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Resumen

Deteccidon de Candidatus Liberibacter solanacearum en San Luis Potosi,
causante del permanente del jitomate y clonacién de genes relacionados con
la resistencia

El jitomate es considerado la hortaliza nimero uno en consumo a nivel mundial

registrando una tendencia al alza en las Ultimas décadas. Existen diferentes

factores que afectan su produccién, por ejemplo, la enfermedad del permanente
del jitomate que es causada por la bacteria Candidatus Liberibacter solanacearum
(CaLso0). Entre los sintomas de la enfermedad, estad el aborto de flores o la
produccién de frutos pequefos, lo cual representa grandes pérdidas agricolas.
Para mitigar los efectos es necesario monitorear la presencia de la enfermedad en
cultivos de solanaceas y desarrollar plantas resistentes. En citricos, se estan
desarrollando cultivos biotecnoldgicos a fin de combatir HLB (Dragon amarillo)
causada por la bacteria Candidatus Liberibacter asiaticus, mediante la
sobreexpresion de los genes NPR1 y RAR1. NPR1 es un regulador clave de
factores de transcripcion, es el receptor del acido salicilico y controla la expresion

de genes PR. RAR1 es un componente clave en la resistencia a patdogenos en A.

thaliana. El permanente del jitomate es una enfermedad emergente, por lo cual

es necesario generar estrategias para combatirla como la generacion de plantas
de jitomate que sobreexpresen NPR1 y RAR1. En este trabajo se optimizé el
método de deteccion de CalLso por PCR mediante la amplificacion del espaciador
intergénico 16S-23S ADNr y fue detectada en 8 muestras de jitomate (Solanum
lycopersicum) y 2 de chile (Capsicum annuum) de diferentes localidades de San
Luis Potosi. Se realizo el analisis filogenético de 4 muestras de jitomate y 2 de
chile. Se amplificaron los genes NPR1 y RAR1 de A. thaliana y S. lycopersicum,
se clond el gen RAR1 de A. thaliana en el vector de entrada pENTR/D-TOPO del
sistema Gateway y esta disponible para recombinarse en cualquier vector de
expresion en planta y transformar cultivares de jitomate susceptibles al
permanente del jitomate, con el fin de conferirle tolerancia a CalLso.

PALABRAS CLAVE. Bacteria fitopatdgena, NPR1, RAR1, clonacién por
recombinacioén, plantas resistentes.
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Abstract

Detection of Candidatus Liberibacter solanacearum in San Luis Potosi,
which causes permanent disease of_ tomato and cloning of genes related to
resistance
Tomato is considered the main vegetable in world consumption, registering an
upward trend in recent decades. There are different factors affecting its production,
for example, the permanent disease of tomato which is caused by the bacterium
Candidatus Liberibacter solanacearum (CalLso). Among the symptoms of the
disease, there is flower abortion or production of small fruits, which represents
great agricultural losses. To mitigate the effects, it is necessary to monitor the
disease presence in Solanaceae crops and to develop resistant plants. In citrus,
biotech crops are being developed to fight HLB (Yellow Dragon) caused by the
bacterium Candidatus Liberibacter asiaticus, through the overexpression of the
NPR1 and RAR1 genes. NPR1 is a key regulator of transcription factors, it is the
salicylic acid receptor, and controls PR genes expression. RAR1 is a key
component in pathogen resistance in A. thaliana. The permanent disease of
tomato is an emerging disease, so it is necessary to generate strategies to fight it
such as the generation of tomato plants overexpressing NPR1 and RARL1. In this
work, a PCR detection method of CalLso was optimized by amplification of the
intergenic spacer 16S-23S rDNA, and it was detected in 6 tomato (Solanum
lycopersicum) and 2 pepper (Capsicum annuum) samples from different locations
in San Luis Potosi. The phylogenetic analysis was performed of 2 samples of
pepper and 4 of tomato. The NPR1 and RAR1 genes of A. thaliana and S.
lycopersicum were amplified, the RAR1 gene of A. thaliana was cloned into
pPENTR/ D-TOPO entry vector using the Gateway system, and it is available for
recombination to any plant expression vector and transform susceptible tomato

cultivars to permanent disease of tomato, in order to confer tolerance to CalLso.

KEY WORDS. Phytopathogenic bacteria, NPR1, RAR1, recombination cloning,
resistant plants.
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1. INTRODUCCION

1.1 Importancia del cultivo del jitomate

El jitomate o Solanum lycopersicum (S. lycopersicum) es considerada la hortaliza
namero uno a nivel mundial en volumen de produccion. En la Ultima década la
produccién y el consumo mundial de jitomate rojo registran una tendencia a la alza
siendo China el mayor productor y consumidor, Estados Unidos el principal
importador y México el principal exportador a nivel mundial con una participacion
en el mercado internacional del 25.11% (1,606.9 millones de toneladas) del valor
de las exportaciones a nivel mundial (FIRA et al., 2017;SAGARPA et al., 2018). En
2016, el 56.3% de la produccion nacional de jitomate en México se concentré en
cinco entidades: Sinaloa con el 27.6%, San Luis Potosi con el 9.2%, Michoacan
con el 7.0%, Baja California con el 6.7%, y Zacatecas con el 5.7% durante el ciclo
otofo-inverno (SIAP y SAGARPA, 2016).

1.2 Principales enfermedades que afectan el jitomate

El jitomate es un cultivo que demanda un eficiente control de plagas y
enfermedades por parte de los agricultores, elevando los gastos de produccion al
tratar de controlarlos. La variedad de plagas y enfermedades que afectan al cultivo
de jitomate es muy amplia, ya que pueden ser ocasionadas por bacterias, hongos,
virus, fitoplasmas y nematodos. Entre las principales podemos encontrar el cancer
bacteriano causado por Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis, mancha
bacteriana causada por Xanthomonas campestris, marchitamientos bacterianos
gue son causados por bacilos Gram negativos que pertenecen a los géneros
Pseudomonas y Ralstonia, cenicilla causada por el hongo Leveillula taurica y
Oidiopsis taurica, tizon tardio caudado por Phytophthora infestans, pudricion de la
corona y raiz causada por el patdgeno Fusarium oxysporum f. sp. radicis-
lycopersici (Forl), marchitez manchada causada por tomato spotted wild virus
(TSWV), virus del mosaico del tabaco (TMV) causado por el género Tobamovirus,

virus del mosaico del pepino(CMV) causado por la familia Bromoviridae y



fitoplasmosis causado por fitoplasmas (Monreal, 2005). Recientemente, debido al
cambio climético, la globalizacion, la intensificacion de la agricultura y el abuso de
insecticidas y herbicidas, han surgido nuevas enfermedades como Candidatus
Liberibacter solanacearum (Calso). Ademas de que el avance tecnolégico ha
permitido detectar mas eficientemente nuevas enfermedades y patégenos.

1.2.1 Candidatus Liberibacter solanacearum

Dentro de las nuevas bacterias fitopatdgenas que afectan al jitomate destaca
Candidatus Liberibacter solanacearum (CalLso), la cual causa la enfermedad del
permanente del jitomate, zebra chip en papa y brotes cloréticos del chile (Melgoza
et al., 2018). En 1980 se reportaron por primera vez en México los sintomas y
dafos de la enfermedad en la region del Bajio, en el estado de Guanajuato, pero
fue hasta el 2009 que a nivel internacional se reconocio la presencia de la bacteria
en los campos de jitomate del estado de Sinaloa (INTAGRI, 2017). En el 2018 se
detecto el insecto vector de esta enfermedad en cultivos de jitomate, chile y papa
en 14 estados de la republica mexicana, mientras que en San Luis Potosi se ha
detectado en jitomate y chile (El Sol de San Luis, 2019). Esta enfermedad ha
dejado grandes pérdidas econdmicas en los cultivos a cielo abierto y en
invernadero, ya que es dificil de controlar y afecta el rendimiento y la calidad del
fruto.

El agente CalLso es una bacteria Gram negativa restringida al floema de las
plantas y no cultivable in vitro. Es miembro del género Liberibacter, pertenece a la
subdivision Proteobacteria, su morfologia es la de un bacilo con un tamafio de 2-3
pum de largo y 0.2-0.3 um de ancho, posee una pared de peptidoglicanos apenas
visible .(Delgado et al., 2019; Gerardo, 2012). Lin et al., 2011 llevaron a cabo
estudios sobre la metagendémica de CalLso por medio de la comparacion de genes
ortologos para establecer su funcién, ademas revelaron que el genoma de CalLso
es un cromosoma circular de 1,258,278 pb donde se ubican tres operones
completos de ARNr (16S, 23S y 5S), 45 genes que codifican ARNt y
aproximadamente 35 pseudogenes.

CalLso es propagada por el vector de transmision Bactericera cockerelli (B.
cockerelli), es un insecto polifago que se alimenta del floema de una gran variedad
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de plantas siendo jitomate, papa y chile las principales (Hansen et al., 2008). El
ciclo biolégico del vector B. cockerelli conocida como paratrioza consta de tres
etapas de desarrollo: huevecillos, ninfa (5 estados de desarrollo) y finalmente el
estado adulto (Figura 1). El adulto se alimenta y deposita sus huevecillos en el haz
y envés de las hojas (cerca de los bordes) una vez que estos eclosionan dan lugar
a las ninfas, las cuales se desplazan al area inferior de las hojas durante todo su
desarrollo (lugares protegidos y sombreados), una vez alcanzada la etapa adulta
se convierten en buenos voladores y las hembras son capaces de poner en
promedio 300-500 huevos durante su vida (INTAGRI, 2016).

-

Adulta

Huesvecilla

Figura 1. Ciclo biolégico del vector Bactericera cockerelli.
Huevecillos, ninfa (en este estadio pasa por 5 instares de desarrollo) y adulto de B. cockerelli.

Intagri (2016). Manejo Integrado de Paratrioza. Tomada de www.intagri.com

Los principales sintomas que se presentan en jitomate al ser invadido por
CalLso son clorosis de brotes apicales, hojas compuestas lanceoladas con
epinastia y margenes con coloracion purpura, necrosis, aborto de flores, hojas
maduras fragiles, amarillentas y enrolladas hacia arriba, entrenudos -cortos,
desarrollo reducido y produccién de frutos pequefios (Rojas et al., 2016). A la
fecha no existen controles efectivos, tratamientos o estrategias preventivas
eficientes para esta enfermedad, la cual representa una amenaza para los cultivos
de jitomate a nivel nacional, por lo que es de vital importancia establecer
estrategias para detener la migracion del vector de la enfermedad en el estado de

San Luis Potosi.



1.3 Métodos de deteccidn de patdgenos de plantas
La deteccion de enfermedades en plantas es la principal herramienta para

prevenir, reducir y evitar pérdidas econémicas y de produccion. Los primeros
métodos de deteccion de patdgenos utilizados en plantas fueron los basados en la
observacion directa de los diferentes 6rganos vy tejidos, con el fin de detectar y
reconocer sintomas o insectos (vectores de transmisién) los cuales eran
asociados a una enfermedad particular. Sin embargo, este método no es preciso,
ya que no siempre correlacionan los sintomas con la presencia de un patégeno
especifico, ademas de que pueden ser confundidos con factores abiodticos como el
estrés hidrico o salino y deficiencia o exceso de nutrientes (Herndndez, 2004).
Actualmente solamente las pruebas moleculares de laboratorio pueden confirmar

la presencia de un patégeno en plantas con un alto grado de exactitud.

1.3.1 Signos y sintomas, ensayos microbioldgicos, bioquimicos vy

moleculares

Entre los métodos de laboratorio para la deteccion de patdgenos en plantas se
encuentran el método microbioldgico, que es el analisis tradicional para la
determinacion de las caracteristicas del patégeno por medio de la observacion de
su crecimiento en medios selectivos, para comparar con las descripciones
publicadas de varias especies de patdégenos. Otro método es el de inmunoandlisis
enzimatico (ELISA, del inglés enzyme-linked immunosorbent assay), el cual se
basa en el principio de reconocimiento antigeno-anticuerpo y el uso de un
anticuerpo conjugado con una enzima que al reaccionar con un sustrato se
produce una reaccion colorimétrica (Hernandez, 2004). Por ultimo, la reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR) es un método de detecciébn molecular confiable
para la deteccién e identificacion de enfermedades bacterianas, fangicas y virales.
Esta técnica se basa en el uso de oligonucleédtidos complementarios a las
secuencias que flanquean una region de interés de ADN. Los ciclos a diferentes
temperaturas permiten el alineamiento de los oligonucleotidos con el ADN molde y
la amplificacion del fragmento de interés se lleva a cabo mediante el uso de la
ADN polimerasa. Finalmente, el fragmento de interés es detectado en un gel de

agarosa sometido a una electroforesis y bajo luz ultra violeta por una tinciéon con
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bromuro de etidio u otros fluoréforos que se intercalan en las cadenas de ADN
(Henson & col., 1993).

