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RESUMEN

“Andlisis funcional del gen SpDREB2A en plantas de Solanum peruvianum y su posible papel en

la defensa contra el cancer bacteriano”

El silenciamiento génico inducido por virus (VIGS), ofrece una alternativa rapida y atractiva para el
andlisis funcional de genes en plantas. Usando este sistema se puede reprimir la expresion de un
gen sin la necesidad de modificar genéticamente a la planta. Se utilizan virus recombinantes que
contienen una secuencia parcial del gen que se desea silenciar, para infectar a la planta de
estudio. Una vez que el vector se esparce sistémicamente, los transcritos endégenos del gen a
silenciar son degradados por las enzimas RISC y DICER de la planta que se activan
especificamente por el transcrito del vector viral (VIGS). Este sistema es muy conveniente en el
estudio de genes candidatos relacionados con mecanismos de defensa contra patdogenos.

Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis (Cmm) es un patégeno bacteriano Gram-positivo
que causa marchitamiento y cancer bacteriano del tomate (Solanum lycopersicum), una
enfermedad muy importante que produce enormes pérdidas econémicas no solamente en México,
sino en todo el mundo. S. peruvianum es una especie de tomato silvestre resistente al cancer de
tomate. Por medio del analisis de expresion diferencial de genes después del reto con Cmm
podria identificarse genes potencialmente involucrados en la resistencia a esta enfermedad. En
este trabajo, el gen SpDRE2A, involucrado en mecanismos de defensa de plantas, se evalu6 para
determinar si esta relacionado con la defensa contra Cmm. Se encontré que cuando este gen se
silencia en plantas de Solanum peruvianum, las plantas presentan un dafio severo provocado por
el patbgeno Cmm y eventualmente mueren. Este resultado sugiere que este gen podria tener un
rol importante en la defensa contra Cmm en el tomate. Como trabajo futuro, es necesario analizar
la sobre-expresion del gen SpDREB2A en plantas susceptibles, para determinar si un cambio en
los niveles de expresion de este gen seria suficiente para obtener una variedad de tomate

comercial resistente a Cmm o bien, si seria necesario hacer modificaciones adicionales.

PALABRAS CLAVE: VIGS, cancer bacteriano en tomate, SpDREB2A
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ABSTRACT

“SpDREBZ2A gene functional analisis in Solanum peruvianum plants and its possible
function in bacterial canker defense”
Virus-induced gene silencing (VIGS) offers an attractive and fast alternative for functional gene
analysis in plants. Using this system we can down-regulate the expression of a gene without the
need of genetically transform the plant. Recombinant virus carrying a host gene partial sequence
to be silenced, is used to infect the plant under study. Once the viral vector is spread systemically,
the endogenous gene transcripts are targeted by the transcript of VIGS vector as a post-
transcriptional gene silencing process occurs mediated by DICER like and RISC enzymes. This
system is very useful in the study of candidate genes related to defense mechanisms against plant
pathogens. Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis (Cmm) is a Gram-positive bacterial
pathogen that causes bacterial wilt and canker of tomato (Solanum Ilycopersicum), an
economically important pest that produces enormous economic losses not only in Mexico, but all
around the world. S. peruvianum is wild tomato specie with tomato canker resistance. Using
differential expression analysis after challenging with Cmm can help to identify the possible
resistance genes involved. In this work the SpDRE2A gene, involved in plant defense
mechanisms, was tested to determinate if it is related to Cmm defense. We found that when this
gene is silenced in Cmm resistant plants (Solanum peruvianum), plants get several damage
caused by Cmm and eventually they die. That result means that this gene is probably playing an
important role in tomato Cmm defense. Further work will need to analyze the over-expression of
SpDREB2A gene in susceptible plants in order to determine if a transgenic change of this gene
would be enough to get a resistant Cmm commercial tomato or if more modifications would be

needed.

KEY WORDS:
VIGS, tomato bacterial canker, SpDREB2A
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INTRODUCCION

El tomate (Solanum lycopersicum), es uno de los principales productos
agricolas en México, y el estado de San Luis Potosi genera 7.9% de la produccion
nacional total (SIAP 2010); sin embargo, en todo el pais, la produccion del tomate
se ve mermada por patdgenos como hongos (Alternaria solani), virus (Virus del
Mosaico del tomate), neméatodos (Meliodogyne incognita) y bacterias como
Pseudomonas syringae pv. tomate, y Clavibacter michiganensis subsp.
Michiganensis, esta Ultima causante de la enfermedad conocida como cancer o
cancro bacteriano, responsable de la pérdida (hace algunos afios) de hasta 40
millones de doélares en cultivos de tomate en el pais (Caerdenas et al. 2011).

No se han encontrado variedades comerciales de tomate resistentes a esta
enfermedad; sin embargo, Van Heusden et al. (1999) y Coaker y Francis (2004),
reportaron la existencia de especies silvestre emparentadas con el tomate que
presentan resistencia natural a Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis.
Estas especies de tomate silvestre, S. peruvianum y S. habrochaites, representan
una alternativa viable al constituir una fuente potencial de resistencia genética
compatible con la especie susceptible.

Las plantas son una fuente de nutrientes y agua para los microorganismos, los
cuales pueden penetrar en ellas por heridas o aberturas naturales, como estomas
o lenticelas. Sin embargo, las plantas presentan elementos estructurales que
funcionan como barreras que impiden la entrada a patdgenos, como la pared
celular, pero ésta puede ser traspasada debido a la accién de enzimas que
secretan los patdgenos, por haustorios, pilis, estiletes, etc. Por esta raz6n un paso
importante en la patogénesis bacteriana es el traspaso de proteinas de virulencia
a las células vegetales. Dentro de los diferentes sistemas o tipos de secrecion de
proteinas de patdgenos, los mas importantes son los siguientes: a) Tipo Il (TSII),
este tipo de secrecion es esencial para microorganismos con estilo de vida
necrotica; esta via usa dos pasos en la secrecion, primero la exportacion de
enzimas involucradas en la degradacion de la pared celular como pectinasas,

endo-glucanasas y celulasas; el segundo paso implica la accion de degradacion



de la pared celular ocasionado por las enzimas, provocando posteriormente
podredumbre y maceracion; b) Tipo Il (TTSS), este esta relacionado con el flagelo
bacteriano y la formacién de pili que inyectan los efectores; dentro de la célula
vegetal estos efectores modulan la fisiologia de la planta para beneficio del
patdgeno Yy tienen diversas actividades como las de cisteina proteasa, ubiquitina-
proteasa, fosfatasa, modificaciones postraduccionales, etc.. Este tipo de secrecion
se presenta en bacterias necrotroficas, simbibticas y biotroficas, dentro de las
cuales se encuentra C. michiganensis subsp. michiganensis. El sistema de
secrecion tipo IV (T4SS), tiene un papel critico en la patogénesis de
Agrobacterium. Este tipo de secrecion media la transferencia eficiente y la
integracion de ADN bacteriano en el de la célula vegetal. EI ADN bacteriano se
inserta en el genoma del huésped e induce la produccion de hormonas, lo que
hace que se formen tumores o “agallas” en las plantas y se produzcan ademas
algunas moléculas nitrogenadas como las opinas, las cuales son utiles como
alimento de la bacteria. Varios patdgenos requieren de mudltiples sistemas de
secrecion. Otras moléculas de secrecion actuan también como factores de
virulencia, tales como hormonas vegetales, toxinas y exopolisacaridos (EPS), que
promueven la enfermedad ocasionando el desarrollo de sintomas (Buchanan
2000; Abramovitch et al. 2006; Chisholm 2006; Starvrinides 2008, Zipfel 2008,).
Una vez que el patégeno ha evadido las barreras fisicas, éste se encuentra
con el sistema de defensa de la planta, el cual es una respuesta al ataque de un
patdgeno, y puede diferenciarse en dos, “basal o innata” y la “mediada por genes
R”. La respuesta basal es una respuesta temprana que ocurre dentro de los
primeros 40 minutos de iniciada la interaccién planta-patégeno. En cambio la
defensa “mediada por genes R” suele darse tardiamente, de 2 a 3 horas después
de la interaccion planta-patégeno o entrega de efectores. La inmunidad innata de
las plantas, al igual que la de los mamiferos, involucra a proteinas de membrana
de reconocimiento (PRR’s) de patrones moleculares asociados a patégenos
(PAMP’s). Los PAMP’s son moléculas conservadas debido a que forman parte de
una estructura util para el patégeno. Esta inmunidad depende de la discriminacion

oportuna de lo propio y lo no propio. El reconocimiento esta dado por receptores,



algunos de los cuales se caracterizan por presentar dominios repetidos ricos en
leucinas (LRR) o tienen actividad de cinasas (FLS2, BAK1, EFR); otros, son
proteinas de union a membrana con peptidoglicanos unidos a dominios de lisina
(Lysin Motif, LysM) como CEBIP y CERKL1. El reconocimiento o percepcion del
patdogeno en la superficie celular inicia con la activacion mediada por PAMP’s,
esto induce la activacion de la sefializacion de la cascada MAPK-cinasas, lo que
resulta en la activacién transcripcional de genes de defensa por reguladores
transcripcionales especificos de plantas, incluyendo a los miembros de la familia
WRKY. La respuesta de la planta mediada por genes R funciona en parte para
contrarrestar la supresién causada por el patdgeno de la defensa mediada por
PRR’s. Al ocurrir el reconocimiento de los efectores por los receptores “R”, se
activa la sefial de defensa y al igual que la inmunidad innata, este tipo de
respuesta esta vinculada a la acumulacién de especies reactivas de oxigeno,
activacion de genes, reprogramacion transcripcional, y en Ultima instancia conduce
a la muerte celular programada conocida como respuesta hipersensible (HR), la
cual limita la dispersion de la infeccion. Por otro lado, muchas proteinas “R”
requieren para su funcion chaperonas citosolicas como HSP90 y HSC70, o co-
chaperonas. También se ha reportado la translocacién de proteinas “R”
intracelulares dentro del ndcleo, lo cual se requiere para la activacion de la
respuesta inmune, dirigiendo una reprogramacion transcripcional de las células del
hospedero para activar la respuesta inmune. Ademas de la respuesta inmune de
la planta, existen tres sefiales moleculares que pueden regular la defensa de la
planta contra el ataque de patégenos. Una compleja ruta de sefializacion inducida
por hormonas, acido salicilico (SA), etileno (Et) y acido jasmaonico (JA), regulan
una resistencia sistémica y local para evadir a los patdgenos. La ruta de defensa
SA es mediada por una respuesta sistémica adquirida (SAR) la cual es activada
por organismos biotrofos, principalmente; esta respuesta también es consecuencia
de un incremento en los niveles de las proteinas relacionadas con la patogénesis
(PRP) y el establecimiento temprano de un estrés oxidativo por parte de las
especies reactivas de oxigeno (ROS). Las rutas Et y JA son activadas por una

respuesta sistémica inducida (ISR). y éstas por lo general son mutuamente



antagonicas, aunque en algunos casos pueden darse de modo simultaneo. La
acumulacion de hormonas fendlicas y sus derivados (SA) es importante para la
resistencia a patdgenos biotrofos. Las rutas JA y Et se integran a nivel de
maquinaria transcripcional para inducir rutas de defensa a microorganismos
necrotrofos y benéficos (Buchanan 2000; Wan y Bent 2002; Abramovitch et al.
2006; Chisholm 2006; Jones y Dangl 2006; Bent y Mackey 2007; Zipfel 2008;
Panstruga 2009; Pandey 2009)

En 2011, Lara-Avila et al., analizaron mediante cDNA-AFLP la expresion
diferencial de genes de las especies resistentes al ataque de C. michiganensis
subsp. michiganensis, obteniendo 135 genes presuntamente involucrados en la
resistencia a este patégeno; de estos 135 genes diferenciales detectados, se
seleccionaron 12 para su validacion por PCR-tiempo real. Posteriormente,
Esparza-Araiza (datos no publicados) cloné algunos de estos genes en un vector
de silenciamiento derivado del geminivirus Tomate Mottle Virus (ToMoV), para
después analizarlos funcionalmente mediante silenciamiento en plantas de
Solanum peruvianum, y determinar asi el impacto de la ausencia de estos genes y
su papel en los mecanismo de defensa cuando las plantas se retan con Cmm. Uno
de los fragmentos génicos clonados corresponde a un factor de transcripcion de
tipo AP2/ERF. Esta secuencia génica se selecciond para hacer el experimento de
silenciamiento en plantas adultas de S. peruvianum.

