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RESUMEN

Los péptidos antimicrobianos (AMPs) son polipéptidos pequefios, presentes en una
gran diversidad de organismos muy lejanos filogenéticamente, incluyendo las plantas.
Los AMPs forman parte de la respuesta inmune innata, permitiendo una accion rapida
a menor costo energético que el sistema inmune adaptativo de los vertebrados
superiores. Se han demostrado diversas aplicaciones de estos péptidos como agentes
anti-infecciosos, en campos como la agronomia, la veterinaria y la medicina. Sin
embargo, a pesar de su importante potencial, la bioprospeccién de AMPs en la flora
nativa de Uruguay es aun incipiente. El objetivo de este trabajo fue identificar y
caracterizar genes que codifican péptidos antimicrobianos en las 6 familias principales:
defensinas, esnaqguinas, tioninas, hevein-like, lipid transfer proteins (LTPs) y ciclétidos,
en la especie frutal nativa Acca sellowiana (Myrtaceae), denominada cominmente
guayabo del pais. La busqueda se realizé mediante BLAST, a partir de un
transcriptoma de novo de hoja y flor y y utilizando secuencias de referencia de otras
especies. Se caracterizd la relacion entre las proteinas identificadas, y con las
secuencias de referencia, mediante alineamientos multiples y arboles de distancia
genética de las familias. Se validé su existencia en ADN gendmico mediante PCR, y
los fragmentos amplificados se secuenciaron para analizar la estructura exon-intron e
identificar posibles isoformas. Se identificaron 23 defensinas, 49 esnaquinas, 7
tioninas, 12 hevein-like, y 87 LTPs. No se encontrd ninguna secuencia con homologia
a ciclétidos. Se determinaron grupos dentro de las familias; en el caso de las
defensinas, tioninas y hevein-like algunos grupos fueron novedosos, mientras que para
las esnaquinas y LTPs ya se habian caracterizado anteriormente en otras especies.
Se seleccionaron 9 secuencias correspondientes a 3 familias, para su amplificacion a
partir de ADN genbmico y se observd que los tamafios obtenidos eran
correspondientes con AMPs. Se obtuvo para cinco de ellos la estructura exén-intron,
que coinciden con las esperadas para cada una de las familias. Queda por analizar las
secuencias restantes con el fin de obtener el panorama completo de las familias.
Como perspectiva a futuro se propone producir las proteinas de manera heteréloga y

realizar ensayos de actividad, asi como determinar se estructura terciaria.



INTRODUCCION

Los péptidos antimicrobianos (AMP) constituyen armas de defensa antiguas con un
posible rol en el éxito evolutivo de los organismos multicelulares. Forman parte de la
respuesta inmune innata, permitiendo una respuesta rapida a menor costo energético
que el sistema inmune adaptativo de los vertebrados superiores. Estan presentes tanto
en plantas como en animales, teniendo un rol importante en la formacion de barreras
de defensa pre o post infeccibn con una amplia gama de organismos blanco,
incluyendo bacterias, hongos, virus y protozoos (Zasloff, 2002). En algunos casos
también pueden poseer propiedades antitumorales e inmunomoduladoras (Larrafaga
et al., 2012).

Los AMPs son polipéptidos de menos de 200 aminoécidos (muy frecuentemente
menos de 50 aminoacidos), y a diferencia de los metabolitos secundarios, son
productos de genes unicos (Lay & Anderson, 2005; Benko-Iseppon, 2010). A pesar de
la gran variedad existente, hay ciertas caracteristicas compartidas entre las familias de
AMP: tamafio pequefio, carga general positiva, estereogeometria anfipatica, tolerancia
a solventes acidos y organicos, estabilidad térmica y amplia actividad biol6gica
(Yeaman & Yount, 2003; Brodgen, 2005). Comunmente contienen un nimero par de
cisteinas que participan en puentes de disulfuro intracelulares, brindandole a la

molécula, estabilidad estructural y terminodinamica (Lay & Anderson, 2005).

En plantas, los AMP son frecuentemente secretados, y se encuentran de manera
constitutiva en los 6rganos de almacenamiento (semillas), y en las capas de células
periféricas de los tejidos generativos (6érganos reproductores, frutos y flores), ademas
de ser producidos en tejidos vegetativos inducidos por infecciones o heridas (Granz,
2004; Benko-Iseppon, 2010). En estos organismos, los AMP no sélo actian de manera
local, sino que también se acumulan en territorios no infectados, desde el punto de
infeccion. Este fendbmeno es conocido como resistencia sistémica adquirida (SAR)
(Terras et al., 1995; Lay & Anderson, 2005; Benko-Iseppon, 2010).

Si bien existe una gran variabilidad de AMP en plantas, pueden identificarse distintas
familias de acuerdo con arreglos conservados y especificos de los residuos de
cisteinas, lo que conlleva a patrones de plegados y estructuras similares, incluso en
ausencia de alto grado de similaridad o identidad de de secuencia. Los principales
grupos son defensinas, tioninas, lipid transfer proteins (LTP), ciclétidos, hevein-like y

esnaquinas (Benko-Iseppon, 2010; Nawrot et al. 2014).



Defensinas

Las defensinas son los Unicos AMPs descritos hasta el momento que parecen estar
conservados en grupos de organismos tan distintos como plantas, invertebrados y
vertebrados, constituyendo una superfamilia de proteinas (Charlet et al., 1996;
Thomma et al., 2002; Oard & Karki, 2006; Revisado por Rodriguez Decuadro, 2018).
Las defensinas de plantas son péptidos bésicos, ricos en cisteinas, de tamafio
pequefio (aprox. 5 kDa, 45 a 54 aminoacidos). Los identificados hasta el momento
poseen 8 cisteinas que forman 4 puentes de disulfuro estabilizadores de su estructura
tridimensional (Benko-Iseppon, 2010), compuesta por una hélice alfa y tres hojas beta
antiparalelas (Lay et al., 2012) (Figura la). Esta estructura brinda resistencia a altas
temperaturas, y degradacion mediada por pH o proteasas (Hegedus & Marx, 2012). Se
ha demostrado que algunas defensinas forman dimeros, lo cual aumenta su actividad
antifingica (Lay, 2012) (Figura 1b). La mayoria exhibe una conservacion de
secuencia limitada, con excepcion de los 8 residuos de cisteinas y una glicina en la
posicion 34 que se encuentran estrictamente conservadas (Lay & Anderson, 2005),
conformando los motivos CSaf (CX,CXXXCX,CX,CXC) y-core (GXCX3,4C), donde
C=Cisteina, X=cualquier aminoacido, y n un nimero no conservado de aminoacidos).
La estructura primaria generalmente consiste en un péptido sefial en el extremo amino
terminal y un péptido maduro basico (De Coninck et al. 2013) mientras que la
estructura de sus genes esta integrada por dos exones y un intron (Carvalho &
GOmez, 2009). Sin embargo, existe una segunda clase de defensinas que posee un
pro-dominio C-terminal acidico, que es removido durante el proceso de maduracion.
Este pro-dominio se ha identificado en las defensinas PhD1 y PhD2 de Petunia
hybrida, NaD1 de Nicotiana alata, y la defensina del desarrollo del grano de maiz

ZmMESRS6. La funcion de este pro-dominio es aun desconocida (Azmi & Hussain, 2021).



Figura 1. Estructura tridimensional de NaD1, defensina de Nicotiana alata. a) representacion de la forma
monomeérica. Los enlaces disulfuro se muestran como barras. b) representacion de la forma dimérica. Los
residuos involucrados en la interfaz del dimero se muestran como barras y los enlaces de hidrégeno y los
puentes salinos se muestran en negro como lineas de puntos. Extraido de Rodriguez Decuadro (2018).
Adaptado de Lay et al. (2012).

Esnaquinas

Las esnaquinas son un grupo de péptidos encontrado solamente en plantas, que
poseen un amplio espectro de actividades antimicrobianas in vitro (Oliveira-Lima et al.,
2017). Ademas, tienen un rol en la respuesta de tolerancia al estrés biético y abidtico
(Bouteraa et al., 2023). Es una familia codificada por los genes snakin/GASA, y ha sido
definida a partir de los péptidos Esnaquina-1 (StSN1) (Segura et al., 1999) y
Esnaquina-2 (StSN2) (Berrocal-Lobo et al., 2002), aislados de tubérculos de papa
(Solanum tuberosum). La estructura génica de StSN1 esta conformada por dos exones
y un intrén, mientras que StSN2 posee tres exones y dos intrones (Meiyalaghan et al.
2014). Posteriormente, Nahirfiak et al (2016) describieron una tercer esnaquina de
papa que difiere de las dos anteriores (StSN3). Los analisis filogenéticos permiten
agrupar las esnaquinas de papa en tres subfamilias (I, Il, Ill) representadas por StSN1,
StSN2 y StSN3, respectivamente (Nahirfiak et al., 2016). En relacion a la estructura
primaria, las esnaquinas se caracterizan por poseer tres dominios definidos: un
péptido sefial putativo en el extremo amino terminal, una region variable tanto en
tamafio como en composicién de secuencia, y una regién C-terminal o dominio GASA
con 12 residuos de cisteina en posiciones altamente conservadas y 60 aminoacidos de
largo (Nahirfiak et al., 2012). La caracterizacion de su estructura terciaria hasta la
fecha es escasa. Porto & Franco (2013) realizaron una prediccion la estructura de la
StSN1 a partir de un modelo ab initio y comparativo, y un predictor de puentes
disulfuro, resultando en una estructura compuesta de dos a-hélices largas y un patréon
de 6 puentes disulfuro (Figura 2a). Yeung et al. (2016) presentaron una estructura

determinada por una combinacién de cristalizacion proteica racémica y fase inducida



por dafos por radiacion (RIP), compuesta por dos a-hélices cortas formando un
dominio hélix-turn-helix, con un patrén de 6 puentes disulfuro. Cabe agregar que, si
bien ambos modelos presentan 6 puentes disulfuro, sélo coinciden en dos de ellos
(Rodriguez Decuadro, 2021).

Figura 2. Estructura tridimensional de la StSN1 a) prediccion tridimensional a partir de modelo ab initio y
comparativo, y un predictor de puentes disulfuro, extraida de Porto & Franco (2013). b) modelo de la
estructura L-esnaquina-1 y D-esnaquina-1, obtenida por cristalografia de rayos X, extraida de Yeung et al.
(2016).

Lipid Transfer Proteins (LTP)

Los LTP vegetales son pequefios péptidos catidnicos, cuya funcion se ha asociado
con su capacidad para unirse y transportar lipidos y otras moléculas hidrofébicas
(Amador et al. 2021). Ademas de la funcién de transferencia de lipidos, otras funciones
se han descrito en varias especies vegetales, con énfasis en la defensa de la planta
contra el ataque de fitopatdgenos (Kader,1996). Clasicamente se han subdividido en
dos familias (LTP1 y LTP2), ambas con patrones conservados de residuos de
cisteinas y una estructura tridimensional con una cavidad interior hidrofébica que
corresponde al sitio de unién de lipidos (Carvalho & Gomes, 2007). Los péptidos de la
familia LTP1 tienen un tamafio de 10 KDa aprox, de 90 a 95 aminoacidos y un patrén
de cisteina de 8 residuos conservados y puntos isoeléctricos de entre 9 y 10 (Carvalho
y Gomes, 2007). Los péptidos de la familia LTP2 tienen un tamafio aproximado de 7
KDa, con 70 residuos en promedio, 4 puentes de disulfuro conservados y alto punto
isoeléctrico (Castro et al., 2003). Si bien las dos familias poseen un péptido sefial, este
varia en el tamafio: para el caso de la LTP1 posee 21-27 aminoacidos, mientras que
para LTP2 posee 27-35 aminoacidos (Carvalho & Gomes, 2007). Con el avance de la
secuenciacion masiva y las herramientas bioinformaticas, otras clasificaciones
basadas en la conservacion de secuencias, las modificaciones postraduccionales en

los sitios de anclaje del glicosilfosfatidilinositol, las posiciones de los intrones y el



espaciado en las regiones entre residuos de cisteina, han sido propuestas (revisado

por Santos-Silva et al. 2023).
Tioninas

Las tioninas fueron los primeros péptidos para los cuales se describié una actividad
antipatogénica (Padovan et al., 2010). Son péptidos béasicos (ricos en arginina, lisina 'y
cisteina), y de bajo peso molecular (~5 kDa). Han sido reportados en varios tejidos
vegetales como semillas, tallos y raices, y se localizan principalmente en el espacio
intracelular (aunque también pueden encontrarse extracelularmente) (Selitrennikoff,
2001). La pre-pro-proteina esta constituida por un péptido sefial o lider de 25
amino&cidos y un pro-péptido de 60 amino&cidos (que incluye el péptido maduro y una
cola C-terminal acidica, que neutraliza la tionina madura). Las tioninas se pueden
clasificar en 4 tipos segun su secuencia y el patrén de puentes de disulfuro (Bohiman
et al 1994) pero recientemente se ha propuesto una nueva clasificacion mas practica
para todas las variantes en clase 1 (8 cisteinas) y clase 2 (6 cisteinas) (Hong et al.,
2021). La expresién transgénica de tioninas ha demostrado actividad antibacteriana en
varias especies de plantas (Benko-lseppon, 2010), y presentan toxicidad frente a

bacterias, hongos, animales y células vegetales (Castro & Fontes, 2005).
Hevein-like

Las hevein-like son un grupo de proteinas que se caracterizan por su homologia con la
proteina heveina del arbol del caucho (Hevea brasiliensis) (Van Parijs et al., 1991). Los
miembros de esta familia se caracterizan por presentar proteinas precursoras largas, y
poseer un motivo conservado de uniéon a quitina, involucrado en la interaccién con
diversos patdgenos. Generalmente poseen ocho cisteinas formando cuatro puentes
disulfuro, pero también pueden encontrarse variantes de seis y diez cisteinas (Lee et
al., 1991; Irving & Gehring, 2012). Son pequefios péptidos basicos de 29 a 45
aminoacidos, con actividad in vitro contra diversos hongos fitopatégenos con contenido
de quitina. Dicha actividad se mantiene hasta después de la exposiciobn a altas
temperaturas (90°C por 10 minutos) (Slavokhotova et al. 2017a). El precursor de las
hevein-like es una proteina de 210 aminoacidos compuesta por un péptido sefal (17
aminoécidos), el dominio hevein-like (43 amino&cidos), un linker (6 aminoacidos), y un

dominio C-terminal (144 aminoacidos) (Slavokhotova et al. 2017a).
Ciclotidos

Los ciclétidos son péptidos encontrados en plantas de 28-37 aminoacidos, cuya

funcion principal es la proteccion de las plantas contra patdgenos y pestes,



especialmente insectos (Craik, 2012). Se caracterizan por un esqueleto peptidico
ciclico y una disposicién anudada de tres enlaces disulfuro conservados, unidos en un
motivo denominado "nudo de cisteina”, y por la presencia de un péptido sefial (Craik et
al., 1999). Su estabilidad es excepcional, debido al nudo de cisteina, y tienen un gran
rango de bioactividad. Se expresan en un amplio rango de tejidos vegetales, incluidos
hojas, tallos, flores, semillas latentes y raices (Craik, 2012; Trabi & Craik, 2004). Su
alta estabilidad, asi como su toxicidad selectiva para algunas lineas celulares de
cancer han posicionado a esta familia como destacados blancos para el disefio de
nuevos farmacos (Craik et al., 2002). Estas potenciales aplicaciones llevaron al
desarrollo de métodos para su produccion, como la sintesis de péptidos de fase sdlida
y métodos recombinantes (Craik et al., 2012).

Aplicacion y prospeccion de AMPs

Se han demostrado diversas aplicaciones de los AMPs como agentes anti-infecciosos
(Zasloff, 2002). En el campo de la agronomia, se consideran compuestos
prometedores para la prevencion y el tratamiento de enfermedades de cultivos de
importancia comercial y de su conservacion post-cosecha (Kaur et al., 2011;
Larrafiaga et al., 2012; Shah & Read, 2013), asi como también para aumentar la
tolerancia a estrés abiotico (Carvalho & Gomes, 2011; Nahirfiak et al. 2012). Esto es
de vital importancia en un contexto en el que se busca lograr el aumento de la
produccién agricola, tanto para alimentar a una poblacion en constante crecimiento,
como para contribuir al desarrollo de paises y adoptar métodos de produccién mas
eficientes y sostenibles (FAO, 2009). Por otro lado, se plantea la necesidad de
busqueda de nuevos compuestos con actividad antimicrobiana, tanto por el aumento
de la resistencia a los pesticidas utilizadas actualmente, como por el cuestionamiento
al uso de agroquimicos, perjudiciales para el ambiente y la salud humana (FAO 2016).
Ademas, el interés reciente por el desarrollo de nuevos agentes terapéuticos
humanos, responde al creciente problema de resistencia a los antibiéticos

convencionales y la necesidad de nuevos antibiéticos (Zasloff, 2002).

La bioprospeccién consiste en la blusqueda sistematica de productos naturales y
organismos de la biodiversidad para el desarrollo de productos de valor comercial.
Hasta el momento, los cultivos comerciales han sido el principal blanco en la busqueda
de AMPs. En contraposicion, la bioprospeccién de AMPs en las especies silvestres es
aun incipiente. La mayor biodiversidad existente en plantas silvestres aumenta la
pertinencia de aplicar la bioprospeccién por AMPs en esta categoria de especies

(Pestana-Calsa et al., 2010). Hay antecedentes de trabajos de bioprospeccion de



AMPs en varias especies vegetales silvestres, nativas de Uruguay (Peltophorum
dubium (ibirapita), Erythrina crista-galli (ceibo), y Maytenus ilicifolia (congorosa) ) con
datos de actividad microbiana confirmada mediante ensayos in vitro (Rodriguez

Decuadro 2018; 2019 a-d), cuyos resultados son promisorios.
Acca sellowiana

El guayabo del pais (Acca sellowiana) es una especie frutal lefiosa, perteneciente a la
tribu Myrteae (Myrtaceae), nativa de Uruguay y Brasil. Es una especie diploide, y su
ndamero cromosomico es x=11. Existen dos tipos botanicos de esta especie, el tipo
Uruguay, que crece en el bioma de la Pampa, y el tipo Brasil, que crece en el bioma
del bosque atlantico. Esta especie no solo sirve como fuente de alimento para
animales, sino que es utilizado por los humanos para consumo de su fruto, que tiene
un sabor dulce-acido que lo vuelve atractivo (Silva et al., 2024). Su genoma
cloroplastico ha mostrado tener mucha similitud con el de otras especies de
Myrtaceae, entre ellas Eucalyptus grandis, Syzygium cumini, Eugenia uniflora L,
Allosyncarpia ternata, Angophora costata, Corymbia maculata, Stockwellia quadrifida
(Oliveira de Machado et al., 2017).

Varios estudios han concluido que el guayabo del pais es una buena fuente de
vitaminas, polifenoles, fibra y minerales esenciales. En el caso de los polifenoles, se
ha identificado que los acidos fendlicos y los flavonoides componen la mayor parte de
los compuestos fendlicos en la fruta (Thi Phan, 2019). A pesar de ser nativo de
Uruguay Yy Brasil, su domesticacion en estas zonas es aun incipiente (Vignale & Bisio,
2005; Donazzolo et al., 2020). Sin embargo, es plantado comercialmente en areas de
Nueva Zelanda, Colombia, Estados Unidos, Israel y Espafia (Thorp y Bieleski, 2002).

Hay un interés creciente en la bioprospeccion de compuestos con actividad biolégica
en guayabo del pais, siendo que se ha reportado actividad anti-oxidante, anti-
inflamatoria, anti-microbiana, anti-cancer y anti-diabetes, en extracto de hoja, flor y
partes del fruto (Zhu, 2018). Sin embargo, los AMPs no han sido aldn estudiados. Un
bajo nimero de reportes indican la identificacion de defensinas (incluyendo gamma-
tioninas) en algunas especies de las tribus Eucalypteae y Syzygeae de Myrtaceae
(Meyer et al., 2016; Tobias et al., 2018; Ozyigit et al., 2019), pero sin reportes en la
tribu Myrteae, a la cual pertenece guayabo del pais. Existe evidencia a partir de
secuenciacion y anotacion automatica de AMPs en mirtaceas, sin embargo, hasta el

momento éstas no han sido revisadas y no existen publicaciones al respecto.



OBJETIVOS

Objetivo general

Identificar y caracterizar genes que codifican para péptidos antimicrobianos del tipo
defensinas, esnaquinas, tioninas, hevein-like, LTPs y ciclotidos en la especie frutal

nativa Acca sellowiana.

Objetivos especificos

1. lIdentificar transcriptos que codifiquen defensinas, esnaquinas, tioninas, hevein-
like, LTPs y ciclotidos en transcriptoma de Acca sellowiana mediante abordaje
bioinformatico

2. Conocer la relacion de las proteinas identificadas, entre ellas y con AMP de
otras especies, mediante alineamientos mudultiples y éarboles de distancia
genética
Validar su existencia en ADN genémico mediante PCR

Caracterizar su estructura intron-exon

10



METODOLOGIA

Construccion del transcriptoma

Previo al comienzo de este trabajo, se construyd el transcriptoma de novo utilizando
ARN de hoja y de tres estadios de flor. La preparacién de las bibliotecas y la
secuenciacion fue llevada a cabo por Macrogen Inc. Para la construccion de las
bibliotecas se utilizd TrueSeq stranded mRNA (PE 2x100). Los reads crudos fueron
filtrados con Trimmomatic (Bolger et al. 2014). Los reads de buena calidad resultantes
fueron ensamblados utilizando Trinity (Grabherr et al. 2011) con un tamafio de kmer de
25.

