p<0.05)*
d, diferencia significativa con respecto a I-ch-br (p<0.05)*
e, diferencia significativa con respecto a I-ch-fr (p<0.05)*
f, diferencia significativa con respecto a I-br-fr (p<0.05)*
*Comparado solo con la misma planta
Negrita indica patogenicidad similar o mas alta que la infeccién primaria
El tamafio de la lesién estd expresado como media * desviacion estandar (SD) de dos experimentos
independientes por duplicado y triplicado, respectivamente
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ANEXO 7. Fenotipo del desarrollo de infeccion primaria y secundaria causadas por P. capsici
en hojas de chile a las 24, 48 y 72 hdi

Chile

24 hdi

I-chile “

Fenotipo del desarrollo de infeccién causado por D3 y aislados primarios de P. capsici en hoja de chile a las 24,
48 y 72 hdi. La virulencia fue causada por micelio aéreo de D3 y aislados primarios de P. capsici. Hoja izquierda
de cada periodo de infeccidn fue visualizada bajo luz natural, las regiones oscuras muestran el area infectada,
mientras que la hoja derecha fue obtenida a través de la presencia de luz UV de longitud de onda larga de 340nm
para la observacion de regiones necrosadas del tejido infectado, las regiones en rojo indican tejido sano debido
a que la clorofila de las células emite auto-florescencia a la longitud de onda larga del espectro de UV, las regiones
oscuras muestran el &rea infectada necrosada.
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ANEXO 8. Fenotipo del desarrollo de infeccidn primaria y secundaria causadas por P. capsici
en hojas de pepino a las 24, 48y 72 hdi

Fenotipo del desarrollo de infeccion causado por D3 y aislados primarios de P. capsici en hoja de pepino a las
24, 48 y 72 hdi. La virulencia fue causada por micelio aéreo de D3 y aislados primarios de P. capsici. Hoja
izquierda de cada periodo de infeccion fue visualizada bajo luz natural en donde las regiones oscuras muestran
el area infectada, mientras que la hoja derecha fue obtenida a través de la presencia de luz UV de longitud de
onda larga de 340nm para la observacién de regiones necrosadas del tejido infectado, las regiones en rojo indican
tejido sano debido a que la clorofila de las células emite auto-florescencia a la longitud de onda larga del espectro
de UV, las regiones oscuras muestran el area infectada necrosada.
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ANEXO 9. Fenotipo del desarrollo de infeccidn primaria y secundaria causadas por P. capsici
en hojas de brécoli a las 24, 48 'y 72 hdi.

Brocoli
24 hdi 48 hdi 72 hdi

I-brocoli ‘

Q
Q

v
L
L S
ALL,

Fenotipo del desarrollo de infeccién causado por D3y aislados primarios de P. capsici en hoja de brécoli a las 24,
48 y 72 hdi. La virulencia fue causada por micelio aéreo de D3 y aislados primarios de P. capsici. Hoja izquierda
de cada periodo de infeccion fue visualizada bajo luz natural en donde las regiones oscuras muestran el area
infectada, mientras que la hoja derecha fue obtenida a través de la presencia de luz UV de longitud de onda larga
de 340nm para la observacion de regiones necrosadas del tejido infectado, las regiones en rojo indican tejido
sano debido a que la clorofila de las células emite auto-florescencia a la longitud de onda larga del espectro de
UV, las regiones oscuras muestran el area infectada necrosada.
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ANEXO 10. Fenotipo del desarrollo de infeccidén primaria y secundaria causadas por P.
capsici en hojas de frijol a las 24, 48 y 72 hdi.

Frijol
24 hdi 48 hdi 72 hdi

I-Frijol

Fenotipo del desarrollo de infeccion causado por D3 y aislados primarios de P. capsici en hoja de frijol a las 24,
48 y 72 hdi. La virulencia fue causada por micelio aéreo de D3 y aislados primarios de P. capsici. Hoja izquierda
de cada periodo de infeccion fue visualizada bajo luz natural en donde las regiones oscuras muestran el area
infectada, mientras que la hoja derecha fue obtenida a través de la presencia de luz UV de longitud de onda larga
de 340nm para la observacion de regiones necrosadas del tejido infectado, las regiones en rojo indican tejido
sano debido a que la clorofila de las células emite auto-florescencia a la longitud de onda larga del espectro de
UV, las regiones oscuras muestran el area infectada necrosada.
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ANEXO 11. Plasticidad fenotipica representativa de micelio en aislados de P. capsici

Estrellada-
algodonosa

Estrellada-rayada/semi-
algodonosa

Estrellada/Algodonosa Estrellada/Algodonosa

Estrellada/Algodonosa

Estrellada/Algodonosa

Estrellada-rayada/superficial

Estrellada/Algodonosa Rayada/Alg—odonosa

rayada/Superficial

Estrellada/Algodonosa

Lisa/Algodonosa

Semi-estrellada-
/Algodonosa-tapete

Estrellada-
rayada/Algodonosa

Rayada/Algodonosa

N

Lisa—tapéte 'Algodonosa

Semi-lisa/Algodonosa
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ANEXO 12. Prueba de hipétesis Chi-cuadrada (X?) de plasticidad fenotipica colonial y esporangios en aislados de P. capsici

value
*¥%%<0.0001 *0.0128 *0.0203 *%0.0015 *%0.0032 P 0.0059 0.007 **0.0099 0.0002 0.0004 *¥%0.0006
NS: No significativo  *0.0167 *+0.0014 **0.0027 **0.0037 “%0.0063 **0.0085 **%0.0001 *¥%0.0003 **%0,0005 *¥%0.0008
Plasticidad fenotipica colonial
D3 A-chile | A-pepino | A-brécoli| A-frijol | A-ch-ch | A-pe-ch | A-br-ch | A-fr-ch | A-ch-pe | A-pe-pe | A-br-pe | A-fr-pe | A-ch-br | A-pe-br | A-br-br | A-fr-br | A-ch-fr | A-pe-fr | A-br-fr | A-fr-fr
D3 REkkk | RREK | REKEK | REEEK | REEE | RREK | REKEK | RKEK | RRKK | KEEE | KERR | KEERK | KRR | KEEK | FEKK | RRKK | REKK | KkEE | KKEF D3
A-chile * %k sokokok | kokokok | oskokok | kkokok | sokokok | skkokok | kokokok | skokokok | skokokok | kokokok | kool | kokokok | ckkokok | ckokokk | kokokok | kkkok | kkokk | kkkok | kokkk | Achile
A-pepino| ** %% | NG %% *okkok | Rk sokokok | kkkck | kkokk | kokokok * % sdokk | ckkokok | kkokk | kokokok | kkkok | kkokk *%%* | A-pepino
Abrecoli | ¥*% %% | NS NS \ - *® - KERE | REREE | RERK | kwk | kkmk | kkkk | kkkk | kkEEF | HkkE | Kkkk A-brécoli
Afrijol | * % xx % NS NS 3 kkkok | ok skkokk | kokdkok | kdkokok | skskokok | skokskok | skokskok [ skskskok | kkokk | kkskk | kkkok | kkokk Afrijol
A-ch-ch | ®* %% EEE T %% % kokk | kokdkock | kkkok - * % KEEE | KEER KEERE | kEkEE | REEK A<hch | T
E A-pe-ch | %% %% ® % * NS NS dokkok | kkokk | dkokokok | dkokokk | kokakok *% sdokk | kkokok | kkokk | kokkok | kkokok A-pe-ch E
g A-brch | ®% %% * % NS *% NS | **** NS sokdkok | kdkokok | kkskk | kokkk | kokkok | kkkk - kkkk | kkkk | kkkk *% *%%% | A-br-ch g
g_ Adrch | ®%%x NS % NS * %k NS NS skkokok | kkkk | skokkk | kokkok | kkkk * % * %k *% kkkk | kkkk | kkkk | *k%%% | Afrch E'...
5 A-chpe | *% %% * NS NS NS NS NS NS kx| kkkEk | kkwx dkokok | kkokk | Kokkok | dokdkok | kokkk | kkkk | kkxk | Achope g
@ o]
z A-pe-pe | *¥**%* * %% % * %k % NS NS * % * % %k kkkk | kEkEX - * % *% sk | Ekx - k% % A-pe-pe _E
.E’ Abrpe | ¥xx% | NG * NS NS NS NS * NS NS *kkok | kkkx %k *okkk | kkkk %% ko ok %% | *%kk*% | Abrpe g
é A-fr-pe | **E* * % NS * NS * %ok NS NS NS NS * % NS *dokk | kkkk * sokokok | kkokk * * *%x% | Afrpe E
g A-ch-br | %% %% | ®x% R E % % NS % * NS NS KERE | KEEE | KKEkK *% kkkk | kkx% | *k%%% | Achbr %
A-pe-br | ¥¥ kX | NG NS NS NS * NS NS NS NS NS NS NS NS Fkdk | kkkk | Rk | ek | apenr | 2
AT | el M NS * NS * NS NS NS NS NS NS NS NS el M o il | ©-
Adfr-br | kkokok | skokkok * % *% NS NS NS * NS NS * %k NS sk | kokkk | kkkk | kkkk | Afrbr
A-ch-fr | *%%x % % kkokk | kokokok * Hk %k *% NS NS Kk NS * dokk | kokokok Ekkk | kEkkx *xk A-chfr
A-pe-fr [ kkokok | Eokok * * NS ok k NS NS * NS * ok Kok * NS * ko NS NS | ¥*%* *% A-pe-fr
Abrir | #¥%x NS | NS | *** | ** | NS | NS [ NS | * | NS | NS | NS | *** | NS | *** A-br-ir
Adfrofr | Fok ko * * NS | *** NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS Atfr-fr
D3 A-chile | A-pepino | A-brécoli| A-frijol | A-ch-ch | A-pe-ch | A-br-ch | A-fr-ch | A-ch-pe | A-pe-pe | A-br-pe | A-fr-pe | A-ch-br | A-pe-br | A-br-br | A-fr-br | Ach-fr | A-pe-fr | A-br-fr | A-fr-fr \
Morfologia de esporangios
p value
**¥%<0.0001 *0.0395 *0.0119 *0.0462 0.003 *%0.0057 **%0,001 **%0.006 **%0,002
NS: No significativo 0.0167 *0.0217 *%0.0011 **0,004 *%0.0062 0.003 **%0.009
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ANEXO 13. Plasticidad morfolégica representativa de esporangios en aislados de P. capsici
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ANEXO 14. Caracteristicas de micro-estructuras fenotipicas representativas en D3, aislados
primarios y secundarios de P. capsici

Muestra
D3

A-chile
A-ch-ch
A-pe-ch
A-br-ch
A-fr-ch

A-pepino

A-ch-pe
A-pe-pe
A-br-pe
A-fr-pe

A-bracoli

A-ch-br
A-pe-br
A-br-br
A-fr-br

A-frijol
A-ch-fr
A-pe-fr
A-br-fr

A-fr-fr

Esporangio Esporangioforo

Ovoide, piriforme

Ovoide, piriforme,

Globoide

Crvoide, piriforme,

Globoide

Orveoide, piriforme,

Globeide

Owoide, piriforme,

Globeide

Cwoide, piriforme,

Globoide

Ovoide, piriforme,

Globoide, cuello
alargado

Crvoide, piriforme,

Globoide,
Edlipsoide

Crvoide, piriforme,

Globoide

Orveoide, piriforme,

Globeide

Orveoide, piriforme,

Globeide

Ovoide, piriforme,

Globoide, cuello
alargado,
elipsoide

Crvoide, piriforme,

Globoide

Crvoide, piriforme,

Globoide

Orveoide, piriforme,

Globeide

Orveoide, piriforme,

Globeide

Owvoide, piriforme,

Globoide, cuello
alargado

Owoide, piriforme,

Globeide

Owoide, piriforme,

Globoide

Crvoide, piriforme,

Globoide

Crvoide, piriforme,

Globoide,
eclipsoide

Simple

Simple
Simple
Simple
Simple
Simple

Simple

Simple
Simple
Simple
Simple

Simple
Simple
Simple
Simple
Simple

Simple

Simple
Simple
Simple

Simple

Tipo de
papilacion
Papilado
Papilado
Papilado
Papilado
Papilado
Papilado

Papilado

Papilado

Papilado
Papilado
Papilado

Papilado

Papilado

Papilado

Papilado, bi-
papilado

Papilado

Papilado

Papilado
Papilado
Papilado

Papilado

Posicionde Caducidad de Longitud de

papilacion
Opuesta

Opuesta
Opuesta, lateral
Opuesta
Opuesta
Opuesta

Opuesta

Opuesta

Opuesta
Opuesta
Opuesta

Opuesta
Opuesta
Opuesta

Opuesta

Opuesta

Opuesta

Opuesta
Opuesta
Opuesta

Opuesta

esporangio
Caduco

Caduco
Caduco
Caduco
Caduco

Caduco

Caduco

Caduco

Caduco
Caduco

Caduco

Caduco
Caduco
Caduco

Caduco

Caduco

Caduco

Caduco
Caduco

Caduco

Caduco

pédicelo
Corto

Corto
Corto
Corto
Corto
Corto

Corto

Corto

Corto
Corto
Corto

Corto
Corto
Corto

Corto

Corto

Corto

Corto
Corto
Corto

Corto

194



ANEXO 15. Graficas descriptivas en el analisis de componentes principales en D3 y aislados
primarios de P. capsici
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Contribucion en varianza de las variables crecimiento, patogenicidad, morfologia macroscopica y microscépica
en D3y aislados primarios de P. capsici en el analisis de componentes principales. A: Grafica de vectores de las
variables observadas que contribuyen sobre los componentes principales. B: Screen plot, muestra el porcentaje
de la varianza que explica cada componente principal. C: Grafica que indica el porcentaje en que contribuye cada
variable observada sobre el componente principal 1. D: Grafica de barras que indica la contribucién en la varianza
de los individuos de P. capsici sobre el componente principal 1.
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ANEXO 16. Graficas descriptivas en el analisis de componentes principales en D3, aislados
primarios y secundarios de P. capsici
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Contribucion en varianza de las variables crecimiento, morfologia macroscépica y microscopica en D3, aislados
primarios y secundarios de P. capsici en el analisis de componentes principales. A: Grafica de vectores de las
variables observadas que contribuyen sobre los componentes principales. B: Screen plot, muestra el porcentaje
de la varianza que explica cada componente principal. C: Grafica que indica el porcentaje en que contribuye cada
variable observada sobre el componente principal 1. D: Grafica de barras que indica la contribucion en la varianza
de los individuos de P. capsici sobre el componente principal 1.
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ANEXO 17. Matriz de distancias de D3, aislados primarios y secundarios en P. capsici

A-brocoli-
_|—I: Achile-
D3-

A-pe-br-
A-ch-pe-
A-br-r-

: A-pe-pe-
— A-br-pe-
A-ch-ch-
A-frijol-
A-pepino-
A-ch-fr-

A-pe-r-

g A-pe-ch-
A-br-ch-

A-fr-pe-

| A-fr-br-
_E A-br-br-
A-fr-ch-

ey

A-fr-fr -

A-ch-br-

Distancia

A-fr-ch
A-br-br 4
A-fr-br -
A-fr-pe-
A-br-ch-
A-pe-ch-
A-pe-fr-
A-ch-fr-
A-pepino

T
2,
=

<T

A-ch-ch -
A-br-pe-
A-pe-pe-
A-br-fr -
A-ch-pe-
A-pe-br-
D3
A-chile
A-brocoli

Distancia

'?.5

5.0

Matriz de distancias euclideas de las variables crecimiento, morfologia macroscépica y microscopica de D3,
aislados primarios y secundarios de P. capsici. Se realiza la matriz de distancias para evaluar si es factible realizar

clusterizacion de las variables en funcién de los tratamientos.
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ANEXO 18: Caracteristicas de muestras para analisis de expresion diferencial

Al B

e — 0.25-
e -
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A: Box plot de bibiotecas de sRNAs normalizados en A-ch-ch y A-br-ch. B: Grafica de densidades de A-ch-chy
A-br-ch. C: PCA de bibiotecas sRNAseq.
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ANEXO 19. Comparacion de métodos para la identificacion de sRNAs diferencialmente
expresados asociados a regiones genémicas de P. capsici

m Cantidad de sRNAs asociados a genes DE E Conjuntos de sRNAs DE calculados Correlacion de sRNAs DE calculados
calculados por diferentes métodos por diferentes métodos entre diferentes métodos

10000 a6 0

A: métodos NOISeq, edgeR y DESeq2. B: Conjuntos compartidos de sRNAs diferencialmente expresados
identificados por tres métodos de analisis. C: Correlacién de sRNAs diferencialmente expresados calculados por
diferentes métodos de andlisis.
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ANEXO 20. miRNAs unicos y compartidos entre A-ch-ch y A-br-ch anotados en miRBase

br-ch U ch-ch

210 miRNAs

ch-ch
3 miRNAs

br-ch
761 miRNAs

ppc-let-7 ami-let-7a-5p mml-let-7c-5p bta-let-7a-5p dwi-let-7 isc-let-7 pha-let-7a ngi-let-7 eca-let-7a mmu-miR-98-5p cja-miR-98
age-miR-98 dpe-miR-10 ocu-miR-98-5p pbv-let-7c-5p oga-miR-98 oha-let-7a rno-let-7c-5p Igi-let-7 nle-miR-98 cfa-miR-98 mmr-
let-7a ssc-let-7c cbn-let-7 der-miR-10 dgr-miR-10 dse-let-7 tch-miR-98-5p tgu-let-7a-5p ppa-let-7a dqu-miR-10-5p dre-let-7a dps-
miR-10 dpe-let-7 cte-let-7 dma-let-7a pra-miR8788a-5p oni-let-7a eca-miR-98 cja-let-7a cgr-let-7a nvi-let-7 ocu-let-7a-5p aly-
miR774b-5p ssa-let-7f-5p abu-let-7a pra-miR8788b-5p xtr-let-7c pny-let-7c nbr-let-7a nle-let-7c oar-let-7¢ ccr-let-7a cqu-miR-10-
5p dse-miR-10 gmo-let-7a-5p ggo-let-7a ssa-let-7a-5p mmu-let-7c-5p tgu-let-7c-5p sha-let-7a cin-let-7d-5p mmu-miR-5124a ipu-
let-7a dya-let-7 cpo-let-7a-5p ptr-miR-98 ppa-let-7¢c pxy-miR-10-5p pal-let-7a-5p ola-let-7c pca-let-7-5p ola-let-7a pbv-let-7a-5p
aca-miR-98-5p tni-let-7a xla-let-7c-5p gmo-let-7c-5p hhi-let-7¢ hsa-miR-98-5p xtr-miR-98 dgr-let-7 bfl-let-7a-5p pol-let-7a-5p ggo-
miR-98 dma-let-7c dme-miR-10-5p ssc-miR-98 sbo-let-7a mdo-let-7a-5p aca-let-7c-5p pal-let-7c-5p sfr-miR-10-5p oni-let-7c efu-
let-7c cpo-let-7c-5p mze-let-7c gga-let-7j-5p aca-let-7a-5p dre-let-7c-5p dme-let-7-5p bta-let-7¢ oha-let-7a-5p pte-let-7-5p crm-let-
7 cgr-miR-1260 cpo-miR-98-5p xtr-let-7a mmr-miR-98 pny-let-7a dma-miR-98 oar-let-7a mse-let-7a oan-miR-98 ame-miR-10-5p
ptr-let-7a ola-let-7a-5p dan-let-7 cfa-let-7c xla-miR-98-5p pbv-miR-98-5p der-let-7 oan-let-7c-5p rno-let-7a-5p dno-miR-98-5p csa-
let-7d tca-miR-10-5p mmu-miR-5106 fru-let-7a hpo-let-7-5p ipu-let-7c¢ nlo-miR-10 bta-miR-98 chi-let-7c-5p pal-miR-98-5p ppy-let-
7c oga-let-7a xla-let-7a-5p bma-let-7 api-miR-10 nle-let-7a mze-let-7a dvi-let-7 cel-let-7-5p ssc-let-7a gga-let-7I-5p chi-let-7a-5p
pal-miR-486a-3-3p ocu-let-7c¢-5p ppy-let-7a eca-let-7c prd-let-7-5p bbe-let-7a-5p bmo-miR-10-5p dno-let-7c-5p dsi-miR-10 cbr-let-
7 dqu-let-7-5p hsa-let-7a-5p ami-let-7c-5p mmi-let-7a-5p cfa-let-7a cpi-let-7a-5p pma-let-7a ptr-let-7c hsa-let-7c-5p cgr-miR-98
oha-let-7c-5p cli-let-7a-5p aae-miR-10 sko-let-7 rno-miR-98-5p dwi-miR-10 cpi-miR-98-5p hme-let-7 dmo-miR-10 Imi-miR-10-5p
dan-miR-10 cpi-let-7¢c-5p tca-let-7-5p ame-let-7-5p mmr-let-7¢c mmu-let-7a-5p mml-miR-98 dya-miR-10 tcf-let-7-5p cja-let-7¢c ppy-
miR-98 bdo-let-7 nbr-let-7c dsi-let-7 hme-miR-10 ppa-miR-98 nvi-miR-10 asu-let-7-5p dps-let-7 gga-let-7c-5p pha-let-7c pha-miR-
98 gga-let-7a-5p ssa-let-7¢-5p chi-miR-98-5p bmo-let-7-5p abu-let-7c dmo-let-7 oha-miR-98-5p dno-let-7a-5p ggo-let-7c cli-let-7c-
5p oga-let-7¢c