El silenciamiento genético inducido por virus (VIGS) es una tecnologia
basada en el mecanismo de defensa antiviral de las plantas a través de la
degradacion de ARN de doble cadena, lo que previene la expresion del gen del
gue se derivo la secuencia heterdloga clonada en el vector viral. De esta manera
al infectar la planta resistente de Solanum spp. con el vector que lleva el gen
blanco, la planta presentara un fenotipo correspondiente a la pérdida de la funcién
del gen silenciado, esperando por ello la pérdida de la resistencia a la infeccion
bacteriana en las especies resistentes, en el caso de que el gen silenciado juegue
un papel importante en la defensa (Liu et al. 2002).

En el presente trabajo se usa un vector viral de silenciamiento derivado de

Tomate Mottle Virus (ToMoV) desarrollado en colaboracion con el grupo del Dr.



Arguello-Astorga, empleando como gen de control de silenciamiento al gen que
codifica a la magnesio quelatasa (chll), que al silenciarse causa un
blanqueamiento de las hojas. Este vector se probd en varias especies de
Solanum, para determinar su rango de hospederos, corroborando que funciona
bien en S. peruvianum 2172 y S. lycopersicum. El gen del factor de transcripcién
con dominio AP2/ERF pertenece a una familia de genes que codifican proteinas
involucradas en la regulacion de vias de resistencia a patégenos; estos genes son
miembros de la subfamilia de los factores de respuesta a etileno (ERF), los cuales
tienen un solo dominio de unién a ADN. Los factores de transcripcion juegan
funciones primordiales en la transduccion de sefiales para activar o suprimir la
expresion de genes de defensa, asi como en la regulacion de la interaccion entre
las diferentes vias de sefalizacion. Los factores de transcripcion posicionados en
el penultimo paso de la cascada de sefalizacion regulan directamente los
objetivos rio abajo la expresién de los genes, mediante la unién al ADN con
elementos que actlan en cis en los promotores. Las respuestas y adaptaciones
requieren la expresion diferencial de genes que esta regulada por factores de
transcripcion especificos. Mas de 1500 genes codifican factores de transcripcion
en el genoma de Arabidopsis por ejemplo: NAC, b-ZIP, Myb/c, WRKY y AP2/ERF
(Riechmann et al. 2000).

La familia AP2/ERF ha recibido mucha atencién en la década pasada. Se
hipotetiz6 que una transferencia horizontal de una endonucleasa HNHAP2 de
bacterias o virus a las plantas di6 origen a la familia AP2/ERF (Magnani et al.
2004; Shigyo et al. 2006). Sakuma et al. (2002), clasifico los factores de
transcripcion AP2/ERF en cinco subfamilias: AP2 (APETALA2), RAV (relacionado
a ABI3/VPI), DREB (proteina de unién a elemento de respuesta a deshidratacién),
ERF (factor de respuesta a etileno), y otros de acuerdo al numero y similitud de los
dominios de union a ADN. Una variedad de genes AP2/ERF fueron identificados
exitosamente e investigados en angiospermas (incluyendo mono y dicotiledéneas),
gimnospermas y microorganismos (cianobacterias, ciliados y virus) (Magnani et al.
2004; Shigyo et al. 2006; Xu et al. 2008a).



Se demostro, que los factores de transcripcion AP2/ERF regulan diversos
procesos del desarrollo de la planta y respuestas a estrés, tales como desarrollo
vegetativo y reproductivo, proliferacion celular, respuestas a estrés biotico y
abidtico y respuestas a hormonas vegetales (Nakano et al. 2006; Licausi et al.
2010; Sharoni et al. 2011). Por lo tanto, es importante elucidar los mecanismos
implicados en la transmision de sefiales de plantas sometidas a estrés para
posteriormente manipular la expresion de los AP2/ERF con la intencién de mejorar
la resistencia a estrés de los cultivos.

DREBs y ERFs, dos grandes subfamilias de la familia AP2/ERF
desempefian un papel crucial en la regulaciébn de las respuestas a estreses
abidticos y bioticos. Por lo general, los factores de transcripcion DREB activan
multiples genes que confieren tolerancia a deshidrataciéon/ frio regulado (RD /
COR), mediante la interaccion con elementos DRE / CRT (a GCCGAC /)
presentes en los promotores de los genes RD / COR, tales como COR15A,
RD29A/COR78 y CORG6.6 (Stockinger et al. 1997; Liu et al.1998; Lucas et al.
2011). Kishnaswamy et al. 2011, reporté que las proteinas DREB26 y DREB19
son transactivadores que tienen una expresion tejido especifica y que participan
en procesos de desarrollo de la planta asi como en la sefializacién de estrés
biético y abidtico.

Los factores de transcripcidon ERF regulan directamente la expresion de los
genes relacionados a patogénesis (PR) mediante la union al ADN con la caja CCG
(GCCGCQC), por ejemplo: prb-1b (PR1), B-1, 3-glucanasa (PR2), quitinasa (PR3), y
osmotina (PR5) (Ohme-Takagi y Shinshi 1995, Bittner y Singh 1997; Zarei et al.
2011), sin embargo, también las secuencias de flanqueo que se extienden mas
alld del dominio de union AP2/ERF afectaron la actividad de union a los elementos
que actian en cis (Tournier et al. 2003; Canella et al. 2010). Por otro lado, dos
residuos de aminoéacidos conservados 14Val (V) / Ala (A) (posicion 14) y 19 Glu
(E) / Asp (D) (posicién 19) en la lamina  de los dominios AP2/ERF, juegan un
papel importante en el reconocimiento de los elementos que actian en cis
(Sakuma et al. 2002). También podemos citar a la proteina de cebada DREB

HvDRF1lque se une preferentemente a un elemento rico en CT [T (T / A



ACCGCCTT)], en lugar de motivo de DRE /CRT (Xue y Loveridge 2004). Otro dato
reportado es que el factor de transcripcion Tsil (Tobacco stress-induced genel)
con una secuencia homologa al motivo de union a ADN EREBP/AP2, puede estar
involucrado como un factor de transactivacion positivo en dos vias de sefiales de
transduccion separadas bajo estrés bidtico y abiotico (Park et al. 2001). Cabe
mencionar que el factor ERF de tabaco ORC1 requiere la presencia tanto del
motivo GCC (TGCGCCC) y la caja G (GCACGTTG) en los promotores de los
genes para la biosintesis de la nicotina del tabaco para transactivacion maxima
(De Boer et al. 2011). Por lo tanto, es posible que diferentes factores de
transcripcion DREB / ERF estén implicados en la regulaciéon de diferentes genes
rio abajo. Recientemente, Sun et al. (2008) reportdé que TINY, un factor similar a
DREB, era capaz de unirse a ambos DRE y la caja CCG con afinidad similar y
podria activar la expresion de ambos el DRE y los genes de la caja CCG.
Interesantemente, varias proteinas del ERF también se unen al elemento DRE /
CRT ademas de la caja GCC in vitro. Ademas, la sobreexpresion de estos genes
ERF dio lugar a una elevada expresion de los genes DRE / CRT que contienen RD
/ COR (revisado por Xu et al. 2008a).

Las regulaciones transcripcional y post-transcripcional desempefian un
papel esencial en la adaptacion de las funciones celulares en los cambios
ambientales (Saibo et al. 2009; Walley y Dehesh 2010). Se report6 que la
actividad de los factores de transcripcion tipo DREB-2 esta sujeta a la modificacion
post-transcripcional o a respuestas de fosforilacion. Por ejemplo, la
sobreexpresion de AtDREB2A de Arabidopsis y OsDREB2A de arroz no activo los
genes rio abajo, en condiciones normales de crecimiento, lo que sugiere que
AtDREB2A y OsDREB2A requieren modificacion o activacion post-traduccional
(Liu et al. 1998; Dubouzet et al. 2003). Recientemente, Agarwal et al. (2007),
mostro que PgDREB2A fosforilado no podia unirse a los elementos DRE / CRT.
Sakuma et al. (2006a), encontrd que la delecién de una regién entre los residuos
136 y 165, con un motivo rico en Ser / Thr lleva a una forma constitutivamente
activa de AtDREB2A.



Se aislé un gen DREB de trigo TaAlIDFa, el cual codifica una proteina que
carece de una region rica en Ser / Thr (un sitio de fosforilaciébn putativo) en
relacion con TaAIDFb / c. En este caso, la sobreexpresion de TaAlDFa activé la
transcripcion de RD29A, COR15A y ERD10 en plantas transgénicas de
Arabidopsis. Por lo tanto, los sitios putativos de fosforilacion en estas proteinas
tipo DREB-2, son posibles motivos para la regulacion negativa (Xu et al. 2008b).
Sin embargo, hasta la fecha, ningun tipo de factores DREB-2 fosforilados por una
proteina cinasa Ser / Thr han sido aislados. Por lo tanto, si la regién rica en Ser /
Thr esta implicada en la supresion de la fosforilacion requiere de una investigacion
mas rigurosa debido a la falta de pruebas. Por el contrario, la fosforilacion por la
proteina Ser / Thr cinasa Pto y la proteina cinasa activada por mitdgenos (MAPK)
BWMKZ1, potenciaron la actividad de union al ADN de los ERFs Pti4 y OsEREBP1,
respectivamente (Gu et al. 2000; Cheong et al. 2003).

En la actualidad, el mecanismo de transduccion de sefiales mediado por
DREB y su via de sefalizacién no estan claros. Algunos DREBS/ERFs regulan
indirectamente la expresion ya sea interactuando fisicamente con otras proteinas
o activando factores de transcripcion. Al respecto se demostré que DBF1
interactud con la proteina 1 que interactia con DBF1 (DIP1), una proteina que
contiene un dominio conservado de unién a ADN de cadena sencilla R3H, que
mejora la actividad del promotor del maiz rab17 y controla los niveles de expresion
de genes objetivo en condiciones de estrés (Saleh et al. 2006). Se ha reportado
que la interaccion de VVDREB de uva con el factor de transcripcion ASR VVMSA
en el nlcleo, regula la expresion de un transportador de glucosa (Saumonneau et
al. 2008). Por otro lado, se sabe que ORCL1 y un factor basico hélice-vuelta-hélice
(bHLH) media de forma cooperativa la biosintesis de la nicotina elicitada por JA en
el tabaco (De Boer et al. 2011). Schramm et al. (2008), encontraron que la
sobreexpresion de DREB2A regula directamente la expresion de la transcripcion
del factor de choque térmico HsfA3 que activa la expresion de muchos genes
inducibles por calor en la cascada transcripcional.