1.3.2 El papel de la reaccion en cadena de la polimerasa en la deteccion
de Candidatus Liberibacter solanacearum

Por mucho tiempo la forma de confirmar la presencia de CalLso era por medio de
la deteccion del vector de transmision y de los sintomas de la enfermedad, sin
embargo, los sintomas pueden ser atribuidos a diferentes patdégenos como
hongos, bacteria, virus y fitoplasmas (Fletcher et al., 2009), mientras que la
presencia del B. cockerelli no siempre es una garantia de la presencia de CalLso.
Debido a esto, se han desarrollado nuevas técnicas en los dltimos afios para
diagnosticar de una forma mas precisa la presencia de CalLso.

Actualmente, la técnica mas utilizada es la PCR gracias a su especificidad y
rapidez con la que se puede confirmar la presencia de la bacteria en las plantas
(Delgado et al., 2019). La deteccion de CalLso por medio de PCR esta dirigida por
la amplificacion de las regiones ribosomales 16S, 23S y el espaciador intergénico
16-23S de su genoma (Jagoueix et al.,, 1994; Teixeira et al., 2005), esto se ha
logrado a través del disefio de varios iniciadores especificos (oligonucleotidos). El
disefio de oligonucledtidos universales por parte de Jagoueix y colaboradores
(Jagoueix et al., 1994) en combinacion con el uso de oligonucleotidos especificos
gue amplifican la regién intergénica 16-23S del ADNr disefiados por Hansen et al.

(2008), sirven para detectar Candidatus Liberibacter solanacearum.

1.4 Mecanismos de defensa en plantas

El desarrollo tecnoldgico e investigacion biolégica sobre los mecanismos de
defensa de las plantas, nos ha permitido entender muchos aspectos sobre el
sistema inmune de estos organismos, que en el pasado no eran entendidos
completamente. Esto ha permitido una mejor comprensién de la interaccion planta-
patégeno y una mejor manipulacion genética de las plantas, con el fin de lograr
resistencia a enfermedades infecciosas en plantas y de mejorar las cosechas para

la produccion de alimentos.



Las plantas no tienen un sistema circulatorio de células moviles para la
defensa de enfermedades infecciosa ni un sistema inmune adaptativo a diferencia
de los animales, no obstante, estos organismos tienen mecanismos de defensa los
cuales son barreras fisicas (peliculas de cera y paredes celulares rigidas),
mecanismos moleculares de resistencia y sefiales sistémicas (Boller & He, 2009;
Zipfel, 2008). La primera linea de defensa de las plantas son varias barreras
fisicas en la superficie de la planta como las capas de cera, paredes celulares
rigidas, lipidos cuticulares, tricomas, pelos o espinas, venas foliares, formas
impares de apertura estomética, y enzimas antimicrobianas o metabolitos
secundarios (Agrios, 2005; Reina & Yephremov, 2009). La segunda barrera de
defensa es el reconocimiento de patdégenos y la activacion de defensa ya que las
firmas de patdgenos son reconocidas por las plantas a nivel molecular y puede
llevarse en tres pasos segun Jones & Dangl (2006) y Zipfel (2009):

e Los patrones moleculares asociados a patogenos (PAMPs) son
reconocidos por los receptores de reconocimiento de patrones, lo que tiene
como resultado en una inmunidad activada por agentes infecciosos.

e Los patdégenos exitosos implementan efectores virulentos con el fin de
interferir con la actividad de los PAMPs, resultando en una susceptibilidad
activada por el patégeno.

e EIl reconocimiento especifico del patégeno por parte de la planta, por una
proteina con repeticiones ricas en leucina del sitio de union al nucleétido
(NB-LRR) activa la inmunidad activada por el patégeno, lo que resulta en la
resistencia al patégeno.

Esta segunda barrera de inmunidad con frecuencia culmina con una
respuesta hipersensible (HR), la cual presenta muerte celular programada en el
sitio de infeccion con el fin de aislar el patégeno, seguido por la acumulacion de
proteinas relacionadas con la patogenicidad (PR) en los tejidos distales
(regulacion positiva) (Boller & He, 2009). Esta respuesta protege a las plantas de
infecciones secundarias por medio de la activacibn de multiples vias de
sefalizacion e induciendo respuestas, y se le conoce como resistencia sistémica

adquirida (SAR) (Silva et al., 2018). El SAR es un mecanismo de resistencia de las



plantas inducido por la infeccion exitosa de un patdgeno, esta activacion conlleva
a la acumulacion intracelular de &cido 2-hidroxibenzoico, conocido como acido
salicilico (SA), el cual induce una cascada de sefalizacion que aumenta los
niveles de las especies reactivas de oxigeno y la expresion de genes relacionados
a la patogenicidad (PR) (Dias Puentes, 2012). Los genes de resistencia o PR son
los que permiten a las plantas resistir a un cierto nimero de patégenos por medio
de la produccion de proteinas R codificadas por estos genes las cuales bloquean
la cascada de sefalizacién de los efectores de patdégenos. Por otro lado, la
resistencia sistémica inducida (ISR) también es activada tras la colonizacion de las
raices por determinadas cepas bacterianas del suelo, por medio de las rutas
reguladas por las hormonas etileno y &cido jasménico (JA). Estas hormonas o
reguladores de crecimiento, activan genes de defensa diferentes a los activados
en SAR (Molina et al., 2007). Sin embargo, existen muchos patdégenos exitosos a
pesar de la efectividad de los mecanismos mencionados anteriormente, debido al
desarrollo de factores de virulencia como los efectores (Ojito & Porta, 2010), los
cuales mimetizan o inhiben ciertas funciones celulares en las plantas. Un ejemplo
de esto son los efectores AvrPto y AvrPtoB que son secretados por Pseudomonas
syringae (P. syringae), los cuales interactian con el dominio cinasa de FLS2, EFR
y BAK e interfieren con dicho complejo o inhibiendo la actividad cinasa de los
receptores de reconocimiento de patrones (PRRs, del inglés Pattern Recognition
Receptor) (Boller & He, 2009; Heese et al.,2007; Ryan et al., 2007; Shen &
Schulze, 2007)

1.4.1 El papel de los genes de resistencia (NPR1 y RAR1) como

estrategia de proteccion de cultivos

El factor clave de la ruta SAR es NPR1 (non-expressor of PR1), el cual actla
como un regulador de los factores de transcripcion, es el receptor del &cido
salicilico que controla la expresion de genes de defensa PR. Este factor de
transcripcion contiene los dominios BTB/POZ y anquirina, los cuales tienen el
papel de mediar la interaccién del factor de transcripcion con otras proteinas,
ademas ayudan a la union entre el efector y los promotores de los genes PR,
activando su expresiéon (Pirnia, 2016; Zhang et al., 1999). Este gen fue utilizado
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por Dutt et al., 2015 en el caso de citricos, donde se reportd que una bacteria
Candidatus Liberibacter asiaticus causé grandes pérdidas a nivel mundial. Para
poder desarrollar cultivos de portainjertos modificados de naranja dulce Hamlin y
Valencia tolerante a la bacteria, se sobreexpres6 el gen NPR1 de Arabidopsis
thaliana (A. thaliana), lo que indujo la expresiobn de varios genes nativos
involucrados en las vias de sefalizacion de defensa de la planta.

Por otro lado, RAR1 (required for Mlal2 resistance, del inglés) es un
componente clave en la produccién de PRs. El gen RAR1 codifica para una
proteina chaperona, que se requiere para la resistencia a enfermedades y esta
mediada por diversos receptores de resistencia NBS-LRR en plantas (Wang et al.,
2008). Esta proteina chaperona contiene los dominios CHORD, y CHORDy
(dominios ricos en cisteina e histidina) de unién a zinc (Shirasu, 2009; Shirasu et
al., 1999; Shirasu & Schulze, 2003), lo cuales son necesarios para que interactue
directamente con otras proteinas chaperonas. Por su parte Mayorga et al. (2018)
aislaron el gen RAR1 de platano (MaRARL1), y esto reveld la presencia de dos
dominios altamente conservados llamados CHORD, y CHORD,. Debido a esta
relacion entre los genes R de las plantas y los genes del factor de avirulencia del
patdgeno, este tipo de inmunidad se le conoce como resistencia gen por gen
(inmunidad inducida por efectores) (Sarris et al., 2016). Por otro lado, varios genes
gue rodean al gen RAR1 que codifican para factores de transcripcion y proteinas,
han sido reportados en A. thaliana y arroz (homdélogos) en respuestas de estrés
abiotico y bidtico. La sobreexpresion de dicho gen en plantas transgénicas de
tabaco (T2) inhibié el crecimiento de P. syringae, mejorando la resistencia al
patégeno.

La evidencia generada por la identificacion de varios genes de resistencia y
reguladores ha demostrado que las plantas usan varios mecanismos para la
defensa contra diferentes patdgenos (Cruz et al., 2015). La sobreexpresion e
insercién de estos genes ha demostrado un aumento en la resistencia contra
bacterias como pseudomonas en plantas (Mayorga et al., 2018), lo cual podria
prevenirse y controlar otras enfermedades como la enfermedad del permanente

del jitomate.



1.5 Métodos de clonacién de genes de resistencia para su
expresion en plantas
Las técnicas de clonacion permiten introducir genes de resistencia en plantas para

su ensamblaje y copiado dentro del organismo receptor, esto le permite producir
algun compuesto que no existia en la planta originalmente o en mayores
cantidades de las originales y que le confiera una caracteristica ventajosa a la
planta (Arrambide et al., 2018).

Por lo tanto, una vez que se ha identificado una proteina que juega un
papel importante en la defensa de una planta, la estrategia a seguir es clonar el
gen y expresarlo en otra especie de interés agrondémico, sin embargo, a pesar del
avance de las técnicas de biologia molecular, no siempre es una tarea facil el
amplificar y clonar un gen por métodos tradicionales como el uso de enzimas de
restriccion. El método tradicional de clonacion requiere varios pasos para obtener
de forma exitosa una construccion de interés, ya que se transfiere solo un
fragmento de ADN desde un plasmido donante o producto de PCR a un vector
receptor. Por estas razones, se han desarrollado nuevos métodos para facilitar y
acelerar la clonacion de genes. Por ejemplo, la clonacion por recombinacion
Gateway y el método de Golden Gate. En este ultimo se usa una enzima de
restriccion de tipo IS, ligasa T4, ADN de interés y el vector receptor en un solo
tubo de reaccion. Cuando se requieren clonar fragmentos de varias Kpb se
pueden usar alternativas como Golden Gate, que en un solo paso amplifica y

clona el gen (Engler & Marillonnet, 2014).

15.1 La tecnologia Gateway y sus ventajas en la clonacién de genes.
La tecnologia de clonacion Gateway es un método de clonacion que se basa en

las propiedades del bacteriéfago Lambda de recombinacion sitio especifica, lo cual
facilita la integracion del bacteriéfago en el cromosoma de E. coli (pBAD/Thio His
TOPO manual), reduciendo la necesidad de usar la clonacion tradicional mediada
por una enzima ligasa. Esta técnica usa la PCR para amplificar la secuencia de
ADN de interés con oligonucleotidos especificos con una secuencia CACC en el
extremo 5 del oligonucleétido directo. La integracion de CACC a la secuencia de

interés permite mover la secuencia al vector de entrada pENTR / D-TOPO por



medio del uso de la topoisomerasa, llevando a cabo una clonacion direccional, lo
qgue da como resultado un plasmido con la secuencia de interés flanqueado por los
extremos attL1 y attL2 (pENTR™ Directional TOPO® Cloning Kits). Una vez hecho
esto, la secuencia de interés puede recombinarse por medio de una reaccion de
recombinacién LR, lo que permite transferir la secuencia a un vector de expresion
(Figura 2) (Gateway™ LR Clonase™ Il Enzyme mix de Invitrogen, Carlsbad, CA,
USA).