tcf-miR-10320 gga-miR-1723 cin-miR-92a-5p

Iva-miR-184-3p Iva-miR-9-5p dpe-miR-1 api-miR-1 gmo-miR-133a-3p hme-miR-184 tni-miR-125b ola-miR-125¢ bdo-miR-125 cqu-
miR-184 dps-miR-190-5p pca-miR-279b-3p chi-miR-125b-5p bfl-miR-184-3p mml-miR-9-5p isc-miR-375 oha-miR-100-5p sko-
miR-184-3p isc-miR-184 tca-miR-263a-5p tur-miR-133-3p nlo-miR-34 tgu-miR-9-5p pca-bantam-3p ami-miR-9-5p tca-miR-279b-
3p hme-bantam mse-bantam fru-miR-9 hme-miR-133 ame-miR-279d-3p nle-miR-125b cgr-miR-100-5p ppy-miR-133a mmu-miR-
295-5p pca-miR-1175-5p dno-miR-100-5p age-miR-133a ppc-miR-235-3p xla-miR-92a-3p dan-miR-34 dan-miR-133 bmo-
bantam-3p tcf-miR-96 der-miR-34 ccr-miR-9-3p pma-miR-92a cfa-miR-125b pca-miR-133-3p tca-miR-190-5p bdo-miR-263a cpo-
miR-92b-3p ggo-miR-92 hme-miR-190 cte-miR-133 ptr-miR-92b mdo-miR-92b-3p tcf-miR-10-5p rno-miR-92a-3p hpo-miR-100-5p
xtr-miR-100 aca-miR-9-5p pte-miR-10-5p ngi-miR-375 crm-miR-252 ssc-miR-92a aga-miR-100 dpu-miR-34 dwi-miR-133 bma-
miR-100b mdo-miR-100-5p ccr-miR-125¢ der-miR-1 oni-miR-184a nbr-miR-100 nlo-miR-184 sko-miR-92¢c hpo-miR-9-5p pmi-miR-
125-5p pbv-miR-9-5p dre-miR-125c-5p spu-miR-184 str-miR-34a-5p ola-miR-100 tni-miR-100 dps-miR-263a ppa-miR-10a mml-
miR-92a-3p ptr-miR-133a bfl-miR-9-5p dps-miR-1 ppa-miR-92a gmo-miR-125b-5p prd-miR-34-5p dqu-miR-100-5p dre-miR-92a-
3p nvi-miR-34 nbr-miR-125b ccr-miR-92a cqu-miR-100-5p dpe-miR-34 sko-miR-133 asu-miR-252-5p pra-miR8788a-3p pca-miR-
184-3p isc-bantam dgr-miR-263a ipu-miR-184 mdo-miR-92a-3p ola-miR-9b-5p bta-miR-92a bbe-miR-100-5p pal-miR-133a-3p
oga-miR-10a lla-miR-92 pma-miR-9a-5p pte-miR-9-5p bbe-miR-10a-5p oha-miR-125b-5p hco-miR-5950 mdo-miR-10a-5p ame-
miR-9a-5p cpi-miR-9-5p mle-miR-100-5p chi-miR-9-5p tca-miR-9a-5p chi-miR-10a-5p xtr-miR-125b sha-miR-92a pal-miR-92a-3p
mze-miR-184a dps-miR-34 dse-miR-9a bta-miR-125b ssa-miR-9a-5p pin-miR8788-3p tca-miR-125-5p hme-miR-34 cqu-miR-133
abu-miR-92b aca-miR-125b der-miR-125 ppy-miR-100 nbr-miR-184a mml-miR-92b-3p mse-miR-100 cpo-miR-100-5p hsa-miR-
1910-5p dwi-miR-9a xtr-miR-9-5p ppc-miR-9 ocu-miR-125b-5p oar-miR-10a dpu-miR-133 ola-miR-125b dsi-miR-125 pma-miR-
100a-5p dgu-miR-263a-5p dse-miR-263a tcf-miR-9a-5p dwi-miR-1 gga-miR-92-3p age-miR-125b der-miR-9a tch-miR-92a-3p
oha-miR-92a-3p bmo-miR-1a-3p sho-miR-125b lva-miR-252b-5p gmo-miR-100a-5p dre-miR-125b-5p sko-miR-125a dre-miR-184
dse-miR-133 hme-miR-279a mze-miR-92b pmi-miR-100-5p sko-miR-10 Ica-miR-92 oga-miR-92a dpu-miR-263a dme-miR-263a-
5p tca-miR-133-3p nbr-miR-133a nbr-miR-92a pte-miR-96-5p efu-miR-92b api-bantam eca-miR-10a pte-miR-100a-5p tur-miR-
263b-5p odi-miR-92a dan-miR-9a cja-miR-9 mmr-miR-92a dpu-miR-252b dqu-miR-133-3p dmo-miR-1 age-miR-100 oni-miR-100
pte-miR-315-5p dvi-miR-263a-5p ami-miR-10a-5p nvi-miR-1 mml-miR-133a rno-miR-10a-5p tcf-miR-125 mse-miR-34 pal-miR-
10a-5p dre-miR-100-5p ssa-miR-92b-3p tur-miR-993a-3p mmr-miR-100 ggo-miR-133a dwi-miR-34 pte-miR-92a-3p ame-miR-1-
3p sha-miR-125a aae-miR-9a pbv-miR-92a-3p gga-miR-133a-3p cpi-miR-125b-5p gga-miR-125b-5p api-miR-100 tcf-miR-92a
bma-miR-81 tur-miR-5735-3p ppa-miR-92b aga-miR-34 sko-miR-9-5p tni-miR-9 tcf-miR-34 Igi-miR-10 cgr-miR-10a-5p cli-miR-9-
5p asu-miR-81a nvi-miR-133 aca-miR-100 cfa-miR-133c cpo-miR-125b-5p tgu-miR-125-5p spu-miR-125-5p ngi-miR-184 aga-
miR-1 ccr-miR-133a-3p nlo-miR-133 Igi-miR-279 dsi-miR-9a eca-miR-92a dgr-miR-1 isc-miR-1 dpe-miR-184-3p isc-miR-96 ngi-
miR-1 cbn-miR-251b pny-miR-125b cpo-miR-92a-3p pmi-miR-184-3p aae-miR-1175-5p sfr-miR-34-5p pbv-miR-125b-5p aga-miR-
190 ptr-miR-125b pte-miR-34-5p dmo-miR-34 cpo-miR-9-5p mze-miR-92a dps-miR-9a pha-miR-125b pmi-miR-92b-3p efu-miR-
125b abu-miR-92a dsi-miR-133 cte-miR-184a mne-miR-92 ppy-miR-92 dma-miR-100 bmo-miR-100 tur-miR-92-3p pte-miR-184-
3p hco-miR-9 dgr-miR-34 mmu-miR-100-5p dme-miR-133-3p dwi-miR-125 ppy-miR-125b str-miR-252b-5p aae-miR-133 gmo-
miR-9-5p ame-miR-133-3p age-miR-10a isc-miR-133 cgr-miR-92b-3p bma-miR-92 mmr-miR-92b dse-miR-125 dya-miR-263a rno-
miR-100-5p dvi-miR-133-3p cte-miR-279 bta-miR-10a nlo-miR-125 aga-miR-9a fru-miR-125b cja-miR-100 mne-miR-133a dvi-
miR-9a-5p pte-miR-375-3p Igi-miR-100 dpu-miR-279a spu-miR-10 pol-miR-9b-5p ame-miR-263a-5p ssc-miR-100 bmo-miR-184-
3p lla-miR-125b dwi-miR-184-3p nvi-miR-100 tni-miR-92 ami-miR-92a-3p mmu-miR-9-5p dqu-miR-375-3p tca-miR-1-3p eca-miR-
100 cfa-miR-10a dvi-miR-34-5p nvi-miR-9a pny-miR-92 oni-miR-9a-5p bdo-miR-190 oni-miR-92b cpi-miR-100-5p sla-miR-125b
tgu-miR-100-5p gga-miR-10a-5p cpi-miR-92a-3p pte-miR-263b-5p efu-miR-92a
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ANEXO 21. Caracteristicas de miRNAs identificados en A-ch-ch asociados al genoma de P. capsici anotados en
miRBase

miRNA ID
mmu-miR-5124a
aly-miR774b-5p

pal-miR-486a-3-3p
cgr-miR-1260
pra-miR8788b-5p

oni-let-7c

cin-miR-92a-5p

tcf-miR-10320
dqu-miR-10-5p

gga-miR-1723

miRNA locus
accession
MI0018035
MI0014650
MI0032589
MI0020388
MI0027867

MI0034606

MI0007160

MI0033292

MI0037474

MI0007460

Organism
Mus musculus

Arabidopsis
lyrata
Pteropus alecto

Cricetulus
griseus
Phytophthora
ramorum
Oreochromis
niloticus

Ciona
intestinalis

Triops
cancrioformis
Dinoponera
quadriceps

Gallus gallus

Genomic location

chrl3: 40865791-
40865862 [+]
GL348714.1: 3372279-
3372385 []
KB030862.1: 1990200-
1990263 [+]
JH000033.1: 3309782-
3309861 [+]
PHYRASscaffold_67:213512
-213649
CMO001453.1: 2453478-
2453544 [-]

3p: 1864426-1864526 [+]

NA
NA

chr2: 41506154-41506259
[

Gen target
multitarget
No descrito
No descrito
No descrito
multitarget

No descrito

No descrito

No descrito
No descrito

No descrito

Descripcion gen target
Desarrollo de ratén
Relacion evolutiva con A. thaliana
Regulacién génica postranscripcional
Estado de desarrollo hamster

Permeasas de aminoacidos/auxinas,
alfa/beta hidrolasa de papa (StABH1)
Radiacion adaptativa de los peces
ciclidos africanos, desarrollo
reproductivo
Desarrollo de ciona intestinalis

Desarrollo, conservacion evolutiva de
especies
Desarrollo, diferenciacion celular,
maodificacion de fenotipo
Desarrollo embrionario

Referencia
Spierings DC, et al. 2011
Fahlgren N, et. Al 2010; Ma
Z.etal., 2010
Cowled C. et al., 2014
Hackl M. et al., 2011
Fahlgren N. et al., 2013; Hu
et al., 2022
Brawand D. et al., 2014;
Eshel O. et al., 2014
Norden-Krichmar TM. Et al.,
2007; Fu X. et al., 2008;
Hendrix D. et al., 2010
Ikeda KT. et al., 2015
Patalano S. et al., 2015

Glazov EA. Et al., 2008
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ANEXO 22. Caracteristicas de miRNAs identificados en A-br-ch asociados al genoma de P. capsici anotados en miRBase

miRNA ID
mmu-miR-5124a

pra-miR8788b-5p

aly-miR774b-5p

der-miR-10

tur-miR-92-3p
pin-miR8788-3p

ami-let-7a-5p
dqu-bantam-3p

pte-miR-71-3p

pte-miR-279-3p

miRNA locus
accession

MI0018035

MI0027867

MI0014650

MI0009091
MIMATO002308
7
MI0027863

MIMATO003799
©

MI0037464

MI0038092

MI0038037

Organismo

Mus musculus

Phytophthora
ramorum

Arabidopsis
lyrata

Drosophila
erecta

Tetranychus
urticae
Phytophthora
infestans
Allligator
mississipiensis
Dinoponera
guadriceps
Parasteotoda
tepidariorum

Parasteotoda
tepidariorum

Localizacion genémica

chrl3: 40865791-
40865862 [+]
PHYRAscaffold_67:21351
2-213649

GL348714.1: 3372279-
3372385 [-]

scaffold_4770: 2882570-
2882646 [-]

NA

supercont1.18:1064102-
1064237
AKHW03004488.1:
7298627-7298712 [+]

NA

Scf5bK3_5995: 356520-
356577 [+]
Scf5bK3_238.1: 754887-
754947 [-]
Scf5bK3_238.1: 780258-
780318 [-]

Gen target
multitarget

multitarget

No descrito

No descrito

No descrito
multitarget
No descrito
No descrito

No descrito

No descrito

Descripcion gen target

Desarrollo de ratén

Permeasas de aminoacidos/auxinas, alfa/beta
hidrolasa de papa (StABH1)

Relacién evolutiva con A. thaliana

Identificacion/anotacion de miRNAs en 12
especies de drosophila evolutivamente
conservados
Secuenciacion de genoma de arafia, e
identificacion de firmas moleculares
Permeasas de aminoacidos/auxinas, alfa/beta
hidrolasa de papa (StABH1)
Identificacién y evolucion de miRNAs en
diferentes especies de reptiles
Desarrollo, diferenciacion celular,
modificacién de fenotipo
Evolucion del repertorio de miRNAs entre
quelicerados

Evolucion del repertorio de miRNAs entre
quelicerados

Referencia

Spierings DC, et al.
2011
Fahlgren N. et al.,
2013; Hu et al., 2022
Fahlgren N, et. al
2010; Ma Z. et al.,
2010

Clark AG. et al.,2007

Grbic M. et al., 2011

Fahlgren N. et al.,
2013; Hu et al., 2022

Field DJ. et al., 2014

Patalano S. et al.,
2015

Leite DJ. et al., 2016

Leite DJ. et al., 2016
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ANEXO 23. Caracteristicas de miRNAs maduros de novo en A-ch-ch

ID miRNA novo Familia MIRNA score Genoma Strand e?(lg)vrils?éen miR maduro
A-ch-ch_000 A-ch-ch MIR37 -2.47 P.capsici.genoma + 19 tcgagacgtcgaattgagtggggg
A-ch-ch_001 A-ch-ch MIR72 -3.88 P.capsici.genoma + 20 tttgctgcagatgcetcgcgagtce
A-ch-ch_002 A-ch-ch MIR22 -0.24 P.capsici.genoma + 8 tagcgaatgtcgatgtgcttgg
A-ch-ch_003 A-ch-ch MIR21 1.95 P.capsici.genoma + 19 tagcatgtcagtcgaggtagacggc
A-ch-ch_004 A-ch-ch MIR32 -3.67 P.capsici.genoma + 11 tcatctttcggcetgtgccggacacc
A-ch-ch_005 A-ch-ch MIR30 -4.16 P.capsici.genoma + 5 tcagatcggattccatctacggc
A-ch-ch_006 A-ch-ch MIR46 -1.84 P.capsici.genoma + 8 tctgcaggttgaactagatcgec
A-ch-ch_007 A-ch-ch MIR28 -6.5 P.capsici.genoma + 12 tattcgcagtcttccgatcctggac
A-ch-ch_008 A-ch-ch MIR22 0.01 P.capsici.genoma + 8 tagcgaatgtcgatgtgcettgg
A-ch-ch_009 A-ch-ch MIR21 1.95 P.capsici.genoma + 19 tagcatgtcagtcgaggtagacggc
A-ch-ch_010 A-ch-ch MIR52 -6.29 P.capsici.genoma + 7 tgagatgaacttgttcgaacttg
A-ch-ch_011 A-ch-ch MIR64 -1.15 P.capsici.genoma + 5 ttgaggtcgttgtgagcaagtca
A-ch-ch_012 A-ch-ch MIR1 15.47 P.capsici.genoma + 10 aactgataatacccgtcgaccaag
A-ch-ch_013 A-ch-ch MIR64 -6.2 P.capsici.genoma + 5 ttgaggtcgttgtgagcaagtca
A-ch-ch_014 A-ch-ch MIR1 18.67 P.capsici.genoma + 10 aactgataatacccgtcgaccaag
A-ch-ch_015 A-ch-ch MIR71 -5.39 P.capsici.genoma + 7 tttcgtcctctgatggtgcacagga
A-ch-ch_016 A-ch-ch MIR66 0.1 P.capsici.genoma + 14 ttgcaggacttggtgtggacttggc
A-ch-ch_017 A-ch-ch MIR28 -9.48 P.capsici.genoma + 12 tattcgcagtcttccgatcctggac
A-ch-ch_018 A-ch-ch MIR28 -7.49 P.capsici.genoma + 12 tattcgcagtcttccgatcctggac
A-ch-ch_019 A-ch-ch MIR65 -1.12 P.capsici.genoma + 8 ttgcaaaatgtgcagtcggtaag
A-ch-ch_020 A-ch-ch MIR25 1.2 P.capsici.genoma + 6 tatccgaaatcacaggttgtcgag
A-ch-ch_021 A-ch-ch MIR73 -1.24 P.capsici.genoma + 8 tttggtgttacgtgatctctcgec
A-ch-ch_022 A-ch-ch MIR32 -4.39 P.capsici.genoma + 10 tcatctttcggctgtgccggacacc
A-ch-ch_023 A-ch-ch MIR38 -2.06 P.capsici.genoma + 8 tcgagtgcactgtacaacgtaca
A-ch-ch_024 A-ch-ch MIR2 -3.52 P.capsici.genoma + 10 aagaaattcgacgcgaggggcac
A-ch-ch_025 A-ch-ch MIR35 1.56 P.capsici.genoma + 13 tcgaagatgaaactgacactctg
A-ch-ch_026 A-ch-ch MIR5 -2.81 P.capsici.genoma + 10 acgcttgatatataagaagaactccc
A-ch-ch_027 A-ch-ch MIR49 -2.15 P.capsici.genoma + 21 tgagaactctgatcgccggtatgge
A-ch-ch_028 A-ch-ch MIR22 -2.25 P.capsici.genoma + 8 tagcgaatgtcgatgtgcttgg
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A-ch-ch_029
A-ch-ch_030
A-ch-ch_031
A-ch-ch_032
A-ch-ch_033
A-ch-ch_034
A-ch-ch_035
A-ch-ch_036
A-ch-ch_037
A-ch-ch_038
A-ch-ch_039
A-ch-ch_040
A-ch-ch_041
A-ch-ch_042
A-ch-ch_043
A-ch-ch_044
A-ch-ch_045
A-ch-ch_046
A-ch-ch_047
A-ch-ch_048
A-ch-ch_049
A-ch-ch_050
A-ch-ch_051
A-ch-ch_052
A-ch-ch_053
A-ch-ch_054
A-ch-ch_055
A-ch-ch_056
A-ch-ch_057
A-ch-ch_058
A-ch-ch_059
A-ch-ch_060
A-ch-ch_061
A-ch-ch_062

A-ch-ch MIR70
A-ch-ch MIR36
A-ch-ch MIR5
A-ch-ch MIR60
A-ch-ch MIR14
A-ch-ch MIR73
A-ch-ch MIR61
A-ch-ch MIR22
A-ch-ch MIR5
A-ch-ch MIR52
A-ch-ch MIR16
A-ch-ch MIR11
A-ch-ch MIR1
A-ch-ch MIR44
A-ch-ch MIR15
A-ch-ch MIR32
A-ch-ch MIR69
A-ch-ch MIR15
A-ch-ch MIR5
A-ch-ch MIR43
A-ch-ch MIR34
A-ch-ch MIR34
A-ch-ch MIR53
A-ch-ch MIR53
A-ch-ch MIR41
A-ch-ch MIR41
A-ch-ch MIR31
A-ch-ch MIR5
A-ch-ch MIR22
A-ch-ch MIR12
A-ch-ch MIR42
A-ch-ch MIR67
A-ch-ch MIR22
A-ch-ch MIR52

elo )
-3.55
1.44
-4.31
-6.72
-2.38
-2.83
-2.44
-4.07
-6.54
-3.59
-0.15
-4.15
-0.7
1.2
1.31
-0.6
-3.07
1.48
-1.14
-1.29
1.21
1.05
-2.49
-2.49
-3.14
-2.81
75
-0.75
2.1
-5.33
-5.49
-7.19

P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma

P.capsici.genoma

337

10
10

10

10

12

10

12
10
17
12
10
21
14
14
18
18

tttatctgctggetgtettc
tcgactggattgtcaagaacggcc
acgcttgatatataagaagaactccc
ttcgcaagcaagtcgatgactttg
tacaaactgcaaactcgtgcttgge
tttggtgttacgtgatctctcgee
ttcggatcttaaggcectattaaccc
tagcgaatgtcgatgtgcttgg
acgcttgatatataagaagaactccc
tgagatgaacttgttcgaacttg
tacagagatgatcgtagagaacaac
taaacaagaatcgcttacggatg
aactgataatacccgtcgaccaag
tctatttcgtcaaacgtgtacagc
tacagaagatacatttacgtcggc
tcatctttcggetgtgccggacacc
ttgtgtaccegtcgggttggacg
tacagaagatacatttacgtcggc
acgcttgatatataagaagaactccc
tcgtttcgtcttggeatagtaacce
tccgggtgcetgtetacct
tccgggtgcetgtetacct
tgccccaagggctgtcgaacgegec
tgccccaagggctgtcgaacgegec
tcggcgeggattgageagtatcgge
tcggcgeggattgageagtatcgge
tcagtactgtcctcgagaacacgcec
acgcttgatatataagaagaactccc
tagcgaatgtcgatgtgcttgg
taagcatctcatcgctcagtctgge
tcggggaaagtccggtggttggac
ttgcatctcgggeatgatcgacgec
tagcgaatgtcgatgtgcttgg
tgagatgaacttgttcgaacttg
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A-ch-ch_063
A-ch-ch_064
A-ch-ch_065
A-ch-ch_066
A-ch-ch_067
A-ch-ch_068
A-ch-ch_069
A-ch-ch_070
A-ch-ch_071
A-ch-ch_072
A-ch-ch_073
A-ch-ch_074
A-ch-ch_075
A-ch-ch_076
A-ch-ch_077
A-ch-ch_078
A-ch-ch_079
A-ch-ch_080
A-ch-ch_081
A-ch-ch_082
A-ch-ch_083
A-ch-ch_084
A-ch-ch_085
A-ch-ch_086
A-ch-ch_087
A-ch-ch_088
A-ch-ch_089
A-ch-ch_090
A-ch-ch_091
A-ch-ch_092
A-ch-ch_093
A-ch-ch_094
A-ch-ch_095
A-ch-ch_096

A-ch-ch MIR2
A-ch-ch MIR26
A-ch-ch MIR23
A-ch-ch MIR40
A-ch-ch MIR63
A-ch-ch MIR6
A-ch-ch MIR22
A-ch-ch MIR24
A-ch-ch MIR15
A-ch-ch MIR17
A-ch-ch MIR54
A-ch-ch MIR71
A-ch-ch MIR48
A-ch-ch MIR55
A-ch-ch MIR15
A-ch-ch MIR39
A-ch-ch MIR22
A-ch-ch MIR22
A-ch-ch MIR28
A-ch-ch MIR50
A-ch-ch MIR5
A-ch-ch MIR64
A-ch-ch MIR22
A-ch-ch MIR47
A-ch-ch MIR53
A-ch-ch MIR21
A-ch-ch MIR5
A-ch-ch MIR60
A-ch-ch MIR1
A-ch-ch MIR60
A-ch-ch MIR60
A-ch-ch MIR58
A-ch-ch MIR58
A-ch-ch MIR58

-2.61
-0.88
-4.26
1.68
-7.06
-5.83
-4.48
-0.31
-0.7
0.03
-3.15
-5.39
1.63
-3.14
-0.7
1.51
0.01
-3.35
-4.92
0.87
271
-9.32
2.41
7.42
1.72
1.06
-2.81
1.59
-6.15
1.44
1.44
-5.51
-3.8
-5.51

P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma

P.capsici.genoma

10

10

13

12
11

12
10

12
21
10

18
19
10
10
10
10
10
106
106
106

aagaaattcgacgcgaggggeac
tatctagaagcggatccgacgeg
tagcgagatttagtcgatggctgge
tcgctetcgatctcggaggagacge
ttgacttaggaccgagtgtagc
agagatctgtagaccggtttagcc
tagcgaatgtcgatgtgcttgg
tatagtctagaccgtagttggcatg
tacagaagatacatttacgtcggc
tacccggagttggaagatcctgacg
tgcgaaatcttgcacgtgatcggge
tttcgtcctctgatggtgcacagga
tgacctagtggatcggtctgggge
tgcgatgattttgtcaacctcgge
tacagaagatacatttacgtcggc
tcgatctaagctctgcctagcacacy
tagcgaatgtcgatgtgcttgg
tagcgaatgtcgatgtgcttgg
tattcgcagtcttccgatectggac
tgagaactctgatcgccggtatggeg
acgcttgatatataagaagaactccc
ttgaggtcgttgtgagcaagtca
tagcgaatgtcgatgtgcttgg
tcttggactccacgtagaccage
tgccccaagggctgtcgaacgegec
tagcatgtcagtcgaggtagacgge
acgcttgatatataagaagaactccc
ttcgcaagcaagtcgatgactttg
aactgataatacccgtcgaccaag
ttcgcaagcaagtcgatgactttg
ttcgcaagcaagtcgatgactttg
tgttttggccaaccggattgtagec
tgttttggccaaccggattgtagec
tgttttggccaaccggattgtagec
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A-ch-ch_097
A-ch-ch_098
A-ch-ch_099
A-ch-ch_100
A-ch-ch_101
A-ch-ch_102
A-ch-ch_103
A-ch-ch_104
A-ch-ch_105
A-ch-ch_106
A-ch-ch_107
A-ch-ch_108
A-ch-ch_109
A-ch-ch_110
A-ch-ch_111
A-ch-ch_112
A-ch-ch_113
A-ch-ch_114
A-ch-ch_115
A-ch-ch_116
A-ch-ch_117
A-ch-ch_118
A-ch-ch_119
A-ch-ch_120
A-ch-ch_121
A-ch-ch_122
A-ch-ch_123
A-ch-ch_124
A-ch-ch_125
A-ch-ch_126
A-ch-ch_127
A-ch-ch_128
A-ch-ch_129
A-ch-ch_130

A-ch-ch MIR58
A-ch-ch MIR58
A-ch-ch MIR58
A-ch-ch MIR18
A-ch-ch MIR22
A-ch-ch MIR70
A-ch-ch MIR28
A-ch-ch MIR10
A-ch-ch MIR55
A-ch-ch MIR5
A-ch-ch MIR7
A-ch-ch MIR59
A-ch-ch MIR59
A-ch-ch MIR59
A-ch-ch MIR33
A-ch-ch MIR52
A-ch-ch MIR3
A-ch-ch MIR15
A-ch-ch MIR15
A-ch-ch MIR63
A-ch-ch MIR10
A-ch-ch MIR15
A-ch-ch MIR15
A-ch-ch MIR20
A-ch-ch MIR60
A-ch-ch MIR57
A-ch-ch MIR35
A-ch-ch MIR44
A-ch-ch MIR35
A-ch-ch MIR68
A-ch-ch MIR68
A-ch-ch MIR22
A-ch-ch MIR60
A-ch-ch MIR5

-5.51
-3.8
-3.8

-3.61

225
2.65

-0.81

-3.79

-4.87

271

-3.42
9.91
9.01
7.88

-2.37

-6.29
0.9
-0.7
-0.7

-7.06

-4.88
-0.7
-0.7

-6.09
8.05

-2.98
1.56

-4.15
1.56

-4.88

-7.53

-0.24
1.44

-4.08

P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma

P.capsici.genoma

106
106
106

330
12

10

25
25
25
23

29

12
12

12
12

29
13

13

10
10

tgttttggccaaccggattgtagec
tgttttggccaaccggattgtagec
tgttttggccaaccggattgtagec
tactgaaggaccatgcaacgcac
tagcgaatgtcgatgtgcttgg
tttatctgctggcetgtcettc
tattcgcagtcttccgatectggac
ctggtcaagaggctggagaacacttg
tgcgatgattttgtcaacctcgge
acgcttgatatataagaagaactccc
agtgagtcggtcgagcttgtggac
ttacatagtagtacttggagagcc
ttacatagtagtacttggagagcc
ttacatagtagtacttggagagcc
tccgatgattacagtagctaaaagac
tgagatgaacttgttcgaacttg
aatgaagtggcttgtcgatgtgaacc
tacagaagatacatttacgtcggc
tacagaagatacatttacgtcggc
ttgacttaggaccgagtgtagc
ctggtcaagaggctggagaacacttg
tacagaagatacatttacgtcggc
tacagaagatacatttacgtcggc
tagacgacttaacgatagctggcac
ttcgcaagcaagtcgatgactttg
tggtcttaagggtggcgacatge
tcgaagatgaaactgacactctg
tctatttcgtcaaacgtgtacage
tcgaagatgaaactgacactctg
ttggccttgatctegtigtacage
ttggccttgatctegtigtacage
tagcgaatgtcgatgtgcttgg
ttcgcaagcaagtcgatgactttg

acgcttgatatataagaagaactccc
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A-ch-ch_131
A-ch-ch_132
A-ch-ch_133
A-ch-ch_134
A-ch-ch_135
A-ch-ch_136
A-ch-ch_137
A-ch-ch_138
A-ch-ch_139
A-ch-ch_140
A-ch-ch_141
A-ch-ch_142
A-ch-ch_143
A-ch-ch_144
A-ch-ch_145
A-ch-ch_146
A-ch-ch_147
A-ch-ch_148
A-ch-ch_149
A-ch-ch_150
A-ch-ch_151
A-ch-ch_152
A-ch-ch_153
A-ch-ch_154