Identificacion de las secuencias

Se parti6 de los resultados del ensamblado de novo del transcriptoma conformado por
100869 contigs, y se analiz6 los transcriptos en blsqueda de secuencias putativas que
codifiquen proteinas del tipo AMP, especificamente de las familias de las defensinas,
esnaquinas, tioninas, hevein-like, ciclétidos y LTPs. Se utilizé el programa BioEdit
(Hall, 1999) para la creacién de una base de datos local con el pool de transcriptomas.
Se utilizd la herramienta BLAST local, dentro del mismo programa, utilizando como
query secuencias reportadas de proteinas AMP en diferentes especies, buscando en
los seis marcos de lectura de los transcriptos. Las secuencias de AMP reportadas
fueron obtenidas de UniProt (https://www.uniprot.org/), Phytozome (https://phytozome-
next.jgi.doe.gov/) y NCBI (https://www.ncbi.nIlm.nih.gov/).(Anexo 1, Tabla S1)

Defensinas

Para la familia de las defensinas, se utilizaron como query secuencias de Eucalyptus
grandis por su cercania filogenética con la especie de estudio, debido a la variabilidad
de estos péptidos en la secuencia aminoacidica no perteneciente al dominio
conservado. También se utilizaron secuencias de Nicotiana alata y de Petunia hybrida
por ser defensinas con presencia de un pro-dominio particular. Una vez realizado este
procedimiento, se utilizaron las secuencias identificadas en el transcriptoma de A.

sellowiana como query con el fin de encontrar mas secuencias.

Esnaquinas

Para la familia de las esnaquinas, dado su alto nivel de conservacién de secuencia, se
utilizaron las tres esnaquinas reportadas de Solanum tuberosum que definen las tres

subfamilias en esta especie (subfamilia 1, 2 y 3).
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Hevein-like

En el caso de las hevein-like, se utilizo el péptido heveina, de Hevea brasiliensis, y se
agregaron secuencias de Amaranthus caudatus, Stellaria media y Triticum kiharae,

para incluir secuencias hevein-like con anotacién revisada.
Tioninas

Para la identificacion de tioninas se utilizaron secuencias de E.grandis, por su cercania
filogenética con la especie de estudio, y se complementaron con secuencias de

Triticum aestivum y Hordeum vulgare por poseer secuencias revisadas de alta calidad.

LTP vy ciclétidos

Las LTP fueron identificadas utilizando secuencias de Arabidopsis thaliana, Lens
culinaris, Vigna radiata y Prunus armeniaca. Para los ciclétidos se utilizaron
secuencias de Viola hederacea, Chassalia chartacea, Clitoria ternatea, Pombalia

parviflor, Melicytus latifolius, Melicytus chathamicus, y Viola biflora.

Las secuencias aminoacidicas utilizadas y su nimero de accesién se encuentran en
material suplementario (Anexol, Tabla S1). Se seleccionaron los hits con E-value
menor de 0,01, y que coincidan al menos tres de las cisteinas con los motivos tipicos
de cada péptido. Los motivos de las familias se basaron en los descriptos por
Slavokhotova (2015). De las secuencias resultantes, se analizé la presencia de
péptido senal con SignalP (https://services.healthtech.dtu.dk/services/SignalP-6.0/) y la
localizacién subcelular utilizando DeeplLoc
(https://services.healthtech.dtu.dk/services/DeepLoc-2.0/). En el caso de las
defensinas, las secuencias ademas se agruparon segun la presencia o ausencia de

sus dominios y del péptido sefial.

Alineamientos multiples y arboles de distancia genética

Para cada familia de AMP se realizaron alineamientos multiples de las proteinas
identificadas en guayabo y secuencias de referencia utilizadas como query, mediante
ClustalW utilizando BioEdit (Hall, 1999). Estos alineamientos se utilizaron para
construir arboles de distancia genética mediante el programa MEGA, utilizando el
método de Neighbor Joining y bootstrap de 5000 remuestreos. Se analizaron tanto los
alineamientos como los arboles con el fin de identificar posibles subfamilias

filogenéticas.
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Validacion por PCR

Extraccién de ADN
Se realiz6 extraccién de ADN gendmico de hojas de A. sellowiana segun el método de

Doyle y Doyle (1991) con modificaciones. Se pulveriz6 una muestra de 0,5-1,0 g de
tejido fresco en mortero estéril con nitrégeno liquido. El polvo se trasvasé a un
eppendorf y se agregé 1 ml/0,2 g de buffer CTAB. Se mezclé y se incubé durante 30
minutos en agitacién a 65°C. Se centrifugé 10 minutos a 12000 rpm y el sobrenadante
se recuperd con un volumen de solucion cloroformo isoamilico (24:1). Se centrifugo 2
minutos a 10000 rmp a 4°C y se precipitd utilizando 2/3 de volumen de isopropanol
frio. Se repitio la centrifugacion y el pellet se lavé con 500 pL de EtOH 70% frio y se
centrifugd nuevamente. El pellet se dejo secar y se resuspendié en 385 uL de TE 1X,
se agregaron 20 pL de ARNasa (10 pg/uL), y se incubd 30 minutos a 37°C.
Posteriormente se agregaron 20 uL de NaCl 4M y precipitdé con 2 volumenes de EtOH
abs 1 hora a -20°C. Se centrifugé 20 minutos a 10000g a 4°C. El pellet se seco y se

resuspendié en 50 L de agua mQ.

Buffer CTAB: 2% CTAB, 1,4 M NaCl, 0,2% B-mercaptoetanol, 20 mM EDTA, 100 mM
Tris-HCL, pH 8,0.

PCR
Se seleccionaron algunas de las secuencias identificadas, candidatas de codificar

AMPs, para su validacion mediante PCR a partir de ADN gendmico.Se disefiaron
primers especificos para cada secuencia seleccionada, utilizando Primer3Plus
(https://www.primer3plus.com/), ubicando los mismos en las regiones UTR para
obtener la secuencia ORF completa de cada gen (en el caso de mas de una isoforma
se incluy6é ambas posibilidades). La secuencia de los primers asi como su ubicacion
en las secuencias de los transcriptos se presenta en Material Suplementario (Anexo
3).

La enzima utilizada fue la DreamTag DNA Polymerase (5 U/pL) de Thermo. La

reaccién utilizada se presenta a continuacion:

DreamTagq Buffer 10X- 2 pl
Primer F 10 uM- 1 pl
Primer R 10 uM- 1 pl
dNTPs 10 uM c/u- 1 pl
Taq. Dream 5 u/pl- 0,2 pl
BSA 10 ng/ul- 0,1

ADN- 2 ul

Agua MQ- 12,7 pl
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El programa utilizado fue el siguiente: 95°C por 30 segundos, seguido por 35 ciclos de
95°C por 30 segundos, 52-58°C por 40 segundos y 72°C por 40 segundos. Se realizé
una puesta a punto del método variando la temperatura de annealing entre 50 y 60
hasta que se seleccion6 una para cada uno de los primers, y se varié la concentracion
de ADN con diluciones entre 1y 1/100.

Electroforesis de ADN
Para visualizar los productos de amplificacion se realiza electroforesis en gel de

agarosa 2%, en buffer TBE 0,5x con 0,5 ug/mL de GoodView®. Las muestras se
sembraron con buffer de carga 5x. La corrida se realizé a 90 V durante 1 hora. Como

referencia se sembré un marcador de peso molecular (6 yL).

Buffer Tris Borato (TBE) (10x): 108 g de Tris base, 55 g de acido borico, y 40 mL de
EDTA 0,5 M (pH=8) en 1L de agua destilada.

Buffer de carga (5x): 0,25% de azul de bromofenol, y 30% de glicerol en agua.

Marcador de peso molecular GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder (Thermo Scientific)
(Figura 3).

GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder
0’GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder,

ready-to-use

bpng/0Spg %
10000 300 8O
/8000 300 80
/0 100 140
4000 300 60
7 3300 300 B0
2000 700 140

— 2500 250 50

2000 250 50
— 1500 250 50
1000 60.0 120
—750 250 50
— 500 250 50

- 250 250 50

1% TopVishon™ LE GQ Arcee #R1491)

0.5 patane, 8 cm length gel,
1XTAE, 7Vicm, 45 min

Figura 3. GeneRulerTM 1 kb DNA Ladder (Thermo Scientific).
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Secuenciacion

La identidad de los productos de PCR se verific6 mediante secuenciacion Sanger
bidireccional, realizada por Macrogen Inc. (Seul, Corea). Para ello, se enviaron a
Macrogen. Los productos de PCR, junto con los primers especificos F y R, para cada

secuencia
Alineamientos ADN gendmico vs transcriptoma

Se realizaron alineamientos entre cada uno de los productos de PCR gendémicos
secuenciados y su transcripto respectivo, con el fin de validar los resultados, analizar
la estructura exon-intrén, y observar posibles isoformas. Los alineamientos se
realizaron utilizando las herramientas Clustal W y Pairwise Alignment de Bioedit, y
Clustal Omega. Ademas de estas herramientas, en algunos casos se tuvo que

terminar el alineamiento de forma manual utilizando Blast en Bioedit.

En los casos en que ambos productos (F y R) de secuenciacién tuvieran buena calidad
, Se cred una secuencia consenso entre ambos en Bioedit y esta se utilizé para el
alineamiento. Cuando esto no fuera posible, se utiliz6 solamente el producto de mejor
calidad (F o R).

RESULTADOS

Identificacion de las secuencias

Como resultado del proceso de BLAST y curado manual, se identificaron 178
secuencias con similitud a AMPs. Las secuencias identificadas comprenden 23
secuencias con similitud a defensinas (AsDf), 49 secuencias con similitud a
esnaquinas (AsSn), siete secuencias con similitud a tioninas (AsTn), 12 secuencias
con similitud a heveinas (AsHv), y 87 secuencias con similitud a LTP (AsLTP) (Tabla

1). No se identificaron secuencias con similitud a ciclotidos.

Para varias de las secuencias identificadas se encontraban anotadas al menos dos
isoformas por gen (unigen) en el transcriptoma. Dentro de las isoformas, se
identificaron algunas que diferian en su secuencia aminoacidica, y otras que eran
idénticas. En las esnaquinas, la gran mayoria de las secuencias tuvieron al menos una
isoforma (con la excepcion de AsSn13, AsSn19 y AsSn42) (Tabla 1). Debido al gran

namero de secuencias encontradas, no se presentan las isoformas para los LTPs.

Las secuencias génicas fueron nombradas utilizando el prefijo As (Acca sellowiana), la

familia (Df para defensinas, Sn para esnaquinas, Tn para tioninas, Hv para heveinas y
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LTP para LTPs), y un nimero consecutivo. En el caso de las isoformas no idénticas (a
nivel de proteina), se utilizé6 un nimero diferente para identificarlas. Para las isoformas
idénticas, se utilizé el mismo ndmero precedido de letras consecutivas.

Tabla 2. Numero de secuencias putativas identificadas por familia e isoformas (segin anotacion
del transcriptoma) por familias.

N° N° genes N°genes
Familia secue sin con Isoformas
ncias isoforma isoforma

AsDf2a, AsDf2b, AsDf3, AsDf9a, AsDf9b
AsDf6, AsDf7

AsDf12, AsDf13

AsDf19a, AsDf19b

Defensina 23 12 4

AsSnl AsSn2

AsSn3, AsSn4

AsSn5, AsSn6

AsSn7, AsSn8, AsSn9, AsSn10
AsSnl11, AsSnl2

AsSnl4a, AsSnl4b, AsSn15
AsSnl16, AsSnl17, AsSnl18
AsSn20a, AsSn20b

Esnaquinas 49 4 14

AsSn21, AsSn22, AsSn23a, AsSn23b, AsSn24

AsSn25, AsSn26a, AsSn26b, AsSn27, AsSn28, AsSn29
AsSn30a, AsSn30b, AsSn30c, AsSn31, AsSn32, AsSn33
AsSn34, AsSn35, AsSn36

AsSn37, AsSn38

AsSn39, AsSn40, AsSn41l

Tioninas 7 5 1 AsTn3, AsTn4

Heveinas 12 10 1 AsHv5, AsHv6

Ciclétidos 0 - -

LTPs 87 - -

Caracterizacion de secuencias

Con el fin de caracterizar las secuencias proteicas identificadas, se analiz6 la
presencia de péptido sefial y su localizacion subcelular. En la familia de las tioninas, se
encontré que todas las secuencias putativas poseian péptido sefial. En relacion a las
defensinas, heveinas y esnaquinas, un 56,5%, 50,0% y 42,9% respectivamente de las
secuencias identificadas poseian péptido sefial (Figura 4). Para el caso de los LTPs,
no se analizd la presencia de péptido sefial debido al alto nUmero de secuencias

identificadas.
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Presencia de peéptido sefial por familia
NO W S
100%

75%
50%
25%

0%
Defensinas Snakinas Tioninas Heveinas

Figura 4. Porcentaje de las secuencias putativas con presencia de péptido sefial en cada familia de
AMPs.

En cuanto a la localizacion subcelular, todas las secuencias obtuvieron una alta
probabilidad de localizacién extracelular (valores mayores a 60%). En algunos casos,
también se detectd alta probabilidad de otras localizaciones como plastido (seis

eshaquinas y una heveina) y citoplasma (una heveina).

En el caso de las defensinas, también se buscé la presencia o no de los motivos CSaf3
y y-core. En funcién de estos resultados, sumado a la presencia/ausencia de péptido
sefal y del nimero de cisteinas presentes, las 23 defensinas se dividieron en siete
categorias. Se obtuvieron ocho secuencias en el grupo 1 (péptido senal, CSaf3
completo, y-core completo, 8 C conservadas): AsDfl a AsDf7, tres secuencias en el
grupo 2 (sin péptido senal, CSaf3 completo, y-core completo, 8 C conservadas), dos
secuencias en el grupo 3 (CSap completo, y-core completo, menos de 8 C), dos
secuencias en el grupo 4 (8 C conservadas y CSaf completo. y-core con 10
residuos), una secuencia en el grupo 5 (menos de 8 C, CSap completo y y-core
ausente), una secuencia en el grupo 6 (menos de 8 C, CSaf incompleto y y-core
presente) y seis secuencias en el grupo 7 (menos de 8 C, CSaf incompleto y y-core

ausente). Del grupo 3 al 6 las secuencias pueden o no tener péptido sefial.

Alineamientos multiples y arboles de distancia genética
Defensinas

En el caso de las defensinas, se alinearon en conjunto con secuencias de E. grandis
(Anexo 1 Tabla S1), identificando cuatro subgrupos (Figura 5 y Figura 6). El grupo 1 se
caracteriza por la presencia de 10 aminoacidos (aa) entre la cisteina 1 y la cisteina 2,
mientras que el grupo 2 tiene 5 aa y otra C en el extremo amino terminal, el grupo 3

tiene 6 aa y el grupo 4 8 aa. Por otro lado, cada uno de los grupos presenta ciertos
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residuos conservados que se diferencian entre los grupos. Cabe agregar que los tres
grupos tienen presencia de al menos una secuencia de E. grandis de referencia. En
todos los grupos hay presencia de secuencias incompletas en las que no se detecta
presencia de péptido sefial o faltan alguno/s de los 8 residuos de cisteina. En los
grupos 1y 3 (alineamiento a y c) aparecen defensinas con un posible propéptido C-ter
pero con baja similitud a otros pro-péptidos de defensinas de este tipo reportadas en la
bibliografia.

a)
o 0

AsDf3: MDFSKRLIPAAFVVMLLLVATEMEPMAVEZ R“

AsDf9a : = =mmmmmmemmmmeeeeeeeees MEPMAVES

AsDESb : A

AsDf2a : e .

AsDE2b : FVVMLLLVATGUME PMAVE M3} R

Eucgr.B02620.1.p M IVMLLLVATEMEPMVVES s GaCIE

AsDf10 : ATA B KS) Siyicgt:l D-!

AsDf1%9a : RICESHS MAFeGHC 3

AsDf19b : N

AsDf18 : 2ol ach

Eucgr.H05052.1.p MEKSKUR-CUGLAANLL-—-VLAAGEAEEMEEE rzcsc SGE

AsDf6 : VEKSKURCCUSLE LULLL---VLA-EEAEQQUEEE R EeR S

AsDf7 : l-lEKSK]IRCCl-l'»L?UILLL---VL:‘-.I-OES-.E' FiGiC RSE

AsDE20 - AMVD P4 (SRR S CCR

AsDf14 : = ———=- MUSKTYQICVLLVVLCITHVSVRTOC THSLO LSO CDVI T

AsDf1 : ==-MKRISICSVLLLVLLLIACSCSMMAQVSC KKLCLP.«‘-.}{IGIK-D Y]

Motivo aff ccc
Motivo y-core
b)
10 1 0 a0 1] &0 1] RO W 100
] ] | ] | I 1 I ] ] - I- 1 1 1 I ] ] | 1

AsDF17 CgiEVRTCREEDRCWEDC RNREN

Eucgr .HO04400.1.p
AsDf11 :

IHP\HTCE{GCE-!EHCH CKNCEN
! - 3

c)

1n 1 T RO 0 100
AsDF8 : - ; R RSNl I {SPE LLPECYCCSACSCPEPRLKECHCCS
AsDf16 : - d AGY rTRE

Eucgr.C02231.1.p =---
AsDf15 : - APSA
Eucgr.C02268.1.p ----- MARLLOAYCLVLLFVL-TAG ] R R o

Motivo aff C CC C ccC
Motivo y-core GC Cc

Motivo aff

Motivo y-core

Figura 5. Alineamiento de defensinas identificadas con secuencias de E.grandis de referencia, a) grupo 1,
b) grupo 2, c) grupo 3, y d) grupo 4. En los cuatro casos se presentan los motivos af
(CXaCXXXCXnCXnCXC) y y-core. (GXCX3.9C)
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Figura 6. Arbol Neighbor Joining de distancia genética de péptidos defensinas putativos encontrados en
los transcriptomas de guayabo, y defensinas de eucaliptus que se seleccionaron por similaridad de
secuencia aminoacidica. Los rombos representan a las defensinas de eucaliptus y los circulos a las
proteinas de A. sellowiana. Los valores en los nodos muestran los valores de bootstrap (5000 réplicas).

Se diferencian grupo 1 (azul), grupo 2 (verde), grupo 3 (rojo), y grupo 4 (amarillo).

Esnaquinas

En el caso de las esnaquinas, el alineamiento se realiz6 con las secuencias de
referencia de las esnaquinas de papa (S. tuberosum) StSN1, StSN2, y StSN3, cada
una perteneciente a una subfamilia distinta, la 1, 2 y 3 respectivamente. En el
alineamiento también se identificaron tres grupos que corresponden con cada una de

las subfamilias identificadas en papa (Figura 7 y Figura 8)

19



a)

b)

c)

5t5N2
As5nl13
A35nl9
AaSnlda
A=25nl4db
Aa5nl5
A3Snlé
AaSnl7
A=5nl18
AaSn20a
A35n20b
AaSn2l
AaSn22
AaSn23a
As5n23b
AgSn23c
AaSn24d
A=5n25
AsSn26a
As5n26b
AaSn27
A=5n28
A=s5n23

BORCLKYCEICCEECKC VESETYENE
: thDREIHY §Ic h

o BLINRCTRICIIC
- B DRCLOYCE ICCERCOCVESETYEEK

CVESGTYGHK
HCVESGTYCHE

G DRCLOY {COCVPSETYEEK
ISEUTORCLEY B CVESGEY INK
ISERIIRCLRY {C3CVESGEY NE
€V IDRCLEY OCVESETYENK
CV!DRELHYEGIEECHECEVPSGTYGHL

S VANRCIKYCR ICCEECRCVESE TYENE
- EVINRCIKYCR ICCEECRCVISETYENE

iv BBEHYE IEEEEEHEVPSGTYGHP

VEERCENECE ICCEECKCVESETEEN K

ECECY¥EDIEHSE
ECPCY¥RDMEHSE

ECFCYRDSRHSK
ECPCYRD 'I-:HS

CPCYFDEKNSE
ECFCYRD 'EI‘ISF
EEPEYFD!}'\'SSI-

|l el ol el el ]

e

-
i e el e I e I R e

&

EECLEECRECCLEC LEUPPGI-!CGI‘JI-:CVEPE!{.’I‘IE‘NET
RECLEEC

KCLCVPPETYCENEOLCPCY¥HEWKTE

KCLCVERGTYGH 0 LCECENEWE
KCLCVEPGTYGH KO LCECYREWE
KCLCVEBG TYEN KO LCECENEWE
KCLCVPRETYEREQ] CECENEWET
EELEVP!GT!GNHQ“:P:!NEHI
KCLCVPRETYGH O CECYREWE

ECC: KCLOVPPGEYGHEC VCECENEWET

KCLOVDE

CVPPET - EHNELVC
CVPPETSENELVC g
CVEEETSEH3LVC
CVEPETSEHALVC
CVEPETSGEHALVC
E‘.ITEE‘.!FE CVPPGTSCHIELVC
EETED!FE CVEPCTSCHILVC
E‘.!TEE‘.!FE CVEPETSCHIELVC

IiC LCVP LG, ¥EN KOS CECYNEWKTO2E S FHCP

(B KCLCVPPETYENKCVCPCENEWRTE X
FCSETSHEEECMEECORCO. KCLCVERETYEN KL VCECENEWETE
FCSETSERKECMEECORCC KO LEUPPCTEGI‘JI‘:CEEPE!NEHI{T I:
ETYEEKE 3CECYNEWETO2G FECP

(VFPETSENFE LCEICY¥UL T THENR | KC P

EITEE‘.I EC.