Ligacion mediada por topoisomerasa y recombinacion Gateway

1. PCR Producto de PCR Secuenciz de interés

Secuencia de interés
Y t——

Producto de PCR

2. Ligacion
pENTR / D-TOPO anl jo am.2
atll1 gocyencis de interss aAMll2
pENTR objetivo o e
3. Recombinacion Y -
Promotor atfR1 CmR c¢cdB atR2 YFP
Vector destino P —

:

Promator a1 gecyencia de interds AMB2 YFP
S SN OO0 p—— - —

4. Producto final Vector destino con
secuencia de interés

Figura 2. Ligacion mediada por topoisomerasay recombinacion Gateway.

(1) Secuencia de interés se amplifica por PCR con oligonucleétido 5' que tiene la secuencia CACC.
(2) Reaccion de ligacion de los productos de PCR con el vector pENTR / D-TOPO, el cual contiene
topoisomerasa |. (3) Recombinacién del plasmido con LR clonasa entre los sitios attL y attR, gen
de resistencia al cloranfenicol (CmR) y el gen letal ccdB. (4) Plasmido Final con la secuencia de

interés (Modificado de Earley et al., 2006).

Esta nueva tecnologia se desarroll6 para clonar fragmentos de ADN de
forma individual o multiple en sentido, con el fin de analizar la expresién de genes

en diferentes sistemas de expresion. Entre algunas de sus ventajas podemos
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encontrar que no requiere de digestiones, recombinaciones reversibles, no hay
ganancia ni pérdida de nuclettidos durante la transferencia, posibilidad de
transferencia multisitio, variedad de sitios de recombinacion y permite el uso de
multiples vectores destino. Lo que da como resultado un protocolo de clonacion
rapido, eficiente y robusto para la produccion de un vector binario compatible con

el sistema de transformacion por Agrobacterium en plantas (Earley et al., 2006).
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo general

Analizar los cultivos de jitomate y chile en San Luis Potosi en busqueda del

permanente del jitomate y de brotes cloréticos en chile.

2.2 Objetivos especificos

1. Monitorear la distribucion de la bacteria Candidatus Liberibacter
solanacearum mediante técnicas moleculares en cultivos de jitomate (Solanum
lycopersicum) y chile (Capsicum annuum) en San Luis Potosi.

2. Amplificar y clonar los genes de resistencia NPR1 y RAR1 de Arabidopsis
thaliana (A. thaliana) y Solanum arcanum (S. arcanum).

12



3. RESULTADOS

3.1 Deteccion del permanente del jitomate

3.1.1 Muestreos
El muestreo de realizé en los meses de mayo y octubre del 2019 en los municipios

de Ciudad Fernandez (colonia 20 de noviembre), San Luis Potosi (rancho la Morita
y Cerritos de Zavala) y Villa de Guadalupe (Santa Teresita), en SLP. Se contact6
al Ing. Miguel Reyes de la Junta Local de Sanidad Vegetal de Rio Verde, al Ing.
Hugo Moreno Monsivéis de Villa de Arista de la Junta Local de Sanidad Vegetal de
Villa de Arista, SLP y al Ing. Omar Neri de Santa Teresita. En total se recolectaron
44 muestras de tejido de plantas de jitomate (paisano y saladette) y chile (plata) a
cielo abierto y en invernadero (Tabla 1). Las cuales tenian sintomatologia tipica
(hojas enchinadas y acartonadas con forma de cuchara y clorosis) o presencia del

el vector de transmision B. cockerelli.
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Tabla 1. Ubicacion de las muestras de jitomate (Solanum lycopersicum) y chile (Capsicum annuum) analizadas

para la deteccion de Candidatus Liberibacter solanacearum por PCR en SLP.

Estado Municipio Poblado/colonia Coordenadas Productor | Muestra | Variedad Comentarios Resultado
. . Planta Hojas con
. . Ciudad . 21°59'19.1"N Ignacio . . .
M1 San Luis Potosi Fernandez 20 de noviembre 100°03'13.4"W Martinez de chile Plata smtomag de Positivo
serrano clorosis
. . Planta Hojas con
. . Ciudad . 21°59'19.1"N Ignacio . . .
M2 San Luis Potosi Fernandez 20 de noviembre 100°03'13.4"W Martinez de chile Plata smtomag de Negativo
serrano clorosis
. . Planta .
. . Ciudad . 21°59'19.1"N Ignacio . Hojas con .
M3 San Luis Potosi Fernandez 20 de noviembre 100°03'13.4"W Martinez de chile Plata vector adulto Negativo
serrano
Hoja y tallo
. . Planta con presencia
. . Ciudad . 21°59'19.1"N Ignacio . . .
M4 San Luis Potosi Fernandez 20 de noviembre 100°03'13.4"W Martinez de chile Plata de ninfas y Negativo
serrano vectores
adultos
Hojas con
Ciudad 21°59'19.1"N Ignacio Planta presencia de
M5 San Luis Potosi Fernandez 20 de noviembre 100°03'13.4"W Martinez de chile Plata huevecillos de Negativo
serrano .
paratrioza
Hojas con
. . Planta presencia de
. . Ciudad . 21°59'19.1"N Ignacio . . .
M6 San Luis Potosi Fernéndez 20 de noviembre 100°03'13.4"W Martinez de chile Plata hue_vecnlos y Negativo
serrano ninfas de
paratrioza
Ciudad 21°59'19.1"N Ignacio Planta Hojas con
M7 San Luis Potosi Fernandez 20 de noviembre 100°03'13.4"W Martinez de chile Plata smtoma§ de Positivo
serrano clorosis
. . Planta Hojas con
. . Ciudad . 21°59'17.5"N Jaime . . .
M8 San Luis Potosi Fernéndez 20 de noviembre 100°03'06.9"W Martinez ) de China sintomas de Positivo
jitomate permanente
. . Ciudad . 21°59'17.5"N Jaime Planta . Hojas con "
M9 San Luis Potosi Fernandez 20 de noviembre 100°03'06.9"W Martinez de China sintomas de Positivo
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jitomate permanente
. . Planta Hojas con
. . Ciudad . 21°59'17.5"N Jaime . . .
M10 San Luis Potosi Fernandez 20 de noviembre 100°03'06.9"W Martinez ) de China sintomas de Positivo
jitomate permanente
. . Planta Hojas con
. . Ciudad . 21°59'17.5"N Jaime . . .
M11 San Luis Potosi Fernandez 20 de noviembre 100°03'06.9"W Martinez ) de China sintomas de Positivo
jitomate permanente
Hojas con
) Planta sintomas de
. . Villa de . 23°01'17.1"N Rafael . .
M12 San Luis Potosi Guadalupe Santa Teresita 100°30'17.5" W Alvarez ) de Paisano permane_nte y Negativo
jitomate presencia de
vector adulto
. Planta
. . Villa de . 23°01'17.1"N Rafael . Planta con .
M13 San Luis Potosi Guadalupe Santa Teresita 100°30'17 5" W Alvarez ) de Paisano vector adulto Negativo
jitomate
Planta con
) Planta sintomas de
. . Villa de . 23°01'17.1"N Rafael . .
M14 San Luis Potosi Guadalupe Santa Teresita 100°30'17 5" W Alvarez ) de Paisano permane_nte y Positivo
jitomate presencia de
vector adulto
Planta con
. Planta sintomas de
. . Villa de . 23°01'29.9"N Armando .
M15 San Luis Potosi Guadalupe Santa Teresita 100°32'16.8"W | Rodriguez | de NR permane_nte \ Negativo
jitomate presencia de
vector adulto
Hojas con
Villa de 23°01'29.9"N Armando Planta presencia de
M16 San Luis Potosi Guadalupe Santa Teresita 100°32'16.8"'W | Rodriguez 'itoifate NR ninfas de Negativo
J paratrioza
. Planta con
. . Villa de . 23°01'29.9"N Armando . .
M17 San Luis Potosi Guadalupe Santa Teresita 100°32'16.8'W | Rodriguez Vector NR sintomas de Positivo
permanente
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3.1.2 Identificacion y obtencion del fragmento 16-23S de Candidatus

Liberibacter solanacearum

En un trabajo previo de nuestro grupo de investigacion la QFB. Elvira Hernandez,
basada en los protocolos de Hansen et al., 2007; Hansen et al., 2008, detecto la
enfermedad del permanente del jitomate, mediante la amplificacion por PCR y
secuenciacion del espaciador intergénico 16-23S ADNr de Candidatus Liberibacter
solanacearum en plantas de chile en San Luis Potosi. Posteriormente la IBt.
Verdnica Zarate realiz6 adecuaciones del protocolo para detectar la misma
enfermedad en cultivos de jitomate en su trabajo de tesis de licenciatura (Zarate V,
2019).

En el presente trabajo se dio continuidad a la deteccion de la enfermedad
en jitomate y chile en regiones diferentes del estado de SLP y ademas realizar la
secuenciacion y filogenia de las muestras que resultaran positivas, con el fin de
monitorear la presencia de esta enfermedad y su variabilidad genética.

Inicialmente siguiendo el protocolo de Dellaporta et al., en 1983, se realiz6
la extraccion de ADN genomico y mediante PCR detectamos 6 muestras positivas
de 17 muestras con sintomatologia (Figura 4B) y consideramos que podia haber
algunas que no se estaban detectando por problemas del protocolo de PCR. Por
lo que posteriormente se realizd un gradiente de cloruro de magnesio a diferentes
concentraciones (2.1, 2.3 y 2.5 mM) a la muestra #9 de jitomate (carril 1y 2) yala
muestra #14 de jitomate (carril 3 y 4) recolectadas durante el primer muestreo,

obteniendo los mejores resultados con MgCl, a 2.5 mM (Figura 3).
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Figura 3. Gradiente de cloruro de magnesio para mejorar las condiciones de
amplificacién por PCR de laregion 16-23S de CalLso.

Amplificacién del espaciador intergénico 16-23S de Calso por PCR de las muestras, carril 1y 2:
muestra nueve de jitomate; carril 3 y 4: muestra catorce de jitomate. En los corchetes se muestran
las 3 concentraciones utilizadas en este gradiente (2.1, 2.3 y 2.5 mM) de MgClz, marcador de peso
molecular 1 kb DNA Ladder de New England BioLabs (1 kb), Control negativo (-), Control positivo
espaciador intergénico 16-23S de Calso (+).

Se amplific6 de manera exitosa por medio de PCR, 8 muestras con un
tamafo aproximado de 946 pb de Candidatus Liberibacter solanacearum (Figura
4), a partir de las muestras recolectadas en campo (Tabla 1). Seis de las muestras
positivas fueron de plantas de jitomate, mientras que dos muestras positivas
fueron de plantas de chile. Los sintomas de la enfermedad se presentaron tanto
en las plantas de jitomate como en las de chile correspondia a la reportada en la
literatura, observandose plantas achaparradas, hojas enrolladas, quebradizas y

amarillentas (Figura 5), de acuerdo a lo reportado por Reveles et al., en 2016.

17



kb - + 1 2 34 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17

940 pb —>

Figura 4. Productos de amplificacion esperados de la region del espaciador
intergénico 16S-23S ADNr de Candidatus Liberibacter solanacearum en
plantas de jitomate y chile con sintomatologia de la enfermedad.

Amplificacién con los oligonucleétidos 1611F y 480R. Amplicén de la regién 16-23S de la bacteria
Calso de muestras de chile y jitomate. Carril 1 a 11 y 17 (Ciudad Fernandez), Carril 12 a 16 (Villa
de Guadalupe), Carril 1 a 7 (chile), Carril 8 al7 (jitomate). Marcador de peso molecular 1 kb DNA

Ladder de New England BioLabs (1kb), Control negativo (-), Control positivo espaciador intergénico
16-23S de Calso (+).

Figura 5. Planta de jitomate mostrando sintomas de la enfermedad
permanente del jitomate.

Planta achaparrada, con amarillamiento y deformacion de las hojas.
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3.1.3 Clonacién del fragmento de 16S-23S en el vector pGEM-T Easy

Una vez purificados los productos de PCR del fragmento 16S-23S. Se realiz6 una
ligacién para ser clonados en el vector pGEM-T Easy (Promega) siguiendo las
recomendaciones del fabricante. Después de la transformacion de E. coli TOP10 y
se llevd a cabo la purificacion del DNA plasmidico por miniprep, dichas
construcciones se digirieron con la enzima de restriccion EcoRI (Invitrogen) para
liberar el inserto clonado. Los fragmentos clonados se corroboraron por

secuenciacion.