Aungue la regulacién de AP2/ERFs ha sido ampliamente analizada en los

altimos afos, falta informacion sobre la regulacion postraduccional. Por lo tanto, es



imperativo aislar e identificar las proteinas que interactian entre si, para
profundizar en el mecanismo de resistencia de los factores de transcripcion, por
ejemplo, se demostr6 preliminarmente que el factor DREB W18 puede estar
involucrado en la via de la E2 ubiquitina y en la via de transduccién de sefiales
mediada por la proteina calcio-proteina cinasa dependiente (CDPK). EI CDPK
recibe la sefial de Ca®" y activa DREB W18 que regula la expresion de los genes
relacionados a estrés rio abajo bajo condiciones de estrés. Cuando la planta no
necesita demasiadas proteinas DREB, E2-Ub/E3 interactuaron con W18 para
formar una complejo ubiquitinado que sera degradada por el proteasoma 26S (Xu
et al, 2008). La interaccion con diferentes factores proporciona una posibilidad de
que AP2/ERFs funcionen en muchos procesos biolégicos. Se espera que mas
proteinas que interactuan entre si sean identificadas para proporcionar una vision
general de las funciones biol6gicas de la familia de genes AP2/ER en la
transduccion de sefales, la regulaciéon de genes, y la defensa en respuesta a
ambientes de estrés. Estudios recientes indican que la dindmica molecular como
homodimerizaciones y heterodimerizaciones especificas asi como la flexibilidad
modular y modificaciones postraduccionales, determinan la especificidad funcional
de los factores de transcripcion en la adaptacion al medio ambiente (revisado por
Golldack et al. 2011).

Algunos factores de transcripcion pueden ser modulados por el
silenciamiento post-transcripcional mediado por miRNA y la sefalizacion de
especies reactivas del oxigeno. Ademas la metilaciéon del ADN, y modificaciones
post-traduccionales de las histonas altamente influencian la eficiencia de la
expresion de genes inducidos por estrés (revisado por Golldack et al. 2011). El
entendimiento de las interacciones de distintos factores, sera esencial para la
ingenieria especifica y eficaz para mejorar la tolerancia al estrés en las plantas;
por lo tanto, la investigacion en esta area es urgente.

Recientemente, se demostré que el motivo CE1-like CACCG en el promotor
ABI5 se requiere para la transactivacion de ABI4 en protoplastos de Arabidopsis
(Bossi et al. 2009). Por lo tanto, ABA puede jugar un papel importante en la

regulacion de la actividad transcripcional de DREBS, los cuales muestran una



variacion en algunos motivos conservados y funciones biolégicas en especies
divergentes y son dicotomizadas como DREB1 y DREB2, que estan involucrados
por separado en las vias de transduccion de sefiales bajo estrés abibtico
(Dubouzet et al. 2003). La expresion de genes de tipo DREB1 fue especificamente
inducida por el estrés por baja temperatura, en Arabidopsis y arroz (Liu et al. 1998;
Sakuma et al. 2002; Dubouzet et al. 2003; Lucas et al. 2011). En contraste, genes
de tipo DREB2, responden al estrés por deshidratacion y salinidad (Liu et al.
1998.; Dubouzet et al. 2003). Por lo tanto, es posible que DREBSs pertenecientes al
mismo tipo muestren patrones de respuesta diferentes en virtud del estrés del
medio ambiente. Existen trabajos donde genes tipo DREB1 insertados en las
plantas por transformacion, fueron capaces de mejorar mdltiples tolerancias
abidticas en cultivos agricolas como tabaco (Kasuga et al. 2004), trigo
(Pellegrineschi et al. 2004), el arroz (Dubouzet et al. 2003; Oh et al. 2005; Ito et al.
2006), crisantemo (Hong et al. 2006a, b, c), papa (Pino et al. 2008), y korshinskii
C. (Wang et al. 2011). Los genes tipo DREB2 han sido estudiados en s6lo un
namero limitado de especies de plantas (revisado por Agarwal et al. 2006). Por lo
tanto, es necesario analizar mas genes tipo DREB2A para lograr un panorama
completo de la regulacion DREB.

La sobreexpresion de HRD de Arabidopsis, un grupo de DREB llIb (Nakano
et al. 2006), mostro6 tolerancia a la sequia y mejoro la eficiencia del uso de agua,
medida como la tasa de biomasa producida por el agua que se utilizd, mediante el
mejoramiento de la asimilacion fotosintética y la reduccion de la transpiracion de
arroz bajo condiciones de invernadero normales (Karaba et al. 2007).

Diversos estudios han demostrado que el mejoramiento de la tolerancia a
estrés por DREBs estd asociada con eficiencia fotoquimica y la capacidad
fotosintética sostenida (Savitch et al. 2005; Oh et al. 2007; Hong et al. 2009). Sin
embargo, los conocimientos en cuanto a los genes relacionados con la fotosintesis
(respuestas estomales y no estomales) es todavia limitada. La sobreexpresion de
varios factores de transcripcién, mostraron mejoramiento en la tolerancia a estrés

abibtico relacionado a parametros fotosintéticos en plantas transgénicas. Sin
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embargo, pocos parametros fotosintéticos suelen ser evaluados en condiciones
naturales de campo (Saibo et al. 2009).

Como se menciond anteriormente hay un complejo lenguaje cruzado entre
etileno (ET), JA, acido salicilico (SA), y el acido abscisico (ABA) (McGrath et al.
2005), que resultan en interacciones antagonistas por ejemplo el SA y las vias JA,
asi como las vias de JA / ET y ABA, de tal forma que se puedan afinar las
respuestas de defensa (Anderson et al. 2004; Takahashi et al. 2004; Kariola et al.
2005). Por consiguiente, algunos genes de defensa de plantas coordinan las
pautas de induccion utilizando multiples vias de sefalizacion durante las
respuestas de defensa. Los genes ERF integran diferentes estimulos relacionados
con enfermedad y patdgenos (es decir ET, JA, y SA), vias de sefializacion, tales
como las vias de ET y JA (Gutterson y Reuber 2004). La transduccion de sefiales
de SA puede actuar antagonicamente con la via ET / JA (Ledn-Reyes et al. 2010;
An y Mou 2011), mientras que varios ERFs son inducidos por SA, JA, o ET (Gu et
al. 2000; Onate-Sanchez y Singh 2002; Zhang et al. 2004b; Zhang et al. 2010a;
Seo et al. 2010; Zarei et al. 2011).

Estos resultados indican que los ERFs pueden integrar coordinadamente la
via SA y la via de ET / JA, pero no antagonizarlos, para modular finamente la
respuesta de defensa durante el reto con patégenos. La sobreexpresion de
algunos ERFs confiere resistencia a plantas transgénicas a patdgenos fangicos y
bacterianos. Ademas, se observd resistencia a multiples patdégenos en plantas
transgénicas ERF (revisado por Xu et al. 2008a). Por otro lado, algunos ERFs
fueron activados por ABA (Qin col. 2004; Lee et al. 2005; Wang et al. 2004, Zhang
et al. 2004a; Zhang et al. 2010a), lo que indica una via de lenguaje cruzado entre
las respuestas de estrés abidtico y bidtico, aunque haya interacciones antagénicas
entre las vias de ABA y la sefalizacion de JA / ET.

Por lo tanto, los genes ERF codifican factores multifuncionales que
responden a multiples estreses, integran varias transducciones de sefiales y asi
potencialmente juegan roles duales en estrés bidtico y abidtico en plantas.

Estreses abidticos, tales como la sequia, la salinidad, y la congelacion, activan la
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expresion de algunos genes ERF de Clusters Il, Va, Vib y VII (Xu et al. 2008a; Zhu
et al. 2010).

Un gran desafio para la biotecnologia agricola actual es satisfacer una
demanda cada vez mayor en la produccion de alimentos frente a un mundo en
constante aumento de la poblacién que puede llegar a ser de mas de 9 billones en
2050 (Godfray et al. 2010; Tester y Langridge 2010). Esta creciente demanda de
alimentos tiene su paralelo en dramaticas pérdidas de tierras cultivables debido a
la creciente gravedad de la tierra destruccién por las condiciones ambientales
(Golldack et al. 2011). Las estrategias de ingenieria genética de plantas para la
reprogramacion celular y metabolica, parecen aumentar la eficiencia de la planta
de adaptacion procesos. En contraste con la mejora genética clasica, los
productos de ingenieria genética estan disefiados para mejorar la tolerancia por
medio de la incorporacién de genes especificos deseados en un organismo,
limitando la transferencia de genes indeseables a partir del organismo donante.
Por lo tanto, la tecnologia de generar transgénicos se consideran formas eficientes
y precisas para la mejora de un rasgo deseado. Los rapidos avances en la
tecnologia transgénica se han traducido en transformacion eficiente y la
generacion de lineas transgénicas de un niumero de cultivos para mejorar rasgos
como la tolerancia al estrés bidtico y abidtico. Los genes DREB podrian ser
utilizado como candidatos para mejorar los estreses abiéticos (Saibo et al. 2009;
Hussain et al. 2011) y biéticos (Park et al., 2001 ; Krishnaswamy et al., 2011)

La sobre-expresion de algunos genes del ERF a partir de grupos la, Il, V
bis, y VII di6 lugar a un amplio espectro de resistencia a patdgenos, y tolerancia a
sequia, salinidad y congelacién en plantas transgénicas (Xu et al. 2008). Sin
embargo, las funciones de la mayoria de DREBs o ERFs aun se desconocen. Por
lo tanto, para obtener una vision general en esta area de gran potencial de
impacto agrondémico, es esencial identificar y caracterizar funcionalmente nuevos
genes DREB / ERF. Dado que no todas las posibles funciones biolégicas se
pueden deducir con el uso de técnicas bioinformaticas, mas genes DREB / ERF de
MAas especies, especialmente especies silvestres, deben ser aislados y evaluarlos

funcionalmente ya sea apagandolos o sobre-expresandolos. Sin embargo, la
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expresion descontrolada de genes diana en ciertas plantas puede dar lugar a
fenotipos enanos y la reduccion de los rendimientos. Para superar el retraso del
crecimiento, parece que un promotor inducible por estrés es mas eficiente en la
conduccion de la expresion de los genes diana relacionados con el estrés en
plantas transgénicas. Plantas que sobre-expresan el gen DREB mediante un
promotor inducible por estrés, rd29A, en Arabidopsis, han demostrado tolerancia
mejorada al estrés abidtico, sin comprometer el rendimiento (Kasuga et al. 2004,
Pino et al. 2007).