ElTEDﬁFE%EVPPGTSGHFELE B CYUT MTTHEHR | KCP|
i iEVPFGTSGNFELE B YU MTTHCHR WKCP)

CCRRCYCVPPETSCHNRE LC@ICEPT MTTHCHR ECD

EETEDHFE%EVPFGTSGHEE LCH 'EY“IHTTHGNHHEED

EiTEDHFEiEVPPGTSGHFE LC® 'EY“IHTTHGNRHHEP

EITEDHFEiEVPFGTSGIIFELE B CYUT MTTHENR Y ECP
]

EITEE‘.I EC.

CVPPCTSCHRELC Bt CYBT MTTHCHR NKCP

C TEDiFD'-EVPFG'I' IEH EEMC 8 O I}-iTTEIGNR'EED
E'TEE‘.IFE ' VEEGTRENRE CB2CY il MTTHENR IKC

E'TEE‘.!FE%

B CY N MTTHGHR

E'TEE‘.IFE"EVPFGT CHERE s C®sC¥NEMTTHCHE

| |
[‘.'TEE‘..
E'TED!FE ]

IFDOEVPFGT GHEEiE‘. 2] 'EY“EHTTHGNH
EHFE :C8tCYGENTTHENR

Figura 7. Alineamiento del dominio GASA de 49 esnaquinas de guayabo con secuencias de referencia de

S. tuberosum, a) subfamilia 1, b) subfamilia 2, y 3) subfamilia 3, representando los dominios

snakin/GASA.
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Figura 8. Arbol Neighbor Joining de distancia genética de péptidos 49 Snakin/GASA putativos
encontrados en el transcriptoma de guayabo y esnaquinas 1, 2 y 3 de papa. La secuencia aminoacidica
deducida de los transcriptos fue alineada con StSN1, StSN2 y StSN3, agrupandose en las tres subfamilias
propuestas por Berrocal Lobo et al. (2002). Los rombos representan a las esnaquinas de papa y los
circulos a las proteinas de A. sellowiana. En rojo se muestra la subfamilia |, en azul la subfamilia Ill y en

amarillo la subfamilia Il. Los valores en los nodos muestran los valores de bootstrap (5000 réplicas).
Tioninas

Para las tioninas, se realizé un alineamiento de las secuencias candidatas de A.
sellowiana con las secuencias de referencia de E. grandis, y secuencias revisadas de
Triticum aestivum (trigo), Hordeum vulgare (cebada), Arabidopsis thaliana y Viscum
album en base al dominio hevein Se observa que dos de las secuencias (AsTn2 y
AsTn3) poseen una seccion adicional en el extremo C-terminal con repetidos LS y CV
gue no se encuentra en ninguna otra secuencia, incluyendo las de referencia. Por otro
lado, se observa un patrén de C en todas las secuencias de A. sellowiana y de
E.grandis, que no aparece en T. aestivum, H. vulgare, A. thaliana y V. album, como se

muestra en la Figura 9.
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Figura 9. Alineamiento de siete tioninas de guayabo con secuencias de referencia de E. grandis, T.
aestivum, H. vulgare, A. thaliana y V. album. En negro se marcan las diferencias en los patrones de
cisteinas de las secuencias revisadas, en comparacion con las putativas de A. sellowiana y E. grandis.

En cuanto al arbol, se observan tres grupos. El primero estd conformado por las
secuencias AsTnl, AsTn2, AsTn3, AsTn4 y dos secuencias de E.grandis anotadas
como ‘thionin-like”, mientras que en el segundo se encuentran AsTn5, AsTn6, AsTn7 y
una secuencia de E. grandis. Cabe agregar que las secuencias revisadas de T.
aestivum, H. vulgare, A. thaliana y V. 4lbum conforman un tercer grupo que queda por
fuera de los dos anteriores (Figura 10).
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Figura 10. Arbol Neighbor Joining de distancia genética de siete péptidos tioninas putativos encontrados
en el transcriptoma de guayabo y secuencias de referencia de E. grandis, T. aestivum, H. vulgare, A.
thaliana y V. album. Los rombos representan a las tioninas de referencia y los circulos a las proteinas de
A. sellowiana. En azul se muestre el grupo 1, en rojo el grupo 2 y en amarillo el grupo 3. Los valores en
los nodos muestran los valores de bootstrap (5000 réplicas).

Hevein-like

Para las hevein-like, se realiz6 un alineamiento del motivo hevein, utilizando como
referencia la heveina de Hevea brasiliensis, secuencias revisadas de Stellaria media,
Triticum kiharae, y secuencias de E. grandis con similitud a las secuencias putativas
de A. sellowiana (Figura 11). A diferencia de los anteriores, el alineamiento se realiz6
Unicamente del motivo hevein, y no de toda la proteina, ya que las hevein-like tienden

a ser largas y muy variables por fuera de este motivo.
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Figura 11. Alineamiento del motivo hevein de 12 hevein-like de guayabo con secuencias de referencia de
E. grandis, S. media, T. kiharae, y la heveina.de H. brasiliensis.
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Figura 12. Arbol Neighbor Joining de distancia genética de 12 péptidos hevein-like putativos encontrados
en el transcriptoma de guayabo y secuencias de referencia de E. grandis, S. media, T. kiharae, y la
heveina.de H. brasiliensis. Los rombos representan a las hevein-like de referencia y los circulos a las

proteinas de A. sellowiana. En azul se muestra el grupo 1, en rojo el grupo 2 y en verde el grupo 3.

24



En el &rbol de distancia genética, realizado a partir del alineamiento que se muestra en
la figura 11, se detectaron tres grupos, (Figura 12). El grupo 1 incluye las proteinas de
referencia de H. brasiliensis, S. media, T. kiharae y una proteina de E. grandis, el
grupo 2 solo tiene referencias de E. grandis. Uno de estos grupos esta conformado
solamente por la AsHv2, que queda por fuera de los otros dos grupos (esta secuencia
parece incompleta o mal ensamblada). Las proteinas AsHv se distribuyen de manera

similar en ambos grupos.
LTPs

Para los LTP se realiz6 un alineamiento utilizando secuencias de referencia revisadas
de A. thaliana, Lens culinaris, Vigna radiata y Prunus armeniaca. A partir de este
alineamiento se construy6 un arbol de distancia genética (Figura 13). El alineamiento

no es presentado debido a la gran cantidad de secuencias putativas encontradas.

R EEr 3
TR o
- Y{J—?ﬂ\:\ E ‘E 4 5 £ ,_’-7_:- 2. \YQY
RS 2IITAGEL o
ORL Y coee iifLs £
T A % F f ... v ¥ /\ng)
.. N
A, 13
" 9
B
44s< vi‘ S
P ® ot e
L 75, S o
Ast ® M e
by ps' 5
As, L] \ PO
LTRs, Pl oo
As C
AiLTT!fs? ® RAS‘JPBB
0
AslLTP4g L] ASLTPE_{_
AsLTpay j— @ AsLTPE
AsLTP46 : AsLTP59
AsLTPE1 AsLTP42
AsLTPTE

® Aq1p
® agre”
~e, P34
L-\-pa'l o S’-TP35
pe Astr,
<% * P33
s\ - A
R Le 4 047"-?@
P b D @ Sy Moy,
< ® Ay, "o L&y,
P o ® Cu
- w A 4
P < ® Q. S()x’ ¢
L e
3 K
7

®
®
®
g
e
o°
@\,’\

AsLTPZ0 @
AsLTP16 @
AsLTP15
psLTP42

Figura 13. Arbol Neighbor Joining de distancia genética de 87 péptidos LTPs putativos encontrados en el
transcriptoma de guayabo y secuencias de referencia de A. thaliana, Lens culinaris, Vigna radiata y
Prunus armeniaca. Los rombos representan a los LTPs de referencia y los circulos a las proteinas de A.

sellowiana. En verde se muestra el grupo 1, en azul el grupo 2 y en rojo el grupo 3.
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A partir del arbol se identificaron tres grupos. De las cuatro secuencias de referencia
que pertenecen a la subfamilia LTP1, tres de ellas quedaron en el grupo 2 (AOAT29,
Q42589 y Q39176), y una quedd en el grupo 1 (AOALS3TFR4). Una secuencia de
referencia que pertenece a la subfamilia LTP2 (P82353), quedd6 en el grupo 3. Las
proteinas ASLPT estan mayoritariamente distribuidas (65 de 87) en los grupos 1y 2
correspondientes a subfamilia LTP1, mientras que so6lo 32 se localizaron en el grupo
LTP2.

Validaciéon de secuencias por PCR

Se seleccionaron 9 secuencias para su validacion mediante PCR, cinco defensinas
completas, una hevein-like completa y tres esnaquinas, y dentro de este dltimo, se
eligi6 una de cada una de las subfamilias. No se incluyeron representantes de las
tioninas porque no presentan una secuencia similar a las tioninas tipicas, ni de los LTP

por la gran cantidad de secuencias putativas encontradas.
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Tabla 3. secuencias seleccionadas para su validacion en ADN gendmico mediante PCR y posterior

andlisis de secuencia.

Defensinas

AsDf1

MKRISICSVLLLVLLLIAGSGSMMAQVSGLCSKKLQLPAHRCIKDECISYCKTTYGDGATGVCE
SDTQPEDICLCQYPC

AsDf2

MDFSKRLIPAAFVVMLLLVATEMEPMAVEARTCESQSHRFKGACVRDSNCAAVCQTEGFQG
GHCRGFRRRCFCTKHC

AsDf4

MKTHSTSLILLFVMLISFGNELGMKQGAEAQCQETLYGGGCQDKPCNDACVQKFGPKAYGF
CFFYKKPSDTCVCRHPC

AsDf5

MESLAFPRILVLVLLLSGTCMVMVPQANAQKRCVEVLDPHSCNLYNCQKACYEKHTAAQQPR
GECQHDASFNYSCACFFNC

AsDf6

MEKSKMRCCMGLFLMLLLVLAEEAEGRMCQSQSHGFHGSCVRSHNCALVCRNEGFSGGRC
RGFRRRCFCTKLC

MEKSKMRCCMGLFLMLLLVLAAQEAEGRMCQSQSHGFHGSCVRSHNCALVCRNEGFSGGR
CRGFRRRCFCTKLC

esnaquinas

AsSnl

MMKKFALATFLLVALLLSSSFFDAATADSSLCDSKCAVRCSKAGRMDRCLQYCGICCEKCQC
VPSGTYGHKDECPCYRDMKNSKGKPKCP

MRFVSVFVCFEGLCDSKCAVRCSKAGRMDRCLQYCGICCEKCQCVPSGTYGHKDECPCYR
DMKNSKGKPKCP

AsSnl13

MSLSKVLACLLLSLLVLNQLVEAAEATELSSESVESSAAKKIDCGAACAARCRLASRQKICKRA
CGTCCARCNCVPPGTAGNRDVCPCYASMTTHGGRLKCP

AsSn42

MASFSLLRSSLLFFLVASMCFVEVSLAGGEGSLRPDQCAAACDYRCSETSHRKPCLFFCNKC
CAKCLCVPSGTYGHKEECPCYNNWKTQEGKPKCP

Hevein-like

AsHv1

MRISTLAFLSLVSGALAGNCGPDNGNKKCAATECCSQYGWCGTTKDHCDLPTCIKAFSGASS
PCEPSGSTPTTTLKTSVVKQATSPATTFPSTVPNIDVCGSAQGGVTCPGVGADGYFYRCCSS
AGHCGPKNDIQDQALYCGDGCQAGFGKCDSMAGPPVPTQTPGTAGDGETCGPIVNRKCGG
SLCCSGSNFCGSGVDFCGAANWCQSKWGRCD

Se variaron las temperaturas de annealing y la concentracién de ADN para determinar

las mejores condiciones de amplificacion (Figura 14). La temperatura de annealing

Optima vario entre 54-58°C, dependiendo del gen a amplificar mientras que, respecto a

la concentracion de ADN, en ningln caso se observé amplificacion con la muestra de

ADN gendmico sin diluir.
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a) b)
Figura 14. Pruebas de a) concentracion de ADN, y b) temperatura de annealing (°C).

A concentraciones de ADN correspondientes a diluciones 1/10 y 1/100 todos los
primers lograron amplificar de acuerdo con la visualizacién por electroforesis en gel de
agarosa,si bien no se saben los tamafios del gen en el genoma, debido a los intrones,

se espera que esté entre 500 y 1000 pares de bases (Figura 15).
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a 15. visualizacion de la amplificacion por PCR mediante geles de agarosa

2%. Para cada par de primers se muestran distintas concentraciones de ADN.

Andlisis de secuencias obtenidas por PCR 1000

A continuacion, se presenta el analisis de los alineamientos ggg
entre las secuencias amplificadas por PCR y las obtenidas a 250

través del transcriptoma. El producto de AsSn42 no se envié &
secuenciar debido a que se identific6 mas de una banda. Cabe
resaltar que para AsDf2, AsDf4, AsSnl3 no se obtuvieron secuencias de buena
calidad en la secuenciacion posterior a la amplificacion. Por esta razén no fue posible
realizar alineamientos de estas secuencias y no son presentadas en esta seccion. Es

pertinente destacar que para AsDf4 también se observa mas de una banda en el gel.
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AsDf1
Para la Df1, ambas secuencias resultantes (F y R) eran de buena calidad, por lo tanto,

se realizo la secuencia consenso entre ellas. La misma fue usada posteriormente para

el alineamiento con la secuencia de transcriptoma. Al alinear la secuencia consenso

(AsDf1 G) con la proveniente del transcriptoma (AsDf T) se observa la presencia de un

gap en AsDf T que comienza en la posicion 125 y culmina en la posicion 267. La

estructura coincide con la estructura exon-intron-exon esperada para las defensinas

(Figura 16). En la Figura 17 se presenta la estructura propuesta para esta defensina a

partir del alineamiento. En el nucle6tido 407 se agregd un nucleétido (A), debido a que

la secuencia es de mala calidad, y en esta posicion el marco de lectura cambiaba de

+2 a +3.

AsDE1
AsDFE1

AsDFE1
AsDf1

AsDFE1
AsDFE1

AsDE1
AsDFE1

AsDFE1
AsDFE1

AsDFE1
AsDFE1

AsDF1
AsDf1

A0
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CCCGTCCCAAGGGAGT TAATCGCATAGTAGTGGATTTTTTTCAACTTTAATGCAGAAAACAAACAARAACATGAAGAGAATCTCCATCTGT
CTATCAACCAAATAGCAGAAAACAAACAARACATGAAGAGAATCTCCATCTGT
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TCTGTGCTTCTGC T TGT T TC T TAC T A AT TG TGGT AR A CGGC AR TCTATCCTATTTTATTGTTARACTATCTGTTTTGTAATCTCTGCT
TCTGTGCTTCTGCTTGTTCTCTTACTAATTGCTG
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AACARAAAGGTGTCTGAAGATAATGGATTTGATATATTCTTGGCTAAACAGATAGAGAARRACGCTAACGGATTTGAGT TCATGCAGGCAG
GCAG

280 % ana ile izo il 340 asa sl
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TGGAAGCATGATGGCACAGCTATCGGGMC TCTGCAGCAAGAAGT TGCAACTCCCTGCTCACCGATGCATCAAGGACGAGTGCATTTCCTA
TGGAAGCATGATGGCACAGGTATCGGGCCTCTGCAGCAAGAAGT TGCAACTCCCTGCTCACCGATGCATCAAGGACGACGTGCATTTCCTA
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CTGCAAGACTAYCTACGGCGATGGGGC TACGGGAGT TTGTGAGTY TAGACACACAGCCGGAAGATATCTGCCTCTGTCAATACCCTTGCT
CTGCAAGACTACCTACGGCGATGGGEC TACGGGAGT TTGTGAGTC AGACACACAGCCGGAAGATATCTGCCTCTGTCARTACCCTTGET
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AGTCGTACCCGTTCCCGTCGL TG ACAA T ARG TG ATATATATGTCGCATATGAT TTATATTAGTTCGTTTTCGAACTTCTCGTATACT
AGTCGTACCCGT TCCCGTCGCTGCACAATAAGTGGCATATATATGTCGCATATGATTTATATTAGTTCGTTTTCGAACTTCTCGTATACC
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TACTGATTACTCTGCTCAGGCARATACCAATCTGAAARARAACGATTAGATACACACTCTCCCCACGTGGTAAGTTTGTGTGCGGG
TACTGATTACTCTGCTCAGGCAAATACCAATCTGAAARAAGGATTT
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Figura 16. Alineamiento de la secuencia de AsDf1 amplificada por PCR en ADN gendémico (AsDf1 G) y la
obtenida a partir del transcriptoma de hoja y flor (AsDf1 T). En el nucleétido 125 se observa el comienzo
del intrén que finaliza en el nucledétido 267.

M K R I 8 I C 8 ¥ L
CCCGTCCCAAGGGAGTTAATCGCATAGTAGTGGATTTTTTTCARACT TTAATGCAGARARCARACAAMACATGALGAGAATCTCCATCTGTTCTGTGCTTC

[

L T ¥V L L L I A
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G 8 6 8 M M A Q V 8 G L
201 tasatggatttgatatattcttggctaaacagatagagaaaaagctaacggatttgagttcatgeagGChGTGEAAGCATGATGGCACLGGTATCGGEMCT
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201 CTGCAGCRARGRAGTTGCARACTCCCTGCTCACCGATGCATCARGGACGAGTGCATTTCCTACTGCRAAGACTAY CTACGGCGATGGEEGCTACGGGAGTTTGT
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401 GRGTC 'I‘IGACACACAGC CGGARGATATCTGCCTCTGTCAATACCCTT GC.'I‘ CGTACCCGTTCCCGTCECTSCACRATARGTGCCATATATATSTCGCR

501 TATGATTTATATTAGTTCGTTTTCGAACTTCTCGTATACCTACTGATTACTCTGCTCAGGCARATACCARTCTGARARARAGGATTAGATACACACTCTCC

601 CCRACGTGGTRAGTTTGTGTECGGEE

Figura 17. Estructura de la secuencia de AsDf1 en ADN gendmico. En gris se marcan las regiones 3’y 5’
UTR, en verde claro el codon de comienzo, en rojo el coddn de finalizacion, en celestel el intron, y en
amarillo la secuencia proteica. En fucsia se marca el nucleétido que fue agregado. Subrayados se
muestran los nucleétidos o los aminoacidos que no tuvieron un consenso en la secuencia consenso entre
laFylaR.

AsDf5

En el caso de la AsDf5, solamente se obtuvo la secuencia R de buena calidad, por lo
tanto, se utiliz6 ésta (AsDf G) para realizar el alineamiento con la secuencia
transcriptomica (AsDf T). En el alineamiento se observa un gap en AsDf5 T desde la
posicion 123 a la posicion 337 (Figura 18). Esta estructura también coincide con exon-
intrén-exon, como es esperado para las defensinas. En la Figura 19 se presenta la
estructura propuesta para esta defensina a partir del alineamiento. Se observa que la
estructura propuesta no coincide exactamente con el alineamiento anterior, ya que el
GT que da comienzo al intrén se encuentra en la posicién 126 y el AG que finaliza se
encuentra en la posicion 327.

31



10 20 an 50 [ A
B I e I e e B e A L (e e e R Tl T IR |

AsDES G TCGTACGAAGTTTCCTGT TTGCTCGAGGTAGCCCT TGAAAAAGCACATCTTATTCTCAACCACATGGAGTCCCTCGCTTT
AsDES T CTTCCTCTCTACGTACGAGTTCTCCTGTTTGCTCGAGGTAGCCCT TGARARAGCACATCTTATTCTCAACCACATGGAGTCCCTCGCTTT
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AsDES G GCCCAGAAGAGATGTGTAGAGGTGCTGGACGCGCACAGCTGCAACCTCTACAATTGCCAARAGGCGTGT TACGAGAAGCACACCGCCGCC
AsDfS T GCCCAGRAGAGATGTGTAGAGGTGCTGGACCCGCACAGCTGCAACCTCTACAATTGCCARAAGGCGTGT TACGAGAAGCACACCGCCGCC
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AsDFfS G CAGCAGCCCCGCGGAGAGTGCCAGCACGATGCCTCCTTCAACTACTCATGCGCTTGCT TCTTCAACTGCTGAT TTGATGAACGATCTGCT
AsDES T CAGCAGCCCCGCGGAGAGTGCCAGCACGATGCCTCCTTCAACTACTCATGCGCTTGCTTCTTCAACTGCTGATTTGATGAACGATCTGCT

AsDES G ACTCTGAGTGTCTCTCTTCGCCCGACTTCTCCGCTCCAATTATAAGG
AsDES T ACTCTGAGTGTCTCTCTTTTCCTGTCTGTCTCTCCCTCCTTTTAAGTTGTAAGAGATTTGCAATCGTGTCGAGAATAAAG

Figura 18. Alineamiento de la secuencia de AsDf5 amplificada por PCR en ADN gendémico (AsDf5 G) y la

obtenida a partir del transcriptoma de hoja y flor (AsDf5 T). En el nucledtido 123 se observa el comienzo

del intron que finaliza en el nucleotido 337.
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F B C *

T CMCTGC-ITTGATGAACGAT\,J GCTACTCTGAGTGTCICTICTICGCCCGACTICTCCGCTCCAATTATAAGE

Figura 19. Estructura de la secuencia de AsDf5 en ADN gendmico. En gris se marcan las regiones 3’ y &

UTR, en verde el codon de comienzo, en rojo el coddn de finalizacién, en celeste el intron, y en amarillo la

secuencia proteica.