3.14 Filogenia de Candidatus Liberibacter solanacearum

Con el propésito de verificar la identidad del producto amplificado por PCR, del
espaciador intergénico 16S-23S ADNr de Candidatus Liberibacter solanacearum
clonadas en pGEM-T Easy y liberadas por digestion, se mandaron a secuenciar 8
muestras, logrando secuenciar de forma exitosa 3 secuencias de jitomate (Cd.
Fernandez) y 2 secuencias de chile (Cd. Fernandez) de las muestras de tejido
vegetal recolectadas. A las cuales se les realizé un analisis bioinformatico. Las
muestras fueron secuenciadas con el método de didesoxinucleotidos marcados,
en el secuenciador 3130 Genetic Analyzer (Applied Biosystems). Primero se
realizo la comparacion de las secuencias del Control positivo (Co), muestra uno de
chile (M1c), muestra siete de chile (M7c), muestra ocho de jitomate (M8j), muestra
catorce de jitomate (M14j) y muestra diecisiete de jitomate (M17]) con las
registradas en NCBI (National Center for Biotechnology Information)
correspondientes a los espaciadores intergénicos 16S-23S ADNr de Candidatus
Liberibacter solanacearum.

La primera comparaciéon fue entre Co (control positivo: secuencia de
nucleotidos purificada de la region 16-23S de la bacteria de una muestra de chile
proporcionada por la IBt. Veronica Zarate de LANBAMA) y cLS (FJ830690), las
cuales presentaron un porcentaje de identidad del 99.45%. La comparacién entre
Mlc y cLS, presenté un porcentaje de identidad del 99.46%. La comparacion de
M7c y cLS presentd un porcentaje de identidad del 95.37%. La comparacion de

M8j y cLS presentd un porcentaje de identidad del 99.46%. La comparacion de
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M14j y cLS presentdé un porcentaje de identidad del 98.06%. Finalmente, la
comparacién entre M17jy cLS presentd un porcentaje de identidad del 95.04%.

A las secuencias nucleotidicas de Candidatus Liberibacter solanacearum
obtenidas de los productos amplificados de las muestras de Cd. Fernandez, se les
realiz6 una alineacién en MEGA X. Finalmente una comparacion entre ellas y el
control positivo (secuencia de nucledtidos purificada de la region 16-23S de la
bacteria de una muestra de chile proporcionada por LANBAMA) en el servidor de
BoxShade, donde se puede apreciar con mayor claridad las areas conservadas
(areas negras) y las areas con gran similitud (areas grises) entre ellas (Figura 6).
Obteniéndose un porcentaje de identidad del 97.6 % al compararse entre ellas y el

control positivo.

Co 1 —-—-AGCRATRCcTciE--clg---FrTR e rECACEEc TR~ clEe Tl (e T SeleivNe
Mlc 1 cacccciBridcrciErccl---FfeTi e TEcACEeCc TcRTA CEeTlE e reeeiyNe
M7c 1 -——-cTieTlacciicco@rcacco}i T cTcl-EeacTRcCE TEecE e ccEe ciXei
M8 I AlArEEccaifcacccciccliXe e -Aceccrlccl clccle (e~ Seeigac c

M147 1 ———-CTRcR acciiccerear T RECERA~ 88~ c TRCCE T/ g (g T SeehyNem
M17 I ehvelelo -\ Blefehinelilelele cEEEEN~ 8~ Chy (e 7 [0 C Clehife » lyNAle C iy G GIC GG TAGT)

Co 52 TCRMlCCTGGGCCCMECATTCABTCAGGCAAGGGGCCGTAGCTCAGCTGGGARAGC
Mlc 58 TRl CCTGGGCCCMECATTCABTCAGGCAAGGGGCCGTAGCTCAGCTGGGARAGC
M7c ST Tl ~ BleleleiSelie - G G CleivEiniNelely » BlelelS ; CIEBEA C  CINeM) , AREEE CINelel  CElefe C|

M8 55 TCRMlCCTGGGCCCIR@CATTCARTCAGGCAAGGGGCCGTAGCTCAGCTGGGARAGC
M14 WA T C G 8T C[88CCTGGGCCCBMINCATTCABTCAGGCAAGGGGCCGTAGCTCAGCTGGGAMAGC

M17 57 TR CCTGGGCCCMECATTCANTCAGGCAAGGGGCCGTAGCTCAGCTGGGARAGC

Co 112
Mlc 118
M7c ARICINN /Xele ' T(oBE C[8 1 Cien GGG TCAGCGGTTCGATCCCGCTCGGCTCCACCAATTGCGAAT
183 114
ig3 117
W73 117

Co IV T T ATAGTTTTTTTGTTCTAGGGGATTTTTTTTTgAGAGCAATATTTTTTGAAAATTGAA
Mlc A T TATAGTTTTTTTGTTCTAGGGGATTTTTTTTTTAGAGCAATARTTTTTTGAAAATTGAA
M7c IR T TATAGTTTTTTTGTTCTAGGGGATTTTTTTTTTAGAGCAATAGTTTTT[€GAAAATTGAA
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TGACCTGTGGTGGTTCAGTACGCGGTCGACGGCAGAAGTACTGCACCAGCGAC-ACGTAT

Alineamiento y comparacion de las secuencias del espaciador

intergénico 16-23S ADNr de Candidatus Liberibacter solanacearum de

plantas de chile y jitomate de San Luis Potosi.

Los nucleétidos idénticos estan sombreados en negro y las sustituciones conservadoras estan

sombradas en gris. Las abreviaciones son las siguientes: Co, Control positivo espaciador
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intergénico 16-23S de Calso; Mlc, muestra uno de chile; M7c, muestra siete de chile; M8j,
muestra ocho de jitomate; M14j, muestra catorce de jitomate y M17j muestra diecisiete de jitomate.

Un analisis filogenético (Figura 7) indic6 que el espaciador intergénico 16-
23S ADNr de Candidatus Liberibacter solanacearum detectado en chile y en
jitomate son cercanos entre si. Ya que las secuencias obtenidas mostraron un alto
porcentaje de identidad con el control positivo y las secuencias reportadas en la
base de datos de NCBI. Ademas, este analisis arroj6 una escala de 0.10, la cual
indica el numero de sustituciones por unidad de longitud, por lo que sugiere pocos
cambios en la secuencia del espaciador intergénico 16-23S ADNr de Candidatus
Liberibacter solanacearum en este grupo de muestras. Interesantemente la
muestra 7 de chile esta mas emparentada con la 14 de jitomate y la 1 de chile con

el control positivo proporcionado por LANBAMA.

M7c

27 M14j
M8j

M17]

Mic

Co

Candidatus_Phytoplasma_solani

Figura 7. Arbol filogenético del espaciador intergénico 16-23S ADNr de

Candidatus Liberibacter solanacearum.

El arbol filogenético se construyd con el algoritmo de Neighbor-Joining con 500 repeticiones en
MEGA X. Co es el control positivo espaciador intergénico 16-23S de Calso, cLS es nuestra
secuencia de referencia de NCBI, M1c y M7c son las secuencias obtenidas de plantas de chile,
M8j, M14j y M17] son muestras obtenidas de plantas de jitomate. Como grupo externo se usé una
secuencia de Candidatus Phytoplasma solani. Bootstrap: valor de los nimeros en las ramas, que

nos permiten saber cuén fiables son los nodos que obtenemos.
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3.2 Amplificacién y clonacién de genes de resistencia NPR1y
RAR1

Se disefiaron oligonucleotidos especificos para los genes NPR1 y RAR1, por
medio de bases de datos y evaluadores de oligonucleotidos (Tabla 2). Asimismo,
se les agreg6 una secuencia adicional para ser introducidos en el vector pBl 121
(BamHI, Xbal y Sacl) y en el vector peNTR D-Topo (CACC). Los resultados
obtenidos fueron 8 juegos de oligonucleétidos, los cuales flanquean las regiones
UTR 3’ y 5 de los genes NPR1 y RAR1 de A. thaliana y S. lycopersicum y 8
juegos de oligonucleodtidos, los cuales flanquean los genes NPR1 y RAR1 de A.
thaliana y S. lycopersicum sin los UTR 3’y 5’. Los UTR son regiones rio arriba y rio
abajo de la secuencia codificante. Se ha descrito que estas regiones son
esenciales para un correcto funcionamiento, plegamiento o interaccion de las
proteinas codificantes con otras proteinas, y estan involucradas en varios
aspectos regulatorios de la expresion de genes, lo que representa una ventaja al
ser incluidos en la clonacion y transformacion, pero al mismo tiempo aumenta la
dificultad de la clonacion y transformacion por la obtencion de un vector de mayor
tamafo. Mientras que los oligonucledétidos que no amplifican las regiones UTR son
Utiles para llevar a cabo clonaciones y transformaciones mas estables usando
solamente la region codificante del gen, pero perdiendo de forma parcial o total el
funcionamiento, plegamiento o interaccion de las proteinas codificantes basado en

el trabajo previo de Dutt en el 2015.
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Tabla 2 . Oligonucleétidos especificos para amplificar los genes NPR1 y RAR1 con sitios de corte BamHI/Xbal y

Sacl para pBl121y con la secuencia CACC para pENTR D.

Gen Nombre Oligos (5’->3’) Vector Region | Referencia g::;?iacnsk/Tal r/Sol Tm °C | Amplicén | Organismo

NPR1 | pENPlatFy | F: CACCGATGCTTCTTCATATCTCAC pEarleyGATE101 | 5’ a 3’ En este AT1G64280 56.6°C | 2,814 pb A. thaliana
pENP1latR R: ACCTGCACATGTGGGAAGTTT UTR estudio

NPR1 | pENP5latF | F: CACCATGGACACCACCATTGAT pEarleyGATE101 | Sin En este AT1G64280.1 56.3°C | 2,664 pb A. thaliana
y R: UTRs estudio
pPENP32atR | ACGACGATGAGAGAGTTTACGGTTAG

NPR1 | pENP1sIFy | F: CACCCTTTGTTCTTCCATTTGA pEarleyGATE101 | 5’ a 3’ En este Solyc07g040690.2.1 | 62.4°C | 2,266 pb S.
pENP1sIR R: UTR estudio lycopersicum

CAAAATCCACAATTATTAGTCATTTAA

NPR1 | pENP51sIF | F: pEarleyGATE101 | Sin En este Solyc07g040690.2.1 | 66.5°C | 1,987 pb S.
y CACCATGGATAGTAGAACTGCTTTTTCG UTRs estudio lycopersicum
PENP32sIR | R: TTTCCTAAATGGGAGATTATTGGG

NPR1 | pBINPlatF | F: GGATCCGATGCTTCTTCATATCT pBI121 5ad% En este AT1G64280 54°C 2,831 pb A. thaliana
y R: GAGCTCAGCGAACGCACCT UTR estudio
pBINPlatR

NPR1 | pBINP51atF | F: GGATCCATGGACACCACCATT pBI121 Sin En este AT1G64280.1 59.3°C | 2,678 pb A. thaliana
y R: GAGCTCACGACGATGAGAGAG UTRs estudio
pBINP32atR

NPR1 | pBINP1sIFy | F: GGATCCCCCTTTGTTCTTCC pBI121 5ad% En este Solyc079g040690.2.1 | 63.7°C | 2,276 pb S.
pBINP1sIR R: GAGCTCCAAAATCCACAATTATTA UTR estudio lycopersicum

NPR1 | pBINP51slF | F: GGATCCATGGATAGTAGAACTGC pBl121 Sin En este Solyc079g040690.2.1 | 61.6°C | 2,001 pb S.
y R: GAGCTCTTTCCTAAATGGGAG UTRs estudio lycopersicum
pBINP32sIR

RAR1 | pERAlatFy | F: CACCAATACTTTTTACTCCTACCTTCT | pEarleyGATE101 | 5 a3 En este AT5G51700 51.2°C | 2,001 pb A. thaliana
pERAlatR R: GATCCAAAACACAGAAGATGAG UTR estudio

RAR1 | pERA5latF pEarleyGATE101 | Sin En este AT5G51700.1 57.2°C | 1,775 pb A. thaliana
y F: CACCATGGAAGTAGGATCTGCAAC UTRs estudio
pERA32atR | R: TATCAGACCGCCGGATCAG