En el presente trabajo, ademas, de analizar funcionalmente el
silenciamiento de AP2/DREB, se seleccionaron otros 4 genes con base en la
funcion reportada (Jasinski et al. 2002), para su clonacién en un vector de
silenciamiento, para andlisis funcionales posteriores. También se pretende en un
futuro sobre-expresar alguno de estos 4 genes y realizar un reto con C.
michiganensis subsp. michiganensis. Los genes a evaluar son los que codifican
para las proteinas mencionadas a continuacion: Endoquitinasa, que es una
enzima que degrada la quitina, un polisacarido de N-acetil-D-glucosamina
(GIcNAc) con enlaces B(1, 4), sobre los cuales actuan, hidrolizandolos. Peroxidasa
(Perox), que funciona como mensajero secundario intercelular e intracelular
induciendo la respuesta de defensa mediada por genes. Oxygen evolving
enhancer (OEE), proteina que regula reacciones de desfosforilacion durante la
fotosintesis. 14_3 3 que es una familia de proteinas relacionadas con procesos de
sefalizacion. Al respecto de estos 4 genes, en este trabajo, se realiz6 un analisis
bioinformético para determinar que secuencia genética tiene mayor similitud con
los fragmentos obtenidos por Lara-Avila et al. 2011 y se disefiaron
oligonucledtidos especificos para su clonaciéon en el vector ToMoV; con esto, se
pretende empezar el proceso del analisis funcional del silenciamiento de estos 4
genes en plantas adultas de S. peruvianum, para determinar su papel en la
defensa contra Cmm, y de esta manera buscar alternativas en el control y manejo
de esta enfermedad del tomate. Es probable que si mas de un gen tiene papeles
relacionados con defensa contra Cmm, lo ideal es generar un tomate transgénico

gue sobreexprese mas de uno de estos genes.

13



(2) PROCEDIMIENTOS EXPERIMENTALES

2.1 Bacterias, virus y plantas utilizados. Se utilizaron las siguientes cepas de
Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis donadas por Lara-Avila o
aisladas en nuestro grupo de investigacion: 1387 (Querétaro), 2966 (lrapuato),
1569 (Chiapas) y Arista (San Luis Potosi). La secuencia viral de los virus usados
Tomato Mottle Virus (ToMoV) se encuentra en el GenBank NC 001938 vy
NC_001939. Se solicitaron semillas de S. peruvianum 2172 al TGRC (Tomato
Genetic Resourses Center, Univ of California, Davis) y S. lycopersicum (cv Ailsa

craig).

2.2 Anélisis bioinformético de la secuencia clonada en el vector ToMoV.
Mediante ADNc-AFLP, Lara-Avila indentificé secuencias derivadas de transcritos
expresados diferencialmente en tomate (S. peruvianum, S. habrochaites y S.
lycopersicum) al ser retado con Cmm; por lo tanto se penso que estas secuencias
estan relacionadas con la resistencia a Cmm. Para llevar a cabo el analisis
funcional de los fragmentos aislados por Lara Avila, se utilizd el vector ToMoV-
VIGS, que se modificé en la regién Cp (eliminacién de 649 pb y generacién de una
region multiple de clonacién con los sitios: EcoRI, EcoRV y Hind Ill) e insertado en
el plasmido Bluescript (Bafiuelos-Herndndez, no publicado). Con el fin de
corroborar la funcionalidad de esta construccion de ToMoV como vector de
silenciamiento, se realizd la insercion de un fragmento de 250 pb del gen de
quelatasa en la region de la capside, ya que la pérdida de funcion de este gen
evita la sintesis de clorofila produciendo un fenotipo de blanqueamiento en la
planta; una vez que se comprobo que el vector era funcional, Esparza-Araiza, aislé
y cloné algunas de las secuencias encontradas por Lara-Avila en este vector. La
secuencia clonada en el vector ToMoV, que ocupa este trabajo, est4 descrita
como homologa de algtn gen de la familia AP2/ERF (Lara-Avila), sin embargo, se
hizo una busqueda para tener una descripcion mas precisa de la similitud del
fragmento obtenido usando diferentes bases de datos, con lo que se pretendia

interpretar de manera adecuada el fenotipo que se observe en las plantas a las
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que se les silencie el gen. Las bases de datos usadas para el analisis
bioinformético de esta secuencia fueron: NCBI, Gene indices y Sol Genomics
debido a que ademas de los datos obtenidos en NCBI, Gene Indices agrupa ESTs
y Sol Genomics arroja datos de Solanaceas, que brinda datos especificos
relacionados con el tomate.

La secuencia obtenida por ADNc-AFLP a partir de S. peruvianum fue (3’-
CAATGAATTCTCTGATTTCAAGCCTTTGCATTCCTCTGTGGATGCTAAACTTCA
GCCATTTGCCAAAGCTTGGCTAATCCCAAATCAAATGACTTGTGTTCTAAATCT
AATTCCAAGCCAAGAAAGTCCAAAACTGCGGCAGTTTCAGTGGATTCAAATTC
AGCTCAAGAATCTTCATCAAAGTCAGAAATCACCACAGATGATTCATTGAAAG
AAGAATTCAGCTATCCAGAAAATGGTACTATCAAGATTGAGGCTTCATCATCAT
CATCACCCCCAACACCATCTGAGGAATCATCATCTTCGCCTGAGTCTGATATT
ACTTTCTTAGATTTCGCTGAACCATCTC 5’), y se hizo un alineamiento multiple
ClustalWw con las secuencias (AK326153.1; SGN-U571293:501-1760; SGN-
U425235:701-1800; SGN-U268742:2501-3668; FN649467.1; TC238211
TC211068; TC217438; SGN-U586703) obtenidas de las 3 bases de datos
mencionadas, utilizando el programa Bioedit v7.1.3©. Ademas, se realizé un
alineamiento multiple ClustalW y un arbol filogenético, para corroborar la similitud

entre las secuencias.

2.3 Silenciamiento de genes. Se germinaron semillas (aproximadamente 50) de
las variedades Solanum lycopersicum y Solanum peruviaunum, para obtener

plantas que se agruparan (por triplicado) de la siguiente manera:

TABLA 1. Diferentes combinaciones experimentales de plantas a silenciar con el

vector ToMoV vy posterior reto con Cmm.

Especie de tomate Construccién de vector viral | Reto con

usado para infeccién Cmm

S. lycopersicum - -

S. lycopersicum - +
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S. peruvianum - -
S. peruvianum - +
S. peruvianum ToMoV_ACp -
S. peruvianum ToMoV_ACp +
S. peruvianum ToMoV_chll -
S. peruvianum ToMoV_SpDREB2A -
S. peruvianum ToMoV_SpDREB2A +

Los tratamientos anteriores para andlisis funcional, se eligieron para
asegurar que el fenotipo que se obtuviera en la planta silenciada con el gen de
interés (DREB2A) fuera exclusivamente por el silenciamiento del gen. Las plantas
que se infectaron con el vector ToMoV_Chll, se utilizaron como control para
verificar el tiempo en el que se empez6 a mostrar fenotipo blanco, que indica el
inicio probable del silenciamiento del gen de interés en las plantas silenciadas con

el vector.

2.4 Inoculacién de la planta con el vector ToMoV. Para la inoculacion de la
planta a silenciar con el gen DREB2A se realizd el procedimiento como se
describe a continuacion: los componentes con genomas hibridos ToMoV A
ACp_DREB2A y ToMoV B fueron liberados del vector plasmidico en donde
estaban clonados (pBS) usando la enzima Apa |. Plantas de Solanum
lycopersicum y Solanum peruvianum crecidas en invernadero se inocularon con
una mezcla de 1 pg del componente Ay 1 ug del componente B. La inoculacién se
llevé a cabo usando un aparato de distribucibn de ADN por biobalistica a baja
presion (Carrillo-Trip et al. 2006). Para cada grupo de genomas hibridos se inoculd
un grupo de 5 plantas. Las plantas inoculadas se mantuvieron en un invernadero a
temperatura ambiente (en Mayo y Junio) durante 45 dias después de la
inoculacion; en este periodo las plantas mostraron la aparicion de sintomas, los
cuales, fueron registrados por fotografia. El mismo procedimiento se llevé a cabo

para las demas inoculaciones cambiando Unicamente el componente ToMoV A
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segun se necesitara (ToMoV A ACp como control negativo yToMoV A ACp_Ch I

COMO positivo).

2.5 Eleccion de la cepa de Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis
para infeccidon. Para elegir con cuél de las cepas de Clavibacter michiganensis
subsp. michiganensis con las que se cuenta en el laboratorio se infectaria a las
plantas de estudio, se realizé un experimento en el cual se germinaron y crecieron
20 plantas de S. lycopersicum. Las cepas de Cmm (2966, 1569, Arista y 1387) se
cultivaron en medio 802 hasta que alcanzaron una densidad de 10°cel/mL. Diez
dias después de haber germinado las plantas se les inyect6 1 mL de la
suspension con las diferentes cepas de Cmm; ademas se mezclaron las 4 cepas
de Cmm y se inyecté un mL de esta mezcla en una planta, también se inyectaron
2 controles, uno con agua y otro con medio 802. Se observaron los sintomas 5
dias post-infeccion, la cepa que se eligi6 utilizar fue la 1387 por que presentd un

fenotipo de infeccién con Cmm mas agresivo que las otras.

2.6 Reto con Cmm. Cuando se infectaron las plantas con el control positivo de
silenciamento, se observo el fenotipo de blanqueamiento aproximadamente a los
18-22 dias después de la inoculacion, al mismo tiempo se inocularon nuestras
plantas con el gen DREB2A a silenciar; 22 dias después del comienzo de este
fenotipo de silenciamiento (para permitir se realice totalmente el silenciamiento en
la planta problema), se realiz6 la extraccion de ARN de las plantas inoculadas con
ToMoV_Acp_DREB2A, con el objetivo de confirmar el silenciamiento mediante la
disminucién del ARNm del gen (DREB2A); esto se realiz6 mediante RT-PCR. Los
retos con C. michiganensis subsp. michiganensis se realizaron 45 dias después
de comenzar a ver blanqueamiento en las plantas inoculadas con
ToMoV_Acp_chll, tal como se menciond anteriormente, inyectando entre el tallo y
la segunda rama de las plantas que se inocularon con ToMoV_Acp_DREBZ2A y
ToMoV_Acp; la densidad utilizada fue de 10° cel/mL (Agx= 0.02). Después de 22
dias del reto se observo que se presentaron sintomas en las plantas en las que se
inoculé ToMoV_Acp DREB2A. Una planta silenciada con ToMoV_Acp_ DREB2A
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no se retd y servid para corroborar si el silenciamiento per se de este gen no

afecta la viabilidad de la planta.

2.7 Andlisis de dafio en plantas. El dafio observado en las plantas retadas con
C. michiganensis subsp. michiganensis e inoculadas con ToMoV_Acp_ DREB2A,
se cuantificé midiendo el area dafiada con respecto al area total de la planta y se
compard con el dafio observado en las plantas inoculadas con ToMoV_Acp vy
retadas de igual forma con C. michiganenesis subsp. michiganensis. Esta

medicion se llevd a cabo con el programa ImageJ (http://rsbweb.nih.goVv/ij/), y se

sigui6 la metodologia desarrollada en la Universidad de Guelph por el doctor Paul
H. Goodwin.

2.8 Andlisis de cuatro genes candidatos adicionales para clonacién

2.8.1 Disefio de oligonucleédtidos. Se realiz6 un analisis bioinformatico para
determinar cudles son las secuencias nucleotidicas de proteinas mas cercanas
filogenéticamente a cada uno de los fragmentos de genes mencionados en la
introduccién (correspondientes a las proteinas: DREB2A, Endoquitinasa,
Peroxidasa, OEE, 1433) que se amplificaron por ADNc-AFLP, y ver si existen
familias de genes relacionadas, de tal forma que pudieran disefarse
oligonucledtidos para diferenciar entre componentes de la familia y tratar de
obtener el ADNc completo. El andlisis se realiz6 para los 4 genes adicionales a
DREB2A mencionados, pero por cuestion de espacio de la tesis solo se muestra el
andlisis para el gen OEE. El procedimiento para los alineamientos fue similar para
los 5 genes y se describe a continuacion:

Se hizo un Blast de la secuencia obtenida por ADNc-AFLP (Tabla 2) en tres
bases de datos (NCBI, Gene indices, Sol Genomics) diferentes debido a que
ademéas de los datos obtenidos en NCBI, gene indices agrupa ESTs y Sol
Genomics arroja datos de Solanaceas lo que brinda datos especificos

relacionados con el tomate.
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TABLA 2. Secuencias de genes obtenidas a partir de ADNc-AFLP utilizadas

para analisis BLAST-N y claves de secuencias obtenidas en el andlisis.