AsDf6

Para la AsDf6, ambas secuencias eran de buena calidad (F y R), por lo cual se utilizé

la secuencia consenso para el alineamiento (AsDf6 G). En el alineamiento con la

secuencia transcriptémica de AsDf 6 (AsDf6 T), se observa que, si bien alinean con

100% de identidad, no hay presencia de gap en AsDf6 T Figura 20). Esto indica la

ausencia de intron y no corresponde con la estructura esperada para una defensina.

La AsDf6 T presentaba una isoforma que también era amplificada por los primers

utilizados (AsDf7). Se probo realizar el alineamiento de la AsDfé G con la secuencia

transcriptomica de la AsDf7 (AsDf7 T), y en este caso si se observd un gap, que inicia
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en 154 y finaliza en 243 (Figura 21). La estructura observada para la AsDf7 si coincide
con la esperada para las defensinas (exon-intron-exén). En la Figura 23 se presenta la

estructura propuesta para las defensina AsDf7.

AsDE6 G AGAAATGG
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Figura 20. Alineamiento de la secuencia de AsDf6 amplificada por PCR en ADN gendmico (AsDf6 G) y la
obtenida a partir del transcriptoma de hoja y flor (AsDf6 T).
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Figura 21. Alineamiento de la secuencia de AsDf6 amplificada por PCR en ADN gendémico (AsDf6 G) y la

obtenida a partir del transcriptoma de hoja y flor (AsDf7 T). En el nucleé6tido 154 se observa el comienzo

del intron que finaliza en el nucledtido 243.
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TGCACCRAGCTCT GC-AMGGCCAATGCACGCGCATGCAACAGAATTBGBMGIGITGBCIBGCITMJ IGGIGTGIGCTGCATTGTAGCGTGTGAC
CeAGTGAGCCARATAAACTTATTTGAAGATTCTGGGCTCGTTAGTTTCTCAGCTTTCTAGGACTTGATGTGCTTTGACCATICACTGIGCTCTCTICTICC

501 TTCACTTTGTIGTAATTTICC

Figura 23. Estructura de la secuencia de AsDf7 en ADN gendmico. En gris se marcan las regiones 3’ y &

UTR, en verde el codon de comienzo, en rojo el coddn de finalizacién, en celeste el intron, y en amarillo la

secuencia proteica

AsSnl

En el caso de la AsSnl se pudieron utilizar ambas secuencias (F y R) para la

construccion de la secuencia consenso (AsSnl G), y se alined con la secuencia

transcriptomica (AsSnl T). Se presenta el alineamiento y se observa un gap que

comienza en la posicién 850 de la AsSnl T vy finaliza en la posicion 957 (Figura 24).

Esto coincide con una estructura exon-intron-exén, como es esperado para las

eshaquinas de la subfamilia 1. En la Figura 25 se presenta la estructura propuesta

para esta defensina a partir del alineamiento.
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Figura 24. Alineamiento de la secuencia de AsSnl amplificada por PCR en ADN gendmico (AsSnl G) y

la obtenida a partir del transcriptoma de hoja y flor (AsSnl T). En el nucledtido 207 se observa el

comienzo del intrén que finaliza en el nucleoétido 315.
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301 GATTCGTGGTGGCCTATATGGTACTTTGATGCGTCTATARCTARGCE

Figura 25. Estructura de la secuencia de AsSn1 en ADN gendmico. En gris se marcan las regiones 3’y &’
UTR, en verde el coddn de comienzo, en rojo el coddn de finalizacion, en azul el intrdn, y en amarillo la

secuencia proteica

AsHvl

Para la AsHv1 se utilizé la secuencia F (AsHv1 G), dado que la R era de mala calidad.
Se realiz6 el alineamiento con la secuencia de transcriptoma (AsHv1 T), y se observo
un gap que inicia en la posicion 221 de la AsHvl T, y finaliza en la posicion 310
(Figura 26). Esto se corresponde con una estructura exdn-intron-exon. En la Figura 27
se presenta la estructura propuesta para esta defensina a partir del alineamiento.
Cabe agregar que no se identificé el ATG del codén de inicio, sin embargo, se marco
donde deberia estar el ATG, asumiendo que hacia 5’ la secuencia de nucleétidos no

es de buena calidad.
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Figura 26. Alineamiento de la secuencia de AsHv1 amplificada por PCR en ADN gendmico (AsHv1 G) y la

obtenida a partir del transcriptoma de hoja y flor (AsHv1 T). En el nucleétido 221 se observa el comienzo

del intron que finaliza en el nucledtido 310.
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Figura 27. Estructura de la secuencia de AsHv1 en ADN gendmico. En gris se marcan las regiones 3’y 5’

UTR, en verde el coddn que se asume como el comienzo, en rojo el codén de finalizacion, en celeste el

intron, y en amarillo la secuencia proteica.
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DISCUSION

Los AMPs han demostrado ser moléculas sumamente promisorias para su uso anti-
infeccioso en diversos ambitos (Zasloff, 2002). Este trabajo tuvo como objetivo la
busqueda y caracterizacion de distintas familias de AMPs mediante la busqueda de

sus genes en el transcriptoma de A. sellowiana.

Busqueda

La metodologia de RNA-seq permitié detectar péptidos de todas las familias con
excepcion de los ciclétidos. En Phytozome tampoco se encuentra ninguna proteina
anotada como “cyclotide” en el genoma de E. grandis. Hay antecedentes en nuestro
pais de busqueda de AMPs en Peltophorum dubium (ibirapita) y Maytenus ilicifolia
(congorosa), donde tampoco se lograron detectar ciclétidos (Rodriguez Decuadro,
2018). Se plantea la discusion de si no hay ciclétidos en el genoma de mirtaceas o si

la metodologia utilizada no los permitié encontrar.

En cuanto a las defensinas, se detectaron 23 péptidos putativos, de los cuales 11 se
presentaban en el transcriptoma como isoformas de otros. Rodriguez Decuadro (2018)
utilizando la misma metodologia obtuvo 14 defensinas para ibirapita y 12 defensinas
para congorosa. Slavokhotova et al. (2017b) identificaron 16 transcriptos que codifican
para defensinas en semillas de Stellaria media sanas (no infectadas). En E. grandis se
encontraron 15 defensinas anotadas (Phytozome, s.f.). La diferencia en la mayor
cantidad obtenida en este trabajo puede deberse a isoformas resultantes de diferentes
alelos por gen. Estas pueden ser reales o constructos del ensamblaje del
transcriptoma, por lo que un refinamiento en la secuenciacion o en el ensamblado
podria reducir los resultados obtenidos. También puede deberse a que el
transcriptoma es un pool de flor y hoja, donde se pueden estar expresando genes

parélogos.

Con la esnaquinas ocurre una situacion similar. Fueron detectados 49, de las cuales
todas, con excepcién de tres, se presentaban en el transcriptoma como isoformas de
otras. En el trabajo de Rodriguez Decuadro (2018) se predijeron 18 transcriptos de
esnaquinas putativas en ibirapita, y 15 transcriptos en congorosa, mientras que en el
trabajo de Li et al. (2022) en Nicotiana tabacum se predijeron 18 transcritos putativos.
Shang et al. (2023) predijeron genes snakin-GASA en manglares, encontrando 27, 30
y 9 péptidos en Avicennia marina, Kandelia obovata, y Aegiceras corniculatum
respectivamente. Sun el al. (2023) identificaron 15 genes snakin/GASA en el genoma
de Brassica rapa L. ssp. pekinensis. Estos numeros son menores que los hallados en

este trabajo por lo que el nimero mayor puede deberse a las isoformas. Sin embargo,
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en el genoma de E. grandis hay tres proteinas anotadas como “snakin”, y 38 anotadas
con el motivo GASA (Phytozome). El nimero similar al de E. grandis podria estar

indicando que en la familia Myrtaceae el nimero de esnaquinas puede ser mayor.

Las hevein-like halladas fueron 12, con dos que se presentaban como isoformas.
Estos numeros fueron similares a los reportados en otras especies con la misma
metodologia. En ibirapita se encontraron ocho transcriptos hevein-like, mientras que
en congorosa se encontraron 10 transcriptos (Rodriguez Decuadro, 2021). En L.
arenarius (L.) se identificaron dos hevein-like (Slavokhotova et al., 2015), y en semillas
de S.media sanas 14 hevein-like (Slavokhotova et al., 2017b). En eucaliptus se

encuentran anotados en la base de datos Phytozome, cinco transcriptos para “hevein”.

En cuanto a las tioninas, se obtuvieron siete transcriptos putativos, de los cuales dos
fueron presentados como isoformas. Los reportados para ibirapita y congorosa son de
0 y 1, respectivamente (Rodriguez Decuadro, 2018). Para L. arenarius (L.) se
reportaron 15 tioninas (Slavokhotova et al., 2015), y en transcriptoma de S. media se
reportaron tres (Slavokhotova et al., 2017b). En E. grandis también hay siete tioninas
anotadas (Phytozome), indicando que posiblemente se trate de un nimero asociado a
la cercania filogenética.

Con los LTPs sucede similar a las tioninas. Fueron encontrados 87, los cuales no
fueron caracterizadas las isoformas debido a la gran cantidad. Rodriguez Decuadro
(2018) reportd 28 LTPs putativos para ibirapita, y 32 para congorosa, mientras que
Slavokhotova et al. (2015) reportaron 51 LTPs, y 31 para semillas de S.media sanas
(Slavokhotova et al., 2017b). Sin embargo, en E. grandis hay 91 proteinas anotadas
como “lipid transfer protein” (Phytozome), por lo que, al igual que las tioninas, se

puede asociar a la cercania filogenética.

Caracterizacion

Se analizaron bioinformaticamente todos los transcriptos encontrados con el fin de
predecir su localizacién subcelular e identificar la presencia de péptido sefal, con la
excepciéon de LTPs. Como era esperado, para todos los péptidos putativos se encontrd
que la localizacion extracelular fue la mas probable ya que en plantas, los AMPs son
en general secretados, por lo que su localizacion tedrica es generalmente extracelular
(Granz, 2004; Benko-lseppon, 2010). El péptido sefial, ha sido descrito en las cinco
familias analizadas en este trabajo, y su presencia es de importancia para que la
proteina madura sea secretada (De Coninck et al., 2013; Nahirfiak et al., 2012;
Slavokhotova et al., 2017a). El numero de secuencias obtenidas con péptido sefial

varié segun la familia. En el caso de las tioninas, el 100% presenté péptido sefial, pero
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en defensinas, heveinas y esnaquinas el nimero varié entre 56,5% y 42,9%. La
ausencia de péptido sefal en aproximadamente la mitad de estos transcriptos puede
deberse a errores en el ensamblado que genere transcriptos donde falte el extremo 5’
Esto es apoyado por la gran cantidad de isoformas encontradas, que pueden ser
constructos del ensamblado. Por otro lado, también podrian estar incompletos en el
genoma como pseudogenes que aun se estan expresando (Xie et al., 2019; Zou et al.,
2009).

Las defensinas fueron el grupo donde se encontré mayor variabilidad de secuencia
(Kovaleva et al., 2020; Lacerda et al., 2014; van der Weerden & Anderson, 2013) y
estructura de cisteinas, por lo tanto, se dividieron en ocho grupos de acuerdo a la
presencia los motivos CSaf} y y-core, la presencia de péptido sefial y el nimero de
cisteinas. Esto dio como resultado que de ocho de las 23 defensinas encontradas
poseian todas las caracteristicas de “defensinas verdaderas”, mientras que otras siete
poseian menos de ocho C, CSaf incompleto y y-core ausente. El resto se
encontraban en algin punto intermedio. Esto mostré que efectivamente habia una
gran variabilidad en cuanto a la calidad de las secuencias y que una gran parte podian
ser catalogadas como “defensinas raras”, que deberan confirmarse con estudios de

ADN gendémico.

Alineamientos y arboles de distancia génica
Se realizaron para todas las familias alineamientos multiples y arboles de distancia

génica.

En el caso de las defensinas, en el alineamiento se observé diferencias en los
patrones de cisteinas que coinciden con los 4 grupos identificados en el arbol
filogenético (Figuras 5 y 6). Si bien no se encontr6 que estos grupos se hayan
reportado anteriormente en la literatura, cada uno de ellos presenta al menos una
secuencia de E. grandis de referencia. Sin embargo, estos grupos no coinciden con los
agrupados anteriormente segun los motivos, cantidad de cisteinas y péptido sefial. La
mayoria de las defensinas “verdaderas” pertenecen al grupo 1, y dos de ellas
pertenecen al grupo 4. Ninguna defensina “verdadera” pertenece al grupo 2 ni 3. Por
otro lado, las defensinas “raras” también pertenecen en su mayoria al grupo 1, y una

de ellas al grupo 2 y otra al grupo 3. Ninguna defensina “rara” pertenece al grupo 4.

En cuanto a las esnaquinas, se observa tanto en los alineamientos como en el arbol la
existencia de 3 grupos, que coinciden con las subfamilias descritas en papa por
Segura et al. (1999), Berrocal-Lobo et al. (2002), y Nahirfiak et al. (2016). Tanto en los

alineamientos como en el arbol estan presentes la esnaquina de papa de referencia
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perteneciente a cada una de las subfamilias (SNSt1, SNSt2 y SNSt3). Otros estudios
también han dividido las proteinas snakin/GASA en tres subfamilias altamente
conservadas en distintas especies (Li et al., 2022; Shang et al., 2023; Sun et al.,
2023).

Referente a las tioninas, las secuencias de referencia (con excepcion de las de
eucaliptus) conforman un grupo que queda separado del resto, y en los alineamientos
se observan diferencias en el patron de cisteinas entre estas y las encontradas en
Acca sellowiana. Esto hace pensar que las tioninas encontradas son diferentes a las
utilizadas como organismos de referencia. Sin embargo, las tioninas de eucaliptus si
presentan mayor homologia con las de A. sellowiana, y en el arbol se observan
agrupadas. Cabe agregar que las secuencias de A.sellowiana conforman dos grupos,
gue cada uno de ellos posee secuencias de E. grandis de referencia. En el trabajo de
Almaghrabi et al. (2019) se encontraron thionin-like en A. thaliana con el mismo patrén
de cisteinas que el de las tioninas putativas de A. sellowiana, particularmente en las
familias CRP2310 y CRP2360. En este trabajo, estas familias quedaban agrupadas

(junto con integrantes de otras familias) en un Gnico grupo.

Las hevein-like forman dos claros grupos, con secuencias referentes cada uno de
ellos, con excepcién de AsHv2 que queda por fuera. Esta Ultima, si bien posee 3 C del
patrén CX{3,8}CX{4}CCX{5}CX{6}CX{3,5}CX{1,3}C (Shelenkov et al., 2020), que era
condicién para ser seleccionada, le faltan varias C, entre ellas la doble CC de la
posicion 20. Con excepcion de esta secuencia, el resto de las 11 hevein-like halladas

poseen todas las C del motivo hevein.

En cuanto a los LTPs, las proteinas identificadas en A sellowiana se distribuyeron
mayoritariamente en dos grupos (1 y 2) que contienen secuencias LTP1 de referencia.
En el grupo 3 se encuentra la secuencia de referencia de LTP2 junto a varias
secuencias de A. sellowiana. Llamativamente, el grupo 3 se encuentra mas cercano al
grupo 1 en el arbol NJ que el grupo 2 (Figura 13)., Rodriguez Decuadro et al. (2021)
dividié los LTP1 de P. dubium en tres grupos, entre los cuales la LTP1 de Vigna
radiata AOALS3TFR4 quedd como secuencia de referencia en un grupo separado del
resto de las secuencias de referencia de LTP1. De forma similar, en este trabajo, la
secuencia de Vigna radiata se ubicd, junto con otras secuencias de A. sellowiana, en
el grupo 2, separada del resto de las secuencias LTP1 de referencia. De acuerdo con
Santos-Silva et al. (2023), las variables fisicoquimicas deberian asociarse con

caracteristicas fenéticas y funcionales para generar un sistema de clasificacion
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funcional para este grupo de péptidos ya que el sistema de clasificacion en subfamilias

1y 2 parece artificial.

Validacion de secuencias por PCR

De las nueve secuencias seleccionadas para validacién, en la amplificacion de la
AsSn42 y AsDf4 se observa mas de una banda amplificada. Lo ideal hubiera sido
realizar clonacién y secuenciar colonias puras para poder analizar si existe mas de
una forma del gen, sin embargo, por cuestiones de tiempo esto no fue posible en esta
instancia y queda pendiente para su realizacién posterior. Es pertinente mencionar que
la AsSn42 no presentaba isoformas segun el ensamblado del transcriptoma, y de las

que si poseian isoformas (AsSnl y AsDf6), amplifico una sola banda.

Se realizaron alineamientos entre las secuencias de ADN gendmico amplificadas por
PCR y los contigs (transcriptos) obtenidos a través del transcriptoma. Esto permite
analizar la estructura exon-intron de los genes amplificados. De las nueve secuencias
AMPs efectivamente amplificadas, para cinco AMPs (tres defensinas, una eshaquinas,
una hevein-like) se obtuvieron secuencias de buena calidad que permitieron realizar

analisis posteriores

Las defensinas poseen una estructura de exon-intron-exon (Carvalho & Gomez, 2009).
De las secuencias génicas de las defensinas analizadas, la AsDfl y la AsDf5
presentan una clara estructura exén-intron-exdn que coincide con la esperada para
este tipo de péptido. En cuanto a la AsDf6, el alineamiento entre la secuencia
gendémica amplificada y el contig (transcripto) correspondiente no revelé la presencia
de ningun intrén. Sin embargo, al ser alineada con el transcripto AsDf7 (isoforma de la
AsDf6), se observé una estructura de exon-intrén-exén. Se puede pensar que AsDf6 y
AsDf7 se traten de dos isoformas existentes, o que el transcripto Df6, errbneamente
conservo un intrén sin procesar. La AsDf1 present6 una parte de la secuencia que no
estaba presente en la secuencia del transcriptoma y un cambio en el marco de lectura
de +2 a +3. Esto puede ocurrir por la falta de un nucleétido por error en la

secuenciacion, que corra 1 nucleétido el marco de lectura.

La estructura génica de las esnaquinas varia segun su subfamilia. La estructura de la
subfamilia 1 estd conformada por dos exones y un intron, mientras que en la
subfamilia 2 y la subfamilia 3 esta estructura es variable entre 2 y 3 intrones (Nahiriiak
et al.,, 2016). La secuencia génica AsSnl analizada presenta una estructura exon-
intrén-exon, que corresponde con la estructura de la subfamilia 1. Este resultado
coincide con los resultados obtenidos mediante alineamiento mdultiple y &arbol

filogenético a partir de secuencia aminoacidica, segun los cuales la esnaquina AsSnl

41



se encontraba dentro del grupo de la subfamilia 1. Queda pendiente el analisis de las
secuencias génicas AsSnl13 y AsSn42 para ver si sus estructuras coinciden con la de
su subfamilia correspondiente.

Referente a la secuencia génica AsHv1 (heveina), se logré identificar la presencia de
un intrén. La literatura hallada referente a la estructura génica de la heveina es
escasa. Van Damme et al., (1999) reportan dos intrones para un gen de hevein-like
expresado en fruto de Sambucus nigra. Sin embargo, el gen de heveina de H.
brasiliensis posee un intrdn, conservado también en otros cuatro miembros de la

familia génica hallados en esta especie (Pujade-Renaud et al., 2005).
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CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

Utilizando un abordaje bioinformatico, se logré identificar por primera vez en
transcriptoma de novo de hoja y flor de Acca sellowiana, AMPs de cinco familias
distintas: 23 defensinas, 49 esnaquinas, 7 tioninas, 12 hevein-like, y 87 LTPs. No se

encontré ninguna secuencia con homologia a ciclotidos.

Mediante alineamientos con secuencias de referencia y construccién de arboles de
distancia génica se caracterizaron los AMP codificados en el transcriptoma de A.
sellowiana para cada una de las familias. Algunos AMPs de A. sellowiana se
identificaron como miembros de grupos novedosos de las familias defensinas, tioninas
y hevein-like, mientras que para esnaquinas y LTPs, las proteinas de A. sellowiana
fueron similares a los ya caracterizados en otras especies Se valido la existencia de
nueve de estas secuencias en ADN genémico mediante PCR. Para todos los primers
disefiados se obtuvieron secuencias del tamafio esperado para los AMPs. Sin
embargo, para solo cinco de los fragmentos analizados, la calidad de secuencia fue
buena, permitiendo identificar las estructuras exén-intron. Ademas, para el gen AsDf6

se logré identificar una posible isoforma.