A-ch-ch MIR51
A-ch-ch MIR27
A-ch-ch MIR56
A-ch-ch MIR22
A-ch-ch MIR37
A-ch-ch MIR52
A-ch-ch MIR4
A-ch-ch MIR29
A-ch-ch MIR8
A-ch-ch MIR13
A-ch-ch MIR9
A-ch-ch MIR15
A-ch-ch MIR73
A-ch-ch MIR15
A-ch-ch MIR22
A-ch-ch MIR62
A-ch-ch MIR62
A-ch-ch MIR62
A-ch-ch MIR62
A-ch-ch MIR62
A-ch-ch MIR19
A-ch-ch MIR45
A-ch-ch MIR60
A-ch-ch MIR73

-5.07
-3.57
-6.42
0.01
0.71
-4.51
-3.75
-2.04
-3.14
13.13
-3.79
-0.71
-1.51
-0.7
-2.03
0.05
-0.29
-0.47
-1.16
-0.47
-4.45
-2.15
1.95
9.05

P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma

P.capsici.genoma

14

16

344

tgagagaccggtcatgatcacgc
tatgtcaggttgaacgatgccgcet
tggcaaagcaagtcggtagcgatctg
tagcgaatgtcgatgtgcttgg
tcgagacgtcgaattgagtggggg
tgagatgaacttgticgaacttg
acgagtcataactgtgcaacatcc
tcacggagatgttcaattgctgage
cccacgaagtatgctcttggcacg
taatttaccgtaagagctgttca
ccegtgcetgctgacggaggee
tacagaagatacatttacgtcggc
tttggtgttacgtgatctctcgee
tacagaagatacatttacgtcggc
tagcgaatgtcgatgtgcttgg
ttcggccacaaggcacaactgacce
ttcggccacaaggcacaactgacce
ttcggccacaaggcacaactgacce
ttcggccacaaggcacaactgacce
ttcggccacaaggcacaactgacce
tactgcagactagtaggcttcc
tctccaagcgaattitgtcgggtg
ttcgcaagcaagtcgatgactttg
tttggtgttacgtgatctctcgee
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ID miRNA novo

br-ch_000
br-ch_001
br-ch_002
br-ch_003
br-ch_004
br-ch_005
br-ch_006
br-ch_007
br-ch_008
br-ch_009
br-ch_010
br-ch_011
br-ch_012
br-ch_013
br-ch_014
br-ch_015
br-ch_016
br-ch_017
br-ch_018
br-ch_019
br-ch_020
br-ch_021
br-ch_022
br-ch_023
br-ch_024
br-ch_025
br-ch_026
br-ch_027

ANEXO 24

Familia MIRNA

A-br-ch MIR91
A-br-ch MIR12
A-br-ch MIR23
A-br-ch MIR161
A-br-ch MIR27
A-br-ch MIR105
A-br-ch MIR86
A-br-ch MIR165
A-br-ch MIR92
A-br-ch MIR205
A-br-ch MIR145
A-br-ch MIR210
A-br-ch MIR30
A-br-ch MIR42
A-br-ch MIR215
A-br-ch MIR34
A-br-ch MIR152
A-br-ch MIR164
A-br-ch MIR144
A-br-ch MIR83
A-br-ch MIR175
A-br-ch MIR109
A-br-ch MIR16
A-br-ch MIR51
A-br-ch MIR31
A-br-ch MIR173
A-br-ch MIR101
A-br-ch MIR58

: Caracteristicas de miRNAs maduros de novo en A-br-ch

score

-2.23
-1.45
-5.94
-1.09
-3.93
-3.03
-0.72
-2.23
-1.4
7.94
-5.16
-4.03
-6.21
-1.93
-1.1
-0.52
-3.2
-4.15
-2.25
-2.42
38.59
-8.15
1.25
-6.8
1.34
-3.06
-6.61
-3.51

Genoma

P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma

P.capsici.genoma

strand

+ + + + + + + + + + + + + + + + + + 4+ 4+ 4+ + + + + + o+ o+

Nivel de
Expresion
16
17
11
22
5
15
18
72
11
13

15
20
15

16
52
12
17

11

23

miR maduro

tcattatttggtgcgctgacc
agatggctgtcttggcgc
gaggctgaagagtagtctggg
tgcgcgagatgctagtagcaacgg
taacagtaggcggceccaagea
tccggacgttgcaggtgtacctgcet
tcagatcggattccatctacgge
tgcgtgacatggaacacgaccgag
tccaaaagacgagatcggccaatg
ttggcggcatgggcaaagatcacc
tcttgegtttccgactggaacg
tttccatgtactccagctcgact
taacgagtcaagcgaggcccaagaa
tacccgatcacatcaaggagctccg
ttttcatggtcgctggceat
taagattattattgtgacaggagcc
tgagttacctcgaacttgacagcc
tgcggttggttgtacggtgtacatg
tctgectattgeecggacgt
tcactgagaaagtgtcgtggacacg
tgtcgeecgttggttcactgtacg
tccgtactgtcctctgtececga
cattaatgtgtacctggcatg
tacggatatacatagtgcttgatg
taacggagagtacgggggactg
tgtactggcgaccaatcaagc
tccgagtecgttgagegtctgectg
tagaatctgtgtacttgaaaccacg
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br-ch_028
br-ch_029
br-ch_030
br-ch_031
br-ch_032
br-ch_033
br-ch_034
br-ch_035
br-ch_036
br-ch_037
br-ch_038
br-ch_039
br-ch_040
br-ch_041
br-ch_042
br-ch_043
br-ch_044
br-ch_045
br-ch_046
br-ch_047
br-ch_048
br-ch_049
br-ch_050
br-ch_051
br-ch_052
br-ch_053
br-ch_054
br-ch_055
br-ch_056
br-ch_057
br-ch_058
br-ch_059
br-ch_060

A-br-ch MIR68
A-br-ch MIR47
A-br-ch MIR34
A-br-ch MIR60
A-br-ch MIR113
A-br-ch MIR135
A-br-ch MIR81
A-br-ch MIR24
A-br-ch MIR18
A-br-ch MIR169
A-br-ch MIR140
A-br-ch MIR64
A-br-ch MIR203
A-br-ch MIR11
A-br-ch MIR48
A-br-ch MIR154
A-br-ch MIR125
A-br-ch MIR29
A-br-ch MIR190
A-br-ch MIR101
A-br-ch MIR151
A-br-ch MIR44
A-br-ch MIR204
A-br-ch MIR170
A-br-ch MIR38
A-br-ch MIR8
A-br-ch MIR199
A-br-ch MIR111
A-br-ch MIR163
A-br-ch MIR84
A-br-ch MIR122
A-br-ch MIR12
A-br-ch MIR28

-6.45
-2.75
-0.52
-2.47
-2.02
-3.26
0.96
0.03
-0.84
-5.58
10.16
-6.16
-1.41
-3.67
-9.94
8.76
-0.6
-1.95
-0.72
-8.44
-0.64
0.12
-1.5
18.58
-6.98
-1.46
-3.19
-1.63
-2.8
-2.2
-9.02
-0.78
8.02

P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma

+ + + + + + + + + + + + + + + + + 4+ 4+ 4+ + + + + + + + + + + + + o+

10

15
53
12
18
64
35

10
19

15

11
14

100

11
16
20
10
10
27

13
12

17
18

tagtgaagacaaatgatgccaggcec
tacgaccttccaaaggctggcatg
taagattattattgtgacaggagcc
tagacttgtagggaggttggcc
tcgaaacggtgtctgagtttttgc
tcggcatcgagtggaacaggtacag
tcacccagagtgtcgtagagc
ggttcaaatcccggtaggage
cgaaggcgtcttcgeggacc
tgctegtggegetggegg
tctcaaggtctgegatttgagee
taggacctccaacataacataga
ttggcacatttcgatcgacgacg
agaagttggattaagcagta
tacgagaaaggtgcttgagagacg
tgatgagaatggcgagatagac
tcgagatctttgegetectgget
taacgagctgtgtcagcaatactg
ttcgcagtcttccgatectggactg
tccgagtccgttgagegtctgectg
tgagtccttctaagtcgtcgggat
tacccgtaggacaaattgtgagce
ttggcgcacacttgttgttg
tggactcagaatacaattcact
taagttggccttctatttgag
acacggaaattttgagtagaactca
ttgcgaaccgcaactgggctgaca
tccteggcetgecttgaacgac
tgcggacgtcaatgtgcttegec
tcagaaaccgtcggcagattttecg
tcgagaatctggatcgacaatggtg
agatggctgtcttggcge
taacatcggtcactttgcacgcga

209



br-ch_061
br-ch_062
br-ch_063
br-ch_064
br-ch_065
br-ch_066
br-ch_067
br-ch_068
br-ch_069
br-ch_070
br-ch_071
br-ch_072
br-ch_073
br-ch_074
br-ch_075
br-ch_076
br-ch_077
br-ch_078
br-ch_079
br-ch_080
br-ch_081
br-ch_082
br-ch_083
br-ch_084
br-ch_085
br-ch_086
br-ch_087
br-ch_088
br-ch_089
br-ch_090
br-ch_091
br-ch_092
br-ch_093

A-br-ch MIR101
A-br-ch MIR192
A-br-ch MIR166
A-br-ch MIR166
A-br-ch MIR184
A-br-ch MIR159
A-br-ch MIR188
A-br-ch MIR117
A-br-ch MIR98
A-br-ch MIR101
A-br-ch MIR101
A-br-ch MIR97
A-br-ch MIR73
A-br-ch MIR78
A-br-ch MIR185
A-br-ch MIR193
A-br-ch MIR101
A-br-ch MIR101
A-br-ch MIR118
A-br-ch MIR186
A-br-ch MIR138
A-br-ch MIR157
A-br-ch MIR179
A-br-ch MIR214
A-br-ch MIR198
A-br-ch MIR67
A-br-ch MIR69
A-br-ch MIR8
A-br-ch MIR15
A-br-ch MIR42
A-br-ch MIR121
A-br-ch MIR77
A-br-ch MIR99

-7.32
-5.62
6.51
2.03
-2.24
10.7
-0.57
-0.36
-1.56
-7.32
-4.16
0.64
-7.29
-0.98
-9.47
-3.32
-7.32
-4.16
-7.47
-4.56
10.29
-4.68
57.27
-5.31
11.75
-2.73
-9.39
-7.25
-2.28
0.41
-7.88
-1.64
-2.79

P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma

+ + + + + + + + + + + + + + + + + 4+ 4+ 4+ + + + + + + + + + + + + o+

18

18

29

10

100
11

10
13
19

65

10
133
15

11
16

tccgagtecgttgagegtctgectg
ttcggtatcgtcgcageatcggec
tgcgtgataaagcggagttgaaag
tgcgtgataaagcggagttgaaag
ttcatgaacgtgacgaccttgg
tgcgatcgatcgggecgacc
ttcgagcggtcctgaaccgatggac
tcgaccctegegtecctctaacgcec
tcectttggteggetgtgecagec
tccgagtecgttgagegtetgectg
tccgagtecgttgagegtetgectg
tccccagatgataaagacaaaactg
tatcgccgagttgctcgtecaatg
tatgtctctgttgggeeccgaggg
ttccacttggatcactggcagcectg
ttcgtgacccgatgagcegtcgagg
tccgagtccgttgagegtcetgectg
tccgagtecgttgagegtctgectg
tcgacgaactgaaccgtcgeggcec
ttccgatcctggactgtcttatgga
tcgggctecttectttgegaagetg
tgccatatacgtcgegatacacgt
ttacgagatccgcctgectg
ttttatcgccacatggatcc
ttgccgtagatggaatccgatctg
tagtcgagttaacctgaaagtacag
tagttatcttccacgagcttg
acacggaaattttgagtagaactca
catcagtcgacgtagcagc
tacccgatcacatcaaggagctccg
tcgagaaggatgtggagtgattaga
tatgtaagactgtagcctggccaac
tcecttttcgagattegetggcttg
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br-ch_094
br-ch_095
br-ch_096
br-ch_097
br-ch_098
br-ch_099
br-ch_100
br-ch_101
br-ch_102
br-ch_103
br-ch_104
br-ch_105
br-ch_106
br-ch_107
br-ch_108
br-ch_109
br-ch_110
br-ch_111
br-ch_112
br-ch_113
br-ch_114
br-ch_115
br-ch_116
br-ch_117
br-ch_118
br-ch_119
br-ch_120
br-ch_121
br-ch_122
br-ch_123
br-ch_124
br-ch_125
br-ch_126

A-br-ch MIR150
A-br-ch MIR80
A-br-ch MIR188
A-br-ch MIR108
A-br-ch MIR207
A-br-ch MIR153
A-br-ch MIR82
A-br-ch MIR89
A-br-ch MIR6
A-br-ch MIR55
A-br-ch MIR196
A-br-ch MIR157
A-br-ch MIR65
A-br-ch MIR37
A-br-ch MIR32
A-br-ch MIR202
A-br-ch MIR202
A-br-ch MIR168
A-br-ch MIR171
A-br-ch MIR156
A-br-ch MIR79
A-br-ch MIR7
A-br-ch MIR54
A-br-ch MIR11
A-br-ch MIR133
A-br-ch MIR8
A-br-ch MIR175
A-br-ch MIR148
A-br-ch MIR142
A-br-ch MIR197
A-br-ch MIR197
A-br-ch MIR127
A-br-ch MIR101

27.43
-1.09
-4.98
-0.45
-2.95
32.53
1.2
-0.53
-3.74
11.17
-4.24
-4.21
-2.42
-5.35
-1.84
-0.27
-4.35
0.1
-1.84
-2.13
0.07
-0.72
17.18
77.96
-7.25
-3.8
1.37
-2.45
-6.35
-6.02
-2.42
-7.32

P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma

+ + + + + + + + + + + + + + + + + 4+ 4+ 4+ + + + + + + + + + + + + o+

10
15
23

20

tgagcgaggactagtttgaagaga
tcaacgactatctgagtcgtcgage
ttcgagcggtcctgaaccgatggac
tccggatgtacacatggtctacag
ttggggatcttggatcttggggat
tgataatacccgtcgaccaag
tcacgcggctgagcatcteg
tcatctttcggctgtgecggacacc
aatggcgtcactgtattcgg
tactgtcggtgtccggggc
ttgactatgaagagacgtacgcgcec
tgccatatacgtcgegatacacgt
taggagaaatcagaattctg
taagtctcgagcgactcecgtegg
taacgtagagacctgaagtgacccg
ttggacttgtcgattagccccacc
ttggacttgtcgattagccccacc
tgctegectgtgectctgtggeatg
tggagagagaagcgtagacctggce
tgcacatgtagtaaccggtagcc
tattgtttactgttagagagcc
acaaatcgaacaaagatgctg
tactgtcctcgagaacacgeccaa
agaagttggattaagcagta
tcggacgctcgegagcttegegag
acacggaaattttgagtagaactca
tgtcgeecgttggttcactgtacg
tgacgcactgactcgggcc
tctctacgttacgctgatctecgec
ttgagattgactttgaccacacag
ttgagattgactttgaccacacag
tcgagcgtctcggagtcgaacgt
tccgagtecgttgagegtetgectg
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br-ch_127
br-ch_128
br-ch_129
br-ch_130
br-ch_131
br-ch_132
br-ch_133
br-ch_134
br-ch_135
br-ch_136
br-ch_137
br-ch_138
br-ch_139
br-ch_140
br-ch_141
br-ch_142
br-ch_143
br-ch_144
br-ch_145
br-ch_146
br-ch_147
br-ch_148
br-ch_149
br-ch_150
br-ch_151
br-ch_152
br-ch_153
br-ch_154
br-ch_155
br-ch_156
br-ch_157
br-ch_158
br-ch_159

A-br-ch MIR101
A-br-ch MIR41
A-br-ch MIR41
A-br-ch MIR107
A-br-ch MIR126
A-br-ch MIR112
A-br-ch MIR103
A-br-ch MIR37
A-br-ch MIR160
A-br-ch MIR8
A-br-ch MIR62
A-br-ch MIR122
A-br-ch MIR175
A-br-ch MIR120
A-br-ch MIR53
A-br-ch MIR125
A-br-ch MIR14
A-br-ch MIR9
A-br-ch MIR101
A-br-ch MIR90
A-br-ch MIR33
A-br-ch MIR39
A-br-ch MIR72
A-br-ch MIR187
A-br-ch MIR212
A-br-ch MIR26
A-br-ch MIR122
A-br-ch MIR2
A-br-ch MIR149
A-br-ch MIR95
A-br-ch MIR36
A-br-ch MIR181
A-br-ch MIR46

-8.44
-1.92
-1.92
-1.49
-2.65
-8.1
-4.65
-0.1
-3.85
-5.45
31.18
-7.21
40.81
0.36
-3.65
-0.6
-4.27
-2.12
-5.89
-5.05
6.93
15.24
-5.58
-0.83
-6.98
-6.7
-3.58
-4.48
-2.02
-9.54
-2.72
-3.09
2.19

P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma

+ + + + + + + + + + + + + + + 4+ 4+ + + + + + o+

10
58

52
20
12
14

51

21

22
15
11

390
21

20
16
25

tccgagtecgttgagegtctgectg
tacccgaacctgaacgaacgagacg
tacccgaacctgaacgaacgagacg
tccggatctteggectcageecg
tcgagatgaaccgacactgtactg
tccttgatacagtcacttagage
tccggaaccgatggacctcagec
taagtctcgagcgactcccgtegg
tgcgcaagcatgegtactggceatg
acacggaaattttgagtagaactca
tagcgaatgtcgatgtgcttgg
tcgagaatctggatcgacaatggtg
tgtcgeecgttggttcactgtacg
tcgagaagactggacttgggggag
tacggttttcgttgtaaagagggc
tcgagatctttgegctectgget
cagatgacaatagacggatg
accccggattggtatgaggcttecc
tccgagtccgttgagegtcetgectg
tcatgatgcgacgacgaagacacg
taagacggccaagctcaacgaga
taccaagacttggttggggtagct
tatatggactgaaacaggcacccag
ttcgagaattctgtggaaactga
tttgagaaggatctgcaactggga
taacaaatcctggatgaaagact
tcgagaatctggatcgacaatggtg
aacagagctttggtttgcc
tgactgtaggcactcacccgtgge
tccagaagaaggtatctcgtgac
taaggaccggggccaggacagttag
ttatgcatttgaattgggat
tacctcgactgacatgctacc
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br-ch_160
br-ch_161
br-ch_162
br-ch_163
br-ch_164
br-ch_165
br-ch_166
br-ch_167
br-ch_168
br-ch_169
br-ch_170
br-ch_171
br-ch_172
br-ch_173
br-ch_174
br-ch_175
br-ch_176
br-ch_177
br-ch_178
br-ch_179
br-ch_180
br-ch_181
br-ch_182
br-ch_183
br-ch_184
br-ch_185
br-ch_186
br-ch_187
br-ch_188
br-ch_189
br-ch_190
br-ch_191
br-ch_192

A-br-ch MIR85
A-br-ch MIR183
A-br-ch MIR114
A-br-ch MIR43
A-br-ch MIR128
A-br-ch MIR147
A-br-ch MIR115
A-br-ch MIR213
A-br-ch MIR155
A-br-ch MIR124
A-br-ch MIR126
A-br-ch MIR122
A-br-ch MIR94
A-br-ch MIR75
A-br-ch MIR63
A-br-ch MIR101
A-br-ch MIR3
A-br-ch MIR52
A-br-ch MIR211
A-br-ch MIR98
A-br-ch MIR19
A-br-ch MIR122
A-br-ch MIR25
A-br-ch MIR195
A-br-ch MIR116
A-br-ch MIR195
A-br-ch MIR21
A-br-ch MIR8
A-br-ch MIR153
A-br-ch MIR122
A-br-ch MIR182
A-br-ch MIR182
A-br-ch MIR4

-1.79
1.58
-0.2
0.41

-1.02
-2.2

-0.24

-8.22
0.89
-2.2

-5.67

-8.14

-0.11
-9.2

-4.13

-7.03

-3.75

-1.28

-4.56
-4.6

-7.14

-2.46

-8.84

17.78

-6.81

-0.92

-1.54

-7.25
1.48

-3.98

-0.81

-0.81

12.36

P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma

31
17
18
27
13

13
21

10

31

17

17

26

26
496
10
45

25
25

tcagaacgcctggctcgacgagct
ttcagatcgagggcggagttcc
tcgaactcgacacagecgttgeggc
tacccggagttggaagatcctgac
tcgatcaatctcgtcatcegttege
tgaacgagaagtcggacgcttcc
tcgaatcgacggacgattgacggce
tttggctggagacggatgaaagt
tgattggctgagacggtga
tcgagatcgactacgacatggagc
tcgagatgaaccgacactgtactg
tcgagaatctggatcgacaatggtg
tccactcgagacttgcattaac
tatgatccacttgtagtcgt
tagctccacccagttctgaaactg
tccgagtccgttgagegtctgectg
aacgaaattccagattgcaaggac
tacggcatatgacacttgggcac
tttgacaagtcggaactgcacccgc
tcectttggteggetgtgecagec
cggatgaaactggctggg
tcgagaatctggatcgacaatggtg
taaacgacgagtggagacctggaaa
ttcttgttcgcacttggctctctg
tcgacacaaattgtcagcacgg
ttcttgttcgeacttggctctctg
ctaccaagcgtaccaacgc
acacggaaattttgagtagaactca
tgataatacccgtcgaccaag
tcgagaatctggatcgacaatggtg
ttcagacgttctgttgccgacagcec
ttcagacgttctgttgcegacagec
aagacttgatcatgtgggagc
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br-ch_193
br-ch_194
br-ch_195
br-ch_196
br-ch_197
br-ch_198
br-ch_199
br-ch_200
br-ch_201
br-ch_202
br-ch_203
br-ch_204
br-ch_205
br-ch_206
br-ch_207
br-ch_208
br-ch_209
br-ch_210
br-ch_211
br-ch_212
br-ch_213
br-ch_214
br-ch_215
br-ch_216
br-ch_217
br-ch_218
br-ch_219
br-ch_220
br-ch_221
br-ch_222
br-ch_223
br-ch_224
br-ch_225

A-br-ch MIR50
A-br-ch MIR35
A-br-ch MIR187
A-br-ch MIR153
A-br-ch MIR143
A-br-ch MIR217
A-br-ch MIR191
A-br-ch MIR87
A-br-ch MIR87
A-br-ch MIR122
A-br-ch MIR1
A-br-ch MIR194
A-br-ch MIR176
A-br-ch MIR61
A-br-ch MIR88
A-br-ch MIR76
A-br-ch MIR150
A-br-ch MIR130
A-br-ch MIR131
A-br-ch MIR188
A-br-ch MIR107
A-br-ch MIR208
A-br-ch MIR78
A-br-ch MIR201
A-br-ch MIR40
A-br-ch MIR12
A-br-ch MIR96
A-br-ch MIR195
A-br-ch MIR200
A-br-ch MIR198
A-br-ch MIR134
A-br-ch MIR206
A-br-ch MIR22