Secuencia obtenida por ADNc-AFLP

Codigos de  secuencias
obtenidas por BLAST en las
diferentes bases de datos y
porcentaje de identidad

>SpOEE1
GATTGAGGGACCATTTGAAGTGTCTCCGGA
TGGCACTGTTAAGTTTGAGGAGAAGGATGG
AATTGATTATGCTGCTGTTACAGTTCAGCTT
CCTGGTGGTGAGCGTGTGCCCTTCCTCTTC
ACTATCAAACAGCTTGTGGCAAGCGGCAAG
CCAGAAAGCTTTAGTGGTGAGTTCCTTGTG
CCATCATACAGAGGTTCATCCTTCCTTGACC
CAAAGGGACGAGGTGGATCTACTGGCTATG
ACAACGCTGTTGCATTGCCTGCTGGAGGGA
GAGGAGACGAGGAGGAGCTTCAGAAGGAG
AACGTAAAGAACACTGCATC

AK319582.1 (100%),
711999.1 (100%),
HQ534294.1 (98%),
AY952375.1 (97%),
AY220076.1 (97%),

X64349.1 (96%), X17578.1
(90%), TC235533 (87%),
SGN-U268446 (97%), SGN-
U450055  (96%), SGN-
U511355 (90%).

>SpPX1
GAAGCTGTAGAAAGGGAATGCCCTGGTGTT
GTTTCTTGTGCTGATATTCTTGTTTTGTCAG
GTAGAGATGGTATTGTTGCTCTAGGAGGGC
CACACTTTCCTCTCAAAACTGGAAGAAGAGA
TGGAAGAAAAAGCAGAGCAGACATTCTTGA
GCAACACCTCCCAGATCACAATGAAAGCAT
GAGTGTTGTTCTCGAAAGATTTGCTAACATT
GGAATCAACACCCCTGGAGTTGTTGCCTTG
CTAGGGTCACACAGTGTGGA

AK322518.1 (97%), AF149251.1
(91%), SGN-U268273 (96%),
SGN-E701819 (97%),
TC244400 (97%),

>Sptft8
TAGAGGAAANGAGCAGAATGTGAAGCGGAN
CCAGGGGTACCGCCAAAAAGTAGAGTCANA

NM_001247338.1 (98%),
EF371798.1
(94%),Tomato_SGNIlocusID_18
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/225311843?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=K3A17W4N01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/19156?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=K3A17W4N01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/313586397?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=K3A17W4N01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/61697114?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=5&RID=K3A17W4N01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/30013656?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=6&RID=K3A17W4N01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/505481?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=7&RID=K3A17W4N01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/21551?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=9&RID=K3A17W4N01R
http://solgenomics.net/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U268446
http://solgenomics.net/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U450055
http://solgenomics.net/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U450055
http://solgenomics.net/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U511355
http://solgenomics.net/search/unigene.pl?unigene_id=SGN-U511355
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/225316565?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=K55UYRYY01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/4927283?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=K55UYRYY01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/350539760?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=K57P0VEU016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/124494228?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=K57P0VEU016
http://solgenomics.net/phenome/locus_display.pl?locus_id=18

NCTCACCGACATTTGCAATAATATCATGACT | _X98864 (97%),
GTGATTGATGAGCATCTGATTCCGTCATGTA | Tomato_SGNlocusID_18_SGN-
CTGCTGGTGAATCAACTATGTTTTACTACAA | U577857 (97%), TC226027
AATGAAAGGAGATTATTATCGATATCTTGC (97%).
AGAGTTCAAAACAGGTGATGACAAGAAAGA
AGTTTCTGATCTGTC

>SpChtB4
CAATCCTGATTTAGTAGCCACAGATCCAGTT | AK322000.1 100%, U02608.1
ATCTCATTCAAATCAGCTATCTGGTTCTGGA | 100%, U02605.1 100%, SGN-
TGACCCCTCAATCACCAAAGCCTTCTTGCCA | U580366 99%, SGN-U268802
CAATGTCATCACCGGAAGATGGCAACCATC | 94%
TGGTGCTGACAGAGCAGCCAATCGCCTCCC
TGGATTCGGTGTCATTACAAACATCATCAAT
GGTGGCCTAGAATGTGGTCGTGGCAGTGAC
AGCAGGGTCCAGGA

OEE: SpOEE (Solanum peruvianum Oxigen Evolving Enhancer); 14 3 3:
Shtft8 Solanum habrochaites 1433 protein; Peroxidasa: SpSPX1 Solanum

peruvianum peroxidase; Endoquitinasa: SpChtB4 Solanum peruvianum Chitinase.

A partir de este momento, se designaron nombres diferentes para cada uno de
los fragmentos de genes con base a la secuencia encontrada con mayor similitud:
OEE: SpOEE; 14 3 3: Shtft8; Peroxidasa: SpSPX1 Endoquitinasa: SpChtB4 y
SpDREB2A.

Se alinearon las secuencias, se identificaron codones de inicio y codones
de paro y con base en esto, se recortaron segun fuera necesario para un mejor
alineamiento (Figs.S1-S8). Después del alineamiento se realiz6 un arbol
filogenético para determinar la cercania entre las secuencias de genes
encontradas y tratar de predecir en que grupo se encuentra la secuencia con la

que contamos.
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2.8.2 Disefio y sintesis de los oligonucle6tidos para amplificar los genes de interés.
Se disefiaron oligonucleétidos consenso-degenerados basados en secuencias
disponibles en el GenBank® (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank/), utilizando el

programa de alineamiento BioEdit®

(http://www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/bioedit.html), y en los resultados obtenidos a
partir del analisis de los arboles filogenéticos realizados. Una vez disefiados los
oligonucledtidos, se enviaron para su sintesis a la empresa Integrated DNA
Technologies (IDT). Los oligonucledtidos se resuspendieron en agua milli “Q”
estéril en campana a una concentracion de 100 uM, haciéndose alicuotas a una

concentracion de 10 uM para utilizarse como solucién de trabajo.

2.9 Disefio de oligonucledtidos a usar en RT-PCR para cuantificacion de
SpDREB2A. Utilizando la secuencia FN649467.1, se disefiaron oligonucledtidos
para amplificar una region diferente de DREB2B, a la obtenida por ADNc-AFLP, y
usarlos después para comprobar el silenciamiento del gen en plantas de S.
peruvianum (SpDREB2A F 5-AGTTAGACAACGCCATTGGG-3' y SpDREB2A R
5-TAAGCCAAAGCAGCCTCTTC-3’). Los oligonucleotidos se disefiaron en la
regibn externa para asegurar que el silenciamiento se llevara a cabo en
secuencias enddgenas de la planta y que no hubiera confusion con las secuencias

insertadas en el vector viral.

2.10 Microscopia electronica de barrido. Para documentar mediante
microscopia electronica de barrido muestras de las diferentes condiciones del
experimento de silenciamiento del gen SpDREB2A, se realizé de manera siguiente
la preparacion de muestras: Se fijaron con glutaraldehido al 3% en buffer
Sorensen; se lavaron tres veces con buffer, posteriormente se sumergieron las
muestras en tetradxido de osmio (0OsO,4) al 1% en buffer durante 2h, se lavaron
tres veces con buffer, le siguié una deshidratacién con etanol:H,O al 30, 50, 70,
90, 95% durante 15 min en cada cambio, después lavados con etanol absoluto por
15 min, tres veces, posteriormente se trataron con 6xido de propileno dos veces,

se cambio por oxido de propileno una vez mas y finalmente se dejaron secar. Para
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observar la muestra se montaron en el equipo (Marca Cressington Modelo sputter

coated 108auto) en el LINAN-IPICYT, se ionizaron y observaron.
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(3) RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Andlisis bioinformaéatico de la secuencia clonada en el vector ToMoV

3.1.1 BLAST-N

Con el fin de identificar la secuencia con mayor porcentaje de identidad respecto a
la secuencia de estudio, se realizé un andlisis de BLAST-N de la secuencia parcial
de cDNA previamente aislada y secuenciada por Lara-Avila, 2011: 3'-
CAATGAATTCTCTGATTTCAAGCCTTTGCATTCCTCTGTGGATGCTAAACTTCA
GCCATTTGCCAAAGCTTGGCTAATCCCAAATCAAATGACTTGTGTTCTAAATCT
AATTCCAAGCCAAGAAAGTCCAAAACTGCGGCAGTTTCAGTGGATTCAAATTC
AGCTCAAGAATCTTCATCAAAGTCAGAAATCACCACAGATGATTCATTGAAAG
AAGAATTCAGCTATCCAGAAAATGGTACTATCAAGATTGAGGCTTCATCATCAT
CATCACCCCCAACACCATCTGAGGAATCATCATCTTCGCCTGAGTCTGATATT
ACTTTCTTAGATTTCGCTGAACCATCTC-5, de Solanum peruvianum. Se
encontré que es similar a las siguientes secuencias (% identidad): AK326153.1
(98%); SGN-U571293 (97%); SGN-U425235 (92%); FN649467.1(86%); TC238211
TC211068 (71%), todas correspondientes a genes relacionados con la familia
AP2/ERF, lo que corrobora los datos obtenidos previamente por Lara-Avila (quien
realizd el andlisis considerando una sola base de datos), y abre la posibilidad de
determinar a qué proteina de esta familia podria pertenecer la secuencia

problema.

3.1.2 Alineamiento

Se realiz6 el alineamiento de las secuencias encontradas mediante BLAST-
N con la secuencia problema (Fig. 1) y se encontré que la secuencia FN649467.1
de Nicotiana benthamiana, es la secuencia completa descrita con mayor similitud
a la secuencia problema, por lo tanto, se determiné que ésta puede corresponder
a un gen que codifica una proteina de tipo DREB2A, por lo que en adelante a esta
secuencia se le denominara SpDREB2A. Ademas se generd un arbol filogenético

(Fig. 2), para corroborar la cercania de las secuencias analizadas con la secuencia
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problema; SpDREB2A se agrupa con un alto porcentaje de identidad con
secuencias de Solanum lycopersicum, pero estas secuencias, son ESTs
(Expressed Sequence Tags) también Illamadas secuencias de bibliotecas
genomicas; la secuencia completa descrita mas parecida es la que corresponde a
FN649467.1, de Nicotiana tabacum.
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AR AR T T CAGCTCARGAATCTTCATCARAGTCAGARATCACCACACARE TGATTCATTGARAGARCAATTC
N At B Al G C T TCAGTTCARAGATTGTCCAGRRRRTGTTARTGTCARGATTG ; arifers ———————————Jg
P Y 2 G AR G G GA GAGCABAACA GCAGAAGTTCGATCCGARAGTGACGGGTCS
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Figura 1. Alineamiento de secuencias con mayor identidad, encontradas por
BLAST-N para la secuencia problema SpDREB2A. SpDREB2A: Secuencia

correspondiente a DREB2A de Solanum peruvianum. Nb DREB2A: Secuencia
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correspondiente a DREB2A de Nicotiana benthamiana. S| cDNA clone: Secuencia
de una clona de cDNA en Solanum lycopersicum. S| 75 EST’s DREB: Secuencia
de 75 EST’s agrupados correspondiente a DREB. Nt related to AP2 : Secuencia
correspondiente a AP2 en Nicotiana tabacum. Sl DREB3: Secuencia

correspondiente en DREB3 en Solanum lycopersicum.