RAR1 | pERA1sIFy | F: CACCAAGAAATAAGTTTGGGGAA pEarleyGATE101 | 5 a3 En este Solyc11g072290.1 62.8°C | 1,153 pb S.
pERA1sIR R: UTR estudio lycopersicum

TTATTAACAAGAGAGAATAGTGTGCAA
RAR1 | pERA51sIF | F: CACCATGGAGAGACTTCGATGTCA pEarleyGATE101 | Sin En este Solyc11g072290.1 67.6°C | 679 pb S.
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y R: GGACACTGGGTCACTGTTGTG UTRs estudio lycopersicum
PERA32sIR

RAR1 | pBIRAlatF F: TCTAGAAATACTTTTTACTCCTACCTT | pBl121 5a3d En este AT1G64280 54°C 2,004 pb A. thaliana
y R: GAGCTCAAAACACAGAAGATGAG UTR estudio
pBIRAlatR

RAR1 | pBIRAS51atF | F: pBl121 Sin En este AT1G64280.1 62.9°C | 1,783 pb A. thaliana
y TCTAGAATGGAAGTAGGATCTGCAACG UTRS | estudio
pBIRA32atR | R: GAGCTCTATCAGACCGCCGGAT

RAR1 | pBIRALsIFy | F: GGATCCCCAAGAAATAAGTTT pBl121 5a3d En este Solyc07g040690.2.1 | 57.8°C | 1,163 pb S.
pBIRA1sIR R: GAGCTCTTATTAACAAGAGAGAATA UTR estudio lycopersicum

RAR1 | pBIRA51sIF | F: GGATCCATGGAGAGACTTCGAT pBl121 Sin En este Solyc07g040690.2.1 | 66.7°C | 687 pb S.
y R: GAGCTCGGACACTGGGTCACT UTRs estudio lycopersicum
pBIRA32sIR
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3.2.2 Amplificacion de NPR1y RAR1

Existen reportes donde sobreexpresar genes de resistencia de otras especies, da
mejores resultados que genes enddgenos de especies silvestres o relacionadas,
por lo que optamos por tratar de amplificar genes de jitomate y Arabidopsis (Silva
et al., 2018; Wang et al., 2008). Para la amplificacion de los genes NPR1 y RAR1
se realiz6 un analisis bioinformatico para la prediccion de las secuencias de dichos
genes. La secuencia de ADN de NPR1 (AT1G64280) y RAR1 (AT5G51700) de A.
thaliana se encuentran disponible en la base de datos de TAIR (The Arabidopsis
Information Resource). Mientras que las secuencias de ADN de NPR1
(Solyc07g040690.2.1) y RAR1 (Solyc11g072290.1) de Solanum arcanum se
encuentran disponible en la base de datos SGN (Sol Genomics Network). Es
importante tratar de clonar secuencias de especies silvestres como S. arcanum, ya
gue ellas han reportado resistencia a varias enfermedades. Adicionalmente dichas
secuencias se compararon con las secuencias de la base de datos del NCBI. Para
la amplificacion de ambos genes se realizO un PCR con los oligonucleotidos
especificos disefiados en este estudio (Tabla 2). Las condiciones para esta
reaccion se estandarizaron mediante gradientes de temperatura y diferentes
concentraciones de dNTPs y ADN templado. Obteniendo como resultado una
correcta amplificaciéon de ambos genes de A. thaliana para el sistema de clonacién
Gateway y para clonacion por digestion y ligaciéon en el vector pBI121. En el
presente trabajo, no se logré amplificar los genes NPR1 Y RAR1 de S. arcanum a
pesar de haber cambiado las condiciones de amplificacion. Por lo tanto, es
necesario establecer nuevas condiciones de amplificacion para NPR1 y RAR1 de
S. arcanum por medio de mas pruebas con los parametros mencionados
anteriormente, variando cada uno de manera individual. Esto permitiria determinar
los parametros y condiciones éptimas para una correcta amplificacion de ambos
genes. Cabe mencionar que por motivos de Ila pandemia de COVID-19,
solamente se pudieron probar las condiciones iniciales y algunas modificaciones
en Tay concentracién de ADN. Finalmente se tomo la decision de concentrarse en
las secuencias amplificadas con el fin de aprovechar el poco tiempo disponible en

laboratorio debido a la contingencia.
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En la Figura 8 se pueden observar los resultados obtenidos de las
amplificaciones por PCR de los genes NPR1 y RAR1 de las muestras vegetales
recolectadas de A. thaliana. Algunos de estos amplicones incluyeron las regiones
UTR de los genes de resistencia, y otros amplicones no incluyeron las regiones
UTR. Se observan 8 fragmentos, de los cuales los primeros cuatro (carriles a-d)
corresponden a los disefiados para usar el sistema Gateway, con un tamafo
aproximado de 2,814, 2,664, 2,001 y 1,776 pb, respectivamente. Mientras que los
fragmentos restantes (carriles e-h) a los usarse en el vector pBI121 con un tamafio
de 2,831 2,085, 2,004 y 1,785 pb respectivamente.

Figura 8. Amplificaciéon de los genes NPR1 y RAR1 de A. thaliana con
Phusion High-Fidelity PCR kit Thermo Fisher Scientific.

Productos para clonar en el sistema Gateway: a) Amplificacion de NPR1 con 3’ y 5 UTR; b)
Amplificacién de NPR1 sin 3’ y 5 UTR; ¢) Amplificacion de RAR1 con 3’y 5° UTR; d) Amplificacion
de RARL1 sin 3’ y 5 UTR. Productos para clonar en el Vector pBl 121: e) Amplificacion de NPR1
con 3’y 5" UTR; f) Amplificacion de NPRL1 sin 3’ y 5 UTR; g) Amplificacion de RAR1 con 3’y &
UTR; h) Amplificacion de RAR1 sin 3' y 5 UTR; marcador de peso molecular 1 kb DNA Ladder de
New England BioLabs (1Kb).
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3.2.3 Clonacién de los genes y RAR1 de Arabidopsis thaliana con el

sistema de clonacion Gateway

Se trabajo con el vector de entrada pENTR D topo (Termo Fisher Scientific Cat.
K240020) del sistema de clonacion Gateway, el cual fue donado por la Dra. Maria
Abraham. El vector pENTR D topo linearizado, contiene el promotor T7 en el
extremo 3’ del sitio de clonacion, el terminador rrnB T2, los sitios de recombinacion
attL1 y attL2 para transferir la informacion del vector de entrada (Figura 9), a
cualquier vector de expresion Gateway, por recombinacion LR. En el extremo
attL1 se encuentra un extremo cohesivo con el sitio GTGG, donde se insert6 de
manera direcciona la secuencia genémica de RAR1 con sus UTRs de A. thaliana
(RAR1ME). Esto se pudo lograr gracias a que se agrego el sitio CACC al
oligonucledtido forward. Al vector obtenido se le denomind pENTR D-
TOPORARI1AtG (Figura 10) y fue corroborado por digestion con la enzima BsrGl
(Figura 11).

so0! 10007 15007 20001 25001

. _ .y

( \ Kank ori > O 1 jmp
attl2 | M13rev rrnB T2 terminator | | attl
T7 promoter B T1 terminator  M13 fwd

PENTR D-TOPO
2576 bp

Figura 9. Vector de entrada pENTR D topo (sistema Gateway).

T7 (promotor), rrnB T2 (terminador), ori (origen de replicacion), los sitios de recombinacién attL1 y
attL2
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PENTR D-TOPORARI1ALG

4578 bp

Figura 10. pENTR D-TOPORAR1AtG.

T7 (promotor), rrnB T2 (terminador), ori (origen de replicacién) attL1, attL2 y secuencia gendémica
de RARL1 de A. thaliana.

Con el fin de confirmar la secuencia gendmica de RAR1 de A. thaliana, esta
fue clonada en el vector de entrada pENTR D-TOPORARI1AG y se mandd a
secuenciar con los oligonucleotidos pERAlatF y pERAlatR, logrando secuenciar
de forma exitosa esta construccion llamada RAR1IME. La muestra RAR1IME fue
secuenciada con el método de didesoxinucleétidos marcados en el secuenciador
3130 Genetic Analyzer (Applied Biosystems). Como primer resultado se obtuvo la
comparacion de la muestra RARIME vy las registradas en NCBI (GenBank: banco
de Genes). La comparaciéon entre RAR1IME y GenBank presento un porcentaje de
identidad del 98.88%.
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1Kb 1

PENTR D-TOPO

2576 pb
RAR1

2001 pb

Figura 11. Verificacion del fragmento del gen RAR1 en pENTR D-TOPO por
digestion.

Comprobacién de construcciones pENTR D-TOPORARI1AtG por medio de una digestion con la
enzima BsrGl. En el primer carril se muestra el marcador de peso molecular 1 Kb y en el carril uno

se muestra la verificacion del inserto de RAR1 (2,001 pb) y el vector de entrada pENTR D-TOPO
(2,576 pb).

A la secuencia nucleotidica de RAR1IME, se les realizé una alineacion en
MEGA X para finalmente comparar la secuencia obtenida de RAR1 y la secuencia
de RAR1 de la base de datos de TAIR, en el servidor de BoxShade, donde se
puede apreciar con mayor claridad las areas conservadas (areas negras), para
conocer la homologia entre ellas (Figura 12). Cabe mencionar que por cuestiones
de tiempo no se pudieron clonar los genes amplificados de S. arcanum. Ademas
de que no se logré clonar los genes en pBI121 con las estrategias abordadas en el
proyecto. Finalmente, el gen NPR1 de A. thaliana con los UTRs se logro

amplificar, pero no se logré introducir de manera exitosa en pPENTR D-TOPO.

RARLt 1 CACCAATACTTTTTACTCCTACCTTCTCAACCINSCERTHEC TiiC ANV
RARIMEL R T TR T CIEGARNT TN@ TIR® CAAATTCACGAGA)

RAR1t (Y GAGATAATGGAAGTAGGATCTGCAACGAAGAAGCTTCAGTGCCAACGTATTGGCTGCAAC
RARIME1 SV GAGATAATGGAAGTAGGATCTGCAACGAAGAAGCTTCAGTGCCAACGTATTGGCTGCAAC

32



RAR1t
RARIME1

RAR1t
RARIME1

RAR1t
RARIME1

RARIt
RARIME1

RARIt
RARIME1

RARIt
RARIME1

RAR1t
RARIME1

RAR1t
RARIME1

RAR1t
RARIME1

RAR1t
RARIME1

RAR1t
RARIME1

RAR1t
RARIME1

RAR1t

121
92

181
152

241
212

301
272

361
332

421
392

481
452

541
512

601
572

661
632

721
692

781
752

841

CCATGTTCACCGATGACGACAATCCTCAAGGTTCTTGTCAATTTCATGCTTCCGTACGT
CCATGTTCACCGATGACGACAATCCTCAAGGTTCTTGTCAATTTCATGCTTCCGTACGT

TTCTTCTCTCCCCATCTTTAATCGATTCTTCTCTTTCTTTTCTAAGTCTTCGATAGTTT
TTCTTCTCTCCCCATCTTTAATCGATTCTTCTCTTTCTTTTCTAAGTCTTCGATAGTTT

TGATAAACCCATAGAGTAGCTTTTGAATTTGATTTTATGATGTGAGGTTACGAATTTC
TGATAAACCCATAGAGTAGCTTTTGAATTTGATTTTATGATGTGAGGTTACGAATTTC

ATTACATGTAGATTTCATTTAGTTGTAAGTAAGTAAGCTTTGAACACAGCTTTGATTGT

7] 2 > QO Q QO Q QONQ
=] I=
=1
=1
=1
=1 =
9] I
il P
<1 I=
ofla
il P
<1 I=
9] I
il P<
N 2
bd P
bl P<
N 2
il P
<1 I=
9] I
il P
=] I=
] IS
bl B<
ofla
ofl@
el Ie
bd P
il P<
N 2
=1 =
ofla
=1 =
=) =
=1 1=
bd P
il P
€] 1€
=1 1=
bl B<
2] [
2] [o
=1 =
=) =
=) =
1 =
9] o
7] 2
il P
€] 1€
1 IE
bl B<
2] [
Ol
=1 =
9] I
il P
€] 1€
] IE Ol Q