-2.84
-2.82
-0.03
-1.45
5.32
1.19
1.78
-1.19
-1.19
-3.48
0.67
18.71
-9.47
25.51

-7.19
-3.08
-5.2
-8.93
-3.05
-1.49

-0.98
-4.45
-2.05
1.24
-7.55
14.99
-7.35
7.64
1.8
-3.82
-0.17

P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma

12
24
22
45

28
10

10
25
13
28

10

29

1814
100
13
14
17
28
26

12

15

tacgcgttgtcggeggttctga
taaggaacgtcgggaatacgagga
ttcgagaattctgtggaaactga
tgataatacccgtcgaccaag
tctgcactccgaagtctcttgge
tttttaagcgtctettgetggec
ttcgcccggagagatcacgtagga
tcagcaacgcgtgctcatcg
tcagcaacgcgtgctcatcg
tcgagaatctggatcgacaatggtg
aaaaggcgtcgagggcage
ttctcgaggacagtactgatcatc
tgtcttggtcegeacttgtag
tagccaatggcatgttagtgacc
tcagtctggagcagggcecgatcecc
tatggagctacgatgggcageegg
tgagcgaggactagtttgaagaga
tcgcacgtcatggtaggaaccgeca
tcggaaacttaagactgccgec
ttcgagcggtcctgaaccgatggac
tccggatcttcggectcagecceg
tttatctgctggctgtct
tatgtctctgttgggcccegaggg
ttggaaacgagaagtgcggctgaa
taccagaattttccggacgeggtg
agatggctgtcttggcge
tccaggcacaacgcgaacacgcecc
ttcttgttcgcacttggctctctg
ttgctacattgttggagttaccac
ttgcecgtagatggaatccgatctg
tcggagaattcggttggeecg
ttggctacaatccgcaccggacat
ctttcatttcggatttttceg
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br-ch_226
br-ch_227
br-ch_228
br-ch_229
br-ch_230
br-ch_231
br-ch_232
br-ch_233
br-ch_234
br-ch_235
br-ch_236
br-ch_237
br-ch_238
br-ch_239
br-ch_240
br-ch_241
br-ch_242
br-ch_243
br-ch_244
br-ch_245
br-ch_246
br-ch_247
br-ch_248
br-ch_249
br-ch_250
br-ch_251
br-ch_252
br-ch_253
br-ch_254
br-ch_255
br-ch_256
br-ch_257
br-ch_258

A-br-ch MIR178
A-br-ch MIR56
A-br-ch MIR14
A-br-ch MIR177
A-br-ch MIR167
A-br-ch MIR180
A-br-ch MIR81
A-br-ch MIR18
A-br-ch MIR195
A-br-ch MIR132
A-br-ch MIR8
A-br-ch MIR146
A-br-ch MIR104
A-br-ch MIR189
A-br-ch MIR71
A-br-ch MIR2
A-br-ch MIR74
A-br-ch MIR137
A-br-ch MIR110
A-br-ch MIR139
A-br-ch MIR42
A-br-ch MIR158
A-br-ch MIR195
A-br-ch MIR57
A-br-ch MIR66
A-br-ch MIR129
A-br-ch MIR209
A-br-ch MIR182
A-br-ch MIR10
A-br-ch MIR216
A-br-ch MIR20
A-br-ch MIR181
A-br-ch MIR187

-1.86
-2.4
-2.74
0.77
-9.22
-4.23
72.47
-1.47
16.18
1.7
-7.61
-1.8
1.2
-2.57
1.32
-4.48
-5.3
-2.17
-2.55
0.94
1.09
-1.84
13.08
-3.04
-1.02
-3.49
-9.54
-1.05
-3.75
-4.3
-1.74
-8.96
-0.18

P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma

13

15

64

26
97
10
13
23

12
390
15
15
12

15

26
11

25
231
28
15
16
22

tgtggtcgatggagtagcec
tacttgatcagctcttggggttgt
cagatgacaatagacggatg
tgtgacgttcacagtacttcggcec
tgcgtgttgtcagtgcttggaccc
ttacgcatcttatcggcaaggtaga
tcacccagagtgtcgtagagc
cgaaggcgtcttcgeggacc
ttcttgttcgeacttggctctctg
tcggaacccgttgggctcataacctg
acacggaaattttgagtagaactca
tcttggccaggaactcgtagatgg
tccggacgccaagtgtgtgagtgcc
ttcgagtacctgtacctgacgeecg
tatatgaattctgtcgaaactga
aacagagctttggtttgcc
tatcttggactgccgggcatagcta
tcggcectegttagtctttgge
tccgtggceatgaactatcageacca
tctacaagggatccgacagggcag
tacccgatcacatcaaggagctccg
tgccatcgecgaccagacgttc
ttcttgttcgeacttggctctctg
tacttggcctctggatcatgeacc
tagtaccggtgctcagaaggatctg
tcgattgcaagacggaggcacgaga
tttcatcttgtgtccatgttgeatg
ttcagacgttctgttgcegacagcec
acgagtcataactgtgcaacatcc
ttttgtagtacttggtaaacctgg
cgtcgtegtegcetgetgtecgtg
ttatgcatttgaattgggat
ttcgagaattctgtggaaactga
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br-ch_259
br-ch_260
br-ch_261
br-ch_262
br-ch_263
br-ch_264
br-ch_265
br-ch_266
br-ch_267
br-ch_268
br-ch_269
br-ch_270
br-ch_271
br-ch_272
br-ch_273
br-ch_274
br-ch_275
br-ch_276
br-ch_277
br-ch_278
br-ch_279
br-ch_280
br-ch_281
br-ch_282
br-ch_283
br-ch_284
br-ch_285
br-ch_286
br-ch_287

A-br-ch MIR123
A-br-ch MIR101
A-br-ch MIR119
A-br-ch MIR100
A-br-ch MIR62
A-br-ch MIR17
A-br-ch MIR162
A-br-ch MIR141
A-br-ch MIR93
A-br-ch MIR9
A-br-ch MIR140
A-br-ch MIR102
A-br-ch MIR59
A-br-ch MIR160
A-br-ch MIR45
A-br-ch MIR5
A-br-ch MIR49
A-br-ch MIR136
A-br-ch MIR136
A-br-ch MIR136
A-br-ch MIR136
A-br-ch MIR136
A-br-ch MIR136
A-br-ch MIR136
A-br-ch MIR70
A-br-ch MIR13
A-br-ch MIR174
A-br-ch MIR106
A-br-ch MIR172

-2.26
-8.43
-1.85
-0.2
31.18
-1.54
1.22
-2.06
-0.12
-1.98
10.66
-4.86
-2.65
-3.01
-8.62
-3.2
-2.85
0.8
81.76
77.48
78.51
73.32
78.4
86.54
-5.97
-0.13
34.87
-2.26
-4.4

P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma

13

14
23
58
28
16

21
51
10

16

61
61
61
61
61
61
61
10
10
30
12
106

tcgagacggegctcatgaacgceac
tccgagtecgttgagegtetgectg
tcgagaactggcctctatgaacge
tccgaacatttagaacttcttgt
tagcgaatgtcgatgtgcttgg
cccacgaagtatgctcttggcac
tgcggaatctgaaccctgaacttgg
tctcccagttgatcaccgggteatg
tccaaggctgggaagtatattggcec
accccggattggtatgaggcttecc
tctcaaggtctgegatttgagee
tccgagtegttgegeatecact
tagactgcgagcgcecgtgtaccega
tgcgcaagcatgcegtactggceatg
taccgtcgegtgtgtctggtagacc
aaggaagttgattacgctgtggcac
tacgagaatggaatcggttgcagtg
tcggccacaaggceacaactgacce
tcggccacaaggceacaactgacce
tcggccacaaggceacaactgacce
tcggccacaaggceacaactgacce
tcggccacaaggceacaactgacce
tcggccacaaggcacaactgacce
tcggccacaaggceacaactgacce
tagttccggatcaatttgtgtaga
cacaagtccttgaacgccacc
tgtcegtgctecatgtcetgtate
tccggatcaggctgggactaaga
tggcatcaagtgctcggateggge
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ANEXO 25. Caracteristicas de posibles genes target de miRNAs de novo asociados al genoma de P. capsici en A-ch-ch

ID_miRNA_nov
o

A-ch-ch_019

A-ch-ch_024

A-ch-ch_032

A-ch-ch_048

A-ch-ch_049
A-ch-ch_049
A-ch-ch_049
A-ch-ch_050
A-ch-ch_050
A-ch-ch_050

A-ch-ch_063

A-ch-ch_090

A-ch-ch_092

A-ch-ch_093

A-ch-ch_121

A-ch-ch_129

A-ch-ch_141

A-ch-ch_141

Familia
miRNA

A-ch-ch
MIR65

A-ch-ch
MIR2

A-ch-ch
MIR60

A-ch-ch
MIR43

A-ch-ch
MIR34
A-ch-ch
MIR34
A-ch-ch
MIR34
A-ch-ch
MIR34
A-ch-ch
MIR34
A-ch-ch
MIR34
A-ch-ch
MIR2
A-ch-ch
MIR60

A-ch-ch
MIR60

A-ch-ch
MIR60

A-ch-ch
MIR60

A-ch-ch
MIR60
A-ch-ch
MIR9
A-ch-ch
MIR9

expression(numb

er of mature
reads)

10

10

21

14
14
14
14
14
14

10

10

10

10

10

13

13

ID Target

CBOT117-
L11

CBOT81-
N23

CBOT65-
N15

CBOT177-
Al5

CBOT133-
FO09
CBOT117-
JO5
CBOT137-
C09
CBOT137-
Co09
CBOT133-
FO09
CBOT117-
JO5
CBOT81-
N23

CBOT65-
N15

CBOT65-
N15

CBOT65-
N15

CBOT65-
N15

CBOT65-
N15

CBOT45-
E10

CBOT109-
P17

Descripcion

Zinc finger, TAZ-type,
regulation of transcription,
DNA-dependent, histone
acetyltransferase activity
Proteina tirosina kinasa,
nuclear
Aldehido deshidrogenasa,
produccién y conversion de
energia
Polynucleotidyl transferase,
Ribonuclease H fold,
nucleo
WDA40 repeat protein,
funcién general
Toll-Interleukin receptor,
transduccion de sefiales
Quitinasa, transporte de
carbohidratos, metabolismo
Quitinasa, transporte de
carbohidratos, metabolismo
WD40 repeat protein,
funcién general
Toll-Interleukin receptor,
transduccion de sefiales
Proteina tirosina kinasa,
nuclear
Aldehido deshidrogenasa,
produccién y conversion de
energia
Aldehido deshidrogenasa,
produccién y conversion de
energia
Aldehido deshidrogenasa,
produccién y conversion de
energia
Aldehido deshidrogenasa,
produccién y conversion de
energia
Aldehido deshidrogenasa,
produccién y conversion de
energia
Nucleolar GTPase/ATPase
p130, estructura nuclear
N-acetylglucosaminyl
phosphatidylinositol
deacetylase-related

KOG/GO/IP
RID

G0:0004402

G0:0004713

KOG2450

G0:0003676

KOG2109

G0:0004888

KOG2806

KOG2806

KOG2109

G0:0004888

G0:0004713

KOG2450

KOG2450

KOG2450

KOG2450

KOG2450

KOG2992

IPRO03737

ID

trancript

o

553156

564434

503542

565796

510921

540375

503818

503818

510921

540375

564434

503542

503542

503542

503542

503542

503228

540992

Locus gen target

PHYCAscaffold 51:27465
5-277983

PHYCAscaffold_14:96984
6-973229

PHYCAscaffold_4:273370
-274981

PHYCAscaffold_19:30637
4-310085

PHYCAscaffold 71:80009
-83106
PHYCAscaffold_4:128622
0-1290793
PHYCAscaffold_4:144105
5-1442515
PHYCAscaffold_4:144105
5-1442515
PHYCAscaffold_71:80009
-83106
PHYCAscaffold_4:128622
0-1290793
PHYCAscaffold_14:96984
6-973229

PHYCAscaffold_4:273370
-274981

PHYCAscaffold_4:273370
-274981

PHYCAscaffold_4:273370
-274981

PHYCAscaffold 4:273370
-274981

PHYCAscaffold_4:273370
-274981

PHYCAscaffold_3:575600
-577164

PHYCAscaffold_5:134531
5-1348510

Porgrama de
prediccion
target

PSROBOT

TAPIR_HYBRID

PSROBOT

PSROBOT

TAPIR_HYBRID
TAPIR_HYBRID
TAPIR_HYBRID
TAPIR_HYBRID
TAPIR_HYBRID
TAPIR_HYBRID

TAPIR_HYBRID

PSROBOT

PSROBOT

PSROBOT

PSROBOT

PSROBOT

PSROBOT

TAPIR_FASTA',
'TAPIR_HYBRID'
,'PSROBOT
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A-ch-ch_153

A-ch-ch
MIR60

9

CBOT65-
N15

Aldehido deshidrogenasa,

produccién y conversion de

energia

KOG2450

503542

PHYCAscaffold_4:273370
-274981

PSROBOT

ANEXO 26. Caracteristicas de posibles genes target de miRNAs de novo asociados al genoma de P. capsici en A-br-ch

ID_miRNA_n
ovo

A-br-ch_001
A-br-ch_001

A-br-ch_001

A-br-ch_001

A-br-ch_001

A-br-ch_011

A-br-ch_011

A-br-ch_014

A-br-ch_014

A-br-ch_014

A-br-ch_014

A-br-ch_026

A-br-ch_036

A-br-ch_036

A-br-ch_036

A-br-ch_037

A-br-ch_037

Familia
miRNA

A-br-ch
MIR12

A-br-ch
MIR12

A-br-ch
MIR12

A-br-ch
MIR12

A-br-ch
MIR12

A-br-ch
MIR210
A-br-ch
MIR210

A-br-ch
MIR215

A-br-ch
MIR215

A-br-ch
MIR215

A-br-ch
MIR215

A-br-ch
MIR101

A-br-ch
MIR18
A-br-ch
MIR18
A-br-ch
MIR18

A-br-ch
MIR169

A-br-ch
MIR169

expression(num
ber of mature
reads)

17

17

17

17

17

20

20

20

20

ID Target

CBOT93-N13

CBOU73-G22

CBOU29-D06

CBOT177-A17

CBOT89-C17

CBOT105-E11

CBOT21-013

CBOU161-023

CBOT61-013

CBOT121-J17

CBOT41-M17

CBOT69-C07

CBOU109-D12

CBOT17-N11

CBOT181-H14

CBOT29-J13

CBOT49-P20

Descripcion

Zinc finger,
FYVE/PHD-type
Proteinase inhibitor
114/115,
hirudin/antistatin
Chaperonin
Cpn60/TCP-1
Vacuolar H+-ATPase
V1 sector, subunit A,
produccién y
conversién de energia
Hydroxyacyl-CoA
dehydrogenase/enoyl-
CoA hydratase,
metabolismo y
transporte de lipidos

Desconocida

L-phenylalanine
biosynthesis
Methionyl-tRNA
synthetase, class la,
citoplasma
elF-2alpha kinase
GCN2, traduccion,
biogenesis y
estructura ribosomal
Poly(A)-specific
exoribonuclease
PARN, replicacion,
recombinacién y
reparacion DNA

protein kinase activity

C-type lectin,
mecanismo de
transduccion de
sefales
6-phosphogluconate
dehydrogenase, C-
terminal-like
RNA recognition
motif, RNP-1
Aspartate/ornithine
carbamoyltransferase,
citoesqueleto
Ubiquitin-protein
ligase activity,
intracelular
Myosin class Il heavy
chain, complejo

KOG/GO ID ID
trancrlpto

GO:0008270 526395
GO:0004857 548547
GO:0005524 539737
KOG1352 506531
KOG1683 506742
NA 508317
GO:0009094 549571
GO:0006431 577402
KOG1035 503813
KOG1990 511445
GO:0004672 546645
KOG4297 511217
GO:0004455 548506
GO:0003676 525239
KOG3595 531377
G0:0004842 541327
KOGO0161 562179

Locus gen target

PHYCAscaffold_9:6543
32-656595

PHYCAscaffold_29:247
967-249331

PHYCAscaffold_3:1582
176-1586162

PHYCAscaffold_20:355
497-357710

PHYCAscaffold_21:842
715-845066

PHYCAscaffold_34:966
33-99085
PHYCAscaffold_33:135
806-138085

PHYCAscaffold_112:44
711-47001

PHYCAscaffold_4:1410
813-1413927

PHYCAscaffold_85:623
41-64849

PHYCAscaffold_22:112
014-114590

PHYCAscaffold_79:834
69-86200

PHYCAscaffold_29:196
786-198489

PHYCAscaffold_2:1497
886-1500312

PHYCAscaffold_129:10
137-23657
PHYCAscaffold_6:8922
63-894677

PHYCAscaffold_8:1128
464-1132269

Porgrama de prediccién target

TAPIR_HYBRID
TAPIR_HYBRID

PSROBOT

PSROBOT', 'TAPIR_HYBRID

PSROBOT

TAPIR_FASTA', 'PSROBOT,
'TAPIR_HYBRID'

PSROBOT

TAPIR_HYBRID

PSROBOT

PSROBOT

PSROBOT

PSROBOT

PSROBOT
PSROBOT

PSROBOT

TAPIR_HYBRID
PSROBOT
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A-br-ch_037

A-br-ch_037

A-br-ch_037

A-br-ch_037

A-br-ch_037

A-br-ch_037

A-br-ch_037

A-br-ch_037
A-br-ch_037

A-br-ch_037

A-br-ch_037

A-br-ch_047

A-br-ch_050

A-br-ch_050

A-br-ch_050

A-br-ch_059

A-br-ch_059

A-br-ch
MIR169

A-br-ch
MIR169

A-br-ch
MIR169

A-br-ch
MIR169

A-br-ch
MIR169

A-br-ch
MIR169

A-br-ch
MIR169

A-br-ch
MIR169
A-br-ch
MIR169
A-br-ch
MIR169

A-br-ch
MIR169

A-br-ch
MIR101

A-br-ch
MIR204

A-br-ch
MIR204
A-br-ch
MIR204

A-br-ch
MIR12

A-br-ch
MIR12

16

16

16

17

17

CBOT173-K13

CBOT41-F18

CBOT153-C21

CBOT53-L14

CBOT177-P17

CBOT41-L12

CBOU29-D06

CBOU85-B01

CBOU29-C06

CBOU17-J05

CBOT77-A16

CBOT69-C07

CBOU17-HO7

CBOT125-N24

CBOU97-C09

CBOT97-124

CBOU73-G22

asociado a
microtubulos
RNA-processing
protein, HAT helix,
control del ciclo
celular
Regulador de la
transcripcion
dependiente de DNA,
DNA-binding
centromere protein B
(CENP-B)
ATP-citrate
lyase/succinyl-CoA
ligase, produccién y
conversion de energia

Desconocida

Nucleolar
GTPase/ATPase
p130, estructura

nueclar-dedos de zinc
Phospholipase D1,
metabolismo y
transporte de lipidos
Chaperonin complex
component, TCP-1
beta subunit (CCT2),
modificacion
postraduccional,
chaperonas
Cyclin, C-terminal,
nucleo

Funcién desconocida

Zinc finger, RING-type

Nucleolar
GTPase/ATPase
p130, estructura

nuclear
C-type lectin,
mecanismo de
transduccion de
sefiales
Glutaredoxin-related
protein, modificacion
post-traduccional,
chaperonas

SANT, DNA-binding

Myosin class Il heavy
chain, citoesqueleto
SAC3/GANP/THP3,
refiacionada con la

elongacion de la
transcripcion
Proteinase inhibitor
114/115,
hirudin/antistatin

KOG1915

KOG3105

KOG1254

NA

KOG2992

KOG1329

KOG0363

GO0:0005634

KOG2936

G0:0008270

KOG2992

KOG4297

KOG0911

G0:0003677

KOGO0161

IPR045107

GO0:0004857

510806

534022

504894

546113

527667

503602

503447

566228

531778

511299

509590

511217

553581

511655

553527

506869

548547

PHYCAscaffold_67:138
105-140233

PHYCAscaffold_19:807
305-809638

PHYCAscaffold_10:415
086-419544

PHYCAscaffold_20:252
934-256605

PHYCAscaffold_21:642
758-646229

PHYCAscaffold_4:4152
40-417604

PHYCAscaffold_3:1582
176-1584587

PHYCAscaffold_20:568
640-570768
PHYCAscaffold_2:9860
33-987409
PHYCAscaffold_80:927
94-94245

PHYCAscaffold_47:521
445-523748

PHYCAscaffold_79:834
69-86200

PHYCAscaffold_54:130
311-131690

PHYCAscaffold_94:806
71-82752
PHYCAscaffold_53:335
392-338322

PHYCAscaffold_22:832
441-834922

PHYCAscaffold_29:247
967-249331

PSROBOT'

TAPIR_FASTA'

TAPIR_HYBRID

TAPIR_FASTA', 'PSROBOT,

‘TAPIR_HYBRID'

TAPIR_FASTA', 'PSROBOT",

'TAPIR_HYBRID'

TAPIR_FASTA', 'PSROBOT

PSROBOT

TAPIR_FASTA', 'PSROBOT,

'TAPIR_HYBRID'
TAPIR_HYBRID

TAPIR_HYBRID

TAPIR_HYBRID

PSROBOT

TAPIR_HYBRID

TAPIR_HYBRID

TAPIR_FASTA', 'PSROBOT

TAPIR_FASTA', 'TAPIR_HYBRID

TAPIR_HYBRID



A-br-ch_059

A-br-ch_059

A-br-ch_059

A-br-ch_059

A-br-ch_061

A-br-ch_065

A-br-ch_070

A-br-ch_071

A-br-ch_077

A-br-ch_078

A-br-ch_083

A-br-ch_084

A-br-ch_089

A-br-ch_089

A-br-ch_089

A-br-ch
MIR12

A-br-ch
MIR12

A-br-ch
MIR12

A-br-ch
MIR12

A-br-ch
MIR101

A-br-ch
MIR184

A-br-ch
MIR101

A-br-ch
MIR101

A-br-ch
MIR101

A-br-ch
MIR101

A-br-ch
MIR179

A-br-ch
MIR214

A-br-ch
MIR15

A-br-ch
MIR15

A-br-ch
MIR15

17

17

17

17

18

65

133

133

133

CBOU29-D06

CBOT89-C17

CBOT93-N13

CBOT177-A17

CBOT69-C07

CBOT157-A20

CBOT69-C07

CBOT69-C07

CBOT69-C07

CBOT69-C07

CBOT133-K21

CBOU89-D23

CBOT129-P09

CBOT125-D23

CBOT61-K07

Chaperonin complex
component, TCP-1
beta subunit (CCT2),
modificacion
postraduccional,
chaperonas
Hydroxyacyl-CoA
dehydrogenase/enoyl-
CoA hydratase,
metabolismo y
transporte de lipidos
Zinc finger,
FYVE/PHD-type
Vacuolar H+-ATPase
V1 sector, subunit A,
produccion y
conversion de energia
C-type lectin,
mecanismo de
transduccion de
sefiales
Desmetilasa:
phosphatidylserine-
specific receptor
PtdSerR, contains
JmjC domain
C-type lectin,
mecanismo de
transduccion de
sefiales
C-type lectin,
mecanismo de
transduccion de
sefales
C-type lectin,
mecanismo de
transduccion de
sefales
C-type lectin,
mecanismo de
transduccion de
sefiales
Trafico intracelular,
secrecion y transporte
vesicular, vacuolar
protein sorting-
associated protein

Desconocida

Ferric reductase,
NADH/NADPH
oxidase and related
proteins, transporte
de iones inorganicos
Zinc finger,
FYVE/PHD-type
Molecular chaperones
HSP105/HSP110/SS
E1, HSP70
superfamily,

KOG0363

KOG1683

G0:0008270

KOG1352

KOG4297

KOG2130

KOG4297

KOG4297

KOG4297

KOG4297

KOG1809

NA

KOG0039

KOG1729

KOG0103

503447

506742

526395

506531

511217

509113

511217

511217

511217

511217

506196

NA

508158

505843

502791

PHYCAscaffold_3:1582
176-1584587

PHYCAscaffold_21:842
715-845066

PHYCAscaffold_9:6543
32-656595

PHYCAscaffold_20:355
497-357710

PHYCAscaffold_79:834
69-86200

PHYCAscaffold_42:10
7391-109735

PHYCAscaffold_79:834
69-86200

PHYCAscaffold_79:834
69-86200

PHYCAscaffold_79:834
69-86200

PHYCAscaffold_79:834
69-86200

PHYCAscaffold_18:340
871-343393

PHYCAscaffold_2:8945
9-91221

PHYCAscaffold_33:805
35-82859

PHYCAscaffold_16:104
164-106187

PHYCAscaffold_1:1581
055-1583369

PSROBOT

PSROBOT

TAPIR_HYBRID

PSROBOT', 'TAPIR_HYBRID

PSROBOT

PSROBOT', 'TAPIR_HYBRID'

PSROBOT

PSROBOT

PSROBOT

PSROBOT

PSROBOT

TAPIR_HYBRID

TAPIR_HYBRID

TAPIR_FASTA', 'PSROBOT,
‘TAPIR_HYBRID'
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A-br-ch_089