S1_cDNA_clone_APYERF_AK326153.1
0.91 §1_75_ESTs_DREB_SGN-US571293_Tormato_200607#2
SpDREB2A
o— NBDREB2A_FNG49467.1
Nt_related_to_AP2_SGN-U425235_701-1800
SI_DREB3_TC238211_TC211068

0.2
Figura 2. Arbol filogenético de secuencias relacionadas con la secuencia problema
(DREB2A). SpDREB2A: Secuencia correspondiente a DREB2A de Solanum
peruvianum. Nb DREB2A: Secuencia correspondiente a DREB2A de Nicotiana
benthamiana. SI cDNA clone: Secuencia de una clona de cDNA en Solanum
lycopersicum. Sl 75 EST's DREB: Secuencia de 75 EST's agrupados
correspondiente a DREB. Nt related to AP2: Secuencia correspondiente a AP2 en
Nicotiana tabacum. S| DREB3: Secuencia correspondiente en DREB3 en Solanum

lycopersicum.

3.2 Seleccion de la cepa de Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis

Cmm para pruebas de reto

En el laboratorio de Biologia Molecular de Plantas se cuenta con varias cepas
de Cmm aisladas de diferentes regiones del pais. Para este ensayo probamos 4
cepas y una mezcla de las mismas para elegir a la mas virulenta. Se observaron
sintomas 5 dias post-infeccion, la cepa que se eligié utilizar fue la 1387 por que
presentd un fenotipo de infeccibn con Cmm mas virulento que las otras. En la
Figura 3 se observan las plantas antes y después de la infeccion con Cmm y se

observa que la planta infectada con la cepa 1387 presenta un dafio severo.
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Agua Medio 2966 1569 Arista 1387 Mix
802

Plantas de tomate con 10 dias de germinacién

Agua Medio 2966 1569 Arista 1387 Mix
802

5DIAS POST-INFECCION CON Cmm

Figura 3. Inoculacion de plantas de Solanum lycopersicum con diferentes
cepas de Cmm para prueba de virulencia in vivo. Se utilizaron cepas de
Clavibacter michiganensis 1387 (Querétaro), 2966 (Irapuato), 1569 (Chiapas) y

Arista (San Luis Potosi).

3.3 Efecto del silenciamiento del gen SpDREB2A mediante ToMoV, al retar

plantas de S. peruvianum con Cmm

3.3.1 Fenotipos de silenciamiento

Se observaron diferentes fenotipos en las plantas segun las combinaciones
experimentales a las que se sometieron. En la Figura 4A se muestra la imagen de
Solanum lycopersicum silvestre (WT) en condiciones normales. En la Figura 4B se
muestra Solanum lycopersicum WT 15 dias después de haber sido infectada con
Cmm (95 dias después de germinar); se observa senescencia en las hojas
proximales al sitio de infeccion, y se presenta senescencia y necrosis también en
hojas distales al sitio de infeccidn, lo que significa que la bacteria se diseminoé en
la planta. En la Figura 4C, se observa una planta de Solanum peruvianum (WT)
sin retar, que presenta hojas verdes completas, de buen aspecto. Cuando se reto
Solanum peruvianum con Cmm se observd que se mantiene el fenotipo sano

(Figura 4D) aunque las primeras hojas presentan marchitamiento debido al
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contacto directo con el fertilizante, que dafdé las hojas; sin embargo, el resto de la
planta no presenta dafio, demostrando asi resistencia a Cmm. Para tener la
certeza de que la infeccion con el vector ToMoV_ACp no provocaria dafo en la
planta per se, se inocul6 una planta de Solanum peruvianum con el vector
ToMoV_ACp y no se observo diferencia en relacion a la planta control (Solanum
peruvianum WT) (Figura 4E); ademas, otra planta de Solanum peruvianum que se
inoculé con el vector ToMoV_ACp, se infecté también con Cmm para verificar que
el vector viral no alteraba la capacidad de resistencia a Cmm; el fenotipo obtenido
en este caso fue una planta sana sin signos de infeccion (Figura 4F). En la Figura
4G, se muestra el fenotipo de una planta de Solanum peruvianum infectada con el
vector ToMoV_ACp_Chll. Se demuestra que el silenciamiento del gen Chill
(quelatasa de magnesio) resulta en la ausencia de clorofila debido a que este gen
codifica un componente del complejo quelatasa de magnesio, indispensable para
la sintesis de clorofila, lo que resulta en un fenotipo amarillo al inicio y
posteriormente blanco (Robertson 2004).

Ademas de cont6é con un control de Solanum peruvianum inoculada con
ToMoV_ ACp_SpDREBZ2A, pero sin retar con Cmm, para verificar que el
silenciamiento per se de DREB2A no sea la causa del fenotipo de enfermedad en
la planta. Se observé que el fenotipo es similar al de una planta control negativo
de esta especie. En la Figura 4H, se muestra la imagen del experimento anterior,
similar al control negativo (Fig. 4E), aunque con las hojas inferiores un poco
marchitas por efecto del fertilizante accidentalmente depositado sobre las mismas.
Finalmente, en la Figura 41 se muestra el fenotipo de una planta de Solanum
peruvianum infectada con ToMoV_ ACp_ SpDREBZ2A y retada con Cmm, y se
observa un dafio por senescencia y necrosis con origen en la region proximal al
sitio de infeccion de Cmm vy difusion a las hojas distales, lo cual nos indica un

posible papel de DREB2A en la defensa contra Cmm.
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Solanum peruvianum +

Solanum peruvianum +

Solanum peruvianum +

ToMoV_ ACp_Chll ToMoV_ ToMoV_
ACp_SpDREBZ2A ACp_SpDREBZ2A +
Cmm

Figura 4. Fenotipo de las diferentes combinaciones experimentales que se
realizaron en la infecciébn de plantas de S. lycopersicum y S. peruvianum. A.
Solanum lycopersicum silvestre (WT); B. Solanum lycopersicum infectada con
Cmm. C. Solanum peruvianum silvestre (WT); D. Solanum peruvianum infectada
con Cmm; E. Solanum peruvianum inoculada con ToMoV_ACp; F. Solanum
peruvianum inoculada con ToMoV_ACp e infectada con Cmm; G. Solanum
peruvianum inoculada con ToMoV_ ACp_Chll; H. Solanum peruvianum inoculada
con ToMoV_ ACp_SpDREB2A; I. Solanum peruvianum inoculada con ToMoV_
ACp_SpDREBZ2A e infectada con Cmm.

En la Figura 5 se muestra un corte longitudinal de un segmento de tallo
necrosado de una planta de S. peruviaunum con el gen SpDREB2A silenciado, e
infectada con Cmm, donde se observo la presencia de chancros necréticos en

regiones del tallo distales al sitio de infeccion.
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Figura 5. Colonizacion de la bacteria Cmm en un tallo de S. peruvianum, con el

gen SpDREB2A silenciado, e infectada con Cmm.

Se corrobor6 la presencia de la bacteria mediante microscopia electrénica
de barrido como se muestra en la Fig. 6. La Figura 6A muestra una micrografia del
corte transversal de un tallo de S. lycopersicum sin infectar, amplificada 200x, en
ella se observan las estructuras de sistema de transporte de fluidos del tallo;
después, en la figura 6B, se muestra un corte longitudinal del mismo tallo de S.
lycopersicum sin infectar, amplificada 3000x donde se observan estructuras
esféricas que son cloroplastos. En la figura 6C, se observa la imagen de un corte
longitudinal de un tallo de S. lycopersicum infectado con Cmm amplificada 400x,
en ella se pueden observar (marcado con la flecha) bacilos de Cmm y cloroplastos
(marcados con una estrella). La figura 6D, se muestra un corte longitudinal de un
tallo de S. lycopersicum infectado con Cmm amplificada 400x, en ella se pueden
observar (marcado con la flecha) bacilos de Cmm. En las figura 6E (400x) y 6F
(3000x), se observan cortes longitudinales de tallo de Solanum peruvianum sin
infectar, donde solo se observan (Fig.6F) estructuras esféricas correspondientes a
cloroplastos (marcados con una estrella). La figura 6G, se muestra la imagen de
un corte longitudinal de un tallo de Solanum peruvianum inoculado con
ToMoV_ACP e infectado con Cmm, amplificado 3000x, y no se observan
estructuras bacilares. En la figura 6H, se muestra un corte transversal de tallo de
Solanum peruvianum inoculado con ToMoV_DREBZ2A e infectado con Cmm
amplificado 400x, aunque no se observan estructuras bacilares, se pueden ver

estructuras esféricas que corresponden a cloroplastos (marcado con una estrella).
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La figura 6l, muestra la imagen de un corte longitudinal de tallo de Solanum
peruvianum inoculado con ToMoV_DREB2A e infectado con Cmm amplificado a
3000x, donde se aprecian estructuras bacilares similares a las observadas en la
muestra de Solanum lycopersicum infectado con Cmm, con lo que se comprueba
la presencia de Cmm en planta de Solanum peruvianum con el gen DREB2A
silenciado e infectadas con Cmm. Se comprobd que las estructura bacilar
corresponde a Cmm, mediante un PCR con oligonucleotidos especificos para la

region Cel A de Cmm.
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Figura 6. Micrografia electronica de barrido de tallos de Solanum spp. infectados
con Cmm. (A) S. lycopersicum sin infectar (400x); (B) S. lycopersicum control (sin
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infectar)(3000x); (C) S. lycopersicum infectada con Cmm (400x); (D) S.
lycopersicum infectada con Cmm (3000x); (E) S. peruvianum control (sin infectar)
(400x); (F) S. peruvianum control (sin infectar) (3000x); (G) S. peruvianum ACP
infectada con Cmm (3000x); (H) S. peruvianum DREB2A silenciado infectada con
Cmm (400x); () S. peruvianum DREBZ2A silenciado infectada con Cmm (3000x).

Las flechas sefialan bacilos de Cmm vy las estrellas cloroplastos.