Como perspectivas a este trabajo se continuara analizando las secuencias restantes
de las cuales no se pudo obtener secuenciacion de buena calidad. Para el caso de
AsSn42, que se observaron dos bandas como resultado de la PCR, cada fragmento de
amplificacion sera clonado mediante transformacion de bacterias con plasmidos

recombinantes, con el fin de comparar las secuencias clonadas en colonias aisladas

A futuro se pretende expresar estas proteinas de forma heterdloga y realizar ensayos

para evaluar su actividad antimicrobiana.
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MATERIAL SUPLEMENTARIO

Anexo 1: Secuencias problema (query) utilizadas para la busqueda de
AMPs mediante BLAST.
Tabla S1: Secuencias query utilizados para la blsqueda mediante BLAST por familia de AMPs. El El

namero de acccesion corresponde a las bases de datos Uniprot, Phytozome y NCBI, dependiendo de la
proteina.

AMP Especie Numero de accesién Secuencia query

MKLFLLTLLLVTLVITPSLIQTTMAGSSFCDSKC
KLRCSKAGLADRCLKYCGICCEECKCVPSGTY
Q94874 - SNAK1_SOLTU GNKHECPCYRDKKNSKGKSKCP

MAISKALFASLLLSLLLLEQVQSIQTDQVTSNAI
SEAAYSYKKIDCGGACAARCRLSSRPRLCNRA

Esnaguinas| S0/anum CGTCCARCNCVPPGTSGNTETCPCYASLTTH
tuberosum | ~g3x17 . SNAK2 SOLTU GNKRKCP
MAKSGYNASFLLLLSMFLILLTFSNVVEGYNKL
RPRDCKPKCTYRCSATSHKKPCMFFCQKCCA
TCLCVPKGVYGNKQSCPCYNNWKTQEGKPK
M1BA38 - M1BA38_SOLTU cP
Hevea EQCGRQAGGKLCPNNLCCSQWGWCGSTDE
brasiliensis | |P02877|HEVE_HEVB YCSPDHNCQSNCKD
MVNMKCVALIVIVMMAFMMVDPSMGVGECVR
Amaranthus GRCPSGMCCSQFGYCGKGPKYCGRASTTVD
caudatus |P27275|AMP_AMACA HQADVAATKTAKNPTDAKLAGAGSP

) MLNMKSFALVMLFATLVGVTIASGPNGQCGPG
Heveina WGGCRGGLCCSQYGYCGSGPKYCAHNTPLS
EIEPTDAGRCSGRGTCSGGRCCSKYGYCGTG
PAYCGLGMCQGSCLPDMPNHPAQIQARTEAA

Stellaria QAEAQAEAYNQANEAAQVEAYYQATQAQTQA
media |[EIUYT9|AMP1_STEME QPQVEPAVTKAP

Triticum AQRCGDQARGAKCPNCLCCGKYGFCGSGDA
kiharae |P85966|AMP_TRIKH YCGAGSCQSQCRGCR

MASKNSASLALFFALNILFFTLTVATNCNCKPS
PKPKPVPSPKPKPVQCPPPPRPSVPSPNPRP
VTPPRTPGSSGNSCPIDALKLGVCANVLSSLL
NIQLGQPSSQQCCSLIQGLVDVDAAICLCTALR

LTP Arabidopsis | |Q9SU35|ERLL1_ARATH | ANVLGINLNVPISLSVLLNVCNRKLPSGFQCA
thaliana

MAGVMKLACLLLACMIVAGPITSNAALSCGSV
NSNLAACIGYVLQGGVIPPACCSGVKNLNSIAK
TTPDRQQACNCIQGAARALGSGLNAGRAAGIP
|Q42589|NLTP1_ARATH KACGVNIPYKISTSTNCKTVR
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AMP

Especie

NUmero de accesiéon

Secuencia query

Lens
culinaris

|AOAT29|NLTP2_LENCU

MARGMKLACVVLVICMVVIAPMAEGAISCGAV
TSDLSPCLTYLTGGPGPSPQCCGGVKKLLAAA
NTTPDRQAACNCLKSAAGSITKLNTNNAAALP
GKCGVNIPYKISTTTNCNTVKF

Vigna radiata
var. radiata

|ADA1S3TFR4|_VIGRR

MEGVVKFACLVGFVVLVSVAKVDSAGECGKS

TTPDNEAIKLAPCASAAQDENASVSQSCCAQV

KKIGQNPSCLCAVLLSNTAKMAGVNPQIAVTIP
KRCNLANRPVGYKCGPYTLP

Prunus
armeniaca

|P82353|NLTP2_PRUAR

VTCSPVQLSPCLGPINSGAPSPTTCCQKLREQ
RPCLCGYLKNPSLRQYVNSPNARKLASNCGV
PVPQC

Tionina

Hordeum
vulgare

P01545 - THNA_HORVU

MVCLLILGLVLEQVQVEGKSCCRSTLGRNCYN

LCRVRGAQKLCAGVCRCKLTSSGKCPTGFPK

LALVSNSDEPDTVKYCNLGCRASMCDYMVNA

AADDEEMKLYLENCGDACVNFCNGDAGLTSL
TA

P21742 - THNB_HORVU

MGSKGLKGVMVCLLILGLVLEHVQVEGKSCCR
STLGRNCYNLCRVRGAQKLCANACRCKLTSG
LKCPSSFPKLALVSNSDEPDTIDYCNLGCRAS
MCDYMVNAAADDEEMKLYVEHCSDACVNFC

NGDVGLTSLTA

Triticum
aestivum

Q05806 - THN5_WHEAT

MGGGQKGLESAIVCLLVLGLVLEQVQVEGVDC

GANPFKVACFNSCLLGPSTVFQCADFCACRLP

AGLASVRSSDEPNAIEYCSLGCRSSVCDNMIN

TADNSTEEMKLYVKRCGVACDSFCKGDTLLAS
LDD

Eucalyptus
grandis

AOA059AJ89_EUCGR

MDKVKSVLVVCLVLGLFLGQSRADFQDCYVG

CFVACVVTGDNVVKCSLKCLKDCIGLPSHGLT

DAEYFCKLGCASSLCINLSSKDDPGEKRVAHC
VNSCSKTCANHA

AOAO059AI82_EUCGR

MGKVKSVFMVCLVLGLFLGQSGANFQDCYPA
CFILCAITPGRTLFSCSVECLKDCIIPPSDSLSLR
DTMYFCKLGCASSLCTNLSTKDNPREKRVAG
CVNSCSKTCTDHV

Defensinas

Eucalyptus
grandis

Eucgr.B02620.1.p

MDFSKRLIPAALIVMLLLVATEMEPMVVEARTC
ESQSQRFKGACVSKTNCASVCQTEGFHGGH
CRGFRRRCFCTKHC

Eucgr.C02231.1.p

MIEMPKVEAYCSEGIGLCGKGNECEQRCYAS

HGPGSKGSCDYNIKPPLCTCYYDCPTPPKPKV

CIGGLGLCSNACSNQCCSNRCAAKFSQGRGY
CDNSAGPWLCQCQYPC

Eucgr.H04400.1.p X

MAKYFTLCFLLLLILSCDEKRVPLAEAKDCHKV
WTCKGGDKCWQDCKNQFNGRGMCDLYTAP
PVPKQCFCAYKC

Eucgr.H05052.1.p

MEKSKMRCMGLFMMVLLVLAAQEAEGRVCES
QSHGFHGSCVSGHNCALVCRNEGFSGGRCR
GFRRRCFCTKLC
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AMP

Especie

NUmero de accesiéon

Secuencia query

Eucgr.C02234.1.p

MARLLQAYCLVLLFVLTAGLMVKTTAAKVCTE
GLGTCAGGNDCEQSCFERHGPGSQGTCDRTI
SPPLCSCIFMCPLSA

Eucgr.K01859.1.p

MQQSKSRPSIALFSEALSSSPASARTKSQRRK

AVSGSAMATKLPLSSLFLLLVLLLSVAWMPPKA

SAQPRTCSIELDSTGCRPQDCVARCAAQYRGI
GECAHQEYVSNFHCVCLYACL

Eucgr.C02268.1.p

MARLLQAYCLVLLFVLTAGLMVKTTAAKDCTE
GLGTCAGGNDCEQSCFERHGPGSQGTCDRTI
SPPLCSCIFMCPLST

Acca
sellowiana

TRINITY_DN119808_c0_g1
il
(este estudio)

MKRISICSVLLLVLLLIAGSGSMMAQVSGLCSK
KLQLPAHRCIKDECISYCKTTYGDGATGVCES
DTQPEDICLCQYPC

Nicotiana
alata

Q8GTMO - DEF_NICAL

MARSLCFMAFAILAMMLFVAYEVQARECKTES

NTFPGICITKPPCRKACISEKFTDGHCSKILRRC

LCTKPCVFDEKMTKTGAEILAEEAKTLAAALLE
EEIMDN

Petunia
hybrida

Q8H6Q1 - DEF1_PETHY

MARSICFFAVAILALMLFAAYDAEAATCKAECP

TWDSVCINKKPCVACCKKAKFSDGHCSKILRR

CLCTKECVFEKTEATQTETFTKDVNTLAEALLE
ADMMV

Q8H6QO - DEF2_PETHY

MARSICFFAVAILALMLFAAYETEAGTCKAECP

TWEGICINKAPCVKCCKAQPEKFTDGHCSKIL

RRCLCTKPCATEEATATLANEVKTMAEALVEE
DMME
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Anexo 2: Secuencias identificadas en transcriptoma de A. sellwoiana

Tabla S2: defensinas identificadas en el transcriptoma de A. sellwoiana.

Nombre Secuencia*

AsDIL MKRISICSVLLLVLLLIAGSGSMMAQVSGLCSKKLQLPAHRCIKDECISYCKTTYGDGATGVCE
SDTQPEDICLCQYPC

ASDI2a MDFSKRLIPAAFVVMLLLVATEMEPMAVEARTCESQSHRFKGACVRDSNCAAVCQTEGFQG
GHCRGFRRRCFCTKHC

ASDI2b MDFSKRLIPAAFVVMLLLVATGMEPMAVEARTCESQSHRFKGACVRDSNCAAVCQTEGFQG
GHCRGFRRRCFCTKHC

ASDf3 MDFSKRLIPAAFVVMLLLVATEMEPMAVEARTCESQSHRFKGACVRDSNCASVCQTESFQG
GHCRGFRRRCFCTKHC

ASDf4 MKTHSTSLILLFVMLISFGNELGMKQGAEAQCQETLYGGGCQDKPCNDACVQKFGPKAYGF
CFFYKKPSDTCVCRHPC

ASDfS MESLAFPRILVLVLLLSGTCMVMVPQANAQKRCVEVLDPHSCNLYNCQKACYEKHTAAQQP
RGECQHDASFNYSCACFFNC

ASDI6 MEKSKMRCCMGLFLMLLLVLAEEAEGRMCQSQSHGFHGSCVRSHNCALVCRNEGFSGGR
CRGFRRRCFCTKLC

ASDf7 MEKSKMRCCMGLFLMLLLVLAAQEAEGRMCQSQSHGFHGSCVRSHNCALVCRNEGFSGG
RCRGFRRRCFCTKLC

ASDIS MIEIPKVEAYCSEGIGLCGKGNECEQRCYAIRGLGSQGSCDYTIKPPLCTCYYDCPELLPEGYC
GSAGSCPEPRLKECNGGGGLCTIACTDQCCSDRCA

AsDf9a MEPMAVEARTCESQSHRFKGACVRDSNCASVCQTESFQGGHCRGFRRRCFCTKHC

AsDf9b MEPMAVEARTCESQSHRFKGACVRDSNCASVCQTESFQGGHCRGFRRRCFCTKHC

ASDFO MLLLFVATAEMEPMVAVEGGRMGKSLSHEYRGICIDRQCAAVCVTEGFWSGYCGGFRRHCI
CSIPCHPPRPEFHTLLHYILSCLISIMK

ASDFLL MASGRVCSFIGLLCLISLCFAEKSVAREINEETVRYVDIGPCSKFPDCNKACKEMLGLNVRGF
CKDNGAGSERCYCIVT
LSISDSFVAAWMLPKASAQPRACSVELDTSGCSPQDCVARCASQYSGIGECAHQEYVSNFHC

AsDf12
VCLYACL

ASDIL3 MATIKLPLSSLSLLLLLVLLLSAAWMLPKASAQPRACSVELDTSGCSPQDCVARCASQYSGI
GECAHQEYVSNFHCVCLYACL
MSKTYQICVLLVVLCITMVSVRTQGTGCLQLSQDFCDVITCDQNCYEFCIAKGCAPQRCRSEG

AsDf14
KCSCR

AsDf15 DDCEQRCSAKHGPGSQGTCDAAVSPPLCSCLFSCAPSA

ASDIL6 MAEVFRKCCLLIVLLVFAGWMIEIPKVEAFCSAGLGLCGKGNDCQQRCSASHGPGSQGSCD
YTIN

AsDf17 MAKYFTLCFLLLLLLLVFPWDEKRVPLAEAKDCYKVWTCKGGDRCWEDCRNRFNGRG

AsDf18 MELMVAVAGGRKHESLSRKFQGICFSKRNCTAICKPEGFESGRCRGFRRRRFCTRPCPPPSP

AsDf19a MVAVAGGRKHESLSRKFQGICFSKRNCTAICKPEGFESGRCRGFRRRRFCTRPCPPPSP

AsDf19b MVAVAGGRKHESLSRKFQGICFSKRNCTAICKPEGFESGRCRGFRRRRFCTRPCPPPSP

AsDf20

MAMVDGKLCQRRSKTWSGFCGNSGNCGRQCRNWEGARNGACHVSSQDS
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Tabla S3: esnaquinas identificadas en el transcriptoma de A. sellwoiana

Nombre Secuencia*

ASSn1 MMKKFALATFLLVALLLSSSFFDAATADSSLCDSKCAVRCSKAGRMDRCLQYCGICCEKCQC
VPSGTYGHKDECPCYRDMKNSKGKPKCP

ASSn2 MRFVSVFVCFEGLCDSKCAVRCSKAGRMDRCLQYCGICCEKCQCVPSGTYGHKDECPCYRD
MKNSKGKPKCP

ASSN3 MKMVQATVFLLACLIVSSSLLDSTMAAGSSFCGSKCSARCSKAGLKDRCIKYCRICCDKCKCV
PSGTYGNKHECPCYRDLKNSKGKPKCP

AsSnad MKFSRGFCGSKCSARCSKAGLKDRCIKYCRICCDKCKCVPSGTYGNKHECPCYRDLKNSKGK
PKCP

AsSn5 TAFCESKCRARCAKAKVKARCAKYCNICCAECKCVPSGTYGNKHQCPCYRDKKNSKGKPKCP

ASSNG MKPLFALLLCCLLLTSIFMEPVLAKPAFCESKCRARCAKAKVKARCAKYCNICCAECKCVPSG
TYGNKHQCPCYRDKKNSKGKPKCP

ASSN7 MKLAFATLLLVSLVLTPSLHAMAGGLSPQPAPSSCDAKCGGRCQNAGVKDRCLKYCGICCQ
KCQCVPSGTYGNKSECPCYRDMKNSKGTAKCP
MRFLLFRPAGSCDAKCGGRCQNAGVKDRCLKYCGICCQKCQCVPSGTYGNKSECPCYRDMK

AsSn8
NSKGTAKCP

ASSN9 MKLAFATLLLASLVLASSLHTMAGGPSPQPAPSWCDTKCNVRCQRSGWKDRCLKYCGICCQ
KCHCVPSGPYVNKSECPCYRDMKNPKGKDKCP

ASSN10 MHIHLSTTLLCTRQSGFQIHFFCFCPTGWCDTKCNVRCQRSGWKDRCLKYCGICCQKCHCVP
SGPYVNKSECPCYRDMKNPKGKDKCP

ASSN11 AGVPSIFSRSVSRPRVVLAALEIVVIRRPCVVEYCGNKCEGRCAKAGVMDRCIKYCNICCEECR
CVPSGTYGNKHECPCYRDKRSSKGKPKCP

ASSN12 MKLLLAPALLLCSLLLSFALLGPSSTMSQYCGNKCEGRCAKAGVMDRCIKYCNICCEECRCV
PSGTYGNKHECPCYRDKRSSKGKPKCP

ASSN13 MSLSKVLACLLLSLLVLNQLVEAAEATELSSESVESSAAKKIDCGAACAARCRLASRQKICKRA
CGTCCARCNCVPPGTAGNRDVCPCYASMTTHGGRLKCP

AsSnida SSADCESRCKYRCSKSSRHKMCIRACNTCCQRCNCVPPGTSGNEDVCPCYANMTTHGGRHK
CP

AsSnidb SSADCESRCKYRCSKSSRHKMCIRACNTCCQRCNCVPPGTSGNEDVCPCYANMTTHGGRHK
CP

ASSN15 MASAKTSILFAILCLVLVHELLVFGGEQFQAEAKKIDCESRCKYRCSKSSRHKMCIRACNTCC
QRCNCVPPGTSGNEDVCPCYANMTTHGGRHKCP
GLHLRCVDCGGACAARCQLSSRPRLCQRACGTCCARCNCVPPGTSGNLDVCPCYANMTTRG

AsSnl16
NKRKCP

ASSN17 MAVHKLLIASILVSVLLLQLAEADQMQGVGNAGDSSKLPKMDCGGACAARCQLSSRPRLCQR
ACGTCCARCNCVPPGTSGNLDVCPCYANMTTRGNKRKCP

ASSn18 MDCGGACAARCQLSSRPRLCQRACGTCCARCNCVPPGTSGNLDVCPCYANMTTRGNKRKC
P

ASSN1O ITNSCPSYEPFSDCGAACAARCQLASRQRLCHRACGTCCNRCNCVPPGTSGNRDVCACYAT
MTTHGGRLKCP

AsSn20a MRGFLTDKLPPLQCADCGGLCKERCSLHSRPNVCARACGTCCFRCKCVPPGTSGNRELCGK
CYTDMTTHGNRTKCP

AsSn20b MRGFLTDKLPPLQCADCGGLCKERCSLHSRPNVCARACGTCCFRCKCVPPGTSGNRELCGK
CYTDMTTHGNRTKCP

AsSn21 QLHFSLTKNLQVSSDIDRENSHTQIVKGANRRLLQTLDCGGLCKERCSLHSRPNVCARACGTC
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CFRCKCVPPGTSGNRELCGKCYTDMTTHGNRTKCP

LRLSVTSVLLYFSQIVKGANRRLLQTLDCGGLCKERCSLHSRPNVCARACGTCCFRCKCVPP

ASSN22 | ST SGNRELCGKCYTDMTTHGNRTKCP

Assnpza | MRGFLTDKLPPLQCADCGGLCKERCSLHSRPNVCARACGTCCFRCKCVPPGTSGNRELCGK
CYTDMTTHGNRTKCP

nesnzap | MRGFLTDKLPPLQCADCGGLCKERCSLHSRPNVCARACGTCCFRCKCVPPGTSGNRELCGK
CYTDMTTHGNRTKCP

nssnzae | MRGFLTDKLPPLQCADCGGLCKERCSLHSRPNVCARACGTCCFRCKCVPPGTSGNRELCGK
CYTDMTTHGNRTKCP

ncsnoa | MALRLLLLVAFLLVCTIQUSSDIDRENSHTQIVKGANRRLLQTLDCGGLCKERCSLHSRPNVCA
RACGTCCFRCKCVPPGTSGNRELCGKCYTDMTTHGNRTKCP
MAFKAMLFLVATFLLINTRVSSSDEELKMKAPSPPYAQVPVAAPAPAKLPAKPPTPSPPSKATP

AsSn25  |PPAKPPTPTPLPPVKSKADCIPLCDQRCKLHSRKRVCMRACMTCCDRCRCVPPGTYGNREMC
GKCYTDMTTHGNRVKCP

Acsnoga | ESDYTELGEPYLVAADCIPLCDQRCKLHSRKRVCMRACMTCCDRCKCVPPGTYGNRERCGK
CYTNMTTHGNRIKCP

nesnogh | ESPYTELGEPYLVAADCIPLCDQRCKLHSRKRVCMRACMTCCDRCKCVPPGTYGNRERCGK
CYTNMTTHGNRIKCP
MASKTVLLLLGLLLLVTTQVSSDDNEEQLILKAPYAKVPTPSPVKAPAPAKVPVKALPTLAPVT
KTPPPLPPVTKPLPPPLPPVAKPPPTLPPETKPLPPPLPPVAKPPLPPVAKPPPTLPPFTKPLPP

AsSn27  |PLPPVTKPPLPPVANPPPTLPPFTKPLPPPLPPVAKPPLPPVAKPPPTLPPFTKPLPPPLPPVTK
PPPTLPPYTKPLPPPLPPVMKPPPTLPPVMPPAAPPLPPVRSKADCIPLCDORCKLHSRKRVC
MRACMTCCDRCKCVPPGTYGNRERCGKCYTNMTTHGNRIKCP

nssnog | MKPPPTLPPVMPPAAPPLPPVRSKADCIPLCDQRCKLHSRKRVCMRACMTCCDRCKCVPPGT
YGNRERCGKCYTNMTTHGNRIKCP
MASKTVLLLLGLLLLVTTQVSSDDNEEQLILKAPYAKVPTPSPVKAPAPAKVPVKALPTLAPVT

Assnzg | KTPPPLPPVTKPLPPPLPPVAKPPPTLPPFTKPLPPPLPPVTKPPLPPVAKPPPTLPPFTKPLPP
PLPPVTKPPPTLPPYTKPLPPPLPPVMKPPPTLPPVMPPAAPPLPPVRSKADCIPLCDQRCKLH
SRKRVCMRACMTCCDRCKCVPPGTYGNRERCGKCYTNMTTHGNRIKCP
FTRYLECGPRCKERCSKTAYKKPCMFFCQKCCAKCLCVPPGTYGNKQLCPCYNNWKTKRGG