A-br-ch_089

A-br-ch_089

A-br-ch_089

A-br-ch_089

A-br-ch_100

A-br-ch_100

A-br-ch_102

A-br-ch_103

A-br-ch_103

A-br-ch_115

A-br-ch_125

A-br-ch_126

A-br-ch_127

A-br-ch
MIR15
A-br-ch
MIR15

A-br-ch
MIR15

A-br-ch
MIR15

A-br-ch
MIR15

A-br-ch
MIR82

A-br-ch
MIR82

A-br-ch
MIR6

A-br-ch
MIR55

A-br-ch
MIR55

A-br-ch
MIR7

A-br-ch
MIR127

A-br-ch
MIR101

A-br-ch
MIR101

133

133

133

133

133

15

15

21

20

20

CBOT69-110

CBOT177-E08

CBOT61-K22

CBOU105-D05

CBOU133-M20

CBOT173-M15

CBOT113-L07

CBOT29-L15

CBOT93-D18

CBOU173-P08

CBOT61-C20

CBOT173-L23

CBOT69-C07

CBOT69-C07

modificacion
postraduccional

PDZ/DHR/GLGF,
proteina de unién

Desconocida

Karyopherin (importin)
beta 3, trafico,
transporte intracelular
de vesiculas
Protein of unknown
function DUF81,
proteina integral de
membrana
Aldehyde
dehydrogenase,
produccién y
conversion de energia
Vitamin K-dependent
carboxylation/gamma-
carboxyglutamic
region, funcién
desconocida
Metalloendopeptidase
family - saccharolysin
& thimet
oligopeptidase,
modificacion
postraduccional,
chaperonas

tRNA ligase activity

Transcription
regulator XNP/ATRX,
DEAD-box
superfamily
Metallophosphoestera
se, hidrolasa
Poly(A) polymerase
and related
nucleotidyltransferase
S, procesamiento y
modificacion de RNA
Ca2+/calmodulin-
dependent protein
kinase kinase beta
and related
serine/threonine
protein kinases,
mecanismo de
transduccion de
sefiales
C-type lectin,
mecanismo de
transduccion de
sefiales
C-type lectin,
mecanismo de

G0:0005515

NA

KOG2171

G0:0016021

KOG2456

KOG3695

KOG2089

G0:0004812

KOG1015

G0:0016787

KOG2245

KOG0585

KOG4297

KOG4297

511557

502873

503021

576684

504663

511124

572181

531369

503422

508931

529676

511131

511217

511217

PHYCAscaffold_89:664
57-68923
PHYCAscaffold_1:2013
095-2016437

PHYCAscaffold_2:1048
829-1053328

PHYCAscaffold_94:106
718-109186

PHYCAscaffold_9:2907
46-292373

PHYCAscaffold_76:109
206-112119

PHYCAscaffold_46:510
326-512840

PHYCAscaffold_121:53
896-56025

PHYCAscaffold_3:1517
743-1520502

PHYCAscaffold_40:100
995-102250

PHYCAscaffold_47:427
037-430515

PHYCAscaffold_76:137
358-139113

PHYCAscaffold_79:834
69-86200

PHYCAscaffold_79:834
69-86200

TAPIR_HYBRID

TAPIR_HYBRID

PSROBOT

PSROBOT

TAPIR_FASTA', 'PSROBOT",
‘TAPIR_HYBRID'

PSROBOT', 'TAPIR_HYBRID'

TAPIR_FASTA', 'PSROBOT",
‘TAPIR_HYBRID'

PSROBOT

TAPIR_HYBRID

PSROBOT

PSROBOT

PSROBOT

PSROBOT

PSROBOT
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A-br-ch_145

A-br-ch_154

A-br-ch_158

A-br-ch_168

A-br-ch_173

A-br-ch_175

A-br-ch_180

A-br-ch_186

A-br-ch_192
A-br-ch_192

A-br-ch_193

A-br-ch_203

A-br-ch_203

A-br-ch_214

A-br-ch_218

A-br-ch_218

A-br-ch
MIR101

A-br-ch
MIR2
A-br-ch
MIR181

A-br-ch
MIR155

A-br-ch
MIR75

A-br-ch
MIR101

A-br-ch
MIR19

A-br-ch
MIR21

A-br-ch
MIR4
A-br-ch
MIR4
A-br-ch
MIR50

A-br-ch
MIR1

A-br-ch
MIR1

A-br-ch

MIR208
A-br-ch
MIR12

A-br-ch
MIR12

390

16

21

496

12

10

10

1814

17

17

CBOT69-C07

CBOT61-013

CBOT121-L17

CBOU77-P24

CBOT69-K22

CBOT69-C07

CBOT141-D17

CBOT137-E23

CBOT137-N22

CBOU33-G13

CBOT73-017

CBOU125-N02

CBOT25-E13

CBOT85-023

CBOU29-D06

CBOT89-C17

transduccion de
sefiales
C-type lectin,
mecanismo de
transduccion de
sefales
E2F-associated
phosphoprotein

Desconocida

Nucleosome
remodeling factor,
subunit
CAF1/NURF55/MSI1
Ubiquitin carboxyl-
terminal hydrolase,
modificacion
postraduccional,
chaperonas
C-type lectin,
mecanismo de
transduccion de
sefiales
DNA replication
licensing factor,
MCM2 component,
replicacion,
recombinacion y
reparacion DNA
Vesicle transport
protein, Gotl/SFT2-
like

Desconocida
Desconocida

Desconocida

cAMP-dependent
protein kinase
catalytic subunit
(PKA), mecanismo de
transduccion de
sefales
Karyopherin (importin)
beta 3, trafico,
transporte intracelular
de vesiculas
Mitotic checkpoint
protein MAD1, control
del ciclo celular y
division celular
Chaperonin
Cpn60/TCP-1
Hydroxyacyl-CoA
dehydrogenase/enoyl-
CoA hydratase,
transporte y
metabolismo de
lipidos

KOG4297

IPR019370

NA

KOG0264

KOG1887

KOG4297

KOG0477

IPRO07305

NA

NA

NA

KOG0616

KOG2171

KOG4593

G0:0005524

KOG1683

511217

525696

569748

504626

559163

511217

527907

556019

504606

511923

505109

504237

532200

506073

539737

506742

PHYCAscaffold_79:834
69-86200

PHYCAscaffold_4:1410
811-1415152
PHYCAscaffold_34:780
63-81565

PHYCAscaffold_9:1096
79-111351

PHYCAscaffold_3:1544
48-157794

PHYCAscaffold_79:834
69-86200

PHYCAscaffold_24:177
073-181434

PHYCAscaffold_81:161
446-162618

PHYCAscaffold_8:1166
692-1168582
PHYCAscaffold_105:42
063-43717
PHYCAscaffold_11:300
538-303474

PHYCAscaffold_6:1326
862-1328185

PHYCAscaffold_4:6197
49-623145

PHYCAscaffold_17:542
892-545859
PHYCAscaffold_3:1582
176-1586162

PHYCAscaffold_21:842
715-845066

PSROBOT

TAPIR_HYBRID

PSROBOT

TAPIR_HYBRID

TAPIR_HYBRID

PSROBOT

TAPIR_HYBRID

TAPIR_HYBRID

PSROBOT
TAPIR_HYBRID

PSROBOT

PSROBOT

TAPIR_HYBRID

TAPIR_HYBRID

PSROBOT

PSROBOT
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A-br-ch_218

A-br-ch_218

A-br-ch_218

A-br-ch_223

A-br-ch_226

A-br-ch_226

A-br-ch_226

A-br-ch_233

A-br-ch_233

A-br-ch_233

A-br-ch_241
A-br-ch_256

A-br-ch_257

A-br-ch_260

A-br-ch_271

A-br-ch_284

A-br-ch_284

A-br-ch
MIR12

A-br-ch
MIR12

A-br-ch
MIR12

A-br-ch
MIR134

A-br-ch
MIR178

A-br-ch
MIR178

A-br-ch
MIR178

A-br-ch
MIR18

A-br-ch
MIR18

A-br-ch
MIR18

A-br-ch
MIR2
A-br-ch
MIR20
A-br-ch
MIR181

A-br-ch
MIR101

A-br-ch
MIR59

A-br-ch
MIR13

A-br-ch
MIR13

17

17

17

12

13

13

13

390

15

16

10

10

CBOT177-A17

CBOT93-N13

CBOU73-G22

CBOT153-J13

CBOT149-C24

CBOT37-C06

CBOT45-E23

CBOT17-N11

CBOU109-D12

CBOT181-H14

CBOT61-013

CBOT17-G18

CBOT121-L17

CBOT69-C07

CBOT57-009

CBOT33-G08

CBOT25-C02

Vacuolar H+-ATPase
V1 sector, subunit A,

s KOG1352
produccion y
conversién de energia
Zine finger, G0:0008270

FYVE/PHD-type
Proteinase inhibitor
114/115, GO0:0004857
hirudin/antistatin

Desconocida NA

Cullins, control del
ciclo celular, division
celular, cromosomas

leiotropic drug
resistance proteins
(PDR1-15), ABC
superfamily,
biosintesis, transporte
y catabolismo de
metabolitos
secundarios
Sodium/calcium
exchanger membrane
region, intercambio
membranal de iones
RNA recognition
motif, RNP-1
6-phosphogluconate

dehydrogenase, C-

terminal-like

Aspartate/ornithine

carbamoyltransferase,
citoesqueleto
E2F-associated
phosphoprotein
DNA topoisomerase
type | activity

Desconocida NA

KOG2166

KOG0065

G0:0016021

G0:0003676

G0:0004455

KOG3595

IPR019370

G0:0003917

C-type lectin,
mecanismo de
transduccion de
sefiales
Lipid exporter ABCA1
and related proteins,
ABC superfamily,
metabolismo y
transporte de lipidos
Lipid exporter ABCA1
and related proteins,
ABC superfamily,
metabolismo y
transporte de lipidos
O-linked N-
acetylglucosamine
transferase OGT,
transporte y
metabolismo de
carbohidratos

KOG4297

KOG0059

KOG0059

KOG4626

506531

526395

548547

563460

506178

504947

569303

525239

548506

531377

525696

538489

569748

511217

571405

532343

574577

PHYCAscaffold_20:355
497-357710

PHYCAscaffold_9:6543
32-656595

PHYCAscaffold_29:247
967-249331

PHYCAscaffold_12:445
335-447367

PHYCAscaffold_18:260
763-263286

PHYCAscaffold_10:666
199-670501

PHYCAscaffold_32:218
409-220443

PHYCAscaffold_2:1497
886-1500312

PHYCAscaffold_29:196
786-198489

PHYCAscaffold_129:10
137-23657

PHYCAscaffold_4:1410
811-1415152
PHYCAscaffold_1:1829
607-1832211
PHYCAscaffold_34:780
63-81565

PHYCAscaffold_79:834
69-86200

PHYCAscaffold_42:154
988-159649

PHYCAscaffold_5:1321
95-137648

HYCAscaffold_64:1167
80-120127

PSROBOT', 'TAPIR_HYBRID

TAPIR_HYBRID
TAPIR_HYBRID
PSROBOT

TAPIR_HYBRID

TAPIR_HYBRID

PSROBOT', 'TAPIR_HYBRID'

PSROBOT

PSROBOT

PSROBOT

TAPIR_HYBRID

TAPIR_FASTA', 'PSROBOT,
‘TAPIR_HYBRID'

PSROBOT

PSROBOT

PSROBOT

PSROBOT

PSROBOT
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ANEXO 27. Visualizacion en IGV del potencial sitio de union regulatorio de A-ch-ch_102
sobre el gen Avrlb (567591) de P. capsici y nivel de expresion en A-ch-ch y A-br-ch.

Yo-yo-y

Yo-1q-y

j108i1e)

PHYCAscaffold_25:688,403-690,958

A-br-ch_214

A-ch-ch_102
L
3'UTR

Avrlb se7so1
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ANEXO 28. Caracteristicas de miRNAs de novo identificados de sRNAs asociados a
elementos transponibles en A-ch-ch

miR_ID_novo

ch-ch_TEs_000
ch-ch_TEs_001
ch-ch_TEs_002
ch-ch_TEs_003

score

131
-6.33
4.31
-4.06

chr

P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma

P.capsici.genoma

strand

expression(hnumber
of mature reads)

10
9
7
7

mature miR

ttcgcaagcaagtcgatgactttg
tcgtgccgageatgaacaagaacc
ttcgcaagcaagtcgatgactttg
ttcgcaagcaagtcgatgactttg

mature_loci

19270123-19270146
12489843-12489866
41056287-41056310
58821409-58821432
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ANEXO 29. Caracteristicas de miRNAs de novo identificados de sRNAs asociados a
elementos transponibles en A-br-ch

miR_ID_novo

br-ch_TEs_000
br-ch_TEs_001
br-ch_TEs_002
br-ch_TEs_003
br-ch_TEs_004
br-ch_TEs_005
br-ch_TEs_006
br-ch_TEs_007
br-ch_TEs_008
br-ch_TEs_009
br-ch_TEs_010
br-ch_TEs_011
br-ch_TEs_012
br-ch_TEs_013
br-ch_TEs_014
br-ch_TEs_015
br-ch_TEs_016
br-ch_TEs_017
br-ch_TEs_018
br-ch_TEs_019
br-ch_TEs_020
br-ch_TEs_021
br-ch_TEs_022
br-ch_TEs_023
br-ch_TEs_024
br-ch_TEs_025
br-ch_TEs_026
br-ch_TEs_027
br-ch_TEs_028
br-ch_TEs_029
br-ch_TEs_030
br-ch_TEs_031

score

-3.85
-4.76
-2.46
-3.37
-4.11
1.08
48
-2.24
-4.44
0.79
-0.31
1.4
217
-2.17
122
-5.49
-2.39
0.84
-5.84
-2.84
1.44
-0.91
-2.25
-9.6
-5.84
0.72
-4.45
-0.12
217
0.97
-7.58
-3.45

chr

P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma

P.capsici.genoma

strand

expression(number
of mature reads)

7
7
11
18
10
20
7
7
7
20
10
20
80
80
18
7
25
20
7
10
20

mature miR

aactgagttctgttgggcec
aactgagttctgttgggcee
tacacctggtagcactttgtag
ttcttgttcatgctcggceac
tcatgagattgacttggttcctg
ttcgcaagcaagtcgatgactttg
aactgagttctgttgggcec
tatggactttgtgtttggcc
aactgagttctgttgggcec
ttcgcaagcaagtcgatgactttg
tcatgagattgacttggttcctg
ttcgcaagcaagtcgatgactttg
taaacttggacttgtcgttgcaga
taaacttggacttgtcgttgcaga
ttettgttcatgctcggeac
tggtaccgaatgtcaatgtgcttg
ttgcgaaccgcaactgggctgaca
ttcgcaagcaagtcgatgactttg
tggtaccgaatgtcaatgtgcttg
tcatgagattgacttggttcctg
ttcgcaagcaagtcgatgactttg
tcatgagattgacttggttcctg
ttggaccgttcaaggtcgtggee
tactgcaagaagcctggecatg
tggtaccgaatgtcaatgtgcttg
tccttgggccttgttgatcgtcatg
aactgagttctgttgggcec
tgcaaggcagcaggcggtagage
taaacttggacttgtcgttgcaga
ttcgcaagcaagtcgatgactttg
ttggaaagtgagattgaaatggt
ttgggctcataacctgaagaaggta

mature_loci

7191583-7191601

10395745-10395763
12016751-12016772
12489845-12489864
14065144-14065166
19143295-19143318
25900610-25900628
25903749-25903768
27491758-27491776
27495376-27495399
28676168-28676190
31101429-31101452
61061326-61061349
61067991-61068014
63374916-63374935
6539685-6539708

10702915-10702938
14189410-14189433
18745859-18745882
25061694-25061716
27776132-27776155
27816201-27816223
35748689-35748711
36455298-36455319
36533618-36533641
42697012-42697036
51260228-51260246
58145857-58145879
60609350-60609373
63522666-63522689
63636589-63636611
63709858-63709882
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ANEXO 30. Visualizacion en IGV del potencial sitio de unién regulatorio de A-ch-ch_65 sobre
el gen Transposasa Tam3(familia Ac) de P. capsici y nivel de expresién en A-ch-ch y A-br-ch.
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ANEXO 31. Caracteristicas de miRNAs de novo obtenidos de sRNAs asociados al genoma
de Capsicum annuum var. annuum y miRNA obtenido del genoma de P. capsici en A-ch-ch

miR_ID_novo

chch_chile-Pcap_000
chch_chile-Pcap_001
chch_chile-Pcap_002
chch_chile-Pcap_003

score

-6.34
-6.34
-6.34
-6.34

chr

P.capsici.genoma
P.capsici.genoma
P.capsici.genoma

P.capsici.genoma

strand  expression(humber
of mature reads)

6
6
6
6

mature miR

tttgctgcagatgctcge
tttgctgcagatgctege
tttgctgcagatgctcge
tttgctgcagatgctege

mature_loci

1032541-1032558

17699265-17699282
17700495-17700512
17701725-17701742
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ANEXO 32. Caracteristicas de miRNAs de novo obtenidos de sRNAs asociados al genoma
de Capsicum annuum var. annuum y miRNA obtenido del genoma de P. capsici en A-br-ch

miR_ID_novo score chr strand expression(number mature miR mature_loci
of mature reads)
br-ch_chile-Pcap_000 0.85 P.capsici.genoma + 17 tgtgagggttgtggcatg 62904075-62904092
br-ch_chile-Pcap_001 -5.85  P.capsici.genoma - 11 cagtagtagttgcagtagta  19025649-19025668
br-ch_chile-Pcap_002 0.26 P.capsici.genoma - 11 cagtagtagttgcagtagta  19025649-19025668
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ANEXO 33. Caracteristicas de miRNAs anotados en PmIiREN 2.0 identificados en A-ch-ch
asociados al genoma de Capsicum (memoria epigenética inducida por el hospedero)

miRNA
ID
Ppe-
MIRN28
82b

Vvi-
MIRN33
54

miRNA locus
accession
PmIiREN0179
35

PmIiREN0206
70

Organism
Prunus

persica

Vitis
vinifera

Genomic location
Ppe-
Pp08 2116772 2116981

Vvi-
chr4 2902835 2902923 -

Gen target

Prupe.2G17070
0.1
Prupe.6G021700
1
VIT_200s243490
0005
VIT_205s0102g0
0975

Descripcion gen target
Proteina hipotetica
Proteina hipotetica
disease resistancei\' lipp13-|ike protein 2-
ike

probable disease resistance protein rdl6
rf9-like
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ANEXO 34. Caracteristicas de miRNAs de novo obtenidos de sRNAs asociados al genoma de Capsicum annuum vatr.
annuum en A-ch-ch

miR_ID_novo

ch-ch_gchile_000
ch-ch_gchile_001
ch-ch_gchile_002
ch-ch_gchile_003
ch-ch_gchile_004
ch-ch_gchile_005

score

-3.49
-1.02
-1.02
-1.02
-1.02
-1.02

chr

Annuum.v.2.1.20160825.CDS
Annuum.v.2.1.20160825.CDS
Annuum.v.2.1.20160825.CDS
Annuum.v.2.1.20160825.CDS
Annuum.v.2.1.20160825.CDS
Annuum.v.2.1.20160825.CDS

strand

expression(number

of mature reads)

14
147
147
147
147
147

mature miR

tagccgtaggggaacctg
tagcgacgttgctttttgat
tagcgacgttgctttttgat
tagcgacgttgctttttgat
tagcgacgttgctttttgat
tagcgacgttgctttttgat

mature_loci

5218867-5218884

28273266-28273285
37564713-37564732
37566627-37566646
38629566-38629585
38631171-38631190
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ANEXO 35. Caracteristicas de posibles genes target de miRNAs de novo asociados al genoma de Capsicum annuum
var. annuum en A-ch-ch

miRNA

ch-ch_gchile_000

ch-ch_gchile_000

Expresion

14

14

ID Target

CBOT65-G14

CBOT85-C22

Descripcion

Tréfico intracelular,
secrecion y transporte
vesicular

Proteina hipotética

KOG/GO ID

KOG0292

NA

ID trancripto

508267

504424

Locus gen target
PHYCAscaffold_33:43
1351-435265

PHYCAscaffold_7:125
4329-1255913

Porgrama de
prediccion target

TAPIR_FASTA

TAPIR_HYBRID
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ANEXO 36. Caracteristicas de potenciales miRNAs anotados en PmIiREN 2.0 identificados
en A-br-ch asociados al genoma de Brassica oleraceae (herencia epigenética inducida por el

miRNA ID

Ghi-

miRN1400

Tae-
miR5054b

Tae-
miR5054a

miRNA
locus
accession
PmMIiRENOO
8730

PmMIiREN02
6066

PmIRENO2
6065

Organism
Gossypium
hirsutum

Triticum
aestivum

Triticum
aestivum

hospedero)

Genomic location
Ghi-
NC_030082.1 116726244 116726430

Tae-chr5D 347348036 347348263 +

Tae-chr4D 116287241 116287468 -

Gen target
Gohir.D04G055
700.1

Multitarget

Multitarget

Descripcion gen target
No disponible

Traes_1AL_90BF0232D.1,
Traes_4DL_11BA77209.1,
Traes_6AS_7D9BD122A.2

Traes_1BS_09CBCE13A.1

Traes_2AL_210FE485C.1,
Traes_2AL_B58C1991D.1,
Traes_2AL_F56A10D11.1,
Traes_2BL_309B78688.1,
Traes_2BL_46E59998A1.1

Traes_2BL_476B6147F.1,
Traes_3B_12357F8A8.1,
Traes_3B_E653839AD1.1,
Traes_4DS_D196094A6.1,
Traes_5BL_775E720CC.4,
Traes_5BL_CE73B6BFF.1

Traes_5BS_017F8702A.1,
Traes_6AS_2CE67423B.1,
Traes_6DS_78211FFAO0.1,
Traes_7DL_7C8896E04.2,
TraesCS3B02G236900.1,
TraesCS1A02G341400.1,
TraesCS1B02G354100.1,
TraesCS1B02G354100.2,
TraesCS1B02G354100.3,
TraesCS2B02G157900.1,
TraesCS2D02G136600.1,
TraesCS2D02G136600.2,
TraesCS3D02G516900.1,
TraesCS5B02G412700.1,
TraesCS5D02G380100.1,
TraesCS5D02G417700.1
Traes_4BL_FD31350CB.1,
Traes_6AS_7D9BD122A.2

Traes_4DL_B3182F456.1,
Traes_6DS_78211FFAO0.1,
Traes _2DL_527E6E688.1,
Traes_3B_8FB469D8A.1,
Traes_3B_C1D8E152A.1,
Traes_4DL_AB1FA3DCF.1

Traes_4DS_40CA33DB1.1

Traes_5BL_245A319AD.1,
Traes_5BL_69A0036EA.1,
Traes 5BL_CE73B6BFF.1

Traes_5BL_FE9A859E4.1,
Traes 5DL_500C66579.1,
Traes_5DL_640A0E637.1,
Traes_7DS_D4832745D.1,
TraesCS3B02G236900.1,
TraesCS1A02G341400.1,
TraesCS1B02G354100.1,
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Aof-
miR5054

Atr-
miRN70

Mtr-
miRN1926
Osa-
miR5809a

PmMIiRENOO
0994

PmIiRENOO
0383

PmMIiRENO1
1849
PmIiRENO1
4424

Asparagus
officinalis

Amborella
trichopoda

Medicago
truncatula
Oryza sativa

Aof-

NC_033798.1 124137254 124137372
Atr-
AmTr_v1.0_scaffold00013 6986813 6
986982 +
Mtr-chr2 18229410 18229661 +

Osa-Chr3 7799785 7800025 +

No identificado

No identificado

Multitarget

Multitarget

TraesCS1B02G354100.2,
TraesCS1B02G354100.3,
TraesCS2B02G157900.1,
TraesCS2D02G136600.1,
TraesCS2D02G136600.2,
TraesCS3D02G516900.1,
TraesCS5B02G412700.1,
TraesCS5D02G380100.1,
TraesCS5D02G417700.1