La bacteria Cmm al colonizar el xilema (Figuras 5, 6C, 6D y 6l) obstruye el
flujo del liquidos en la planta y produce deshidratacion, lo que conduce al
marchitamiento de las hojas; asi, se propone una opcion por la cual la especie
resistente manifiesta sintomas de susceptibilidad (marchitez) al retarse con Cmm
después silenciar el gen SpDREB2A es que se reduzca la expresion de genes de
tolerancia a deshidratacion ya que SpDREB2A, codifica una proteina DREB2A que
interactia con DRE/CRT (cis-acting dehydration-responsive element/C-repeat), un
sitio involucrado en la expresion de genes de respuesta a frio y sequia. Se ha
demostrado que la sobreexpresion del gen constitutivo DREB2A en Arabidopsis
thaliana, resulta en un incremento significativo a la tolerancia de la sequia
(Sakuma et al. 2006). Kishnaswamy et al. 2011, reportaron que las proteinas
DREB26 y DREB19 actian como transactivadores con una expresion tejido
especifica y participan en procesos de desarrollo de la planta asi como en la
sefalizacion de estrés bidtico y abiotico. El factor de transcripcidn Tsil (Tobacco
stress-induced genel) con una secuencia homologa al motivo de union a ADN
EREBP/AP2, puede estar involucrado en (¢,?) como un factor de transactivacion
positivo en dos vias de sefiales de transduccion separadas bajo estrés bidtico y
abidtico (Park et al., 2001). Datos como los anteriores, sugieren que factores de
transcripcion como DREB2A pueden estar involucrados en la regulacion de la

tolerancia al estrés bi6tico en plantas.
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3.4 Niveles de expresion del gen DREB2A cuantificados por qRT-PCR, en

plantas silenciadas con el vector ToMoV_SpDREB2A

En el ensayo de gRT-PCR, se encontr6 que el silenciamiento del gen
SpDREB2A, en plantas de S. peruvianum, disminuye su expresion
aproximadamente 22 veces, respecto a la expresion en condiciones de la planta
previas al silenciamiento del mismo gen, estos datos se muestran en la Figura 7,

en la cual se grafica la expresion normalizada del gen SpDREB2A después de ser

silenciado.
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Figura 7. Nivel de expresion del gen SpDREB2A normalizado con el gen de actina,

en plantas de S. peruvianum inoculadas con ToMoV_SpDREB2A.

3.5 Deteccion de Cmm por PCR en plantas silenciadas e infectadas

Se ha postulado que las plantas silvestres resistentes a Cmm confinan a la

bacteria al sitio de infeccidén y ésta no se disemina en toda la planta, por lo que nos
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dimos a la tarea de corroborar si habia diseminacion en plantas silenciadas en el
gen SpDREB2A. Después de que se infectaron con Cmm las plantas de S.
peruvianum con el gen SpDREB2A silenciado, se realizé6 un PCR para amplificar
regiones de Cel A que corresponde a un gen que codifica una endo-3-1,4
glucanasa y la region CM3/CM4 que amplifican selectivamente una region Unica
de ADN de Cmm. Es importante resaltar que esta ultima regidén ha sido evaluada
por Alvarez y Kaneshiro (1999) y demostraron que es la regiéon mas conservada
en diferentes cepas de Cmm, ya que otros grupos han usado iniciadores como
CM5 y CM6 (Dreier et al. 1995) para la deteccibn de cepas virulentas,
hipovirulentas y avirulentas de Cmm, pero no son tan confiables. Para dicho
ensayo se usaron hojas distales al sitio de infeccion para la deteccion de la
bacteria. En la Figura 8 se muestra un gel con los productos de amplificacion de
muestras tomadas de las plantas silenciadas antes de infectar, 10 dias después

de la infeccién y 20 dias después de la infeccidn; con esto se corrobora que la

bacteria se disperso en la planta.

MP 1 2 3 4

1.- Antesdeinfectar

2.- 10 dias post-infeccion (Cel A)

3.- 20 dias post-infeccion

(CM3/CM4)

4.-Cmm (1387) cultivo bactetriano
(Control positivo)

Figura 8. Gel de agarosa que muestra la amplificacion de productos por PCR de
Cmm en plantas silenciadas e infectadas. 1: Muestra tomada de una hoja proximal
al sitio de infeccion antes de infectar. 2: Muestra tomada de una hoja distal al sitio
de infeccion 10 dias post-infeccion. 3: Muestra tomada de una hoja distal al sitio
de infeccibn 20 dias post-infecciéon. 4: Amplificacion de CM3/CM4 en cultivo
bacteriano de la cepa 1387 de Cmm como control positivo.
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3.6 Area de dafio en plantas silenciadas

Se determiné el area dafada de las plantas a las que se les silencié el gen
SpDREB2A, con el programa Imaged, considerando hojas necrosadas vy
marchitas, y se compar6 con el dafio medido en plantas inoculadas con
ToMoV_ACp, se encontré que hay una diferencia del 41.21% de dafo (Figura 9),
es decir, las plantas con el gen SpDREB2A silenciado, sufrieron 41.21% mas dafio
que las plantas control, lo cual corrobora que el gen SpDREB2A es importante en

la contencion de la infeccion por Cmm.
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Figura 9. Gréfica de porcentaje de dafio de plantas de S. peruvianum con el gen
SpDREB2A silenciado y tratadas con Cmm, comparadas con plantas control
inoculadas con ToMoV ACp e infectadas con Cmm.

38



3.7 Disefio de oligonucleotidos con sitios de restriccion especificos para

clonacion en el vector ToMoV de genes candidatos adicionales a silenciar

Para amplificar regiones de los genes que posteriormente serviran como
blanco para silenciamiento, se realizaron alineamientos de diferentes secuencias
con identidades de aproximadamente del 90% con cada una de las secuencias de
los genes obtenidas por ADNc-AFLP (Tabla 2, ver Metodologia), y se consideré
que los oligonucledtidos tuvieran sitios de restriccion necesarios para que el
producto de amplificacion pudiera clonarse en el vector ToMoV con los extremos
EcoRI y Hindlll. Para los genes SpChtB4 (quitinasa), SpX1 (peroxidasa), SpOEE
(oxygen evolving enhancer) y Sptft8 (de la familia de proteinas 14 3_3,
involucradas en procesos de sefializacidn), se obtuvieron los siguientes pares de
oligonucledtidos: SpChtB4 F TTT GAA TTC GCC ACG ACC ACA TT; SpChtB4 R
GCG AAG CTT TCC AGT TAT CTC AT; SpX1 F ATT GAA TTC GTT GTT TCT
TGT GCT G; SpX1 R GCG AAG CTT ATG TCT GCT CTG; SpOEE F AGA
GAATTC TTG ATT ATG CTG CTG TTA C; SpOEE R GCG AAGCTT ATG AAC
CTC TGT ATG,; Sptft8 F AAA GAA TTC ACC GCC AAA AAG TAG AG; Sptft8 R
CAG AAG CTT CTT GTC ATC ACC TG. A continuacion se muestra un gel (Fig.
10), con los productos de amplificacion de cada uno de los fragmentos de los
genes a clonar en el vector ToMoV, con lo que se comprueba que los

oligonucledtidos son funcionales.

Figura 10. Amplificacion de genes de interés para clonacion en ToMoV. (MP)
Marcador de peso molecular 1Kb; (1) SpChtb4; (2) SpPX1; (3) SpOEE; (4) Sptft8;

(5) Control positivo (actinas).
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(5) ANEXO

5.1 Extraccion de ARN. Las muestras a analizar, se congelaron inmediatamente
en nitrdgeno liquido para posteriormente realizar la extraccion de ARN por el
meétodo de Trizol® que consiste en la disociacion completa de los complejos de
nucleoproteinas. Posteriormente, al ARN extraido se le dié un tratamiento con
DNAsa (Invitrogen), segun especificaciones del fabricante y finalmente las

muestras se almacenaron a — 70 °C.

5.2 Cuantificaciéon de ADN y ARN. La cuantificacion de ARN y ADN se realizé
por espectrofotometria con el equipo NanoDrop®.

5.3 RT-PCR. La sintesis de ADNc y el analisis cuantitativo de RT-PCR se realiz6
utilizando el iScriptTM One-Step RT-PCR kit con SYBR Green (Bio-Rad
Laboratories, Hercules, CA, USA). La mezcla de reaccién se hizo en un volumen
total de 25 pL con un total de 50 ng de ARN, 12.5 uL de 2X SYBR Green RT-PCR
reaction mix, 200 nM de cada oligonucleétido y 1 puL de transcriptasa reversa
iIScript MMLV 50X (Bio-Rad). Las condiciones de la RT-PCR en un solo paso
fueron 10 min a 50°C (sintesis de cDNA), 5 min a 95°C (inactivacion de la
transcriptasa reversa iScript MMLV) seguida de 40 ciclos de PCR de 10 s a 95°C
(desnaturalizacion), y 30 s a 60°C (alineacioén de oligonucledétidos y extension). Las
curvas de disociacion “melt” se realizaron por 80 ciclos de 1 min a 95°C, 1 min a
55°C y 10 s a 55°C incrementando la temperatura 0.5°C cada ciclo usando el 7500
Fast de Applied Biosystems. Para cada muestra, se analizaron 3 replicados
bioldgicos (n=3), con sus respectivos replicados técnicos. Los datos se analizaron
con el Fast de Applied Biosystems Software. La cuantificacion se basé en la
normalizacion de los valores con “ACTINA” (ACT-TOM5-F 5'-
CCTCACCGAGAGAGGTTACATGT-3 y ACT-TOM5-R 5-
CATGTCGCGGACAATTTCC-3"; Accession no. FJ532351.1). Se corrobord la
ausencia de ADN gendmico contaminante mediante PCR de las muestras de
ARN.
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5.4 Amplificacion de ADN mediante la Reaccion en Cadena de la Polimerasa
(PCR). A continuacion se presentan los parametros utilizados para la amplificacion
de genes mediante PCR. Componentes: Oligo F (10 uM) 0.5 uL, Oligo R (10 puM)
0.5 uL, dNTP’s (10 mM) 0.5 L, MgCl, (50 mM) 0.75 pL, Buffer 10X 2.5 pL, Taq
DNA polimerasa 0.5 pL (5U/ 5 pL), H,O milli “Q” 18.25 pL, ADN 1 pg/ pL, todo para
un volumen final de 25 pL.

Las reacciones de PCR se realizaron bajo condiciones controladas de
temperatura de desnaturalizacion, alineacion de oligonucleétidos y amplificacion
(Tabla S3), utilizando el equipo TouchGene® (Techne).

TABLA S3. Condiciones de tiempo y temperatura utilizadas en la PCR.

Paso Temperatura (°C) | Tiempo (minutos) | Evento
1 94 3 Desnaturalizacion
inicial
2 94 0.5 Desnaturalizacion
3 56 0.5 Alineamiento
(segun los
oligonucledtidos)
4 72 3 Extension
5 30 ciclos
del paso 2 al 4
6 72 7 Extension final

Los productos de la amplificacion por PCR se analizaron por electroforesis
en un gel de agarosa al 1.5%, tefiidos con bromuro de etidio (1ug/mL), observados

y digitalizados en el equipo UVP Chemisystem (UVP, Inc.).

5.5 Método de transformacion mediante choque térmico. Para verificar
construcciones virales se transforman células de E. coli calcio competentes, las
cuales se descongelaron sobre hielo y se afiadio 3.0 uL del ADN a introducir en

ellas, se mezcld y se incubaron en hielo por 15 minutos. Los tubos se mantuvieron
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en un bafio a 43°C por 1 minuto y se regresaron inmediatamente al hielo por 10
minutos. Se afiadié 1 mL de medio de cultivo LB y se incubd 40 minutos a 37°C y
150 rpm.

5.6 Cultivo de células transformadas. Con el objetivo de identificar las células
transformadas, en una caja de petri con medio LB sélido con carbenicilina (100
mg/L), se distribuyé de manera homogénea y en condiciones de esterilidad lo
siguiente: 20 uL de medio LB, 20 uL de IPTG, 20 puL de X-Gal. Una vez hecho lo
anterior se inocularon 100 uL del producto de transformacion. El crecimiento de
colonias azules, indica que no hubo transformacién, las colonias blancas,
corresponden a colonias de E. coli transformadas con el inserto. Cuando hay
inserto en el pGEM T-Easy se interrumpe el gen de la beta-galactosidasa y las
colonias se ven blancas, cuando no hay inserto el color azul se debe a la
produccion de la beta-galactosidasa cuando se religa el vector, y el sustrato X-gal

se degrada por la produccion de beta-galactosidasa y se forma el color azul.