ATTACATGTAGATTTCATTTAGTTGTAAGTAAGTAAGCTTTGAACACAGCTTTGATTGT

Q

TAATTGTCAAATTTTAACTAAGTTGTTTGCTTGCAACCTATGAATTCTGTGAGACTGT

[®)

TAATTGTCAAATTTTAACTAAGTTGTTTGCTTGCAACCTATGAATTCTGTGAGACTGT

CTCGTTAAGACTGTCCCTGGAAGTGTAATTAGAACAATTGTGTATAGAAAGAAGGCTTT
CTCGTTAAGACTGTCCCTGGAAGTGTAATTAGAACAATTGTGTATAGAAAGAAGGCTTT

TTGCTTTGAGCTTTTTATTGTAATTCATCTTCTTTTATTATCTTTTCTTTTTCCGGTGT
TTGCTTTGAGCTTTTTATTGTAATTCATCTTCTTTTATTATCTTTTCTTTTTCCGGTGT

CTGGGGCTGGTCTTTGCACTGACTACTGGTTTTTGTTCAAGCAGGGAGTAAGTCAAATT

) > @] [9) QOfQ > > > Q
=1 = o] [a > QEQ
QEQ > 0] [0 QfQ
=1 b= QO Q =l IS = B
QfQ =1 b > . <l I
> =1 I =1 = > >
> =1 I =l IS =1 &
&l IS =1 L= > <l I
> 21 9 21 2 > >
=l = > > @] 9
=1 L= i P= =l = > >
QfQ =l = QOfQ > >
> =1 L= =1 = el e
=1 = QOfQ =1 I > N>
QEQ =1 =1 QO
=1 = =1 = =1 = = B
el IS =1 = QOfQ =1 =
> 2] 9} QOfQ o] I9)
> QOO el e > >
QO Q =1 b > =1 =
> =1 L= QOfQ 0] [9)
=1 = o] [e QOfQ Of®
=1 = QfQ QOfQ >
=1 = > = = > >
9] 9} > =1 I 2] 19
o] [0 QO Q <l I > >
QO Q =1 L > e B
QEQ =1 = =1 = >
=1 = = = QOfQ ] [9)
=1 = =1 = 2] o) QOO
9] 19 0] [0} QOO > >
=l = o] [e sl IS > >
> . el e > > >
<l Is > =1 L= > >
> QOfQ QOfQ 0] I9)
QO Q QEQ = = = =
<l I 2] 0] 3] 12 > >
> 2l @ > =l IS
2] 12 =l = QEQ > >
=1 = <l s 2] ) =1 =
9] 19 > ol 9 = =
= B =l = b B2 9] [o)
=1 = QOfQ OO QOfQ
=1 = QOfQ > 2] (9
QfQ QOfQ QOfQ = =
=1 = =1 IS =1 = >
=1 = > > 9] 19 > >
=1 = =1 I= =1 = > >
QO QOfQ > >
> = = QEQ =1 &
=1 1T OfQ QOfQ = =
> > . =1 = 9] 19
=1 = 0] [0 > bl Be
=1 b= QOfQ el e > >
QOfQ o] 9 bl = =1 I
> > . =1 b= > >
=1 = ] 9 QEQ > >
QfQ > el e =1 I
— ] 9 > QfQ

QN Q > > > @1 In) QN Q 0

w
w



RARIME1

RAR1t
RARIME1

RAR1t
RARIME1

RARIt
RARIME1

RARIt

2NNV ROV A\ TATCCTTGTACCCCCTCATAATAATTCCTCTGTCTTTCATGGTACATATTGTAGTTGA]

SN GCTGGGGCTGGTCTTTGCACTGACTACTGGTTTTTGTTCAAGCAGGGAGTAAGTCAAATT

SJONRN T ACTCTTCAAATACTGTTTTATGTTTTTTTTTT T g@GTTTCACACTCGCTTGCTCAGAGA]
SNV T A\CTCTTCAAATACTGTTTTATGTTTTTTTTTTTYMNGTTTCACACTCGCTTGCTCAGAGA]

SSEM TTAAAGCTACCAAAGTTCAAACTTGCAGCCATTTTTTYCACGACGGAATGAAAGAGTG
VAN TTAAAGCTACCOAAAGTTCAAACTTGCAGCCATTTTTTICACGACGGAATGAAAGAGTG

NNV G GCTGCTGCAAGCAAAGAAGTCATGATTTCAGTTTGTTCTTGGAAATTCCAGGGTAACT,
SRV GAGCTGCTGCAAGCAAAGAAGTCATGATTTCAGTTTGTTCTTGGAAATTCCAGGGTAACT

IR0\ TATCCTTGTACCCCCTCATAATAATTCCTCTGTCTTTCATGGTACATATTGTAGTTGA

Figura 12. Alineamiento y comparacion de la secuencia gendémica de RAR1
con UTRs de A. thaliana.

Los nucleodtidos idénticos estan sombreados en negro. RARLt; secuencia de RAR1 de TAIR,
RAR1MEZL,; secuencia de RAR1 en el vector de entrada pENTR D-TOPO.
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4, DISCUSION

4.1 Deteccidn de la enfermedad del permanente del jitomate

En la actualidad la implementacién de técnicas moleculares para el diagnostico de
enfermedades causadas por patégenos en plantas, han alcanzado una gran
importancia por su efectividad, especificad y menor tiempo requerido, en
comparacién de técnicas tradicionales. La forma convencional de detectar e
identificar enfermedades por patégenos en plantas se realiza por la sintomatologia
producida por los patégenos que afectan a las plantas, e incluso muchos de los
nombres de estas enfermedades deben su nombre a la sintomatologia que
producen en las plantas, sin embargo, muchas veces una planta puede presentar
sintomatologia similar para enfermedades diferentes e incluso compartir
organismos vectores como la paratrioza que causa la fitoplasmosis y que se
confunde con el permamente del jitomate, afortunadamente se cuenta con
métodos de deteccion mas precisos como los moleculares basados en la
extraccion del ADN o ARN y su amplificacién de regiones especificas por PCR, ya
gue esta técnica es mas sensible, confiable, rapida y que incluso puede detectar
enfermedades antes de observarse sintomatologia. Esta técnica combinada con la
secuenciacion de Sanger o con secuenciacion de segunda generacion (Next
Generation Sequencing), facilita la deteccion de enfermedades causadas por
patdégenos en plantas de manera muy precisa, y por ende su estrategia de
tratamiento o prevencion (Gonzalez et al., 2017).

La literatura ha reportado un gran nimero de técnicas moleculares para la
deteccion de enfermedades ocasionadas por microorganismos patdégenos en
plantas, siendo la PCR y secuenciacion los métodos mas populares para llevar a
cabo la deteccion de Candidatus Liberibacter solanacearum, debido a que es una
bacteria no cultivable (Reveles et al., 2016).

Los oligonucledtidos que se wusaron para amplificar el espaciador
intergénico 16-23S ADNr de Candidatus Liberibacter solanacearum en el presente
trabajo fueron disefiados por Hansen en el 2008, y probados por Elvira Hernandez

en LANBAMA recientemente. En su trabajo utiliz6 dicha secuencia para detectar la
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enfermedad de brotes cloréticos en plantas de chile que es causada por la
bacteria Candidatus Liberibacter solanacearum. Posteriormente en el estudio de
una tesis de licenciatura Veronica Zarate, uso el producto de PCR del espaciador
intergénico de una planta de chile clonado en un vector pGEM-T, como un control
positivo para detectar la enfermedad en cultivos de jitomate mediante la técnica de
PCR y evalu6 el porcentaje de similitud de las secuencias obtenidas mediante
BLAST. En el presente trabajo realizamos adecuaciones para mejorar el protocolo
de amplificacion, pudiendo detectar CalLso en plantas que inicialmente daban
resultados negativos y clonar los productos para secuenciarlos y realizar filogenia.

Es importante recalcar que contamos con el apoyo del personal de las
Juntas Locales de Sanidad Vegetal de Villa de Arista y de RioVerde, SLP (Ing.
Hugo Moreno Monsivais e Ing. Miguel Reyes Hernandez, respectivamente),
guienes, con su experiencia en campo, nos apoyaron a identificar lotes con
plantas que presentaban sintomatologia probablemente causada por CalLso. En el
analisis sobre la presencia del permanente del jitomate y clorosis del chile, las
plantas de jitomate y chile mostraron dafios reportados en la literatura por
Candidatus Liberibacter solanacearum (Ontiveros et al., 2012), siendo los cultivos
de jitomate los que presentaban sintomas mas severos de la enfermedad, lo cual
indica una mayor susceptibilidad en variedades comerciales de jitomate.
Asimismo, se observo un mayor numero de plantas afectadas en el mes de mayo
del 2019 en comparacion del mes de octubre del 2019, donde se aprecié una
disminucién de los sintomas de la enfermedad y del insecto al descender la
temperatura. Se ha reportado que B. cockerelli (psilidos conocidos como
paratrioza) poseen un rango 6ptimo de temperatura de 21-27°C (Munyaneza et al.,
2010), siendo 27 °C la temperatura Optima para su desarrollo (Cranshaw et al.,
2001).

Se detectd la presencia de la bacteria Candidatus Liberibacter
solanacearum en el 47% de las muestras de jitomate y chile con sintomas de la
primera colecta. Los cultivos de jitomate presentaron una mayor incidencia a la
enfermedad con 35% de casos detectados, mientras que en los cultivos de chile

solamente fue del 12%. Con esta informacion podemos confirmar que los
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sintomas son una herramienta de primera mano para la identificacion del
permanente del jitomate en campo, sin embargo, la presencia del vector y de los
sintomas no siempre se correlaciona con la presencia de la bacteria, por lo que
debemos apoyarnos de métodos de diagndstico certeros. Actualmente solamente
las pruebas moleculares del laboratorio pueden confirmar la presencia de la
bacteria en solanaceas.

Ahora bien, la region clonada del espaciador intergénico 16-23S ADNr de
Candidatus Liberibacter solanacearum, de las muestras con sintomas, mostré un
alto porcentaje de identidad del 97.47 % respecto a las secuencias reportadas en
la base de datos de NCBI. En la Figura 7, se observa la filogenia correspondiente
a las secuencias de jitomate y chile de la region intergénica 16-23S ADNr de las
muestras comparadas con el control positivo y Candidatus Phytoplasma solani
(grupo externo). Ademas, el analisis filogenético indic6 una escala de 0.10 eso
significa que cada 100 nucledtidos en la historia cambiaron 0.10 veces. Por lo cual
la bacteria detectada en chile y en jitomate son cercanas entre si. Como ejemplo
de lo anterior Melgoza et al., 2018 realizaron un estudio para conocer la presencia
de Candidatus Liberibacter solanacearum en cultivos de jitomate y chile en
México, donde se obtuvo una identidad del 99.8% en las secuencias de las
muestras recolectadas de Guanajuato, San Luis Potosi y Sinaloa al compararse
en bases de datos (NCBI). Con base en los resultados obtenidos en este trabajo,
se logr6 detectar la enfermedad del permanente del jitomate en San Luis Potosi y
aumentar la sensibilidad del método de deteccion de PCR para detectar el
amplicon correspondiente a la bacteria, los cuales se confirmaron mediante
secuenciacion y al compararse en GenBank. Esta informacion es valiosa, y debe
compartirse con el personal de sanidad vegetal para que se implementen
programas en diferentes regiones del estado para monitorear a la enfermedad y
controlar al vector, ya que si se extiende podria causar grandes pérdidas como las
causadas por CalL de citricos. EI LANBAMA en el IPICYT pudiera apoyar a los

agricultores con un diagnostico adecuado.
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4.2 Amplificacién de los genes de resistencia NPR1y RAR1

Uno de los principales retos de hoy en dia es la identificacion de genes de
numerosas especies de plantas que podrian estar involucrados en la resistencia
de enfermedades en especies silvestres y en plantas modelo. Las enfermedades
causadas por organismos patdgenos se manifiestan mas en especies susceptibles
0 en especies domesticadas por el ser humano, porque han perdido dicha
resistencia a lo largo de su evolucion o por el fitomejoramiento asistido que ha
tenido por enfoque el resaltar caracteristicas como rendimiento, color o sabor.
También puede ser por factores como la ausencia de enfermedades especificas o
vectores de transmision en una region.