AsSn30a
PKCP
FTRYLECGPRCKERCSKTAYKKPCMFFCQKCCAKCLCVPPGTYGNKQLCPCYNNWKTKRGG

AsSn30b
PKCP
FTRYLECGPRCKERCSKTAYKKPCMFFCOKCCAKCLCVPPGTYGNKQLCPCYNNWKTKRGG

AsSn30c
PKCP

ncsnal | MFPGDDHRGPITTAPGNSRQSARGNVFLECQLSDLYIFASVDFFFLFLFFSQYGAREGSLKPQ
ECGPRCKERCSKTAYKKPCMFFCQKCCAKCLCVPPGTYGNKQLCPCYNNWKTKRGGPKCP

nesngp | MARKVSFVILSLFTLLLLIPENQATITEAPSPQPQATPGNLPAYGAREGSLKPQECGPRCKERC
SKTAYKKPCMFFCQKCCAKCLCVPPGTYGNKQLCPCYNNWKTKRGGPKCP

nesnza | LVRKLLCFQATITEAPSPQPQATPGNLPAYGAREGSLKPQECGPRCKERCSKTAYKKPCMFFC
QKCCAKCLCVPPGTYGNKQLCPCYNNWKTKRGGPKCP

ncsnaa | TSTGLVGICLQHGTTQGSLKPQDCGPRCTSRCSQTSYKKPCMFFCQKCCAKCLCVPAGTYGN
KQTCPCYNNWKTKRGGPKCP

ncsgs | MAKAQRILVLCIALLLVLAQENEVFGSVELGFDVTVEYDVRASQGSHQMHGTTQGSLKPQDC
GPRCTSRCSQTSYKKPCMFFCQKCCAKCLCVPAGTYGNKQTCPCYNNWKTKRGGPKCP

nesnzg | CLVFLQLFFADCGPRCTSRCSQTSYKKPCMFFCQKCCAKCLCVPAGTYGNKQTCPCYNNWK
TKRGGPKCP

nesngy | MAMTKLACVLLLALLGISMVATQVMAKEAQYHLDSAYGPGSLKSYQCSGQCSRRCKQTQYK

KPCLFFCNKCCAKCLCVPPGFYGNKQVCPCYNNWKTKRGGPKCP
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GNSNQKAFDENLTECSGQCSRRCKQTQYKKPCLFFCNKCCAKCLCVPPGFYGNKQVCPCYN

AsSn38 NWKTKRGGPKCP

AsSn39 LVEQQVHGKLRPSDCPKKCKFRCSATSHKKPCMFFCQKCCAKCLCVPPGTYGNKQVCPCYN
SWKTKEGGPKCP

ASSN40 MARRPYTSFLVLSLLLLIALSNVAEVHGKLRPSDCPKKCKFRCSATSHKKPCMFFCQKCCAKC
LCVPPGTYGNKQVCPCYNSWKTKEGGPKCP

AsSnal AFNAKTLTYDVVDCPKKCKFRCSATSHKKPCMFFCQKCCAKCLCVPPGTYGNKQVCPCYNS
WKTKEGGPKCP

AsSn42 MASFSLLRSSLLFFLVASMCFVEVSLAGGEGSLRPDQCAAACDYRCSETSHRKPCLFFCNKC

CAKCLCVPSGTYGHKEECPCYNNWKTQEGKPKCP

Tabla S4: tioninas identificadas en el transcriptoma de A. sellwoiana

Nombre Secuencia*

ASTHL MDKVKSVFVVCLVLGLFVGQPSAGGIKPCYKRCYFHCVIDPRRSLPYCHDKCMKHCLPPSSD
NLKDTRYFCKLGCAYSSCTTFSSKDDPSVRGMP
MDKVKSAFVVCLVLGLFLGQSRADFEDCYQICFILCAITPGNSLFSCSVKCLKDCIVPPSDSLGD

AsTn2 TQYFCKLGCAASSCTNLSSKDNPGNKSLSLSLSLSLSLYVCVCVCGSSYFCSCLCRSGEKRVA
GCVDSCSETCANHV
MDKVKSAFVVCLVLGLFLGQSRADFEDCYQICFILCAITPGNSLFSCSVKCLKDCIVPPSDSLGD

AsTn3 TQYFCKLGCAASSCTNLSSKDNPGNKSLSLSLSLSLSLYVCVCVCGSSYFCSCLCRSGEKRVA
GCVDSCSETCANHV

AsTna MDKVKSAFVVCLVLGLFLGQSRADFEDCYQICFILCAITPGNSLFSCSVKCLKDCIVPPSDSLGD
TQYFCKLGCAASSCTNLSSKDNPGEKRVAGCVDSCSETCANH

ASTRS MEIKPFDKIMTLFLMMMLLGVSSQESQSTDCISHCVLSCANGHVALPLSCFYDCLKECQDNSP
NPAPINQCDLDCVTETCLDDDTDARKARVCADECSDICKWPSKPH

ASTNG MDVKSCAVLVVLMLVATIALQASATEVKSFKSDLCKVQCLVDCAAVPNKRACYLTCYRNCVGA
SEVETFESQCNLDCIVSKCFDLLPDVKKVEGCVSSCSKNCKRS

ASTN7 MEVEASKKMVMMLMVGLIISRSFVEITATDCDKLCRDFCAGSFTPSFCYLICMRGCVKRDALVP

QELGHFQLGCVASTCIDHRSDVKKVEADKEKAEACVDSCSENCQKSYGPH

Tabla S5: hevein-like identificadas en el transcriptoma de A. sellwoiana

Nombre

Secuencia*

AsHv1

MRISTLAFLSLVSGALAGNCGPDNGNKKCAATECCSQYGWCGTTKDHCDLPTCIKAFSGASSP
CEPSGSTPTTTLKTSVVKQATSPATTFPSTVPNIDVCGSAQGGVTCPGVGADGYFYRCCSSAG
HCGPKNDIQDQALYCGDGCQAGFGKCDSMAGPPVPTQTPGTAGDGETCGPIVNRKCGGSLCC
SGSNFCGSGVDFCGAANWCQSKWGRCD

AsHv2

ISKSYITSVGRRRSSSTMRTTILGVSALIGLATANISFTWVQPTCDITSDFDPCLTGQHCTEENTC
AADIHSDRSKVSARSRSSIRFVPEKRQAQYSLDGKCGPANGNLLCDPNSVNYQGTCCSEYGW
CGNTPTHCGTGCQSGCNNGAAPTTAQ

AsHv3

MHFSNALAVLVASPLVAAHSGIPGAPKIFGLPRDSKAGAPVVPRVIRHPTEPKGGLETRQGGQ
NGRCGPNFGGASCAAGYCCSGAGYCGTTKDHCAAPDCLLDYGPGCDANTTPSGASTRNDPR
POKGNVAYGGEGVYTCQTPGTVAITYDDGPYSFTNGVLDQFASYGFKATFFVTGINIGKGAIDTT
ASWSNVIKRMVAEGHQVASHTWSHQDLSAITDAQRYDQMVKNEMAIRNIIGKYPTYMRPPYSS
CNDACQNVMKNLGYVVSYFDLDTDDYNQLSNIQVAQNNFKTILDQTEGGSASGDRLAIAHDIHE
VSANQLTAYMLSYLKERGYRGVTMGECMGEPESNWYRTSGEGGGSTTPPPTTGGSVSTDGT
CGVQGGKTCTNSSFGNCCSAFGWCGSSTDHCGTGCNSSFGTCSNGGGSTTPTPAPSKPVST
DGTCGTQGGATCAGSTFGDCCSQYGWCGSSTGHCGSGCDSSSGTCS

AsHv4

MHIPLIHHYKYPSLSSSKLQSNIPPFKMMTTLKLKKLLLTAAALTAIVVTALPHTASAQNCGCSAD
QCCSQWGYCGTGDDYCGTGCQAGPCNAPPPTNGVSVADVVTEAFFDGIIGEAAESCEGKGFY
TREKFLEAVGSYPQFGKVGSVDDSKREIAAFFAHVTHETIHFCYIEEIDGPSKDYCDEKNTQYPC
NPNKGYYGRGPIQLSWNFNYGPAGESIGFDGLNSPETVATDPLIAFKTALWYWMNFVRPVINQ
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GFGATIRVINGALECDGGNPATVQARVQYYTEYCNQFGVAPGDNLTC

AsHV5

MAKSVKIARALLNVLVVSGLIAGFLPAHVFGQNCGCAADLCCSQYGYCGTGDQYCGTGCQSG
PCSSSSTPTTPSSGTSVADVVTDSFFNSIIGQAAASCAGKSFYTRQAFLDAAGAYPEFGTVGSA
DDSKREIAAFFAHVTHETGRKNLNKMFKVL

AsHv6

MAKSVKIARALLNVLVVSGLIAGFLPAHVFGQNCGCAADLCCSQYGYCGTGDQYCGTGCQSG
PCSSSSTPTTPSSGTSVADVVTDSFFNSIIGQAAASCAGKSFYTRQAFLDAAGAYPEFGTVGSA
DDSKREIAAFFAHVTHETGHFCYIEEIDGASKDYCDETNTQYPCNPNKGYYGRGPIQISWNYNY
GPAGQSIGFDGLGSPETVANDAIVSFKTAFWFWMNNVHSIITSGQGFGATIRAINGGECGGGNS
GAVQARVQYYTDYCNQLGVSPGDNLTC

AsHv7

MDRNALTDILVACLAVLALVVPHVTAQNCGCAAGLCCSRYGYCGTSHDYCGPGCQAGPCDPA
AAPPATNAVVVGNIVTDAFFNGIINQAAASCAGKRFYSRKAFLDAIGSFPRFGRVGSVDNSKREI
AAFFAHVTHETGHFCYIEEIDGRTDPKKTYCDPNVPQYPCKPGKKYFGRGPLQISWNYNYGPA
GESLGFDGLNAPETVANNPVVAFKTALWFWRTNDLQSKISSQGFGATIRAINGMECNGGNPGA
VQARVTYYNNYCRQFGVAPGGNLSC

AsHv8

HKEGALEKRQGDAQCGAGIGSCAAGQCCSQAGYCGTDPDYCYSPGCNYQYGPGCPDNAVPS
GTNTSTIARTQLGSVAVGGEGIYNCQQVGTIALTYDDGPAKTLTAHILDLMKSYNAKATFFITGNN
INKGQIDITQEYIDVIKRMDSEGHQIASHTWTHLDLSAISQLDRKNQMWKNEMALRNIVGKIPTYM
RPPYSSCTGQCETDMAALGYHVIYFDVDTDDYNQDDPTLIQHSKDWFKGNITAGGATAAKNTW
LDIQHDIHVQTANNLTEFMLQTITSLG

AsHv9

TTDHCGTGCQTGFGTCSGSAVVSSAAASPSAVKTSSAAAASASAAKKVSTDGSCAGTSGFTCS
GSSFGNCCSQYGWCGTTTGHCGTGCQTSFGTCT

AsHv10

QISTSGKCGVANGGLTCTGSSFGECCSQFGFCGRSSAHCNTGCQPAFGKGCKNPVGSIGGLQI
SPDGSCGGGTGYTCQGSQFGNCCS

AsHv11

PECGEGIGSCPAGKCCSRAGYCGTDDAFCYSPGCKYQYGPGCPENNPPSGTNTSSVTRDKLG
SIAYGGDGIFRCVTPGTVALTFDDGPQTNFTDRILDIFKSYDAKGTFFVTGNNINKGQIDLKHAAT

LKRIDAEGHQVASHTWTHLDLSQLSSLDRKNQMWMNEMAIRNVLGKIPTYMRPPYSSCTKDSG
CQQDMADLGYHITNFNVDTDDYNQITAENIQKSKDWFKGNITKDGATSQKGDKWLSISHDIIEQT
AN

AsHv12

VKSSAGVSATSSANKVSTDGTCAGTGKQTCQGSTFGNCCSQYNYCGSTGDHCGTGCQSGFG
TCGSSSASKAAAVTTTKATPTNATTS

Tabla S6: LTPs identificadas en el transcriptoma de A. sellwoiana

Nombre Secuencia*
MACSKSTASLALFFTLNLLFFALVSSCGTCPSPRPRPRPRPRPRPRPTPTPTPTPVTPTPTPVTP

AsLTP1 TPSTGACPRDALKLGICADVLGSLLNVTIGTPPVTPCCSLLAGLVDLEAAVCLCTAIRANILGINLNI
PLSLTLLLNVCSRTVPPGFQCA
MASRTLATTALLLSLNLLFFTMVSSTYCPPPPPKHHPKHPPKPTPTPTPAKATCPKDTLKLGVCA

AsLTP2 DVLKSLLHLVVGTPPKTPCCSLIGGLADLEAAVCLCTAIKANVLGIHLNVPVSLSLLLNYCGKKVPS
GFQCA

ASLTP3 MASKTYAALALVLSLNIVFASLVAAGPPKLISNSGASCPRDALKLGICANLLGSLLNITIGTPPKEPC
CSLIAGLADLEAAVCLCTAIKANVLGINLNVPLSLSLLLNVCTKKVPPGFQCA

ASLTP4 MASKTVATGAILLVNLLFFTMVSSTHVPCLPPPPKTLKHPSPSSPAAAACPKDTLKLGVCANLLND
LLHLVVGTPPKTPCCSLIEGLADLEAAVCLCTAIKANILGINLNVPISLSLLLNYCGKGVPKGFQCA

ASLTP5 MARSTPILILSLLLLAAVSNACNTCMLPSPPPPTSCPPTPATACPRDTLKLGVCVDLLGGVVGVVV
GTPASSPCCALLKGLAGLDVALCLCTAIKANVLGINLNVPIALSTIVSACGESIPPGFKCE

ASLTPG TPRRIPAAQASSGVPVPCPPPPPAPAAPQTCPIDTLKLGACVDVLGGLVHVGIGSSAKDTCCPVL
QGLLDLDAAVCLCTTIRAKLLNISIVIPIALQVLVDCGKTTPPGFQCPA
MFPKCPRTTVTVLVLLNIIFFTCVSSHNLPCPPKVPSPSPPPPAPEGLGKCPKDKLKFGVCGSWL

AsLTP7 GLVTENIGAKPSKECCTLVAGLADLEAALCLCTAIKANVLGLVKIKVPVALSLLVNGCGKKVPQGF
VCA

AsLTP8 MGSETMATFFISMLLLLLSLPPIYACGYCAPPRPPYHGPTIPRRPGPRPHPGPRHHGGKSGGSG
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GSRGGGGGRGGGRGGGYTPRVPTPHPPVVLPPIVNPPPVTNPPGIVPPITNPPGGIVPPIINPPGI
LPPITNPPPTPPSSPCPPYGGSPPGGSKGGGVPNPPTTPTTCPINALKLGLCLDVLGGLVHIGIGN
PIENVCCPVLQGLLELEAAICLCTAIRLKLLNLNIFIPLALQVLATCGITPPPGFVCPPL

AsLTP9

MGSETMATFFISMLLLLLSLPPIYACGYCAPPRPPYHGPTIPRRPGPRPHPGPRHHGGKSGGSG
GSRGGGGGRGGGRGGGYTPRVPTPHPPVVLPPIVNPPPVTNPPGIVPPITNPPGGIVPPIINPPGI
LPPITNPPPTPPSSPCPPYGGSPPGGSKGGGVPNPPTTPTTCPINALKLGLCLDVLGGLVHIGIGN
PIENVCCPVLQGLLELEAAICLCTAIRLKLLNLNIFIPLALQVLATCGITPPPGFVCPPL

AsLTP10

MGSETMATFFISMLLLLLSLPPIYACGYCAPPRPPYHGPTIPRRPGPRPHPGPRHHGGKSGGSG
GSRGGGGGRGGGRGGGYTPRVPTPHPPVVLPPIVNPPPVTNPPGIVPPITNPPGGIVPPIINPPGI
LPPITNPPGGIVPPIINPPGILPPITNPPPTPPSSPCPPYGGSPPGGSKGGGVPNPPTTPTTCPINA
LKLGLCLDVLGGLVHIGIGNPIENVCCPVLQGLLELEAAICLCTAIRLKLLNLNIFIPLALQVLATCGIT
PPPGFVCPPL

AsLTP11

MGSETMATFFISMLLLLLSLPPIYACGYCAPPRPPYHGPTIPRRPGPRPHPGPRHHGGKSGGSG
GSRGGGGGRGGGRGGGYTPRVPTPHPPVVLPPILNPPPVTNPPGIVPPITNPPGGIVPPIINPPGI
LPPITNPPPTPPSSPCPPYGGSPPGGSKGGGVPNPPTTPTTCPINALKLGLCLDVLGGLVHIGIGN
PIENVCCPVLQGLLELEAAICLCTAIRLKLLNLNIFIPLALQVLATCGITPPPGFVCPPL

AsLTP12

MDSSKIHALSLILMLCLSSAAPILGCGSCGKAAPKHKKPGHKHHPKGPIVVVPPITLPPIVKPPVTL
PPIVKPPITLPPIVKPPITLPPVTVPPITVPPVINPPVAKPCPPPPATCPIGTLKLGACVDLLGGLVHI
GLGDPVVNECCPVLQGLVELEAAVCLCTTLKLKLLNLSIYVPLALQLLVTCGKTPPPGYTCSL

AsLTP13

MDSSKIHALSLILMLCLSSAAPILGCGSCGKAAPKHKKPGHKHHPKGPIVVVPPITLPPIVKPPVTL
PPIVKPPITLPPIVKPPITLPPVTVPPITVPPVINPPVAKPCPPPPATCPIGTLKLGACVDLLGGLVHI
GLGDPVVNECCPVLQGLVELEAAVCLCTTLKLKLLNLSIYVPLALQLLVTCGKTPPPGYTCSL

AsLTP14

MDSSKIHALSLILMLCLSSAAPILGCGSCGKAAPKHKKPGHKHHPKGPIVVVPPITLPPIVKPPVTL
PPIVKPPITLPPIVKPPITLPPVTVPPITVPPVINPPVAKPCPPPPATCPIGTLKLGACVDLLGGLVHI
GLGDPVVNECCPVLQGLVELEAAVCLCTTLKLKLLNLSIYVPLALQLLVTCGKTPPPGYTCSL

AsLTP15

MESNHLILVFLIWASIACLSSTSNLPSEYSIVGENPEKSLLLPEGRVLELFRRWQEKHHKVYKHAA
EAEKRLENFRKNLRHVIERSSRQKSPAASRVGLNKFADLSNEEFREVYLSKVKKPASKKWNHKK
MSLKGKMKTCDAPSSLDWRNYGIVTAVKDQGECGSCWAFSSTGAMEGINALVNGDLVSLSEQE
LVSCDTTNYGCEGGYMDYAFEWVINNGGIDSEADYPYTSSDGETGSCVTSKEENKVVSIDGYED
VAESDSALLCAVVQQPISVGMDGSALDFQLYTGGIYNGSCSDDPDDIDHAVLIVGYGSESGEDY
WIVKNSWGTDWGIDGYFYILRNTDIEYGVCAINAMASYPTKESSSAPSPTSPPTPPSPATPPPPP
PPVTPPPPPPPPPSPSPSECGDFSYCPTDETCCCIFEFFDYCLVYGCCEYENAVCCTGTEYCCP
SDYPICDVDEGLCLKVWKSPSSSF

AsLTP16

MESNHLILVFLIWASIACLSSTSNLPSEYSIVGENPEKSLLLPEGRVLELFRRWQEKHHKVYKHAA
EAEKRLENFRKNLRHVIERSSRQKSPAASRVGLNKFADLSNEEFREVYLSKVKKPASKKWNHKK
MSLKGKMKTCDAPSSLDWRNYGIVTAVKDQGECGSCWAFSSTGAMEGINALVNGDLVSLSEQE
LVSCDTTNYGCEGGYMDYAFEWVINNGGIDSEADYPYTSSDGETGSCVTSKEENKVVSIDGYED
VAESDSALLCAVVQQPISVGMDGSALDFQLYTGGIYNGSCSDDPDDIDHAVLIVGYGSESGEDY
WIVKNSWGTDWGIDGYFYILRNTDIEYGVCAINAMASYPTKESSSAPSPTSPPTPPSPATPPPPP
PPVTPPPPPPPPPSPSPSECGDFSYCPTDETCCCIFEFFDYCLVYGCCEYENAVCCTGTEYCCP
SDYPICDVDEGLCLKVWKSPSSSF

AsLTP17

MESNHLILVFLIWASIACLSSTSNLPSEYSIVGENPEKSLLLPEGRVLELFRRWQEKHHKVYKHAA
EAEKRLENFRKNLRHVIERSSRQKSPAASRVGLNKFADLSNEEFREVYLSKVKKPASKKWNHKK
MSLKGKMKTCDAPSSLDWRNYGIVTAVKDQGECGSCWAFSSTGAMEGINALVNGDLVSLSEQE
LVSCDTTNYGCEGGYMDYAFEWVINNGGIDSEADYPYTSSDGETGSCVTSKEENKVVSIDGYED
VAESDSALLCAVVQQPISVGMDGSALDFQLYTGGIYNGSCSDDPDDIDHAVLIVGYGSESGEDY
WIVKNSWGTDWGIDGYFYILRNTDIEYGVCAINAMASYPTKESSSAPSPTSPPTPPSPATPPPPP
PPVTPPPPPPPPPSPSPSECGDFSYCPTDETCCCIFEFFDYCLVYGCCEYENAVCCTGTEYCCP
SDYPICDVDEGLCLKNSGDYLGVAAKRRKMAKHKFPWTKIEETQKSYHPLQWKRNRFAAAMR