5.7 Extraccion de ADN plasmidico por el método de Birnboim (Miniprep). Para la
extraccion de ADN plasmidico se utiliz6 el método que se describe a continuacion
[(miniprep método de lisis alcalina de Birnboim (BD) Sambrook et al. (1989)].

TABLA S4. Componentes de las soluciones de Birnboim (BD) Sambrook et

al. (1989).

Solucion | Solucién 11* Solucién 11l

EDTA 10mM pH 8.0 NaOH 0.2N Acetato de Potasio 3M
Tris-HCI 25mM pH 8.0 | SDS 1% Acido acético glacial
Glucosa 2M 5.75mL

*Esta solucion se prepara al momento de su uso.

Se tomaron 1.5 mL de cultivo bacteriano crecido en el medio de seleccion
apropiado durante 12 horas. Se centrifug6 a 13,000 rpm por 5 minutos, para
posteriormente eliminar el sobrenadante. Enseguida se afiadio 150 uL de la

solucion | de Birnboim (BD) y se resuspendié con vortex. Inmediatamente se
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agregaron 300 pL de la solucién Il de BD recién preparada, la muestra se agitd por
inversion 5 veces, hasta observar como la solucion tiende a verse ligeramente
transparente. Se afadieron 225 uL de la solucién 1l de BD, se mezclé por
inversion y se colocaron los tubos por 5 minutos en hielo, se centrifugd a 12,000
rpm por 10 minutos y finalmente se recupero la fase acuosa. Cuando se necesito,
al notar la fase acuosa turbia se agregé un volumen de fenol-cloroformo (50:50),
se mezclo suavemente y se centrifugd 5 minutos a 10,000 rpm, de lo contrario se
precipito el ADN recuperando el sobrenadante y se adicioné un volumen de
isopropanol frio, se mezcld por inversion, se precipitd a -20°C por 30 minutos, se
centrifugé a 12,000 rpm por 10 minutos a 4°C, se elimind el sobrenadante y se
lavé con 500 uL de etanol al 70 %, se centrifugd por 5 minutos a 12,000 rpm; se
desech6 el sobrenadante y se dejé secar la pastilla por un periodo de
aproximadamente 10 minutos. Se agregé RNAsa (20 pug/mL), y se incub6 a 37°C
por 30 minutos, nuevamente se agreg6 fenol-cloroformo-alcohol isoamilico
(24:24:2) y se precipitd el ADN en un volumen de isopropanol frio, se lavo la
pastilla con etanol al 70%, se centrifugd 5 minutos a 12000 rpm y se secoO la

pastilla a 50-60 °C, finalmente se resuspendié en 20 uL de agua milli “Q”.

5.8 Medio LB. Para preparar un litro de medio LB se pesaron 20 g de base para
medio de cultivo LB, se disolvié en agua desionizada y se aforé a 1. Se esterilizo
en autoclave a 15 Ib/pulgada® durante 15 minutos. Para preparar medio LB sélido,
se agregaron 10 g de agar grado bacteriolégico. Se aford con agua destilada y se
esterilizd de igual forma. Cuando se requiri6 medio con antibidtico, se agregaron

100 pg/mL de carbenicilina.

5.9 Medio 802. Para un litro se mezclan, 1g de polipeptona, 2 g de extracto de

levadura y 0.92 g de MgS0O4-7H,0 y se aforan a 1 litro con agua destilada.

5.10 Preparacion de soluciones. Las soluciones empleadas se prepararon de

acuerdo a las instrucciones del manual de Sambrook et al. (1989).
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TAE 50X: 242 g de Tris base, 57.1 mL de &cido acético glacial, 100 mL de
EDTA 0.5 M pH 8, se afor6 a un litro con agua destilada, se esterilizé y se
almacend a temperatura ambiente.

Agarosa: Se prepar6 de acuerdo al porcentaje a utilizar, por ejemplo, si se
desea prepararla al 1%, se afiadié un gramo de agarosa y se aforé a 100 mL con
TAE 1X, se calenté en microondas hasta disolver y la agarosa no utilizada, se
almacené a temperatura ambiente.

Agua DEPC: A un litro de agua destilada se le agregdé 1 mL de
dietilpirocarbonato, se agitd hasta disolver y se dejéo reposar 10 horas,
posteriormente se esterilizé por 15 min a 15 Ib/pulg?® a 120°C.

Marcador de peso molecular: Para preparar 25 pL de marcador de peso
molecular de 1Kb se mezclé: 15 uL de Buffer TE 1X, 5 pL de 1Kb Leader (New
England Biolabs) y 5 pL de Buffer de carga 6X.

Buffer de carga 6X: Para 100 mL de buffer de carga 6X, se disolvieron 15 g
de Ficoll (Type 400 Pharmacia) en 100 mL de agua milliQ, después se agregaron
0.25 g de F-F Xilenocianol y 0.25 g de azul de bromofenol.

IPTG: Se disolvieron 0.36 g de IPTG (Promega) en 1.5 mL de agua y se
almacen¢ a -20°C.

X-Gal: En 1 mL de N-N formamida, se disolvieron 40 mg de X-Gal
(Promega) y se almacend a -20°C al abrigo de la luz.

Carbenicilina: Para un stock de 50 mg/mL, se disolvieron 5 g de
carbenicilina en agua desionizada. Se afor6 a 100 mL, se esteriliz6 por filtracion
(filtro Miller-GP, 0.2 um) y se almaceno a -20 °C, en alicuotas de 5 mL.

Buffer de Sorensen (Fosfato de sodio 100mM pH 7.4): se mezclaron 77 mL

de fosfato bibasico 0.1M y 23 mL de fosfato monobasico 0.1M
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(6) FIGURAS SUPLEMENTARIAS
Alineamientos de secuencias Yy arboles filogenéticos obtenidos para la
identificacion de genes de interés posiblemente involucrados en tolerancia a estrés

bidtico (Ver metodologia).

6.1 Gen SpOEE

[ e [ e [ e [ e [ e e
= 540 550 560
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H ETTEGEEGTETCTTCTGAThu.
TTTGRARGTATCTCCTGARACC

SBCTGTTERGTTTGAG

CaCEE TTTTGABGTATCTCCTGATC
31CEE COGTTTGAAGTATCTCCTGATGGE
StOEE GACCATTCGAAEGTGTCTCCTGATI
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31CEE GACCATTTGAREGTGTCTCCGGATI
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YRR N T A CH CAGGTTCATCCTTCCTTGACCCARAGGGACGAGGTGGATCTACTGGCTATGACARACGCTGTT
e A T C L CAGGTTCATCCTTCCTTGACCCARRGGGACGGGGTCGATCTACTGGCTATGACRACSCTGTT
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Figura S1. Alineamiento de secuencias de genes homodlogos al gen SpOEE.
SIOEE AK319582.1; SIOEE Z11999.1; StOEE HQ534294.1; NbOEE
AY952375.1; NtOEE AY220076.1; NTOEE X64349.1; StOEE X17578.1; SIOEE
TC235533; StOEE SGN-U268446; NtOEE SGN-U450055; NbOEE SGN-
U511355. (Sp: Solanum peruvianum; Sl: Solanum lycopersicum; St: Solanum
tuberosum; Nt: Nicotiana tabacum; Nb: Nicotiana benthamiana).
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Figura S2. Arbol filogenético de secuencias de genes homélogos al gen
SpOEE. SIOEE AK319582.1; SIOEE Z11999.1; StOEE HQ534294.1; NbOEE
AY952375.1; NtOEE AY220076.1; NTOEE X64349.1; StOEE X17578.1; SIOEE
TC235533; StOEE SGN-U268446; NtOEE SGN-U450055; NbOEE SGN-
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U511355. (Sp: Solanum peruvianum; Sl: Solanum lycopersicum; St: Solanum

tuberosum; Nt: Nicotiana tabacum; Nb: Nicotiana benthamiana).

6.2 Gen SpPX1
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S1pxl - GRGATGGTATTGT TG TCTAGGRAGGGCCACACATTCCTCTCARAARCTSGRAAGAAGRAGATGEAR
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NtPEX1 IGGARGARGAGATGCGAAGARRAGAGCAGAGCAGACATTCTTGAGCARCACCTCCCAGACCACART

R ol okl G AL GALCAGATCGAAGARARNGCAGAGCEGACATTCTTGARECE GOACCTCCOCA GATCACART
P e el CCAR GAAGAGATGGAAGARALAGCAGAGCEGACATTCTTGAACARCACCTOCCAE GATCACAAT
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Figura S3. Alineamiento de secuencias de genes homologos al gen SpPX1. SIPX1
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CTCACACACTETCEETCGARCACACTGTGTGRAGTTGS
CEAGTTGTTGCCTTGCTAGGGTCACRCEAGTGTGEGTCGRARCECEACTGTGTGRARGTTGG

AK322518.1; NtPX1 AF149251.1; SpPX1 SGN-U268273; SIPX1 SGN-E701819;

SIPER TC244400. (Sp: Solanum peruvianum; Sl: Solanum lycopersicum; Nt:

Nicotiana tabacum)
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Figura S4. Arbol filogenético de secuencias de genes homélogos al gen SpPX1.
SIPX1 AK322518.1; NtPX1 AF149251.1; SpPX1 SGN-U268273; SIPX1 SGN-
E701819; SIPER TC244400. (Sp: Solanum peruvianum; Sl Solanum
lycopersicum; Nt: Nicotiana tabacum).

6.3 Gen Sptft8
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Figura S5. Alineamiento de secuencias de genes homologos al gen. SItft8
NM_001247338.1, Sbtft8 EF371798.1; SItft8 Tomato_SGNlocusID_18 X98864;
SItft8 Tomato_SGNlocusID_18 SGN-U577857; Sl1433protein TC226027. (Sp:

Solanum peruvianum; Sl: Solanum lycopersicum; Sh: Solanum berthaultii).
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Figura S6. Arbol filogenético de secuencias de genes homélogos al gen. SItft8
NM_001247338.1; Shtft8 EF371798.1; SItft8 Tomato_SGNlocusID_18 X98864;
Sltft8 Tomato_SGNlocusID_18_ SGN-U577857; SI1433protein TC226027. (Sp:

Solanum peruvianum; Sl: Solanum lycopersicum; Sh: Solanum berthaultii).

6.4 Gen SpChtB4
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Figura S7. Alineamiento de secuencias de genes homologos al gen SpChtB4. SI
cDNA clone AK322000.1; StChtB4 U02608.1; StChtB1 U02605.1; SppChitinase
SGN-U580366; Stchitinase SGN-U268802. (Sp: Solanum peruvianum; Sl:

Solanum lycopersicum; St: Solanum tuberosum).
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Figura S8. Arbol filogenético de secuencias de genes homdlogos al gen SpChtB4.
S| cDNA clone AK322000.1; StChtB4 U02608.1; StChtB1 U02605.1; SppChitinase
SGN-U580366; Stchitinase SGN-U268802. (Sp: Solanum peruvianum; Sl:

Solanum lycopersicum; St: Solanum tuberosum).
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