NA

NA

Medtr2g041480.1,
Medtr8g039590.1
LOC_0s03g05290.1,
LOC_0s03g06230.1,
LOC_0s03g08810.1,
LOC_0s03g10050.1,
LOC_0s03g14180.1,
LOC_0s03g15110.1,
LOC_0s03g20010.1,
LOC_0s03g31510.1,
LOC_0s03g52680.1,
LOC_0s03g53710.1,
LOC_0s03g55030.1,
LOC_0s049g34600.1,
LOC_0s04g39350.1,
LOC_0s04g40100.1,
LOC_0s04g47780.1,
LOC_0s04g53540.3,
LOC_0s049g54630.1,
LOC_0s04g55040.1,
LOC_0s04g56240.1,
LOC_0s05g03740.1,
LOC_0s05g03750.1,
LOC_0s05¢g03760.1,
LOC_0s05g07040.1,
LOC_0s05g15520.1,
LOC_0s05¢26194.1,
LOC_0s05g33280.1,
LOC_0s05g33940.1,
LOC_0s05¢34830.1,
LOC_0s05g35290.1,
LOC_0s05g43060.1,
LOC_0s05g45030.1,
LOC_0s06g10160.1,
LOC_0s06914420.1,
LOC_0s069g15620.1,
LOC_0s069g15760.1,
LOC_0s069g35410.1,
LOC_0s069g38294.1,
LOC_0s06g46740.1,
LOC_0s06g47890.2,
LOC_0s06949660.1,
LOC_0s07g01600.1,
LOC_0s07g06590.1,
LOC_0s07g09010.1,
LOC_0s07g15020.1,
LOC_0s07g37030.1,
LOC_0s07g40450.1,
LOC_0Os07g44410.1,
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LOC_0s07g49150.1,
LOC_0s08g02630.1,
LOC_0s08g03520.1,
LOC_0s08g04430.1,
LOC_0s08913920.1,
LOC_0Os08g16930.1,
LOC_0s08920570.1,
LOC_0s08g27720.1,
LOC_0Os08g34720.1,
LOC_0s08935590.1,
LOC_0s09g17580.1,
LOC_0s09g34140.2,
LOC_0s10g27050.1,
LOC_0s10g40030.1,
LOC_Os11g06720.1,
LOC_0s11g33120.1,
LOC_0Os11g39640.1,
LOC_Os11g42550.1,
LOC_0s12g12934.1,
LOC_0s12g41090.1,
LOC_0s12g41390.1,
LOC_0s12g43720.1,
LOC_0s07g46630.1,
LOC_0s02910480.6,
LOC_0s03925850.1,
LOC_0s04g22940.1,
LOC_0s08g40190.1,
LOC_0s10g32980.1,
LOC_0s01g24880.1,
LOC_0s01g67960.1,
LOC_0s02907670.1,
LOC_0s02g39750.1,
LOC_0s04g03890.1,
LOC_0s04g09570.1,
LOC_0Os04g35890.1,
LOC_0s04g43710.1,
LOC_0Os04g46950.1,
LOC_0Os05g06780.1,
LOC_0s05925220.1,
LOC_0s06g22340.1,
LOC_0s07g39970.1,
LOC_0s07g49080.1,
LOC_0Os08g05610.1,
LOC_0s09g30390.1,
LOC_0s10g23310.1,
LOC_0s10g23820.1,
LOC_0s10g36960.1,
LOC_0s10g37110.1,
LOC_0s11g05820.1,
LOC_0s11g09030.1,

LOC_Os11g09050.1
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ANEXO 37. Alineamiento BLAST de miR8788 de P. sojae, P. ramorum y P. infestans contra

el genoma de P. capsici

P. infestans

000311708
PP
001064102

000311768
PEFI ISP DD
0010ed1e2

000311824
S>>
0010€4215

P. sojae v.1.1

0002187¢¢
PEEEOEOO>
000311708

000218826
SIS
0003117¢7

000218883
2R3>
000311826

000002300
PIPIIOO>
00031164¢

000002363
FEREE>
000311786

000002422
BRBRIREE
000311729

Phytophthora capsici v11.0 (Phycai1) PHYCAscaffold_14:311708-311846 (+) JGI annotation pipeline genes

supercont1.18:1064102-1064237 (+)

GCARGAGTGCATTTAGCGTACCRAGCGAACCAGCGCTGCAGCTCAGCARACGAGCGCGAG 000311767
FEEEEEEr trer et e et b e e et re b PErr i e hh 1 <<<<<<<<<
GCCAGAGTGCACCTAGCGTACCAAGCGAACCAGCGCTGCAACTCAGCARACGAGTGCARG 001064161

-TAAGCATTGTAACGTTTGCCAT---GCGCTCGTGTGCTGAAGTGCGGCGTTGGTACGCT 000311823
e Trer trr et ettt e trrrert prrriii <<<<<<<<<
CTAACCATTAA-———-——- GCCAGAGAGCGCTCGTGTGCTGAAATGCGGCGCTGGTACGLCT 001064214

TGGTAGGCGAAGTGAACTCTGCC 000311846

FITLLLIL 1 11 LI <gegec<<<
TGGTAGGCGAGGCGAGCTCTCGC 001064237

scaffold_62:218766-218903 (+) JGI annotation pipeline genes

Phytophthora capsici v11.0 (Phyca11) PHYCAscaffold_14:311708-311846 (+) JGI annotation pipeline genes

GCARGAGTGCACGGGGCGTACCAAGCGAACCAACACTGCATCTCAGCARACGAGCGCGCG 000218825
FEEETTTET Freeeeereeererrrr oreerr terrrerrrrrrrrred LLLL LKL
GCRAAGAGTGCATTTAGCGTACCAAGCGAACCAGCGCTGCAGCTCAGCARACGAGCGCGA- 000311766

GGGGGGGECTCGCCACCCT -~ -CACGCACTCGTGTGCTGAATTACGGTATTGGTACGCTTG 000218882
| e FErr rrrrerrrr e o rer  TErrrrrrrrr <<<<g<<<<

~GTAAGCATTGTAACGTTTGCCATGCGCTCGTGTGCTGAAGTGCGGCGTTGGTACGCTTG 000311825

GTAGGCTACGCGAACTCTCGC 000218903

PELTEE DD TR <<eed<<s

GTAGGCGARGTGRACTCTCGC 000311846

P. ramorum v.1.1 scaffold_1330:2306-2443 (+) JGI annotation pipeline genes
Phytophthora capsici v11.0 (Phyca11) PHYCAscaffold 14:311708-311846 (-) JGI annotation pipeline genes

GCGAGAGTTCGCTTCGCCTACCAAGCGTACCAACGCCGCATTGTAGCARACGAG---GAG 000002362
CErerrrerr rrerererrrrrereeerrrrrrerrerr o reet rernd | <<€k
GCGAGAGTTCACTTCGCCTACCAAGCGTACCAACGCCGCACTTCAGCACACGAGCGCATG 000311787

TCCAAGGTGGCGCAGCCT-CTCGGGCCTCTCATTTGCTGCGCTGCAGCGCTGGTTCGCTT 000002421
. i Do Trrrrer Trrrerrrir e el <<<<<<<<<
GCAAACGTTACAATGCTTACTCG——-CGCTCGTTTGCTGAGCTGCAGCGCTGGTTCGCTT 000311730

GGTACGCCGAGCGCACTCTTGC 000002443
FEEEEEE 1 TEEEEETET T <<<<<<<<
GGTACGCTARATGCACTCTTGC 000311708
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ANEXO 38. Identificadores utilizados para la reconstruccion filogenética de proteinas Dicer-

ID Proteina
PcaDCL-a
PcaDCL-B
PinDCL-1
PinDCL-2
PsoDCL-1
PsoDCL-2
AtDCL-1
AtDCL-2
AtDCL-3
AtDCL-4
Drosha-hs
Dicer-hs
Drosha-dm
Dicer-dm

ID base de datos

511433
18102
XP_002903577
KAF4042611.1
318891
331314
NP _171612.1
NP_001189798
AEE77844
P84634.2
NP_037367.3
Q9UPY3.3
NP_477436.1
NP_524453.1

like

Organismo
Phytophthora capsici LT1534
Phytophthora capsici LT1534
Phytophthora infestans T30-4
Phytophthora infestans T30-4

Phytophthora sojae
Phytophthora sojae
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Homo sapiens
Homo sapiens
Drosophila melanogaster
Drosophila melanogaster
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ANEXO 39. Identificadores utilizados para la reconstruccion filogenética de proteinas

exportina 5
ID Proteina ID base de datos Organismo
PcapExp5 KAG1707859.1 Phytophthora capsici
PcinExp5 20862 Phytophthora cinammomi
PcacExp5 KAF1782335.1 Phytophthora cactorum
PfraExp5 KAE9300335.1 Phytophthora fraguarie
PinfExp5 KAF4043683.1 Phytophthora infestans
PkerExp5 RLN06207.1 Phytophthora kernoviae
PmegExp5 0Owz21752.1 Phytophthora megakarya
PnicExp5 KUF78654.1 Phytophthora nicotianae
PpalExp5 POM75346.1 Phytophthora palmivora var. p.
PparExp5 ETL99906.1 Phytophthora parasitica
PrubExp5 KAE9290114.1 Phytophthora rubi
PsojExp5-1 EGZ04521.1 Phytophthora sojae

PsojExp5-2 EGZ07563.1 Phytophthora sojae
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ANEXO 40. Identificadores utilizados para la reconstruccion filogenética de proteinas

ID Proteina
PcapAGO-A
PcapAGO-B
PcapAGO-C
PcapAGO-D
PcapAGO-E

PcapAGO-F

PinfAGO-1

PinfAGO-2

PinfAGO-3

PinfAGO-4

PinfAGO-5

PsojAGO-1
PsojAGO-2
PsojAGO-3
PsojAGO-4
PsojAGO-5
PsojAGO-6
PcacAGO-A
PcacAGO-B
PcacAGO-C
PcacAGO-D

PcacAGO-E

ID base de datos
558569
64465
534306
54500
545808

106132

XP_002906080.1

XP_002906081.1

XP_002908068.1

XP_002908108.1

XP_002908109.1

AZS32315.1
AZS32317.1
KAG6614512.1
XP_009525986.1
KAG3165337.1
XP_009525989.1
KAF1772096.1
KAF1776570.1
KAF1777221.1
KAF1778058.1

KAF1783873.1

argonautas
Organismo ID Proteina
Phytophthora ¢ 7 50D
capsici
Phytophthora :
capsici PinfAGO-A
B D T R R G OME
capsici
Phytophthora :
capsici PinfAGO-C
Phytophthora ;7 Go-D
capsici
Phytophthora :
capsici PinfAGO-E
Phytophthora
infestans T30- PkerAGO-A
4
Phytophthora
infestans T30- PkerAGO-B
4
Phytophthora
infestans T30- PkerAGO-C
4
Phytophthora
infestans T30- PkerAGO-C
4
Phytophthora
infestans T30- PmegAGO-A
4
Phytophthora PmMegAGO-F
sojae
Phytophthora
sojae PmegAGO-1
Phytophthora PMegAGO-2
sojae
Phytophthora
sojae PmegAGO-3
Phytophthora PmMegAGO-4
sojae
Phytophthora
sojae PmegAGO-5
Phytophthora PMegAGO-6
cactorum
Phytophthora PnicAGO-A
cactorum
Phytophthora PRicAGO-B
cactorum
Phytophthora PRiCAGO-C
cactorum
Phytophthora PRicAGO-D
cactorum

ID base de
datos

KAE9323106.1

KAF4029815.1

KAF4029816.1

KAF4039717.1

KAF4046262.1

KAF4046263.1

RLN14280.1

RLN14281.1

RLN26787.1

RLN44601.1

OWZ02375.1

OwWZ16857.1

OWZ20388.1

OwZ10341.1

OWZ02930.1

0OwZ16223.1

OWZ10186.1

OWz23573.1

KUF79332.1

KUF81505.1

KUF81506.1

KUF81529.1

Organismo

Phytophthora
fragariae
Phytophthora
infestans
Phytophthora
infestans
Phytophthora
infestans
Phytophthora
infestans
Phytophthora
infestans

Phytophthora
kernoviae

Phytophthora
kernoviae

Phytophthora
kernoviae

Phytophthora
kernoviae

Phytophthora
megakarya

Phytophthora
megakarya
Phytophthora
megakarya
Phytophthora
megakarya
Phytophthora
megakarya
Phytophthora
megakarya
Phytophthora
megakarya
Phytophthora
megakarya
Phytophthora
nicotianae
Phytophthora
nicotianae
Phytophthora
nicotianae
Phytophthora
nicotianae
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PcapAGO-
A-1

PcapAGO-
B-1
PcapAGO-
C-1

PcapAGO-
D-1
PcapAGO-
E-1
PcapAGO-
F-1
PcapAGO-
G-1
PcapAGO-
H-1

PcinAGO-A
PcinAGO-B
PcinAGO-C
PcinAGO-D
PcinAGO-E
PcinAGO-F
PcinAGO-G
PfraAGO-A
PfraAGO-B

PfraAGO-C

KAG1701140.1

KAG1687203.1

KAG1689094.1

KAG1691464.1

KAG1701080.1

KAG1701140.1

KAG1701146.1

KAG1713552.1

32891

114840

232455

251257

251258

295332

326310

KAE9295971.1

KAE9300693.1

KAE9303991.1

Phytophthora
capsici

Phytophthora
capsici

Phytophthora
capsici

Phytophthora
capsici
Phytophthora
capsici
Phytophthora
capsici
Phytophthora
capsici
Phytophthora
capsici
Phytophthora
cinammomi
Phytophthora
cinammomi
Phytophthora
cinammomi
Phytophthora
cinammomi
Phytophthora
cinammomi
Phytophthora
cinammomi
Phytophthora
cinammomi
Phytophthora
fragariae
Phytophthora
fragariae
Phytophthora
fragariae

PnicAGO-E

PpalAGO-3

PpalAGO-1

PparAGO-A
PparAGO-B
PparAGO-C
PparAGO-D
PparAGO-E
PrubAGO-A
PrubAGO-C
PrubAGO-1
PrubAGO-2
PrubAGO-3
PrubAGO-12
PsojAGO-A
PsojAGO-B
PsojAGO-C

PsojAGO-D

KUuG01884.1

POM73309.1

POM66368.1

ETL92480.1

ETL92481.1

ETL92503.1

ETL92537.1

ETM00734.1

KAE9330056.1

KAE9354824.1

KAE9031987.1

KAE9044236.1

KAE9044024.1

KAE9354836.1

EGZ07883.1

EGZ16927.1

EGZ16928.1

EGZ16931.1

Phytophthora
nicotianae
Phytophthora
palmivora var.
p.
Phytophthora
palmivora var.
p.
Phytophthora
parasitica
Phytophthora
parasitica
Phytophthora
parasitica
Phytophthora
parasitica
Phytophthora
parasitica
Phytophthora
rubi
Phytophthora
rubi
Phytophthora
rubi
Phytophthora
rubi
Phytophthora
rubi
Phytophthora
rubi
Phytophthora
sojae
Phytophthora
sojae
Phytophthora
sojae
Phytophthora
sojae
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ANEXO 41. Identificadores utilizados para la reconstruccion filogenética de proteinas RNA
polimerasa dependiente de RNA

ID Proteina
PcapRdr
PcacRdr
PcinRdr
PfraRdr
PinfRdr
PmegRdr
PnicRdr
PparRdr
PrubRdr
PsojRdr

ID base de datos

KAG1704547.1
KAF1773732.1
92923
KAE9319764.1
KAF4034320.1
OWZ15303.1
KUF98780.1
ETL98829.1
KAE9346693.1
EGZ19842.1

Organismo
Phytophthora capsici
Phytophthora cactorum
Phytophthora cinammomi
Phytophthora fragariae
Phytophthora infestans
Phytophthora megakarya
Phytophthora nicotianae
Phytophthora parasiitica
Phytophthora rubi
Phytophthora sojae
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ANEXO 42. Estructura secundaria de genes analizados mediante RT-gPCR

DCLa

DCLB

Exp5

AgoA

AgoB

AgoC

AgoD

AgoE

AgoF

Rdr

Avri

Avrib

648
| e [N

954

- [Meena) I

1209

L IBEN.N mm -—

1
o -

189

188
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Nep1

CRN1

Elicitina1

GIP1

Avr3a1l

Transposasa

HdM-1

HdM-2

HdM-3

H metilasa 1

EF-1a

1 278

238

1
h_l Ubiquitinlike ]

1 160

__l Elicitin superfamily I

259

h_- Tripsin-like serine protease family L |

1 Tam3 transposase (Ac family)

1 zf-C5HC2 PLU-1 PHD_8 1705
mJm jN s/ ARID --— JmjC —-—l—...q

673

1
j— JmjC SAM ——

489

1
b IMN Jmic =  Jmjc __d

1 154

- e —

434

1
- e o
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Gen

DCL-a

DCL-B

Exp5

AgoA

AgoB

AgoC

AgoD

AgoE

AgoF

Rdr
Avrl
Avrlb
Nep1
CRN1
Elicitina
GIP1

Avr3al

Transposasa
Tam3

HdM-1

ID
Phycall

511433

18102

529988

558569

64465

534306

54500

545808

106132

107928
129759
567591
109174
573801
11949
126183
114012

133604

6021

ID
KOG/IPR**

KOG0701

IPR0O02677

KOG2020

IPR12337

IPR12337

IPR12337

IPR12337

IPR12337

IPR12337

KOG0988

XXXX

XXXX

XXXX

XXXX

KOG1216

KOG3627

XXXX

KOG1121

KOG1246

ANEXO 43. Caracteristicas de genes evaluados por RT-gPCR

Descripcion KOG/IR***

Procesamiento y
modificacién de ARN
Unién a ARN, ribonucleasa
1l
Tréfico intracelular,
secrecion y transporte
vesicular
Unién a &cido nucleico,
Polinucleotidil transferasa,
Ribonucleasa H
Unién a acido nucleico,
Polinucleotidil transferasa,
Ribonucleasa H
Unién a acido nucleico,
Polinucleotidil transferasa,
Ribonucleasa H
Unién a acido nucleico,
Polinucleotidil transferasa,
Ribonucleasa H
Unién a acido nucleico,
Polinucleotidil transferasa,
Ribonucleasa H
Unidn a acido nucleico,
Polinucleotidil transferasa,
Ribonucleasa H
Procesamiento y
modificacién de ARN

Efector
Efector
Efector
Efector
Mecanismos de defensa
Peptidasa

Efector
Replicacién, recombinacion
y reparacion
Unién a ADN con dominio
jumonji/RBP2/SMCY/ JmjC

Tamafio
(aminoécidos)

684

954

1209

773

832

793

797

830

859

2680
189
188
278
238
160
259
135

828

1705

No.
exones

1

6

Locus (Phycall)

PHY CAscaffold_85:46098-
48577
PHYCAscaffold_33:251889-
255536

PHYCAscaffold_52:377206-
380861

PHYCAscaffold_2:159343-
161780

PHYCAscaffold_19:453325-
455820

PHYCAscaffold_22:528439-
531907

PHYCAscaffold 22:528597-
530987

PHYCAscaffold_19:306374-
310085

PHYCAscaffold_12:883921-
886497

PHYCAscaffold_14:483193-
484770
PHYCAscaffold 87:112304-
112870
PHYCAscaffold_25:689103-
689666
PHYCAscaffold_16:1013548-
1014381
PHYCAscaffold_55:398188-
398914
PHYCAscaffold 87:148138-
148617
PHYCAscaffold_61:135922-
136698
PHYCAscaffold_25:524589-
524993
PHYCAscaffold_585:286-
2814

PHYCAscaffold_9:454619-
459895

Hebra

Localizacion
subcelular

Nucleo

Mitocondria

Nucleo

Citoplasma

Citoplasma

Citoplasma

Citoplasma

Citoplasma

Citoplasma

Nicleo
Mitocondria
Citoplasma
Extracelular
Citoplasma
Extracelular
Extracelular
Citoplasma

Extracelular

Nucleo

ID GO*

GO0:0005634

GO: 0005739

GO0:0005634

G0:0005737

GO0:0005737

GO0:0005737

GO:0005737

GO0:0005737

GO0:0005737

GO0:0005634
GO: 0005739
G0:0005737
G0:0005576
GO:0005737
G0:0005576
G0:0005576
G0:0005737

GO:0005576

G0:0005634
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HdM-2 509113

HdM-3 572401

Hmetilasa-1 118496

EF-1a 111787

Estructura y dindmica de
KOG2130 cromatina, contiene el
dominio JmjC
Unién a ADN con dominio
jumonji/RBP2/SMCY/ JmjC
Histona H3 (Lys4) complejo
de metiltransferasa,
KOG1080 subunidad SET1y
metiltransferasas
relacionadas

Factor de elongacion de
traduccion EF1A

KOG1246

IPR0O04539

*ID de bases de datos de Gene Ontology GO.
**|D de bases de datos de KOG y InterPRO.
*** Descripcion del gen en base a los criterios de las bases de datos de KOG e InterPRO
Locus: De acuerdo a la base de datos del genoma de P. capsici LT1534 v11 del JGI
Localizacion subcelular: Identificada a partir del software Predict protein LocTree3v4.0

673

489

154

434

PHYCAscaffold_42:107391-
109735

PHYCAscaffold 48:130307-
132054

PHYCAscaffold_36:322242-
322703

PHYCAscaffold_70:109184-
110808

+

Nucleo

Nucleo

Nucleo

Citoplasma

GO0:0005634

GO:0005634

GO0:0005634

GO: 0005737
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Gen

DCL-a

EXp5_2

DCL-B

AGO-A

AGO-B

AGO-C

AGO-D

AGO-E

AGO-F

Rdr

Elicitina

GIP-1

Avrl

Avrilb

Nombre del
oligo

PcapDCL1 F
PcapDCL1 R
PcaExp5_2-F
PcaExp5_2-R

PcapDCL2.1-F

PcapDCL2.1-
R

PcapAGO-A F
PcapAGO-A R
PcapAGO-B F
PcapAGO-B R
PcapAGO-C F
PcapAGO-C R
PcapAGO-D F
PcapAGO-D R
PcapAGO-E F
PcapAGO-E R
PcapAGO-F F
PcapAGO-F R
PcapRdr-F

PcapRdr-R

PcapEli11949-
F
PcapEli11949-
R

GIP1-F
GIP1-R
PcapAvrl-F
PcapAvrl-R
PcAvrlb-F

ANEXO 44. Caracteristicas de oligos utilizados para RT-gPCR

Secuencia

GAAGCCGCTACTTGAACCCT
GACCGTGCGATCAGAAATGC
GCAGTCTTTACACGAGCGTT
GGGTTTTGCATTGCATTCGG
CCGAGTGGGCTACGCTATTG

GCCATCTTCCGTCAGTCGTG

GAGCGAGGGACAGTTTCACA
GGTGGCAGATACCCGTTTCA
TTGCGGAAGATCGAGGTTGT
CACCAACGGTAGATGTGGGT
GAGGTGGTGAAGGTTACGGG
CGAGAGCCTCGATGTTGTGA
CTTCGGAGGCTTTGCGAATG
TACAGCGCAGACATCCCATC
CGTGTATTACGCGCACTTGG
GCTTCACTGGTCGGGTAACA
TGATGATCGATGGCAGACCG
CCAACACCGTGTCAGACGTA
GCGTTTTGGTGGTGTCTGAA
GAGCACACTTTGGCGTGTAA

CGGACCAGGCTACCATTGAC

GGCACGGAGGTTGATCTTGT

GAAGGTTATCTCCACTCTCGC
CAGGCCGCAGTAGTAAGTAC
CGACGAGAGGGGAGGATTTC
AGTATTTGGGGGCCTTCACC

GTGGATTCTCCAATGCTGCG

Sitio de
amplificacion

RNAsell-Nter
Regién
intermedia

Regioén variable
entre dominios

Domino PIWI

Domino PAZ

N-terminal

N-terminal

Dominio PIWI

Dominio PIWI

dominio Rdr

Regién variable
C-Ter

Region péptido
sefal

Regioén variable
C-Ter

N-terminal

Tamafio de amplicén
esperado

145 pb

180 pb

211 pb

212 pb

180 pb

161 pb

133 pb

265 pb

195 pb

158 pb

125 pb

210 pb

170 pb

183 pb

Tamafo oligo

(nt)
20
20
20
20
20

20

20
20
20
20
20
20
20
20
20
20
20
20
20
20

20
20

21
20
20
20
20

%
GC

55
55
50
50
60

60

55
55
50
55
60
55
55
55
55
55
55
55
50
50

60

55

52.
4

55
60
55
55

™m
tedrica

57.3
56.8
55.5
55.7
57.9
58.2
57.2
57.4
56.7
57.1
57.6
56.9
56.8
57.1
56.6
57.2
57.1
57
56.1
55.9

57.9

57.6

54.8
55
57.1
57.4
56.6

Tm (°C)
Experimental

54

59

59

59

68

54

68

68

59

59

59

59

59
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Avr3al

Nepl

CRN1

Transposasa

HdM-1

HdM-2

HdM-3

Hmetilasa-1

ch-ch miR65

Loopl02-R-
RT

Universal

EF-l1a

PcAvrlb-R
PcapAvr3a-F
PcapAvr3a-R
PcapNepl-F
PcapNepl-R
PcapCRN1-F
PcapCRN1-R

PcTransp-F

PcTransp-R

PcHdM-1
6021-F
PcHdM-1
6021-R
PcHdM-1
509113-F
PcHdM-1
509113-R
PcImjC2-
572401-F
PcImjC2-
572401-R
PcSETD1-
118496-F
PcSETD1-
118496-R

RTmMIiR65-R

gPCRmMIR65-F

RT-miR-102-R

gPCR-miR-
102-F

gPCR-univ-R
PcEF-la-F
PcEF-1a-F

GTCCCAGTTTGGCTAGAACG
CATCATGGCAGACCCAAGCA
ATAATCCAGGTGGATCGCGT
GCCCAAACTGTTCTTGGTGC
TACATCCGTCGGTGCCTTTT
AGACAGATCGCATCACGAGG
CGACTCTTCCCTATTCCGGG

CAATTTTGAAGCCGTTGAAGC

TCCAGATACTGGGTCATAGCG

AGAGGAACTACTGGAGCGGT

CAAGGGATG/ACCGTACCAAGT

ACGTGGTGATGTCTAGCGTG

ATGCGAGTATGGGCAGTAGC

ACATCATCCTGACGTTCCCG

CCGAAGTGAAACACGAAGCG

CCGAGTGGACGAGAAAACGA

CCTCCTTCGACAGCCACAAT

GAAAGAAGGCGAGGAGCAGATC

GAGGAAGAAGACGGAAGAATGT

GCGTCTCGCCTTCTTTCACCGAC
CG

TAGCGAGATTTAGTCGATGGC

GAAAGAAGGCGAGGAGCAGATC

GAGGAAGAAGACGGAAGAATGT

GCGTCTCGCCTTCTTTCGAAGAC
AG

GCTTTATCTGCTGGCTGTC

CGAGGAAGAAGACGGAAGAAT

CTAAGGGCACCCAGGACTTC
TCACCCGACTTCACGAACTT

Region
conservada

Regién variable
N-Ter

Regién variable

C-Ter

N-terminal

JmjC

Dom. SAM

JmjC C-Ter

SETD1_like

miR65

miR102

X

PTZ00141

151 pb

205 pb

202 pb

154 pb

231 pb

229 pb

181 pb

114 pb

90 pb

90 pb

193 pb

20
20
20
20
20
20
20

21

21

20

20

20

20

20

20

20

20

69

21

69

19

21

20
20

55
55
50
55
50
55
60

42.