AsLTP18

MESNHLILVFLIWASIACLSSTSNLPSEYSIVGENPEKSLLLPEGRVLELFRRWQEKHHKVYKHAA
EAEKRLENFRKNLRHVIERSSRQKSPAASRVGLNKFADLSNEEFREVYLSKVKKPASKKWNHKK
MSLKGKMKTCDAPSSLDWRNYGIVTAVKDQGECGSCWAFSSTGAMEGINALVNGDLVSLSEQE
LVSCDTTNYGCEGGYMDYAFEWVINNGGIDSEADYPYTSSDGETGSCVTSKEENKVVSIDGYED
VAESDSALLCAVVQQPISVGMDGSALDFQLYTGGIYNGSCSDDPDDIDHAVLIVGYGSESGEDY

60




WIVKNSWGTDWGIDGYFYILRNTDIEYGVCAINAMASYPTKESSSAPSPTSPPTPPSPATPPPPP
PPVTPPPPPPPPPSPSPSECGDFSYCPTDETCCCIFEFFDYCLVYGCCEYENAVCCTGTEYCCP
SDYPICDVDEGLCLKNSGDYLGVAAKRRKMAKHKFPWTKIEETQKSYHPLQWKRNRFAAAMR

MASYPTKESSSAPSPTSPPTPPSPATPPPPPPPVTPPPPPPPPPSPSPSECGDFSYCPTDETCC

AsLTP19 |CIFEFFDYCLVYGCCEYENAVCCTGTEYCCPSDYPICDVDEGLCLKNSGDYLGVAAKRRKMAKH
KFPWTKIEETQKSYHPLQWKRNRFAAAMR

AsLTP20 | MASYPTKESSSAPSPTSPPTPPSPATPPPPPPPVTPPPPPPPPPSPSPSECGDFSYCPTDETCC
CIFEFFDYCLVYGCCEYENAVCCTGTEYCCPSDYPICDVDEGLCLKVWKSPSSSF
MLDLRKVSPLLLFLTFLIFGFGTPSTTSAATAAADKSGASTTPALAAVVSRDQVTCTMCAACENP

AsLTp21 | CQPVPSPPPPPPEVECPPPPSPQPPPSALPPPSPPPPEAECPPPPPMPPACGACESPGTGSIVT
SPPPPATSGGGGGGVYPPPYGGYYPMQPPPNPIVPYFPYYYYNPPQASVASSSLHLETTAAGF
ATSLVLSGLLYVLLLRF

AsLTP22 | MAPSALLKLACVLLACMVAAAPAARAAVTCGQVTGALAPCIPYARSGSGPVPASCCNGIRSLNSA
AQTTPDRRATCRCLKSASGSISGLNYGVVSGLPGKCGVSIPYKISPSTNCDSVK

AsLTp23 | MARYGLSRLVCVTLLCLVVASSVAEAAVTCGQVASALAPCISYARSGRGPVPAGCCNGIRSLNN
AARTTPDRQATCRCLKAAAGGISGINYGVVAAIPGKCGVSIPYKISPSTNCNSVK

AsLTP24 | MAPSALLKLACVLLACMVAAAPAARAAVTCGQVTGALAPCIPYARSGSGPVPASCCNGIRSLNSA
AQTTPDRRATCRCLKSASGSISGLNYGVVSGLPGKCGVSIPYKISPSTNCDRYVLF
MAPSALLKLACVLLACMVAAAPAARAAVTCGQVTGALAPCIPYARSGSGPVPASCCNGIRSLNSA

AsLTP25 |AQTTPDRRATCRCLKSASGSISGLNYGVVSGLPGKCGVSIPYKISPSTNCDRYVILVSRSEGVTK
PYFSL

AsLTP26 | MADLSKLSCFLLLACLVAPLQPIGSAAVTCSQVSTSMAPCIGYLRGGGPLPDACCSGVQSLNGAA
RTTADRQAACRCLQSAAGSIPGINLGLAAGLPGKCGVNVPYKISPSTNCNSVK

AsLTP27 | MARYGLSRLVCVTLLCLVVASSVAEAAVTCGQVASALAPCISYARSGRGPVPAGCCNGIRSLNN
AARTTPDRQATCRCLKAAAGGISGINYGVVAAIPGKCGVSIPYKISPSTNCNRSRYSTKALTYKRH

AsLTP2g | MADLSKLSCFLLLACLVAPLQPIGSAAVTCSQVSTSMAPCIGYLRGGGPLPDACCSGVQSLNGAA
RTTADRQAACRCLQSAAGSIPGINLGLAAGLPGKCGVNVPYKISPSTNCNS

AsLTP29 | MASLKLLCLALVVGLAAVAPLAASGVNCGQVASYVAPCLGYLRVGGLIPQACCNGIRSLNTAAKD
TPNRQATCRCLQAAAGNIRGLKLGLVSALPGKCGINVPYKISPSTDCSRVR

AsLTP30 | MANPGLLKTAALAVAVVCMLVANAPPAAAQMSSCNQVVNTLMPCASYVLNGGAVPAACCNGIR
SLYSAAKTTADRQGVCKCLESAINGIPYNAYNAGLAEGLPGKCGVNIPYKISPSTDCKSVQ
MANPGLLKTAALAVAVVCMLVANAPPAAAQMSSCNQVVNTLMPCASYVLNGGAVPAACCNGIR

AsLTP31  |SLYSAAKTTADRQGVCKCLESAINGIPYNAYNAGLAEGLPGKCGVNIPYKISPSTDCKRQKHRHFI
ERH

AsLTp32 | MANPGLLKTAALAVAVVCMLVANAPPAAAQMSSCNQVVNTLMPCASYVLNGGAVPAACCNGIR
SLYSAAKTTADRQGVCKCLESAINGIPYNAYNAGLAEGLPGKCGVNIPYKISPSTDCKRQVLHHL

AsLTp33 | MKGAALAVALAAVVAVVALMASQVEGITCGQVNKSLGPCAPYLTKGGDPGSACCNGVRELKNS
TPYPADRRAACVCIKELASRVHNIKADAAAALPGKCGVSIGVPIRTDVDCNSIS

AsLTP34  |MRPSSFAVLALLVALFLLLARFPVSESAVSCSDVLKDLKPCVSYLKSGSGMPPAACCAGVSALAN
AATSSADKKAACVCIKNAAQKMNPNAQLAQALPGNCKITLPVAVSANVDCSKVG
MRPSSFAVLALLVALFLLLARFPVSESAVSCSDVLKDLKPCVSYLKSGSGMPPAACCAGVSALAN

ASLTP35  |AATSSADKKAACVCIKNAAQKMNPNAQLAQALPGNCKITLPVAVSANVDCSKYVFENLALKFFEKE
QIITHREKNLRELPLVLSYASELFGLSF

AsLTP36 |MPDGQAACKCLKSASESISGLNYGVVAGLPGKCGVSIPYKISPSTNCDR

AsLTPa7 | MAARRMEAALVLAAVAMLWVRVAAQSSCTNVLISLSPCLNYITGNSSNPSPNCCAQLASVVRSQ
PQCLCQVLSGGGSSLGINVNQTQALALPGACNVQTPPISRCNGKQIQMMMVFSFKIQKG

AsLTp3g | MAARRMEAALVLAAVAMLWVRVAAQSSCTNVLISLSPCLNYITGNSSNPSPNCCAQLASVVRSQ
PQCLCQVLSGGGSSLGINVNQTQALALPGACNVQTPPISRCNGKQIQMMMVFSFKIQKG

AsLTP39  |MAARRMEAALVLAAVAMLWVRVAAQSSCTNVLISLSPCLNYITGNSSNPSPNCCAQLASVVRSQ
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PQCLCQVLSGGGSSLGINVNQTQALALPGACNVQTPPISR

AsLTP40

MTHKVFLTTPPQFTDDNPSPTAAMTAPRSAMLVTVLVAVAVALLWAGAEAQTSCSNALTSLSPC
LSFITGNSSAPSPACCTQLASVVNSEPLCLCAVLNGSASSALGVNINQTQALQLPPACNVQTPPT
SSCNAALSPAGSPAGSPTSTPGTRASLSLSLP

AsLTP41

MTHKVFLTTPPQFTDDNPSPTAAMTAPRSAMLVTVLVAVAVALLWAGAEAQTSCSNALTSLSPC
LSFITGNSSAPSPACCTQLASVVNSEPLCLCAVLNGSASSALGVNINQTQALQLPPACNVQTPPT
SSCNAALSPAGSPAGSPTSTPGGSSSDGSSASLRWSLVLFTLFMASHEAVMLMQNNLEPI

AsLTP42

MRYVRHGKGSRHCLPTCCSGLQQLARNVQSVNDKQDICRCLKAGAKFVGGLQDKFPSQIPTAC
HINVGFPVSANVRCEKIHSAVWR

AsLTP43

MGSKTSNGQLAAKVLFFSIIMFMSSNPVNSITCQDALKVVLPCGPFALGAVPPPPSAECCSGAQA
LASMANTTEARRTLCQCYKDIPPSVGIKPERVQEIPQYCKVNVTIPTDPHVDCSSIP

AsLTP44

MAARRMEAALVLAAVAMLWVRVAAQSSCTNVLISLSPCLNYITGNSSNPSPNCCAQLASVVRSQ
PQCLCQVLSGGGSSLGINVNQTQALALPGA

AsLTP45

MAARRMEAALVLAAVAMLWVRVAAQSSCTNVLISLSPCLNYITGNSSNPSPNCCAQLASVVRSQ
PQCLCQVLSGGGSSLGINVNQTQALALPGA

AsLTP46

LGSIVQSQPRCLCLLLNGTASSLGYNINQTLALALPGACNVNMPSASLCKSPSPSSAPTTSPPAD
DNTPVAPTASSTPTVPSGSKTTPTTSGSKGIGVSLGSILFALILASFGSNPLKF

AsLTP47

MALKNLEIMGLALLTVLAAALLARPGLAQSTSGCTQVLMTLTPCLNYVTGNSSAPSSTCCSTLGSI
VQSQPRCLCLLLNGTASSLGYNINQTLALALPGACNVNMPSASLCKSPSPSSAPTTSPPADDNTP
VAPTASSTPTVPSGNNLTSLTLLVQQ

AsLTP48

MALKNLEIMGLALLTVLAAALLARPGLAQSTSGCTQVLMTLTPCLNYVTGNSSAPSSTCCSTLGSI
VQSQPRCLCLLLNGTASSLGYNINQTLALALPGACNVNMPSASLCKCNGLTSKNYSSFVFWTSV
LG

AsLTP49

MGKICYLIFTSFFLALANCQSPSLVSSSSCSQIIYEMIDCISFLTGAGGSAAKPDALCCSGFKSVLK
ADAHCICQAIREAPQMGIRLNKTRAIELPSDCGVSHFSALKICGCNCVFNSFQ

AsLTP50

MGKICYLIFTSFFLALANCQSPSLVSSSSCSQIIYEMIDCISFLTGAGGSAAKPDALCCSGFKSVLK
ADAHCICQAIREAPQMGIRLNKTRAIELPSDCGVSHFSALKICGFLDSPGTPSAESPKTPVPPPTK
TPTPSPLPPTMSPASSPRRTKPAPSPTPPPVPSPKSLVSPAPSPTPSTTNTPVPSPKSPVSSLPK
STSSAPSSLERGISQVPAPAPENLKSGGYSLRACFAVVISLCAIHVSV

AsLTP51

MAQTKMRIVALILAMVAAGAAAQSSSCTNALISMSPCLNYITGNSSSPSSSCCSQLANVVRSEPQ
CLCQALNGGGSSLGISINQTRALAVPSACNIQTQPISRCNGECVCTRKTSKLTSFISSSKSFDLDL
TFCTD

AsLTP52

MAQTKMRIVALILAMVAAGAAAQSSSCTNALISMSPCLNYITGNSSSPSSSCCSQLANVVRSEPQ
CLCQALNGGGSSLGISINQTRALAVPSACNIQTQPISRCNGECVCTRKTSKLTSFISSSKSFDLDL
TFCTD

AsLTPS3

MAQTKMRIVALILAMVAAGAAAQSSSCTNALISMSPCLNYITGNSSSPSSSCCSQLANVVRSEPQ
CLCQALNGGGSSLGISINQTRALAVPSACNIQTQPISRCNAASPSASPTGAPDTPNAVPSDSGTK
DVPTTERDGSSAGSMAELSIPLLFALLFAASYASANT

AsLTP54

MASKGDEMGLGRVMALVVTMAALCAGAVAQSGCTSVLMGLAPCLSFVTGSSSTPSSSCCSQLA
SVVQSQPRCLCMVLNGGASSSLGVTLNQTLALALPGACKVQTPPVSKCNASGGTVAPAGSPES
SPSDVSGGTSSPSGS

AsLTPS5

MASKGDEMGLGRVMALVVTMAALCAGAVAQSGCTSVLMGLAPCLSFVTGSSSTPSSSCCSQLA
SVVQSQPRCLCMVLNGGASSSLGVTLNQTLALALPGACKVQTPPVSKCNAGSPESSPSDVSGA
SKEVSSTAGSSTSHGIAKMPPTLPLAVLSVFMATFGYAPMGMAI

AsLTP56

MASKGDEMGLGRVMALVVTMAALCAGAVAQSGCTSVLMGLAPCLSFVTGSSSTPSSSCCSQLA
SVVQSQPRCLCMVLNGGASSSLGVTLNQTLALALPGACKVQTPPVSKCNGEFERKLISSFLLSWI
LMLQLVGSFRRNGCSSRLAREFAERRIRWYF

AsLTP57

MASKGDEMGLGRVMALVVTMAALCAGAVAQSGCTSVLMGLAPCLSFVTGSSSTPSSSCCSQLA
SVVQSQPRCLCMVLNGGASSSLGVTLNQTLALALPGACKVQTPPVSKCNASGGTVAPAGSPES
SPSDVSGASKEVSSTAGSSTSHGIAKMPPTLPLAVLSVFMATFGYAPMGMAI
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MIDMALKRMQIVLLAAVLAASLARPCSAQSTSGCTAALMTLTPCLSYVSGNPSTPSSTCCSTLSS

ASLTP58  |VVQSQPRCLCLLLNGGVPSLRYNINQTLALALPGACSVKTPSVSLCNALSPSSPPTTSPPADSSD
NTPVTPTASSTPTIPSGSKATPAATSTSRSIEASFGSLAFALLLASF

AsLTPSg | MSDVRQGGSVSDVRHGKGSRHCLPTCCSGLQQLVRNVRSVNDNQDICRCLKAGAKFVGGLQD
KFPSQIPTACHINVGFLVSANVSCEKFH

AsLTPE0 | MSPYRQGGSVSDVRHGKGSRHCLPTCCSGLQQLVRNVRSVNDNQDICRCLKAGAKFVGGLQD
KFPSQIPTACHINVGFLVSANVSCEKFH
MCSFTEKMERRNIRAALETAALVLAALLVVDAQAQDTSCLSRLAPCLNYLNGTRDPPSTCCDPLK

AsLTP61  |SVISSDPGCLCGLISNQGADQAQQAGINVTEAQQLPGRCGQHVNPIACLSGSPGSRNSDENSAG
LFPGSSLRTPLAIVALSVAAQILWD

AsLTPe2 | SNEIHCPVTKCLFFSALFLISLVVSAEATITCSVVNAKVAPCAMYTMGKAPDPASPLAAVACNSS
PGTFDQSTTSKTFAVA
MASRGIMMGLVLVLAATLWTRSAAQSGCTAALTSLVPCLNFINGNLSAPSSSCCSQLASVVKASP

AsLTP63  |RCLCSVMNGPPMFGITINQTQALALPNACNVQTPPVSQCNAVANAPTPASVGAPEVPPSPSDSP
AGPSDETPTAAAPAATTPPSGTTGTGSKAVPSTNGNTSDGSIVKAQLHLAALAVLAASIVKRF

AsLTPE4  |MPPMSHVVRTLLGLLLVSAWAAASGHPTCKYVDEYFPDCLDFLVGTYYIPPQRCCRSVGALNYM
ANHLVGPRMICQCIEAMVMRTNPPLMASRIESLPKFCATHLSFPISTAMDCSRVT

AsLTPes | MPPMSHVVRTLLGLLLVSAWAAASGHPTCKYVDEYFPDCLDFLVGTYYIPPQRCCRSVGALNYM
ANHLVGPRMICQCIEAMVMRTNPPLMASRIESLPKFCATHLSFPISTAMDCSR

AsLTPE6  |MPPMSHVVRTLLGLLLVSAWAAASGHPTCKYVDEYFPDCLDFLVGTYYIPPQRCCRSVGALNYM
ANHLVGPRMICQCIEAMVMRTNPPLMASRIESLPKFCATHLSFPISTAMDCSR

AsLTPE7 | MAAFFNCWTCYEVPVFLGLVPHFPPRVGRGHHHVQHGQCQGGSVSDVRHGKGSRHCLPTCC
SGLQQLVRNVRSVNDNQDICRCLKAGAKFVGGLQDKFPSQIPTACHINVGF

AsLTPeg  |MVHISIHLSLFLLLCVSSRGDEFTFCINVYQKFADCMAFLRGLAPVPTGDCCSNLLALNDLAKRK
QSSPELLCQCNEGIGYVLDTPYLPSRIEDLRSKCQVHLSFPISNAMNCSMGMTRQAKLELTNE

AsLTPE9  |MVHISIHLSLFLLLCVSSRGDEFTFCINVYQKFADCMAFLRGLAPVPTGDCCSNLLALNDLAKRK
QSSPELLCQCNEGIGYVLDTPYLPSRIEDLRSKCQVHLSFPISNAMNCSI

AsLTP70 | MESPMGKFICILALLLMASMASRGAHAAGECGKSTTPDAEAMKLAPCAVAAQDAKAPVSDSCCA
QVKSIGKSPSCLCAVMLSNTAKASGINPEIAITIPKRCNIPNRPVGYKCGAYTLP

AsLTP71 | MEAPMKQISVLVFFAILAISGFQTVYGAGECGKSSTPDREAFKLAPCMSAAQDETAPVSSSCCAR
VKRIGQNPSCLCAAMLSNTAKIAGIKPEVAVTIPKRCNLSDRPAGYKCGGYTVP

asLTP72 | CARVKRIGQNPSCLCAAMLSNTAKIAGIKPEVAVTIPKRCNLSDRPAGYKCGGQISLLSLTAEELS
FGNLYLQMHPALDVTML

AsLTP73 | MASKASGCSCLVTLVLFLVSSMASREAIAAGECGKTPISTAAVSLSPCLSAAGNAKAKVPPACCT
KVGALIATAPKCLCAVLLSPLAKQAGINLGIAITIPKRCNIKKRPVGKKCGKYTVP

AsLTP74 | MSHNSHVAMFVPLSILMVLAISNGFIWVASAAGECGRTPIRSAAASLSPCLGAARDARAKVPPAC
CAKTNALIRAAPRCLCAVLLSPLAKQAGITPGTAISIPKRCNIRNRPAGKKCGRYTVP

AsLTP75 | MARNSLVPLSILMVLAISNGFIWVASAAGECGRTPVRSAAASLSPCLGAARNARAKVPPACCAKY
NALIRTAPRCLCAVLLSPVAKQAGIMPGTAISIPKRCNIRNRPAGKKCGRYTVP

AL TP76 | MSHNSHVAMFVPLSILMVLAISNGFIWVASAAGECGRTPIRSAAASLSPCLGAARDARAKVPPAC
CAKTNALIRAAPRCLCAVLLSPLAKQAGITPGTAISIPKRCNIRNRPAGKKCGSEYKHPIPNSPLK
MGEHQTGMKTHSRSYHALDLLKPPLLQPNSPTPHKEFRTQTMATLHYISFLPLLLVGIPAALSQE

ASLTP77  |PASSSPAVASCQPRLLSLAPCAPFVQGTAQSPSEPCCDNLSQIYTQQPHCLCLVLNDTSLVPLPI
NGTLVLELPQLCNLQADASSCSGNNETFKGTKRIKIGFNPSEPNIFTKGSGFG
MGEHQTGMKTHSRSYHALDLLKPPLLQPNSPTPHKEFRTQTMATLHYISFLPLLLVGIPAALSQE

AsLTP7g | PASSSPAVASCQPRLLSLAPCAPFVQGTAQSPSEPCCDNLSQIYTQQPHCLCLVLNDTSLVPLP
NGTLVLELPQLCNLQADASSCSGLGAPASPSAPGPQVSVGARRTNNSTVAASPVVEVTPRPSIIR
SGPGLSSGTMLDREGRPTFLVAAAVAILLLAQVFY

AsLTP79 | MASRGIMMGLVLVLAATLWTRSAAQSGCTAALTSLVPCLNFINGNLSAPSSSCCSQLASVVKASP

RCLCSVMNGPPMFGITINQTQALALPNACNVQTPPVSQCNGKSFPLAISLCAFCLFSYIFVHLEAV
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ANAPTPASVGAPEVPPSPSDSPAGPSDETPTAAAPA

ASLTPS0 MRAPRVALCALLAVLLLAEAGVSVEAAVTCKPIELSSCVSAITSASPPTTLCCSKLKEQRPCLCQY
LRNPNLKKFVNSPNARKVASTCGSPFPKC

ASLTPS1 MTKPSNRSPSPRLLAAALVAALVLLSLDRAPVAEAVTCSATELSSCVAAITSSAPPSALCCSKLRE
QRPCLCGYIRNPNLRQYVTSPNAKRVARTCGVPYPTC

ASLTPS2 MKAPSIVVCSLLLLLLAEAQITMAVTCKPTELSSCANSIVSSTPPSSLCCTKIKEQKPCLCQYLKNP
SLKKFVNSPNARKVASTCGTPFPKC

ASLTPS3 MTKPSNRSPSPRLLAAALVAALVLLSLDRAPVAEAVTCSATELSSCVAAITSSAPPSALCCSKLRE
QRPCLCGYIRDPNLRPYATSPNVKRVASTCGVAYPTC

ASLTP84 MSKYVLCIVLIFLFVKLEPSTAVTCDPMELSSCASAISSSSPPSAMCCAKLKEQKPCLCQYMKNPN
LQKLINSPNSRKVAIQCGSPFPSC

ASLTPS5 MAKPSNRSPSPRLLVAALMAALVLLSPDRAPVAEAVTCTINELSSCLPAVTSSAPPSALCCSKLRE
QRPCLCGYIRDPNLRPYATSPNVKRVASTCGVAYPTC

ASLTPS6 MTKPSNRSPSPRLLVAALMAALVLLSPDQAPVAEAVTCSATQLSSCVSAMTSSAPPSALCCSKM
REQRPCLCGYIRNPNLRKYLTSADGKRVMHVCGVPYPTC

ASLTP87 MTRKGPSPFVASFLVTALVVSSQLAPGTEAECDATQLTPCLPSLMPPFSPPTDTCCGKLKEQQS
CFCDYMKDPRYGKYVKSPRAKKILELCNIPYPQC

*En negrita se marca la secuencia correspondiente al péptido sefal

Anexo 3: primers y su ubicacién en las secuencias del transcriptoma.