S. lycopersicum es un cultivo susceptible a diversos patdgenos como
hongos, virus y bacterias, y dentro de las bacterias encontramos recientemente a
CaLso. Los tratamientos que se han usado en los Ultimos afos consisten en el uso
de insecticidas y trampas de pegamento amarillas para controlar la poblacion del
vector transmisor del permanente del jitomate (paratrioza). Hidalgo et al., 2017
llevé a cabo un estudio sobre las practicas utilizadas por los agricultores para el
control de la paratrioza en papa informando alternativas como la aplicacion de
insecticidas cuando encuentran la primera paratrioza en las plantas o en las
trampas de pegamento amarillas. Sin embargo, estas practicas han demostrado
no ser efectivas para controlar la propagacion de la enfermedad. Esta enfermedad
podria prevenirse y controlarse mediante el uso de genes resistentes a la
enfermedad como NPR1 y RARL1. El gen NPR1 ha demostrado ser un regulador
clave de los factores de transcripcion, mediando la expresion inducida por el acido
salicilico controlando la expresion de genes PR (Dutt et al., 2015). En el caso de
RARL1 se ha visto que es un componente clave en la producciéon de proteinas de
resistencia a la enfermedad (Wang et al., 2008).

En el presente trabajo se disefiaron oligonucléotidos para amplificar los
genes de resistencia (NPR1 y RAR1) de A. thaliana y S. arcanum. Los cuales
podrian aportar resistencia a variedades comerciales como S. lycopersicum.

Por motivo de la pandemia de COVID-19, aunque se logré amplificar ambos genes

con y sin UTRs de Arabidopsis y jitomate, sélo se pudo clonar el gen de RAR1 de
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A. thaliana con sus UTR’s en el vector de entrada pENTR D topo del sistema de
clonacion Gateway. Es importante mencionar que la eficiencia de clonacion para
este sistema depende de varios factores como: una buena calidad de ADN,
productos de PCR frescos, su método de transformacion, un rango de libertad de
0.5°C en la temperatura de transformacion y proteccion de los medios de cultivos
de la luz directa (P ENTR™/D-TOPO™ Cloning Kit Thermo Fisher).

Los oligonucledtidos pENPlatF, pENPlatR, pENP5latF, pENP32atR,
pERAlatF, pERAlatR, pERA5latF y pERA32atR lograron amplificar los genes
NPR1 y RAR1 respectivamente con y sin sus UTRs, cada oligonucle6tido sentido
tiene la secuencia CACC al inicio para ser clonados por el sistema Gateway. De la
misma forma los oligonucleétidos pBINPlatF, pBINPlatR, pBINP51latF,
pBINP32atR, pBIRAlatF, pBIRAlatR, pBIRA5latF y pBIRA32atR lograron
amplificar NPR1 Y RAR1 respectivamente con y sin sus UTRs, a estos
oligonucledtidos se les agrego los sitios de restriccion BamHI/Xbal y Sacl para ser
clonados en el vector pBI121 (Figura 8). Respecto a la clonacién, por cuestiones
de tiempo, nos centramos en la clonacion de dos fragmentos de PCR purificados.
El fragmento obtenido de los oligonucledtidos pENPlatF y pENPlatR se le
denominé NPR1MA, el cual contiene la secuencia nucleotidica del gen NPR1 con
UTRs de A. thaliana. El segundo fragmento fue el obtenido de los oligonucleétidos
pERAlatF y pERAlatR denominado RARIME, el cual contiene la secuencia
nucleotidica del gen RAR1 con UTRs de A. thaliana.

Se lograron obtener dos colonas, de la cual solo una fue positiva para el
inserto de RAR1 con UTRs de A. thaliana y que fue confirmada por digestion y
secuenciacion con los oligonucleétidos pERAlatF y pERAlatR, para corroborar la
presencia del gen RAR1 de A. thaliana en el plasmido de la colonia. La muestra
presentd un porcentaje de identidad del 98.88%, al comparar las secuencias
reportadas en GenBank. Finalmente se alinearon ambas secuencias en el servidor
de BoxShade, donde se puede apreciar con mayor claridad las areas conservadas
(areas negras) para conocer la homologia entre ellas (Figura 12). Por su parte,
Mayorga et al., 2018 reportan que el gen RAR1 del banano esté involucrado en la

inmunidad en plantas. Ellos lograron amplificar por PCR, clonar la secuencia en el
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vector pGEM-T Easy (Promega, Madison, WI, EE. UU.) y secuenciar el ADNc de
RAR1 de banano y obtuvieron un porcentaje de identidad del 66.7% al compararse
con la secuencia de RAR1 de A. thaliana. En el presente trabajo, se optd por
trabajar con la secuencia de RAR1 de A. thaliana y usar el sistema de clonacion
Gateway para que la clonacion fuera direccional. Esto nos permitié tener mayor
eficiencia en la clonacién. Se propone transferir los genes de interés a un vector
de expresion en planta, pEarleyGate 101 o pEarleyGate 104, los cuales tienen el
promotor CaMV35S y una etiqueta de YFP (Yellow fluorescent protein) ya sea en
el extremo 5’ 0 3’, utilizando el método de recombinacién. Por lo cual, sera de gran
utilidad para trabajos posteriores haber logrado la clonaciéon del gen RAR1 de A.
thaliana en el vector pENTR D. Finalmente es importante mencionar que se llevé
acabo la reaccion de ligacion para NPR1 con UTRs de A. thaliana en el vector
PENTR D, pero no se lograron obtener colonias positivas. Esto se atribuye al gran
tamafio de este gen, dando como resultado un vector poco estable y con
problemas al momento de ligar los extremos del gen con los del vector pENTR D.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1 Deteccion y filogenia del permanente del jitomate

5.1.1 Muestreo de material bioldgico

Se recolecto tejido de 44 plantas de jitomate (S. lycopersicum) variedades paisano
y saladette y de chile (C. annuum) variedad plata, a cielo abierto y en invernadero
(Tabla 1). EI muestreo de realizé en los meses de mayo y octubre del 2019 en los
municipios de Ciudad Fernandez (colonia 20 de noviembre), (rancho la Morita y
Cerritos de Zavala) y Villa de Guadalupe (Santa Teresita), en SLP (Tabla 1).

Se contact6 al Ing. Miguel Reyes de la Junta Local de Sanidad Vegetal de
Rio verde, al Ing. Hugo Moreno Monsivais de Villa de Arista de la Junta Local de
Sanidad Vegetal de Villa de Arista y al Ing. Omar Neri de Santa Teresita, para que
basados en su experiencia y la identificacion de sintomatologia y presencia del
vector (psilido paratrioza) de la enfermedad se llevara a cabo la recoleccion de

tejido vegetal de cultivos de jitomate y chile.

5.1.2 Extraccion de ADN de plantas de jitomate y chile

La extraccion del ADN de las muestras recolectadas (Figura 4A) se realizo
mediante el protocolo de Dellaporta et al., (1983), modificado. Donde se utiliza
buffer de extraccion el cual contiene D-sorbitol 0.14 M, Tris HCL pH 8, 0.22 mM,
EDTA pH 8, 0.022 mM, NaCl 0.8 M, CTAB 0.8%, N-Lauryl Sarcosina 1%, PVP 1%,
B Mercaptoetanol 0.2%. Se detalla brevemente: moliendo 0.5 gramos de tejido
vegetal con 500 uL de buffer de extraccion, para después incubar el extracto a
65°C por 40 min (agitando cada 10 min en vortex) y centrifugar a 13,000 rpm por 2
min, el sobrenadante se lavo 3 veces con una solucion de fenol/cloroformo/alcohol
isoamilico (25:24:1) y se le agregaron 2 uL RNAsa a 10 mg/mL con una
incubacion de 20 min a temperatura ambiente. Después se precipitd el ADN con
isopropanol frio mezclando por inversion e incubando en hielo por 5 min. Las
muestras se centrifugaron por 10 min a 13,000 rpm, eliminando el sobrenadante,
lo cual gener6 una pastilla que fue lavada con 300 puL de etanol al 70%.
Finalmente se centrifugd por 5 min a 13,000 rpm, eliminando el etanol y
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resuspendiendo en 100 uL de agua Milli “Q” y se almacend a -20°C hasta su uso

(Hansen et al., 2008; Karunasagar et al., 2004).

12 3 456 7 8 9 1011121314 15 16 17

B 1kb-+ 1 23 4 567 8 91011121314151617

1Kb

Figura 13. Gel de calidad de ADN gendmico e identificacion de CalLso por

PCR de muestras de jitomate y chile.

(A) ADN genodmico de 17 muestras de jitomate y chile, carril 1 a 11 y 17 (Ciudad Fernandez), Carril
12 a 16 (villa de Guadalupe), Carril 1 a 7 (chile), Carril 8 a 17 (jitomate). (B) Amplificacién por PCR
del espaciador intergénico 16-23S de Calso con una concentracion de MgClz 2.5 mM. Marcador
de peso molecular (1kb), Control negativo (-), Control positivo espaciador intergénico 16-23S de

Calso (+), la distribucién y tipo de muestras es similar al inciso A.

513 Deteccion de Candidatus Liberibacter solanacearum

La deteccion de Candidatus Liberibacter solanacearum se realiz6 por PCR,
usando los oligonuclétidos especificos 1611F (5"GGT TGA TGG GGT CAT TTG
AG’3) y 480R (5°CAC GGT ACT GGT TCA CTA TCG GTC’3) los cuales
amplificaron un fragmento de 946 pb aproximadamente (Hansen et al., 2007,
Hansen et al., 2008). Este amplicon corresponde al espaciador intergénico 16-23S
ADNr. La reaccion se realizd en un termociclador Thermal Cycler BIO-RAD con
una desnaturalizacion a 98°C por 30 segundos, alineamiento (Ta) a 60°C por 30
segundos, una extensién a 72°C por 1.5 minutos y un periodo final de extensién

de 72°C por 10 min segun el protocolo de Hansen et al., (2007) modificado, donde
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se utiliz6 MgCl2 2.0 mM. Sin embargo, se aument6 la concentracion de MgClz a
2.1 mM, 2.3 mMy 2.5 mM. Finalmente, la reaccion se llevo a cabo en un volumen
final de 25 pL con MgCl> 25 mM, DNTPs 0.2 mM, 0.5 mM de cada
oligonucleétido, 3 U de Taqg polimerasa casera producida en el laboratorio de
Biologia Molecular de Plantas, y 40 ng de ADN. Finalmente, los amplicones se
analizaron en geles de agarosa al 1% tefiido con bromuro de etidio y se

observaron en un transiluminador de luz UV.

514 Preparacién de células competentes de Escherichia coli Top 10 por
el método de CaCl;

Se inoculé una alicuota de la cepa TOP 10 en tubo de con 3 mL de medio liquido
Luria Bertani (LB) y se incub¢ toda la noche a 37°C a 200 rpm. Se afadieron 500
uL del preinoculo a un matraz con 50 mL de medio liquido LB (sin antibiético) e
incub6 a 37°C a 200 rpm hasta alcanzar una DOsop de 0.5 a 0.7. El cultivo se
distribuyo en botellas Sorvall de 250 ml (enfriadas con anticipacion) a 8,000 rpm
por 10 min, se descartd inmediatamente el sobrenadante y las botellas se
colocaron en un bafio de hielo. A cada botella se le agrego 7.7 mL de una solucién
fria de CaCl, 0.1M con glicerol al 15% para resuspender las células con un vortex
por 5 a 10 s y colocando en el hielo alternadamente. Se centrifugé las células a
8,000 rpm por 10 min y se descartd el sobrenadante de forma inmediata,
regresandolas al bafio de hielo. Finalmente se repitid el procedimiento del paso
anterior, pero esta vez las células se resuspendieron en 1.27 mL de la solucién fria
de CaCl. 0.1M con glicerol al 15%. Las células se distribuyeron en alicotas de 35
uL en tubos eppendorf frios, se congelaron en nitrogeno liquido y se almacenaron

a -80°C hasta su uso.

5.1.5 Andlisis filogenético de Candidatus Liberibacter solanacearum

Cada uno de los productos de PCR (amplicones) se purificaron mediante
columnas de promega (Kit Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System,

Promega), y fueron clonados en el vector pPGEM-T Easy en una proporcion de 3:1
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inserto-vector, con el uso de 3 U de T4 ADN ligasa (pGEM®-T Easy Vector
System I).