52.

55

55

55

55

55

55

55

55

52.

47.

60
50

55.7
58
56.2
57.3
56.7
56.7
56.9

53.4

55.9

57.5

57.4

57.1

57.2

57

56.8

57

57.4

54.3

53.7

54.2

57
56.3

59

59

59

59

59

59

59

59

42

59

42

59

59

59
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ANEXO 45. Gel de extraccion DNA gendmico de P. capsici

mpm 1 2. 3485

10000
=

60

7, 5000 —_— 1

—/, 4000
E— 3000 -
— )
S—— 5000

Gel de agarosa al 1%, mpm: marcador de peso molecular , carril 1-5: muestra DNA gendmico de micelio de P.
capsici D3
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ANEXO 46. Tamafio de amplificacion esperado de oligos con PCR punto final

~ Mpm DCL2 AgoD Mpm  Exp5 Mpm  AgoE Mpm = EF AgoF Mpm Avrlb Mpm Transposasa

L

T
T
4

L

i
L
oG

Mpm  GIP1 < M Nepl CRN1  Elicitinal Rdr / - DCLl Mpm _ AgoA AgoB
00! vy ‘
/ 8000 | : B .
/e - | |
( ) S
-—
-

— 1500

w—— — 1000
— — 750

—500

-——

1T
: B8 2883883
=

—250

Electroforesis PCR punto final de genes DCL1, DCL2, exportina 5A (Exp5), RNA polimerasa dependiente de RNA
(RDR), AgoA, AgoB, AgoD, AgoE, AgoF, Avrlb, GIP1, Nepl, CRN1, elicitinal, Transposasa Tam3 y factor de
elongacion 1a (EF) en gel de agarosa al 1.5%, Mpm: marcador de peso molecular.
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ANEXO 47. Gel de amplificacién A-ch-ch_102

Articulo Laboratorio Control —
sin RNA

1kb c¢DNA qPCR cDNA gPCR cDNA’ qPCR

L

Electroforesis en gel de agarosa al 2% gPCR de A-ch-ch_102 con cDNA de D3. Se probaron dos metodologias
para realizar gPCR del miRNA a partir del articulo de (L. H. Yang et al., 2014) y metodologia desarrollada en el
laboratorio, carril cDNA: muestra de cDNA sin retrotranscriptasa, carril qPCR: reaccion de qPCR del miRNA,
Control -: sin templado de cDNA vy sin retrotranscriptasa. 1Kb: marcador de peso molecular.
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ANEXO 48. Gel de amplificacién de A-ch-ch_65

1kb miR65 C-

Electroforesis en gel de agarosa al 2% gqPCR de A-ch-ch_65 con cDNA de D3. 1Kb: marcador de peso molecular.
miR65: qPCR de A-ch-ch_65, C-: control negativo sin retrotranscriptasa.
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ANEXO 49. Gel de extraccion de RNA total de P. capsici

ikb'~ P A%Hle  Adrch

Electroforesis en gel de agarosa al 1%, extraccion RNA total de D3, A-chile y A-br-ch de P. capsici, 1kb: marcador
de peso molecular.
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ANEXO 50. Estandarizacion y validacion de amplificacion de oligos para RT-qgPCR

u Construccion de curva estandar con DNAg [5 concentraciones] E

Standard Curve

Analizar la expresion (cDNA)

AmpHication Plot

Cycle

A: Curva estandar con DNA gendmico de P. capsici a 100, 10, 1, 0.1 y 0.01 ng/uL, R?=0.98 de gen enddgeno. B:

Curva de amplificacion de gen endégeno con cDNA.
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ANEXO 51. Curva melt de amplificacion de genes analizados por RT-qPCR

S —

DCLB

DCLa

n Factor de elongacién
i \

Avrl

Deratve Reparter (0

Dervate Reporter ()

Exp5A

AgoB

Rdr

Avr]:b

Elicitinal

Avr3al

Nepl
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E CRN1 n Transposasa H Hdel HdM-?

M vivs K dmetioer B miro X miR-065

B ORefe 7 | miR-089 1§ RNA | 2| -cDNA

Curva melt de amplificacion de genes analizados por RT-gPCR. A: DCLa, B: DCL, C: Exportina 5A (EXp5A), D:
RNA polimerasa dependiente de RNA (Rdr), E: Factor de elongacién 1a (EF-1a), F: Argonauta A (AgoA), G:
Argonauta B (AgoB), H: Argonauta D (AgoD), I: Argonauta E (AgoE), J: Argonauta F (AgoF), K: Elicitinal, L:
GIP1, M: Avrl, N: Avrlb, O: Avr3al, P: Nepl, Q: CRN1, R: Transposasa Tam3, S: Histona desmetilasa 1 (HdM-
1), T: Histona desmetilasa 2 (HdM-2), U: Histona desmetilasa 3 (HdM-3), V: Histona metilasa 1 (H metilasa-1),
W: miR102, X: miR065, Y: Enzima oxide reductasa de fierro (OxReFe), Z: miR-089, 1: -RNA (Control negativo
de RT-PCR sin agregar RNA ), 2: -cDNA (Control negativo de qPCR sin RNA).
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ANEXO 52. Valores de Ct obtenidos de genes y miRNAs

Gen Housekeeping (Factor de elongacion) Gen de interés (DCLa)

Muestra Ctl Ct2 Ct3 P-Ct Muestra Ctl Ct2 Ct3 P-Ct ACt AACt 27-AACt
C7P8 RB-1 16.24 16.58 16.64 16.49 C7P8 RB-1 25.24 24.88 24.96 25.03 8.54 -0.13 1.09
C7P8 RB-2 16.31 16.22 16.46 16.33 C7P8 RB-2 24.81 25.17 25.41 25.13 8.80 0.13 0.91
Chile RB-1 13.95 1406 1431 1411 Chile RB-1 23.84 23.93 23.68 23.82 9.71 1.04 0.49
Chile RB-2 1430 1390 14.06 14.09 Chile RB-2 23.40 23.60 23.30 23.43 9.35 0.68 0.63

Brécoli RB-1 17.54 17.03 17.13 17.23 Brécoli RB-1 26.86 26.90 26.92 26.89 9.66 0.99 0.50

Brécoli RB-2 16.99 16.87 17.26 17.04 Brécoli RB-2 26.93 26.93 26.88 26.91 9.87 1.20 0.43

ch-ch RB-1 16.28 16.07 16.18 16.18 ch-ch RB-1 27.14 27.03 27.22 27.13 10.95 2.28 0.21

ch-ch RB-2 16.02 16.28 16.03 16.11 ch-ch RB-2 27.19 27.47 27.16 27.27 11.16 2.49 0.18

br-ch RB-1 15.16 15.16 15.02 15.11 br-ch RB-1 24.70 24.76 24.94 24.80 9.69 1.02 0.49

br-ch RB-2 1496 14.87 15.32 15.05 br-ch RB-2 24.63 24.66 24.84 24.71 9.66 0.99 0.50
Gen Housekeeping (Factor de elongacion) Gen de interés (DCLB)

Muestra Ctl Ct2 Ct3 P-Ct Muestra Ctl Ct2 Ct3 P-Ct ACt AACt 27-AACt
C7P8 RB-1 17.89 1791 17.95 17.92 C7P8 RB-1 25.68 25.71 25.72 25.70 7.79 -0.11 1.08
C7P8 RB-2 16.24 16.58 16.64 16.49 C7P8 RB-2 24.37 24.51 24.60 24.49 8.01 0.11 0.93
Chile RB-1 17.62 17.45 17.9 17.66 Chile RB-1 28.65 28.72 28.61 28.66 11.00 3.11 0.12
Chile RB-2 16.84 16.64 16.79 16.76 Chile RB-2 26.46 26.30 26.17 26.31 9.55 1.66 0.32

Brécoli RB-1 17.10 1694 16.91 16.98 Brécoli RB-1 27.23 27.21 27.14 27.19 10.21 2.31 0.20

Brécoli RB-2 17.00 17.13 16.95 17.03 Brdcoli RB-2 27.25 27.61 27.02 27.29 10.27 2.37 0.19

ch-ch RB-1 16.28 16.07 16.18 16.18 ch-ch RB-1 28.93 29.13 28.96 29.01 12.83 4.93 0.03

ch-ch RB-2 16.02 16.28 16.03 16.11 ch-ch RB-2 28.14 28.60 28.13 28.29 12.18 4.28 0.05

br-ch RB-1 16.76  16.64 16.61 16.67 br-ch RB-1 26.53 26.48 26.35 26.45 9.78 1.89 0.27

br-ch RB-2 15.38 1553 15.23 15.38 br-ch RB-2 25.54 25.53 25.55 25.54 10.16 2.26 0.21
Gen Housekeeping (Factor de elongacion) Gen de interés (Exp5)

Muestra Ctl Ct2 Ct3 P-Ct Muestra Ctl Ct2 Ct3 P-Ct ACt AACt 27-AACt
C7P8 RB-1 1492 1495 1487 1491 C7P8 RB-1 24.98 24.97 25.03 24.99 10.08 0.09 0.94
C7P8 RB-2 14.89 1495 1490 1491 C7P8 RB-2 24.75 24.96 24.71 24.81 9.89 -0.09 1.07
Chile RB-1 17.80 17.85 17.98 17.88 Chile RB-1 29.11 29.47 29.20 29.26 11.38 1.40 0.38
Chile RB-2 17.85 17.63 17.93 17.80 Chile RB-2 28.90 29.21 29.10 29.07 11.27 1.28 0.41

Brécoli RB-1 16.22 1643 16.85 16.50 Brdcoli RB-1 27.49 27.28 27.12 27.30 10.80 0.81 0.57
Brécoli RB-2 17.24 16.04 16.91 16.73 Brécoli RB-2 27.25 27.34 27.07 27.22 10.49 0.50 0.71
ch-ch RB-1 15,55 1592 1542 15.63 ch-ch RB-1 26.74 26.89 26.57 26.73 11.10 1.12 0.46
ch-ch RB-2 15.65 1535 15.45 15.48 ch-ch RB-2 26.98 26.42 26.94 26.78 11.30 131 0.40
br-ch RB-1 1430 14.19 14.27 14.25 br-ch RB-1 24.61 24.92 24,51 24.68 10.43 0.44 0.74
br-ch RB-2 1438 1434 1431 1434 br-ch RB-2 24.85 24.88 24.90 24.88 10.53 0.55 0.68
Gen Housekeeping (Factor de elongacion) Gen de interés (AgoA)
Muestra Ctl Ct2 Ct3 P-Ct Muestra Ctl Ct2 Ct3 P-Ct ACt AACt 27-AACt
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C7P8 RB-1
C7P8 RB-2
Chile RB-1
Chile RB-2
Brécoli RB-1
Brécoli RB-2
ch-ch RB-1
ch-ch RB-2
br-ch RB-1
br-ch RB-2

16.48
15.37
14.25
19.06
16.22
17.24
16.79
16.91
15.34
15.29

16.54
15.32
14.27
18.97
16.43
16.85
16.71
16.94
15.21
15.18

16.26
15.25
14.20
19.04
16.04
16.91
16.49
17.21
15.28
15.06

16.43
15.31
14.24
19.02
16.23
17.00
16.66
17.02
15.28
15.18

Gen Housekeeping (Factor de elongacion)

Muestra
C7P8 RB-1
C7P8 RB-2
Chile RB-1
Chile RB-2

Brécoli RB-1
Brécoli RB-2
ch-chRB-1
ch-ch RB-2
br-ch RB-1
br-ch RB-2

Ctl
16.24
16.31
13.95
14.30
17.54
16.99
16.28
16.02
15.38
14.96

Ct2
16.58
16.22
14.06
13.90
17.03
16.87
16.07
16.28
15.53
14.87

Ct3
16.64
16.46
14.31
14.06
17.13
17.26
16.18
16.03
15.23
15.32

P-Ct
16.49
16.33
14.11
14.09
17.23
17.04
16.18
16.11
15.38
15.05

Gen Housekeeping (Factor de elongacion)

Muestra
C7P8 RB-1
C7P8 RB-2
Chile RB-1
Chile RB-2

Brdcoli RB-1
Brécoli RB-2
ch-ch RB-1
ch-ch RB-2
br-ch RB-1
br-ch RB-2

Ctl
16.24
16.31
13.95
14.30
17.26
16.99
16.28
16.02
15.16
14.96

Ct2
16.58
16.22
14.06
13.90
17.03
16.87
16.07
16.28
15.16
14.87

Ct3
16.64
16.46
14.31
14.06
17.13
17.54
16.18
16.03
15.02
15.32

P-Ct
16.49
16.33
14.11
14.09
17.14
17.13
16.18
16.11
15.11
15.05

Gen Housekeeping (Factor de elongacion)

Muestra
C7P8 RB-1
C7P8 RB-2
Chile RB-1
Chile RB-2

Ctl
16.24
16.31
13.95
14.30

Ct2
16.58
16.22
14.06
13.90

Ct3
16.64
16.46
14.31
14.06

P-Ct
16.49
16.33
1411
14.09

C7P8 RB-1
C7P8 RB-2
Chile RB-1
Chile RB-2
Brécoli RB-1
Brécoli RB-2
ch-ch RB-1
ch-ch RB-2
br-ch RB-1
br-ch RB-2

Muestra
C7P8 RB-1
C7P8 RB-2
Chile RB-1
Chile RB-2

Brécoli RB-1
Brécoli RB-2
ch-chRB-1
ch-ch RB-2
br-ch RB-1
br-ch RB-2

Muestra
C7P8 RB-1
C7P8 RB-2
Chile RB-1
Chile RB-2

Brdcoli RB-1
Brécoli RB-2
ch-ch RB-1
ch-ch RB-2
br-ch RB-1
br-ch RB-2

Muestra
C7P8 RB-1
C7P8 RB-2
Chile RB-1
Chile RB-2

21.27
20.67
18.62
22.85
22.63
22.80
21.88
23.01
20.19
20.03

Ctl
34.84
35.95
35.35
35.66

NE
NE
33.65
32.95
29.83
29.35

Ctl
24.80
24.85
26.87
26.65
23.80
23.75
28.19
27.93
26.26
25.82

Ctl
27.91
27.61
30.52
30.70

2135 2135 21.32
20.65 20.61 20.64
18,50 1831 18.48
2297  22.88  22.90
2296  22.65 22.75
2248  22.59 22.62
2169 2183 21.80
22.99 2294 2298
19.92 19.72 19.94
20.11 20.03 20.06

Gen de interés (AgoB)
Ct2 ct3 P-Ct
36.50 35.79 35.71
3522 36.15 35.77
35.69 35.58 35.54
3554 3578  35.66
NE NE NE
NE NE NE
33.41 33.06 33.37
33.16 3353 3321
29.28 29.84 29.65
29.67 2932  29.45

Gen de interés (AgoD)
Ct2 Ct3 P-Ct
24.86 24.81 24.82
2491 24.90 24.89
26.97 26.92 26.92
26.72 26.89 26.75
23.75 23.87 23.81
23.74 23.69 23.73
27.83 27.76 27.93
28.20 27.94 28.02
26.03 26.03 26.11
25.94 25.67 25.81

Gen de interés (AgoE)
Ct2 Ct3 P-Ct
27.80 27.72 27.81
27.42 27.13 27.39
30.35 30.70 30.52
30.31 31.33 30.78

4.90
5.33
4.24
3.88
6.52
5.62
5.14
5.96
4.67
4.88

ACt
19.22
19.44
21.43
21.57

NR
NE
17.20
17.10
14.27
14.40

ACt
8.34
8.56
12.81
12.67
6.67
6.59
11.75
11.91
10.99
10.76

ACt
11.32
11.06
16.42
16.69

-0.22
0.22
-0.88
-1.24
1.40
0.51
0.02
0.85
-0.45
-0.23

AACt
-0.11
0.11
2.10
2.24
NE
NE
-2.14
-2.23
-5.06
-4.94

AACt
-0.11
0.11
4.37
4.22
-1.78
-1.85
3.30
3.47
2.55
231

AACt
0.13
-0.13
5.23
5.50

0.86
1.84
2.36
0.38
0.70
0.98
0.56
1.36

27-AACt

1.08
0.93
0.23
0.21
0.00
0.00
4.40
4.69

33.44

30.63

27-AACt
1.08
0.93
0.05
0.05
3.43
3.61
0.10
0.09
0.17
0.20

27-AACt
0.91
1.10
0.03
0.02
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Brécoli RB-1
Brdcoli RB-2
ch-ch RB-1
ch-ch RB-2
br-ch RB-1
br-ch RB-2

17.54
16.99
16.28
16.02
15.38
14.96

17.03
16.87
16.07
16.28
15.53
14.87

17.13
17.26
16.18
16.03
15.23
15.32

17.23
17.04
16.18
16.11
15.38
15.05

Gen Housekeeping (Factor de elongacion)

Muestra
C7P8 RB-1
C7P8 RB-2
Chile RB-1
Chile RB-2

Brécoli RB-1
Brécoli RB-2
ch-ch RB-1
ch-ch RB-2
br-ch RB-1
br-ch RB-2

Ctl
16.24
16.31
13.95
14.30
17.54
16.99
16.28
16.02
15.38
14.96

Ct2
16.58
16.22
14.06
13.90
17.03
16.87
16.07
16.28
15.53
14.87

Ct3
16.64
16.46
14.31
14.06
17.13
17.26
16.18
16.03
15.23
15.32

P-Ct
16.49
16.33
14.11
14.09
17.23
17.04
16.18
16.11
15.38
15.05

Gen Housekeeping (Factor de elongacion)

Muestra
C7P8 RB-1
C7P8 RB-2
Chile RB-1
Chile RB-2

Brécoli RB-1
Brécoli RB-2
ch-chRB-1
ch-ch RB-2
br-ch RB-1
br-ch RB-2

Ctl
14.92
14.89
17.80
17.85
16.22
17.24
15.55
15.65
14.30
14.38

Ct2
14.95
14.95
17.85
17.63
16.43
16.04
15.92
15.35
14.19
14.34

Ct3
14.87
14.90
17.98
17.93
16.85
16.91
15.42
15.45
14.27
14.31

P-Ct
14.91
14.91
17.88
17.80
16.50
16.73
15.63
15.48
14.25
14.34

Gen Housekeeping (Factor de elongacion)

Muestra
C7P8 RB-1
C7P8 RB-2
Chile RB-1
Chile RB-2

Brécoli RB-1
Brécoli RB-2
ch-ch RB-1
ch-ch RB-2

Ctl
17.94
17.89
16.84
16.69
16.22
17.24
17.97
17.97

Ct2
17.87
17.91
16.64
16.87
16.43
16.85
17.72
17.91

Ct3
17.74
17.95
16.79
16.76
16.04
16.91
17.90
17.72

P-Ct
17.85
17.92
16.76
16.77
16.23
17.00
17.86
17.87

Brécoli RB-1
Brécoli RB-2
ch-ch RB-1
ch-ch RB-2
br-ch RB-1
br-ch RB-2

Muestra
C7P8 RB-1
C7P8 RB-2
Chile RB-1
Chile RB-2

Brécoli RB-1
Brécoli RB-2
ch-ch RB-1
ch-ch RB-2
br-ch RB-1
br-ch RB-2

Muestra
C7P8 RB-1
C7P8 RB-2
Chile RB-1
Chile RB-2

Brécoli RB-1
Brécoli RB-2
ch-chRB-1
ch-ch RB-2
br-ch RB-1
br-ch RB-2

Muestra
C7P8 RB-1
C7P8 RB-2
Chile RB-1
Chile RB-2

Brécoli RB-1
Brécoli RB-2
ch-ch RB-1
ch-ch RB-2

35.25
35.74
30.97
30.85
27.02
26.84

Ctl
26.29
26.50
26.31
26.04
28.40
28.24
28.64
28.63
27.06
27.27

Ctl
28.55
28.28
31.89
31.40
27.98
27.85
28.87
28.93
27.46
27.67

Ctl
22.94
22.88
24.74
24.66
23.83
24.32
24.98
25.06

34.96
35.93
30.75
30.88
27.17
26.79

35.27
35.98
30.76
30.76
26.91
26.76

35.16
35.88
30.83
30.83
27.03
26.80

Gen de interés (AgoF)

Ct2
26.70
25.86
26.33
26.21
28.43
28.27
28.95
29.14
27.19
26.84

Ct3
26.64
26.22
26.79
26.40
28.24
28.81
28.75
28.80
27.20
26.88

P-Ct
26.54
26.19
26.48
26.22
28.36
28.44
28.78
28.86
27.15
27.00

Gen de interés (Rdr)

Ct2
28.08
28.00
31.18
31.66
27.92
27.72
28.60
29.24
27.96
27.47

Gen de interés (Elicitinal)

Ct2
22.92
22.94
24.79
24.60
23.55
23.93
25.03
24.95

Ct3
28.01
27.96
30.38
30.95
28.02
28.35
28.82
28.66
27.13
27.08

Ct3
22.87
22.74
24.63
24.63
23.50
23.97
24.76
24.90

P-Ct
28.21
28.08
31.15
31.34
27.97
27.97
28.76
28.94
27.52
27.41

P-Ct
22.91
22.85
24.72
24.63
23.63
24.07
24.92
24.97

17.93
18.84
14.65
14.72
11.65
11.75

ACt
10.06
9.86
12.37
12.13
11.12
11.40
12.60
12.75
11.77
11.95

ACt
13.30
13.17
13.27
13.53
11.47
11.24
13.13
13.46
13.26
13.06

ACt
5.06
4.94
7.96
7.86
7.40
7.07
7.06
7.10

6.74
7.65
3.46
3.53
0.46
0.56

AACt
0.10
-0.10
241
2.17

1.44
2.64
2.79
1.81
1.99

AACt
0.07
-0.07
0.04
0.30
-1.76
<ALER)
-0.10
0.23
0.03
-0.17

AACt
0.06
-0.06
2.97
2.86
2.40
2.08
2.06
211

0.01
0.00
0.09
0.09
0.73
0.68

27-AACt

0.94
1.07
0.19
0.22
0.45
0.37
0.16
0.14
0.29
0.25

27-AACt

0.95
1.05
0.97
0.81
3.39
3.97
1.07
0.85
0.98
1.13

27-AACt

0.96
1.04
0.13
0.14
0.19
0.24
0.24
0.23
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br-ch RB-1 16.76 16.64 16.61 16.67
br-ch RB-2 16.79 16.62 16.64 16.68

Gen Housekeeping (Factor de elongacion)

Muestra Ctl Ct2 Ct3 P-Ct
C7P8 RB-1 15.00 15.12 15.22 15.11
C7P8 RB-2 15.02 15.09 15.03 15.05
Chile RB-1 17.40 1745 17.63 17.49
Chile RB-2 17.87 1790 17.62 17.80