Tabla 3: Primers utilizados para validacion de las secuencias seleccionadas.

F R
AsDf1 TCAACCAAATAGCAGAAAACAAACA AATCCTTTTTCAGATTGGTATTTGCCT
AsDf2 TCACCACTTCTTCACTCGCC TGATCACGCCGATGTATCCG
AsDf4 TCAAGAACAAGAAGCCACCACT TCTCAAAAACCACAATAAAGGGCA
AsDf5 CGTACGAGTTCTCCTGTTTGC TTCTCGACACGATTGCAAATCT
AsDf6.
AsDf7 CCACCACCACCTCCTCAAAG ACATTACACCCCGGATCAGG
AsSnl TGACGTGGAACCCATCGTTT ATCAGCAACAGCTCGGACAT
AsSn13 CACACCCCTTCATTGATCCCA TGCCCATCCAAATGACACGA
AsSn42 ATTAAGATCGTCGTCGGCGA GCTTCACATGAACTTTTTGTGCA
AsHv1 TCGTTCGCTTTCCCTATCGT CCCCTTCTCGATCTCCCTCA
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Fig S1. Localizacion de secuencias primers en los contigs del transcriptoma

En verde se marco el coddn de inicio de la proteina, en rojo el codon de finalizacion, en celeste
la secuencia codificante y en fucsia la ubicacion de los primers.

Defensinas

AsDf1

CTATCAACCAAATAGCAGAAAACARACAAAACATGAAGAGAATCTCCATCTGTTCTGTGCTTCTGCTTG

TTCTCTTACTAATTGCTGGCAGTGGAAGCATGATGGCACAGGTATCGGGCCTCTGCAGCAAGAAGTTGC
AACTCCCTGCTCACCGATGCATCAAGGACGAGTGCATTTCCTACTGCAAGACTACCTACGGCGATGGGG
CTACGGGAGTTTGTGAGTCAGACACACAGCCGGAAGATATCTGCCTCTGTCAATACCCTTG C-TCGT
ACCCGTTCCCGTCGCTGCACAATAAGTGGCATATATATGTCGCATATGATTTATATTAGTTCGTTTTCGA

ACTTCTCGTATACCTACTGATTACTCTGCTCHGGCANATACCAATCT GANANAGGAT T

AsDf2a

GTGGCTGTGAATTAAACTGAATCTGGACCGTCGGATCTCTGTCGGCATCCATGCAAGACCCGACGTTTC
GAAATAATTGAAAATCACCACTICTTCACTCGEET ATAAATCGCCTTTCCTGCCGTGCCCAATCCTCCATC
CATCTCTCTCAAAATGGATTTCTCGAAGCGATTGATTCCAGCTGCTTTCGTTGTGATGCTGCTGCTCGTG

GCAACTGAGATGGAGCCGATGGCGGTGGAGGCGAGAACTTGTGAGTCGCAAAGCCACCGGTTCAAAG
GGGCATGCGTGAGGGACAGCAACTGCGCCGCTGTTTGCCAGACGGAGGGCTTCCAGGGCGGGCATTG
CCGGGGCTTTCGTCGCCGTTGCTTCTGCACCAAACATTGCOIMBAGAGTGCGCGCTCTGAACGCGCTTGT
GAATTGCATCTTGTCGTATCTCGCCAGTCTTTTGGAATAATCCGGTATTGTACCGGAATGTCATTGTGTG
GTCGCGGATGTAATCTTCCTTTGGCTGTTTACTCTTTTTGTCATGGTCGCTTCTGTTTGAGAGTGTGAAAT
CTGTTTTAAGAGCCACTATAGGATTGCEGGATACATCEGEGTGATCA TGACATCAACTCGACACGACAA
CTTTGCCATCATGGCCCTAGCAACTACGTACTTGTTTGAGTCCTGGACTCTGTATGTTCTTCACTAGGAT

CAACTATTTGTTTAACTTACGCGAACCCTTTTATCTCCATGACGCCGAGGATGGGCTGTGCAGTCATTCC

AAGATTGCAGTCCGATCCAGTTTCTCCCCACATCAGAGTTCTTGTTTTCCAAAGTCGGGCGATTGATGGC
TCATTAGACTGTAACCGAAGCCGTACTTGTTTCAACACAAGCAATTAGAGATTTCCCTGAAAAAAAAAA

AA

AsDf2b

GTGGCTGTGAATTAAACTGAATCTGGACCGTCGGATCTCTGTCGGCATCCATGCAAGACCCGACGTTTC
GAAATAATTGAAAATCACCACTICTTCACICGEE T ATAAATCGCCTTTCCTGCCGTGCCCAATCCTCCATC
CATCTCTCTCAAAATGGATTTCTCGAAGCGATTGATTCCAGCTGCTTTCGTTGTGATGCTGCTGCTCGTG
GCAACTGGTCCGTCCTCATCCTACAACACTTATGCATGCATCAGTTTCATAGTTCAAATCAATAATACGT
TTTCCAATGTTGGCCTTGTGAACTTATAATAGATGATTCTGAGCACGATTAGAATTGCTTATAGATGAAT
TTTCATGAGAGAACTTTGATTAACTCGGACCCTTTTTCTTTCACCTCCTTTTTCGGTATGAGCAGAGATG
GAGCCGATGGCGGTGGAGGCGAGAACTTGTGAGTCGCAAAGCCACCGGTTCAAAGGGGCATGCGTGA
GGGACAGCAACTGCGCCGCTGTTTGCCAGACGGAGGGCTTCCAGGGCGGGCATTGCCGGGGCTTTCG
TCGCCGTTGCTTCTGCACCAAACATTGCIMBAGAGTGCGCGCTCTGAACGCGCTTGTGAATTGCATCTT
GTCGTATCTCGCCAGTCTTTTGGAATAATCCGGTATTGTACCGGAATGTCATTGTGTGGTCGCGGATGT
AATCTTCCTTTGGCTGTTTACTCTTTTTGTCATGGTCGCTTCTGTTTGAGAGTGTGAAATCTGTTTTAAGA
GCCACTATAGGATTGCEGGATACATCGEEGTGATEATGACATCAACTCGACACGACAACTTTGCCATCA
TGGCCCTAGCAACTACGTACTTGTTTGAGTCCTGGACTCTGTATGTTCTTCACTAGGATCAACTATTTGTT
TAACTTACGCGAACCCTTTTATCTCCATGACGCCGAGGATGGGCTGTGCAGTCATTCCAAGATTGCAGT
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CCGATCCAGTTTCTCCCCACATCAGAGTTCTTGTTTTCCAAAGTCGGGCGATTGATGGCTCATTAGACTG
TAACCGAAGCCGTACTTGTTTCAACACAAGCAATTAGAGATTTCCCTGAAAAAAAAAAAA

AsDf4

TGTTCTACCTCTCTCTHCAAGAACAAGAAGECACCAGE TAGCCATGAAAACTCACTCAACTTCCCTCATTC
TTCTGTTCGTCATGTTGATCTCCTTTGGGAATGAGCTGGGAATGAAGCAAGGTGCGGAGGCTCAGTGT

CAAGAGACATTGTATGGAGGTGGCTGTCAAGACAAACCTTGCAATGATGCTTGTGTGCAGAAGTTCGG
GCCGAAAGCGTATGGATTTTGCTTCTTCTACAAGAAACCTAGCGACACTTGTGTGTGCCGTCATCCTTGT

B8R TGCTTTTTCCTAATGECETTTATIGIGGTTITIGAGATGAATAAAGAGAAATAGTGAATCATAC

AsDf5

CTTCCTCTCTACGTACGAGTTCTCEIGTTIGE T CGAGGTAGCCCTTGAAAAAGCACATCTTATTCTCAACC
ACATGGAGTCCCTCGCTTTTCCTCGTATTCTCGTGCTAGTCCTCCTTCTCTCAGGGACGTGCATGGTGAT
GGTGCCGCAAGCAAATGCCCAGAAGAGATGTGTAGAGGTGCTGGACCCGCACAGCTGCAACCTCTACA
ATTGCCAAAAGGCGTGTTACGAGAAGCACACCGCCGCCCAGCAGCCCCGCGGAGAGTGCCAGCACGA
TGCCTCCTTCAACTACTCATGCGCTTGCTTCTTCAACTGCIBRTTTGATGAACGATCTGCTACTCTGAGTG

TCTCTCTTTTCCTGTCTGTCTCTCCCTCCTTTTAAGTTGTAAG BGATTIGCAATCGTGTCGAGAATAAAG

AsDf6

CCTTCGTCACATAAATATATCACCACCACCACCACETEETCAMAG CCCTCCTCCCATTCCTAAGTTTTGCA

GACAAGTTGCAAGAAATGGAGAAGAGCAAGATGAGATGCTGCATGGGGCTTTTCCTGATGCTCCTCCT
CGTCCTCGCCGCCCGTAAGCCCCCGTCTGTCACCCCTATTCTTTACTITACTTCCTAAATGTTACATCTAT
ATGACCCTACGTCTGTGTGTGTACACATGCAG*AGGAGGCGGAGGGGAGGATGTGCCAGTCCCAGAG
CCACGGCTTCCACGGGTCTTGCGTCCGCAGCCACAACTGCGCCCTCGTCTGCCGCAACGAGGGCTTCTC
CGGCGGCCGCTGCCGTGGCTTCCGGCGCCGCTGCTTCTGCACCAAGCTCTGCHGAAAGGCCAATGCA

CGCGCATGCAACAGAATTAGAACGTGTTGACTAGCTTAGGTTGGTGTGTGCTGCATTGTAGCGTGTGA

CCGAGTGAGCCAAATAAACTTATTTGAAGATTCTGGGCTCGTTAGTTTCTCAGCTTTCTAGGACTTGATG
TGCTTTGACCATTCACTGTGCTCTCTCTTCCTTCACTTTGTGTAATTTECIGATCCEEGETGIARIGHG T T

TTCATGCTTCTGTTTTCCACTCTCTCTCTGCACTTCCATTTCGACTTATATCTCGTTCAGACTGGACTTTTCT
ACAGCTTCGGAACAGCTACAGATCATGTCAGTTTCTTGGGTAACAATCGAAACACGGGTCTATAACCCT

CG

*Subrayado se indica una regidén que parece ser un inserto con respecto a AsDf7.

AsDf7

CCTTCGTCACATAAATATATCACCACCACCACCACETCETCAMAGCCCTCCTCCCATTCCTAAGTTTTGCA
GACAAGTTGCAAGAAATGGAGAAGAGCAAGATGAGATGCTGCATGGGGCTTTTCCTGATGCTCCTCCT
CGTCCTCGCCGCCCAGGAGGCGGAGGGGAGGATGTGCCAGTCCCAGAGCCACGGCTTCCACGGGTCT

TGCGTCCGCAGCCACAACTGCGCCCTCGTCTGCCGCAACGAGGGCTTCTCCGGCGGCCGCTGCCGTGG

CTTCCGGCGCCGCTGCTTCTGCACCAAGCTCTGCIBIAAAGGCCAATGCACGCGCATGCAACAGAATTA
GAACGTGTTGACTAGCTTAGGTTGGTGTGTGCTGCATTGTAGCGTGTGACCGAGTGAGCCAAATAAAC

TTATTTGAAGATTCTGGGCTCGTTAGTTTCTCAGCTTTCTAGGACTTGATGTGCTTTGACCATTCACTGTG
CTCTCTCTTCCTTCACTTTGTGTAATTTECIGAICCGEEGTIGTARTGHGTTTTCATGCTTCTGTTTTCCACT
CTCTCTCTGCACTTCCATTTCGACTTATATCTCGTTCAGACTGGACTTTTCTACAGCTTCGGAACAGCTAC
AGATCATGTCAGTTTCTTGGGTAACAATCGAAACACGGGTCTATAACCCTCG
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Esnaquinas
AsSnl

CACATTACCAACTTTTCTAAATCCATGATATAAGGTAAAAAGAAAAGCAACAGATTAGGGTTGCGGTAG
TAGGGTAAAAGCAACTATAAACTAAAGCAAGAAGCTACGTAGACGACGGTCAAGAAGCTTCTTGTAAC
CTTTGTATCGTTCCCTGCATGATGACGACGACGACCAACTTGTTAGCTTCTACGGAATGGCTTCGGTAAT
AGACGCTCGGGAGAATCGATGCTTTTTGACAGATGAGATGAGAACTCCCCGAGGTGAACGAATCACCA
GGCTCCCTTGAAGAATTTCCTTGAGGCGTCAAGGGCGTGCATTCAGTAGCAAGTTTGGTCGTTCGGCTT
TCGTTTCTCCTTTTTACCCCGTGATCAGCAAACGAGGGATTCCCACGCCGAGAGCGCAGGCGCTTTGTC

CTTCTCATCCAAACCAACCTAGTAAACACCTCTCTCGCGTGTTTATCATGCGGGCTTCGTCTATTCCAAAG
ATCATTAAACAAATCCGGAGCCCCGGCATATTACCCACACCAGGAATAACCTTATCTAGGACCCACCCCT
TGTCTGTTGAATACGTAATGATGATCCGACGTGGAACCOATCGTTRTCTTTGCTTCGTAGGCACTATCT

ATTCCCCTACACGCCCCTTCTCTCCATGTATAAATACCCTCTCACTGGCCCATTCCATCACCACCTCGCAC

ACATCAACCACGAGACTCTTCCATCTCTTCTTTTGCCTTCATTCTTGTAGTAACGATACATTCGGGATGAT
GAAGAAGTTTGCTTTGGCAACTTTCCTTCTGGTGGCTCTTCTCCTCAGCTCCTCCTTCTTCGACGCCGCCA
CGGCCGATTCAAGCCTTTGTGACTCCAAGTGCGCGGTGAGGTGCTCCAAGGCAGGAAGGATGGACCG

GTGCCTCCAGTACTGCGGGATTTGCTGCGAGAAATGCCAGTGCGTCCCGTCCGGGACTTACGGCCACA

AGGACGAGTGCCCTTGTTACCGGGACATGAAGAACTCCAAGGGAAAGCCCAAGTGCCCTIMBCGTCGT
CCTTTTCTCGTTGATTCGTGGTGGCCTATATGGTACTTTGATGCGTCTATAACTAAGCAGTCGTGGCTAC
TR GTCCEAGCIGTTGEIGATGATTCTGTGTAATACTGTGTCGTGTATGGATGTTTTCATTTTTTTGTTG
ATGTTGTCGCTGTTATTGTGTATATTGGAGAACTAATGAAGAATAAATCGCTACCTACCTTCCTCAGATT
ATTGCCCTTGTAGCCTTAGGGAAGGAAGCATTTGGTAATATTGCTGTCGTTTCGTGGGAAAACCCTGGG
CAAATGTGTGTAGAGTACATGAAAGCGACGCATGACATGTGATGCAATTCAATGGATAGATCATAGTG

TGATTTGCACTCTAGAGTGATAATCGTCCGTCTCAAAAGCCCTCGAAATGGAAAAATAAAAGTAACGGT
TTGGTAGTAGTTACTAGTTAACTGCTTTGAAAGTCATATAACGGCGGTGTAACGGCTTTCGGATTTTGT

AACGGC

AsSn13

CTGCAAGAGACAAGAAAACATCCTTAAGREACEEETTCATIGATCCCAATCGTTCAAGCAGTCATGTCTC
TGTCCAAGGTTTTGGCTTGTTTGCTCCTTTCCCTCCTCGTTCTCAATCAGCTTGTCGAAGCTGCTGAAGCT
ACGGAGCTGAGCTCTGAATCCGTGGAAAGTTCTGCCGCCAAAAAAATAGATTGTGGAGCGGCTTGCGC
CGCCAGGTGCCGGCTAGCATCGAGGCAGAAGATTTGCAAGAGGGCATGCGGGACCTGCTGCGCCCGC
TGCAACTGCGTGCCGCCGGGGACCGCCGGCAACCGGGACGTGTGCCCTTGCTACGCCAGCATGACCAC

TCATGGAGGCAGACTCAAGTGCCCTIMBCCTAGTCAAGCACCCGCTGTGGAATTIGGAGTGCGAGTTIC
GIGTCATTTGGATEGGEEATATGTAGCCGAGAATAAAG

AsSSn42

CATACTTCTATTAAGRTIAAGATCGICEICEEEEAGGGTGGTCGCTATGGCTAGTTTCTCGTTGCTCCG
CTCTTCTCTGCTATTCTTTCTCGTCGCTTCGATGTGCTTCGTCGAAGTTTCGCTGGCTGGCGGAGAAGGA
TCGCTTCGTCCGGACCAATGCGCCGCCGCGTGCGACTACCGGTGCTCGGAGACGTCTCACCGGAAGCC
GTGCCTGTTCTTCTGCAACAAGTGTTGCGCCAAGTGCCTGTGCGTCCCCTCCGGCACGTACGGACACAA
GGAGGAGTGCCCGTGCTACAACAATTGGAAGACGCAGGAGGGAAAACCCAAGTGCCCTIGRAGAATT
TCTATCCATTTTCGACCAAAAAAAAAAAATAACGTATATATATATATATATGTCTTTTCAATTTTCCAGAA
AATGTAATGGATTTTTTTTTATTCTCGGAATCTCTAGATATGTTCCAGGCAAATAATTATGCACARARAG

TTCATGTGAAGCTCG
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Hevein-like
AsHv1

ATTCCCTTTTGCAAGAAATATTGCTTGGGTCTTTTGAGATTCTTACTGTTG GBI TCGETTTCCCTATCGT
ATCACAGCTCACATTCCAACTGTTCATCTAATATCGTATTTCATARTGCGTATCTCTACACTCGCTTTCCTC
TCCTTGGTATCAGGCGCTCTCGCCGGAAACTGCGGCCCAGACAATGGCAACAAGAAGTGCGCTGCAAC
CGAATGCTGCTCACAATACGGCTGGTGCGGAACCACAAAAGACCACTGCGACCTCCCCACCTGCATAAA
GGCCTTCTCAGGCGCATCTTCACCCTGCGAACCAAGTGGTAGCACACCCACCACAACCCTCAAGACCAG
CGTCGTCAAACAAGCCACTTCCCCCGCAACCACGTTCCCAAGCACCGTCCCCAATATCGACGTCTGCGG
CTCCGCCCAAGGCGGCGTAACCTGTCCCGGCGTCGGTGCCGATGGCTACTTCTACCGCTGCTGTTCGTC
GGCCGGCCACTGCGGACCGAAAAACGACATTCAAGACCAAGCACTCTACTGCGGTGATGGATGCCAG
GCTGGGTTCGGGAAATGCGATTCTATGGCTGGACCGCCTGTGCCGACGCAGACTCCGGGGACGGCGG
GGGATGGCGAGACGTGTGGGCCGATTGTGAATAGGAAGTGTGGGGGAAGCTTGTGTTGCTCTGGTAG
TAATTTTTGTGGCTCTGGAGTGGATTTTTGTGGCGCTGCGAATTGGTGTCAGAGTAAGTGGGGGAGGT
GTGATIBGTGGTTGGTTGGCTGGTTGTTGGTTGCGGGTTGTGATGATGGGAAAATTGGTGGGGAGA

TGGGGGTGAGAATCGGGTTTTCAAGAAGGATGAGGGAGATCGAGAAGGEEGTTCAAGGTAGCAGAG
GACGG
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