Se descongelaron células calcio competentes por 5 a 10 min en hielo y se
les adicion6 5 uL de la reaccién de ligacion mezclando e incubando en hielo
inmediatamente por 10 a 15 min. Después fueron sometidas a un choque térmico
a 42°C por 90 s, seguidos de una incubacion en hielo por 20 min. Terminado este
tiempo se les agrego 250 uL de medio liquido LB (sin antibi6tico) y se incubaron a
37°C por 45 min en agitacion a 200 rpm. Se sembraron 290 mL en medio soélido
LB/ ampicilina/IPTG/X-gal. La extraccion del ADN plasmidico se llevé a cabo por el
protocolo de Binboim & Doly et al., (1979). Finalmente se realizd una digestion a
los miniprep con la enzima EcoRI de Invitrogen para ver la liberacion del
fragmento esperado y las clonas positivas se enviaron a secuenciar al Laboratorio
Nacional de Biotecnologia Agricola, Médica y Ambiental (LANBAMA). Los
resultados obtenidos de la secuenciacion se compararon con secuencias
previamente reportadas en la base de datos del NCBI.

La alineacion de las secuencias de Candidatus Liberibacter solanacearum
se realizo con el método Clustal W (MEGAX). Mientras que el arbol filogenético se
construy6 con el indice Neighbor-Joining (Saito et al., 1987), con un bootstrap de
500 réplicas (Felsenstein et al., 1985). Los analisis evolutivos se realizaron en
MEGA X (Kumar et al., 2018).

5.2 Amplificacion y clonacidn de genes de resistencia

5.2.1 Disefio de oligonucledtidos

El disefio de oligonucledétidos especificos para los genes de NPR1 y RAR1 de A.
thaliana y S. arcanum se realiz6 con base en las secuencias reportadas en las
bases de datos NCBI, TAIR y Sol genomics. A partir de estas secuencias se
disefiaron oligonucleodtidos especificos con la ayuda de los programas
oligoevaluator y OligoAnalyzer para cada gen mostrados en la Tabla 2. Cada
oligonucleétido contiene en los extremos los sitios de restriccion BamHI/Xbal y
Sacl para ser clonados en el vector pBI121, mientras que para el sistema de
clonacion Gateway se les agreg6 la secuencia CACC al inicio del oligonucledétido
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forward para que la clonacién sea direccional en el vector de entrada pENTR D
topo. En el caso de los oligonucleétidos para NPR1 y RAR1 de S. arcanum, se
tom6 como referencia la secuencia de S. lycopersicum, para amplificar ambos
genes del ADN gendmico de la variedad silvestre de jitomate S. arcanum, debido a

gue aun no se encuentra secuenciado en su totalidad el genoma de S. arcanum.

5.2.2 Amplificacion de NPR1y RAR1

Se colect6 tejido de S. arcanum y A. thaliana a las 17 semanas después de la
germinacion y la extraccion del ADN de las muestras recolectadas se realiz
mediante el protocolo mencionado en la seccion 4.1.2.

Después de la extraccion de ADN se llevd a cabo una reaccion de PCR
usando oligonucleotidos especificos disefiados en este estudio. Las condiciones
de PCR para pENPlatF y pENP1latR fueron una desnaturalizacion a 98°C por 30
segundos, Ta a 56.6°C por 30 segundos, una extension a 72°C por 1.5 minutos,
un periodo de extension final de 72°C por 10 min. Se us6 MgCl> 2.5 mM, dNTPs
0.4 mM, 0.5 mM de cada oligonucleodtido, 3 U de Taq ADN polimerasa casera y
100 ng de ADN, en un volumen final de 25 uL. Para pENP51atF y pENP32atR se
realiz6 una desnaturalizacion a 98°C por 30 segundos, Ta a 56.3°C por 30
segundos, una extension a 72°C por 1.5 minutos, un periodo final de 72°C por 10
min. La mezcla maestra fue similar al caso anterior. La amplificacion de
pBINPlatF y pBINPlatR fue similar a las reacciones anteriores excepto la Ta que
fue a 56.3°C. La mezcla maestra se preparé de manera similar al caso anterior,
solo que con 80 ng de ADN.

Las condiciones de amplificacion para los oligonucleétidos pBINP51atF y
pBINP32atR fueron similares a las anteriores, excepto la Ta que fue a 54°C. La
mezcla maestra se preparé de manera similar al caso anterior. Para pERAlatF y
pERAlatR las condiciones también fueron similares a los oligonucleotidos
anteriores excepto la Ta a 51.2°C. Se us6 MgCl, 2.5 mM, DNTPs 0.4 mM, 0.38
mM de cada oligonucleétido, 3 U de Taq polimerasa y 80 ng de ADN, en un
volumen final de 25 puL. Para pERA5latF y pERA32atR la Ta fue de 57.2°C. La

mezcla maestra se prepar6 de manera similar que el caso anterior. Para
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pBIRAlatF y pBIRAlatR la Ta fue de 54°C. La mezcla maestra se prepar6 de
manera similar que el caso anterior. Para pBIRA51atF y pBIRA32atR se realiz6
una desnaturalizacién a 98°C por 30 segundos, alineamiento a 62.2°C por 30
segundos, una extension a 72°C por 1.5 minutos, un periodo final de 72°C por 10
min. En un volumen final de 25 uL con 2.5 mM de MgCl2, 0.38 mM de DNTPs, 0.5
mM de cada oligonucleotido, 3 U de Taqg ADN polimerasa y 100 ng de ADN.

En el caso de los oligonucleotidos para NPR1 y RAR1 de S. arcanum. Las
condiciones que se probaron para pENP1slF y pENP1sIR fueron una
desnaturalizacién a 98°C por 30 segundos, Ta a 55°C y 51°C por 30 segundos,
una extension a 72°C por 1.5 minutos, un periodo de extension final de 72°C por
10 min. Se usé MgClI2 2.5 mM, dNTPs 0.4 mM, 0.5 mM de cada oligonucleétido, 3
U de Taqg ADN polimerasa casera, 100, 80 y 60 ng de ADN en un volumen final de
25 pL. Para pENP51sIF y pENP32sIR se probo una desnaturalizacion a 98°C por
30 segundos, Ta a 59.5°C por 30 segundos, una extension a 72°C por 1.5
minutos, un periodo final de 72°C por 10 min. Se us6 MgCI2 2.5 mM, dNTPs 0.4
mM, 0.5 mM de cada oligonucleotido, 3 U de Tag ADN polimerasa casera, 100 y
80 ng de ADN en un volumen final de 25 uL. La amplificacion con pBINP1sIF y
pBINP1sIR fue similar a las reacciones anteriores excepto la Ta que fue a 56.9°C.
La mezcla maestra se prepar6 de manera similar al caso anterior, solo que con
100 ng de ADN. En el caso de pBINP51sIF y pBINP32sIR las condiciones y la
mezcla fueron similares a la anterior, excepto por la Ta que fue de 55.8°C.

Las condiciones para pERA1sIF y pERA1sIR fueron una desnaturalizacion
a 98°C por 30 segundos, alineamiento a 55.9°C por 30 segundos, una extension a
72°C por 1.5 minutos, un periodo final de 72°C por 10 min. En un volumen final de
25 uL con 25 mM de MgCI2, 0.38 mM de DNTPs, 0.5 mM de cada
oligonucledtido, 3 U de Tag ADN polimerasa y 100 ng de ADN. Para pERA51sIF y
pPpERA32sIR las condiciones fueron similares a la anterior con excepto de la Ta a
60.7°C, una mezcla similar excepto por 100 ng de ADN. Para pBIRAlsIF y
pBIRA1sIR las condiciones y mezcla fueron similares al caso anterior excepto por
la Ta a 51°C. Finalmente pBIRA51sIF y pBIRA32sIR se probaron también fueron

probados bajo condiciones similares excepto por la Ta a 60.4°C.

46



5.2.3 Clonacién de genes de resistencia mediante el sistema Gateway

Se disefiaron oligonucleotidos especificos para amplificar el fragmento de DNA
deseado. Al primer Forward se le agregoé al inicio la secuencia CACC para que la
clonacion fuera direccional. El primer Reverse no requirié ninguna modificacion.
Para la amplificacion del fragmento de ADN se utiliz6 la Taqg DNA Polimerasa de
alta fidelidad Phusion High-Fidelity PCR kit Thermo Fisher Scientific (Waltham,
MA, EUA). Lo productos de PCR se corrieron en un gel de agarosa al 1% tefiido
con bromuro de etidio para visualizar el ADN con luz UV. Las bandas de interés se
cortaron rapidamente para evitar la exposicion prolongada a Iluz UV.
Posteriormente se purific6 el ADN de las bandas del gel mediante el uso de
columnas (kit Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System, Promega). La cantidad
y calidad del DNA se determin6 en el Nanodrop (NanoDrop 2000, Thermo
Scientific).

A continuacion, se llevd a cabo la reacciéon de ligacion rapida de los
productos de PCR purificados (5 a 15 minutos) en el vector de entrada pENTR D
topo (Termo Fisher Scientific Cat. K240020). La mezcla del producto de PCR
purificado con el vector fue de una relacion molar de 2:1 (40 ng de DNA con 20 ng
de vector) se incub6 a temperatura ambiente (25°C) de 5 a 15 minutos. La
transformacion de células competentes de E. coli TOP 10 se realizé por choque
térmico (como en el caso anterior) y las transformantes fueron seleccionadas por
medio selectivo LB con kanamicina a 50 ug/mL.

La extraccion del ADN plasmidico se llevo a cabo por el método de Binboim
& Doly et al., (1979). La construccion se verifico por digestion con la enzima BsrGl
de (New England Biolabs) para ver la liberacion del fragmento esperado y por
secuenciacion por el método de Sanger en Laboratorio Nacional de Biotecnologia
Agricola, Médica y Ambiental (LANBAMA).
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6. CONCLUSIONES

1. Los cultivos de jitomate y chile en San Luis Potosi presentan signos claros
de la enfermedad permanente del jitomate y brotes cloréticos de chile, y el vector
paratrioza relacionado con la enfermedad causada por la bacteria Candidatus
Liberibacter solanacearum (CaLso).

2. Es posible optimizar el método de deteccion por PCR de la bacteria
Candidatus Liberibacter solanacearum, en muestras de jitomate y chile.

3. Es posible detectar por PCR a la bacteria Candidatus Liberibacter
solanacearum, tanto en plantas de jitomate y chile sintomaticas como en las
asintométicas.

4. El producto de amplificacion del espaciador intergénico 16-23S ADNr de
Candidatus Liberibacter solanacearum de las muestras de jitomate y chile
presenta por secuenciacion una homologia del 97.6% a CaLso.

5. El analisis filogenético de las secuencias de CalLso indica una relacion clara
entre la enfermedad del permanente del jitomate y brotes cloréticos en cultivos de
jitomate y chile en el estado de SLP.

6. Es posible amplificar los genes NPR1 y RAR1 de las muestras de A.

thaliana.

7. Es posible clonar el gen RAR1 de A. thaliana en el vector de entrada
PENTR/D-TOPO del sistema Gateway.

8. La secuencia nucleotidica de RAR1 de A. thaliana presenta una homologia

del 98.88% al compararse con la secuencia reportada en el GenBank, y esta
disponible para recombinarse en cualquier vector de expresién en planta y
transformar jitomate susceptible al permanente del jitomate, con el fin de conferirle
tolerancia a CalLso.

0. Debido a que se logré detectar esta enfermedad, se necesita generar
estrategias para controlar el vector de transmision para evitar el desarrollo de esta
enfermedad. Ya que se ha encontrados en diferentes localidades del estado y no

solo en casos aislados.
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1. PRESPECTIVAS

1. Continuar con el monitoreo de la enfermedad permanente del jitomate y
brotes cloréticos de chile en SLP en asociacion con las juntas de sanidad vegetal
locales.

2. Amplificar los genes de resistencia NPR1 y RAR1 de S. arcanum con los
oligonucledtidos disefiados en este trabajo.

3. Clonar los genes de resistencia NPR1 y RAR1 de S. arcanum en pBI121 y
pENTR D topo.

4. Transformar Agrobacterium tumefaciens con los genes de resistencia NPR1
y RAR1 de A. thaliana y S. arcanum.

5. Transformar jitomate comercial con los genes de resistencia y realizar un
reto con el insecto vector proveniente de un cultivo con sintomatologia de CalLso

en un invernadero controlado.
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