Brécoli RB-1 16.22 1643 16.85 16.50
Brécoli RB-2 17.24 16.04 1691 16.73
ch-chRB-1 15.77 15.66 15.80 15.74
ch-ch RB-2 1538 1534 1571 1548
br-ch RB-1 1455 14.64 1455 14.58
br-ch RB-2 1490 1491 1478 14.86

Gen Housekeeping (Factor de elongacion)

Muestra Ctl Ct2 Ct3 P-Ct
C7P8 RB-1 17.94 1787 17.74 17.85
C7P8 RB-2 17.89 1791 17.95 17.92
Chile RB-1 16.84 16.64 16.79 16.76
Chile RB-2 16.69 16.87 16.76 16.77
Brdcoli RB-1 16.22 16.43 16.04 16.23
Brécoli RB-2 17.24 16.85 16.91 17.00
ch-ch RB-1 16.28 16.07 16.18 16.18
ch-ch RB-2 16.02 16.28 16.03 16.11
br-ch RB-1 16.76 16.64 16.61 16.67
br-ch RB-2 16.79 16.62 16.64 16.68

Gen Housekeeping (Factor de elongacion)

Muestra Ctl Ct2 Ct3 P-Ct
C7P8 RB-1 16.76  16.49 16.34 16.53
C7P8 RB-2 17.18 16.66 16.59 16.81
Chile RB-1 17.73 17.69 17.14 17.52
Chile RB-2 17.00 17.13 17.66 17.26

Brécoli RB-1 16.22 1643 16.85 16.50
Brécoli RB-2 17.24 16.04 1691 16.73
ch-ch RB-1 16.28 16.11 16.26  16.22
ch-ch RB-2 16.39 1631 16.25 16.32
br-ch RB-1 17.81 1783 17.76 17.80
br-ch RB-2 1790 17.79 1783 17.84

Gen Housekeeping (Factor de elongacion)

br-ch RB-1
br-ch RB-2

Muestra
C7P8 RB-1
C7P8 RB-2
Chile RB-1
Chile RB-2

Brécoli RB-1
Brécoli RB-2
ch-ch RB-1
ch-ch RB-2
br-ch RB-1
br-ch RB-2

Muestra
C7P8 RB-1
C7P8 RB-2
Chile RB-1
Chile RB-2

Brécoli RB-1
Brécoli RB-2
ch-ch RB-1
ch-ch RB-2
br-ch RB-1
br-ch RB-2

Muestra
C7P8 RB-1
C7P8 RB-2
Chile RB-1
Chile RB-2

Brécoli RB-1
Brdcoli RB-2
ch-ch RB-1
ch-ch RB-2
br-ch RB-1
br-ch RB-2

21.71
21.68

Ctl
27.50
27.20
29.91
29.91
25.60
25.65
27.73
27.46
28.50
28.10

Ctl
24.83
24.98
27.17
26.92
26.94
26.96
27.22
26.76
25.50
25.63

Ctl
25.71
25.73
24.98
25.14
24.78
24.62
23.72
23.95
23.98
24.21

2154 2149 21.58
21.73 21.98 21.80

Gen de interés (GIP1)
Ct2 Ct3 P-Ct
27.14 2713 27.26
2710 27.15  27.15
29.92 29.62  29.82
29.62 2959 29.71
25.36 25.45 25.47
2537 2550 2551
27.60 27.70  27.68
2742 2730 27.39
28.57 28.47 28.51
2822 2837 28.23

Gen de interés (Avrl)
Ct2 Ct3 P-Ct
25.00 25.02 24.95
24.95 24.96 24.96
27.12 27.32 27.20
26.73 26.78 26.81
26.81 26.57 26.77
27.12 26.90 26.99
27.01 27.30 27.18
26.76 26.84 26.79
25.43 25.54 25.49
25.61 25.41 25.55

Gen de interés (Avrlb)
Ct2 Ct3 P-Ct
25.68 25.85 25.75
25.92 25.84 25.83
25.32 25.15 25.15
24.94 24.98 25.02
24.34 24.43 24.52
24.49 24.93 24.68
23.72 23.52 23.65
23.54 23.72 23.74
24.27 24.01 24.09
24.41 24.27 24.30

Gen de interés (Avr3al)

491
5.11

ACt
12.14
12.10
12.32
11.91
8.97
8.78
11.93
11.92
13.93
13.37

ACt
7.10
7.05
10.45
10.04
10.54
9.99
11.00
10.68
8.82
8.87

ACt
9.22
9.02
7.63
7.76
8.02
7.95
7.44
7.42
6.29
6.46

-0.09
0.11

AACt
0.02
-0.02
0.20
-0.21
-3.15
-3.35
-0.19
-0.21
1.81
1.24

AACt
0.03
-0.03
3.37
2.96
3.47
2.92
3.93
3.60
1.75
1.79

AACt
0.10
-0.10
-1.49
-1.36
-1.10
-1.17
-1.68
-1.70
-2.83
-2.66

1.06
0.92

27-AACt
0.99
1.01
0.87
1.16
8.90
10.17

27-AACt
0.98
1.02
0.10
0.13
0.09
0.13
0.07
0.08
0.30
0.29

27-AACt
0.93
1.07
2.81
2.57
2.15
2.25
3.21
3.25
7.12
6.33
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Muestra Ctl Ct2 Ct3 P-Ct

C7P8 RB-1 1492 1495 1487 14.91
C7P8 RB-2 14.89 1495 1490 1491
Chile RB-1 17.80 17.85 1798 17.88
Chile RB-2 1440 1448 1419 14.36

Brécoli RB-1 16.22 16.43 16.85 16.50
Brécoli RB-2 17.24 16.04 1691 16.73
ch-chRB-1 1555 1592 1542 15.63
ch-ch RB-2 15.65 1535 1545 1548
br-ch RB-1 1430 14.19 14.27 1425
br-ch RB-2 1438 1434 1431 1434

Gen Housekeeping (Factor de elongacion)

Muestra Ctl Ct2 Ct3 P-Ct
C7P8 RB-1 17.94 1787 17.74 17.85
C7P8 RB-2 16.31 16.22 16.46 16.33
Chile RB-1 16.84 16.64 16.79 16.76
Chile RB-2 16.69 16.87 16.76  16.77
Brdcoli RB-1 16.22 1643 16.04 16.23
Brécoli RB-2 17.24 16.85 16.91 17.00
ch-ch RB-1 17.97 17.72 1790 17.86
ch-ch RB-2 1797 1791 17.72 17.87
br-ch RB-1 16.76 16.64 16.61 16.67
br-ch RB-2 16.79 16.62 16.64 16.68

Gen Housekeeping (Factor de elongacion)

Muestra Ctl Ct2 Ct3 P-Ct
C7P8 RB-1 17.89 1791 1795 17.92
C7P8 RB-2 17.94 17.87 17.74 17.85
Chile RB-1 16.84 16.64 16.79 16.76
Chile RB-2 16.69 16.87 16.76 16.77

Brécoli RB-1 16.22 16.43 16.04 16.23
Brécoli RB-2 17.24 16.85 1691 17.00
ch-ch RB-1 17.97 17.72 17.90 17.86
ch-ch RB-2 1797 1791 17.72 17.87
br-ch RB-1 16.76 16.64 16.61 16.67
br-ch RB-2 16.79 16.62 16.64 16.68

Gen Housekeeping (Factor de elongacion)

Muestra Ctl Ct2 Ct3 P-Ct
C7P8 RB-1 16.31 16.20 16.20 16.24
C7P8 RB-2 16.46 16.26 16.24 16.32
Chile RB-1 16.54 16.28 16.57 16.46

Muestra
C7P8 RB-1
C7P8 RB-2
Chile RB-1
Chile RB-2

Brécoli RB-1
Brécoli RB-2
ch-ch RB-1
ch-ch RB-2
br-ch RB-1
br-ch RB-2

Muestra
C7P8 RB-1
C7P8 RB-2
Chile RB-1
Chile RB-2

Brécoli RB-1
Brécoli RB-2
ch-chRB-1
ch-ch RB-2
br-ch RB-1
br-ch RB-2

Muestra
C7P8 RB-1
C7P8 RB-2
Chile RB-1
Chile RB-2

Brécoli RB-1
Brdcoli RB-2
ch-ch RB-1
ch-ch RB-2
br-ch RB-1
br-ch RB-2

Muestra
C7P8 RB-1
C7P8 RB-2
Chile RB-1

Ctl
28.64
28.22
30.21
27.01
26.84
26.55
27.79
27.50
30.96
30.88

Ctl
26.05
24.90
28.37
27.91
26.28
26.51
30.07
29.80
26.11
25.99

Ctl
23.64
23.60
26.02
25.83
24.00
25.45
26.95
27.06
24.06
23.99

Ctl
26.76
26.58
25.93

Ct2 Ct3 P-Ct
28.12  28.28  28.35
28.25 28.31 28.26
30.67 30.60 30.49
27.01 27.10 27.04
26.58  26.50  26.64
27.04 2656  26.72
27.66  27.72 27.72
27.44 2754  27.49
3161 3116 31.24
30.81  30.92 30.87

Gen de interés (Nep1)
Ct2 Ct3 P-Ct
26.21 26.02 26.09
25.01 24.99 24.97
28.33 28.14 28.28
28.12 28.92 28.32
25.72 25.78 25.93
26.29 26.27 26.36
30.02 30.06 30.05
30.16 29.12 29.69
25.92 25.96 26.00
25.70 25.70 25.80

Gen de interés (CRN1)
Ct2 Ct3 P-Ct
23.63 23.58 23.62
23.50 23.33 23.48
26.93 26.11 26.35
25.83 25.86 25.84
23.63 24.17 23.93
25.52 25.36 25.44
26.72 27.01 26.89
26.98 27.04 27.03
24.14 24.52 24.24
24.18 24.20 24.12

Gen de interés (Transposasa)
Ct2 Ct3 P-Ct
26.69 26.53  26.66
2730 26.58  26.82
26.74 26.77 26.48

ACt
13.43
13.35
12.62
12.68
10.14

9.99
12.09
12.01
16.99
16.53

ACt
8.24
8.64
11.52
11.54
9.70
9.36
12.19
11.83
9.33
9.11

Act
5.70
5.63
9.60
9.07
7.70
8.44
9.03
9.16
7.57
7.44

ACt
10.42
10.50
10.02

AACt
0.04
-0.04
-0.77
-0.71
-3.25
-3.40
-1.30
-1.38
3.60
3.14

AACt
-0.20
0.20
3.08
3.10
1.26
0.92
3.75
3.39
0.89
0.67

AACt
0.04
-0.04
Bi95)
3.40
2.04
2.78
3.37
3.50
191
1.78

AACt
-0.04
0.04
-0.45

27-AACt
0.97
1.03
1.71
1.63
9.51
10.58
2.46
2.60
0.08
0.11

27-AACt
1.15
0.87
0.12
0.12
0.42
0.53
0.07
0.10
0.54
0.63

27-AACt
0.97
1.03
0.07
0.09
0.24
0.15
0.10
0.09
0.27
0.29

27-AACt
1.03
0.97
1.36
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Chile RB-2
Brécoli RB-1
Brécoli RB-2

ch-ch RB-1

ch-ch RB-2
br-ch RB-1
br-ch RB-2

16.29
16.81
16.62
15.99
16.04
14.23
14.39

16.43
16.84
16.65
15.92
15.92
14.30
14.43

16.25
16.95
16.92
16.03
16.09
14.18
14.34

16.32
16.87
16.73
16.01
15.98
14.24
14.39

Gen Housekeeping (Factor de elongacion)

Muestra
C7P8 RB-1
C7P8 RB-2
Chile RB-1
Chile RB-2

Brécoli RB-1
Brécoli RB-2
ch-ch RB-1
ch-ch RB-2
br-ch RB-1
br-ch RB-2

Ctl
16.24
16.37
14.27
17.54
16.81
16.62
14.34
16.28
17.62
14.39

Ct2
16.18
16.25
14.15
17.42
16.84
16.65
14.28
16.11
17.94
14.43

Ct3
16.33
16.36
14.16
17.38
16.95
16.92
14.23
16.26
17.68
14.34

P-Ct
16.25
16.33
14.19
17.45
16.87
16.73
14.28
16.22
17.75
14.39

Gen Housekeeping (Factor de elongacion)

Muestra
C7P8 RB-1
C7P8 RB-2
Chile RB-1
Chile RB-2

Brécoli RB-1
Brdcoli RB-2
ch-ch RB-1
ch-ch RB-2
br-ch RB-1
br-ch RB-2

Ctl
16.24
16.37
17.62
17.54
17.10
17.00
16.10
15.89
17.62
17.69

Ct2
16.18
16.25
17.45
17.42
16.94
17.13
15.95
15.82
17.94
17.87

Ct3
16.33
16.36
17.90
17.38
16.91
16.95
16.18
16.02
17.68
17.81

P-Ct
16.25
16.33
17.66
17.45
16.98
17.03
16.08
15.91
17.75
17.79

Gen Housekeeping (Factor de elongacion)

Muestra
C7P8 RB-1
C7P8 RB-2
Chile RB-1
Chile RB-2

Brécoli RB-1
Brécoli RB-2
ch-ch RB-1

Ctl
15.94
15.82
14.27
14.34
16.81
16.62
15.68

Ct2
15.92
15.88
14.15
14.28
16.84
16.65
15.63

Ct3
15.93
15.76
14.16
14.23
16.95
16.92
15.81

P-Ct
15.93
15.82
14.19
14.28
16.87
16.73
15.71

Chile RB-2
Brdcoli RB-1
Brécoli RB-2

ch-ch RB-1

ch-ch RB-2
br-ch RB-1
br-ch RB-2

Muestra
C7P8 RB-1
C7P8 RB-2
Chile RB-1
Chile RB-2

Brécoli RB-1
Brécoli RB-2
ch-ch RB-1
ch-ch RB-2
br-ch RB-1
br-ch RB-2

Muestra
C7P8 RB-1
C7P8 RB-2
Chile RB-1
Chile RB-2

Brécoli RB-1
Brdcoli RB-2
ch-ch RB-1
ch-ch RB-2
br-ch RB-1
br-ch RB-2

Muestra
C7P8 RB-1
C7P8 RB-2
Chile RB-1
Chile RB-2

Brécoli RB-1
Brécoli RB-2
ch-ch RB-1

26.07
18.93
18.68
26.29
25.79
17.63
17.66

Ctl
23.77
23.82
18.71
21.77
24.68
2431
18.54
20.80
21.68
18.59

Ctl
27.44
27.91
27.94
28.25
23.90
23.94
26.29
25.84
27.73
27.57

Ctl
27.85
27.57
25.04
25.78
26.89
26.75
25.32

26.58
18.88
18.95
26.05
25.45
17.58
17.51

25.93
18.90
18.84
25.75
25.32
17.44
17.58

26.19
18.90
18.82
26.03
25.52
17.55
17.58

Gen de interés (HAM-1)

Ct2
23.49
23.82
18.55
21.58
24.52
23.95
18.49
20.79
21.68
18.71

Ct3
23.54
23.67
18.61
21.62
24.57
24.63
18.64
20.84
21.58
18.55

P-Ct
23.60
23.77
18.62
21.66
24.59
24.30
18.56
20.81
21.65
18.62

Gen de interés (HAM-2)

Ct2
27.27
27.85
28.12
27.77
23.43
23.50
26.05
25.76
27.51
27.59

Ct3
27.76
27.49
27.97
28.33
23.47
24.12
25.75
25.73
27.05
27.04

P-Ct
27.49
27.75
28.01
28.12
23.60
23.85
26.03
25.78
27.43
27.40

Gen de interés (HAM-3)

Ct2
28.06
27.60
25.02
25.27
26.84
26.97
25.31

Ct3
27.65
27.91
25.20
25.16
26.59
26.88
25.11

P-Ct
27.85
27.69
25.09
25.40
26.77
26.87
25.25

9.86
2.04
2.09
10.02
9.54
3.31
3.20

Act
7.35
7.44
4.43
421
7.72
7.57
4.27
4.59
3.90
4.23

ACt
11.24
11.42
10.35
10.67
6.62
6.83
9.95
9.87
9.68
9.61

ACt
11.92
11.87
10.89
11.12
9.91
10.14
9.54

-0.60
-8.43
-8.37
-0.45
-0.92
-7.15
-7.27

AACt
-0.05
0.05
-2.97
-3.19
0.33
0.17
-3.12
-2.80
-3.50
-3.17

AACt
-0.09
0.09
-0.98
-0.66
-4.72
-4.51
-1.38
-1.47
-1.65
-1.72

AACt
0.03
-0.03
-1.01
-0.78
-1.99
-1.76
-2.36

1.51
343.96
330.71

1.36

1.90
141.97
153.93

27-AACt
1.03
0.97
7.82
9.11
0.80
0.89
8.71
6.98
11.29
8.98

27-AACt

1.07
0.94
1.97
1.58

26.26

22.71
2.60
2.76
3.13
3.30

27-AACt
0.98
1.02
2.01
1.72
3.98
3.39
5.13
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ch-ch RB-2
br-ch RB-1
br-ch RB-2

15.74
14.23
14.39

15.69
14.30
14.43

15.82
14.18
14.34

15.75
14.24
14.39

Gen Housekeeping (Factor de elongacion)

Muestra
C7P8 RB-1
C7P8 RB-2
Chile RB-1
Chile RB-2

Brécoli RB-1
Brécoli RB-2
ch-chRB-1
ch-ch RB-2
br-ch RB-1
br-ch RB-2

Ctl
16.24
15.82
17.62
17.54
16.81
16.62
16.10
15.89
17.62
17.69

Ct2
16.18
15.88
17.45
17.42
16.84
16.65
15.95
15.82
17.94
17.87

Ct3
16.33
15.76
17.90
17.38
16.95
16.92
16.18
16.02
17.68
17.81

P-Ct
16.25
15.82
17.66
17.45
16.87
16.73
16.08
15.91
17.75
17.79

Gen Housekeeping (Factor de elongacion)

Muestra
C7P8 RB-1
C7P8 RB-2
Chile RB-1
Chile RB-2

Brécoli RB-1
Brécoli RB-2
ch-ch RB-1
ch-ch RB-2
br-ch RB-1
br-ch RB-2

Ctl
19.43
19.56
20.16
20.00
22.50
22.20
18.95
19.61
17.93
17.68

Ct2
19.54
19.92
19.86
20.11
22.37
22.39
19.46
19.66
17.88
17.67

Ct3
19.68
19.91
19.90
20.33
22.45
22.58
19.45
19.83
17.94
17.89

P-Ct
19.55
19.80
19.97
20.15
22.44
22.39
19.29
19.70
17.92
17.75

Gen Housekeeping (Factor de elongacion)

Muestra
C7P8 RB-1
C7P8 RB-2
Chile RB-1
Chile RB-2

Brécoli RB-1
Brécoli RB-2
ch-ch RB-1
ch-ch RB-2
br-ch RB-1
br-ch RB-2

P-Ct: Promedio de Ct

Ctl
20.85
20.72
22.85
22.60
22.11
21.74
20.13
19.93
19.74
19.68

Ct2
20.93
20.41
22.78
22.64
22.08
22.15
19.94
20.14
19.46
19.72

Ct3
21.18
20.53
22.64
22.82
21.99
22.38
19.83
20.26
19.56
20.05

P-Ct
20.99
20.55
22.76
22.69
22.06
22.09
19.97
20.11
19.59
19.82

ch-ch RB-2
br-ch RB-1
br-ch RB-2

Muestra
C7P8 RB-1
C7P8 RB-2
Chile RB-1
Chile RB-2

Brécoli RB-1
Brécoli RB-2
ch-ch RB-1
ch-ch RB-2
br-ch RB-1
br-ch RB-2

Muestra
C7P8 RB-1
C7P8 RB-2
Chile RB-1
Chile RB-2

Brécoli RB-1
Brécoli RB-2
ch-ch RB-1
ch-ch RB-2
br-ch RB-1
br-ch RB-2

Muestra
C7P8 RB-1
C7P8 RB-2
Chile RB-1
Chile RB-2

Brécoli RB-1
Brécoli RB-2
ch-ch RB-1
ch-ch RB-2
br-ch RB-1
br-ch RB-2

25.41
24.82
25.08

Ctl
23.41
23.54
23.66
23.96
24.56
24.77
22.75
22.92
25.37
25.27

Ctl
22.87
22.83
25.86
25.76
21.39
21.27
23.78
23.74
22.71
22.64

Ctl
34.28
33.97
34.15
34.62
34.24
34.05
33.78
34.69
33.12
34.25

25.18
24.76
24.96

Gen de interés (H metilasa-1)

Ct2
23.71
23.23
23.20
24.00
24.47
24.62
22.86
22.93
25.76
25.01

Gen de interés (miR102)

Ct2
22.72
22.96
25.62
25.96
21.19
21.35
23.97
23.73
22.87
22.77

25.01
24.84
25.08

Ct3
23.44
23.26
24.24
23.21
24.76
24.92
22.82
22.92
25.33
25.33

Ct3
22.82
22.97
25.51
26.04
21.29
21.35
23.56
2411
22.59
22.96

25.20
24.81
25.04

P-Ct
23.52
23.34
23.70
23.72
24.77
24.60
22.81
22.92
25.49
25.20

P-Ct
22.80
22.92
25.66
25.92
21.29
21.32
23.77
23.86
22.72
22.79

Gen de interés (miR65)

Ct2
34.21
33.91
33.70
34.37
33.95
33.83
33.96
34.20
35.04
33.38

Ct3
34.26
33.73
33.86
33.73
34.42
34.18
34.19
35.39
33.53
34.92

P-Ct
34.25
33.87
33.90
34.24
34.20
34.02
33.98
34.76
33.90
34.18

9.45
10.57
10.65

ACt
7.27
7.52
6.04
6.28
7.90
7.87
6.73
7.01
7.74
7.41

ACt
3.25
3.12
5.69
5.77
-1.15
-1.07
4.48
4.16
4.81
5.04

ACt
13.26
13.32
11.15
11.55
12.14
11.93
14.01
14.65
14.31
14.37

-2.45
-1.33
-1.25

AACt
-0.13
0.13
-1.35
-1.12
0.51
0.47
-0.66
-0.38
0.34
0.02

AACt
0.06
-0.06
2.50
2.59
-4.34
-4.26
1.30
0.97
1.62
1.86

AACt
-0.03
0.03
-2.14
-1.74
-1.15
-1.36
0.72
1.36
1.02
1.08

5.46
2.51
2.37

27-AACt
1.09
0.92
2.56
2.17
0.70
0.72
1.58
1.30
0.79
0.99

27-AACt

0.96
1.05
0.18
0.17

20.23

19.09
0.41
0.51
0.33
0.28

27-AACt
1.02
0.98
4.42
3.33
2.21
2.57
0.61
0.39
0.49
0.47
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ANEXO 53. Perfil de expresiéon de genes y miRNAs analizados por RT-qPCR de P. capsici

Biogénesis

Procesamiento de RNA

Control

Aislados prim arios

Aislados secundarios

D 3

A-brécoli A-ch-ch

A-br-ch

Log2 Fold change

DCLa

Exp5A

DCLp

A GO -A

-AGO-B

A GO-D

A GO -E

A GO -F

R DR

E licitina 1

G IP 1

Avrl

Avrlb

Avr3al

Nepil

CRN1

Transposasa

HdM -1
HdM -2
HdM -3

H metilasa-1

m iR 102

m iR 65
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ANEXO 54. Componentes que contribuyen a la varianza en cinco aislados de P. capsici

n Variables - PCA E Scree plot
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Contribucion en varianza de las variables DCLa, DCLB, Exportina 5A (Exp5A), RNA polimerasa dependiente de
RNA (Rdr), Argonauta A (AgoA), Argonauta B (AgoB), Argonauta D (AgoD), Argonauta E (AgoE), Argonauta F
(AgoF), Elicitinal, GIP1, Avrl, Avrlb, Avr3al, Nepl, CRN1, Transposasa Tam3, Histona desmetilasa 1 (HdM-1),
Histona desmetilasa 2 (HdM-2), Histona desmetilasa 3 (HdM-3), Histona metilasa 1 (H metilasa-1), miR102 y
miR065 en D3, A-chile, A-brécoli, A-ch-ch y A-br-ch de P. capsici en el analisis de componentes principales. A:
Grafica de vectores de las variables observadas que contribuyen sobre los componentes principales. B: Screen
plot, muestra el porcentaje de la varianza que explica cada componente principal. C: Grafica que indica el
porcentaje en que contribuye cada variable observada sobre el componente principal 1. D: Grafica de barras que

indica la contribucion en la varianza de los individuos (tratamientos) de P. capsici sobre el componente principal
1.
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ANEXO 55. Distancias en el perfil de expresion de genes y miRNAs analizados por RT-gPCR

de P. capsici
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