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Resumen

Silenciamiento mediante un vector viral del gen que codifica para una
endoquitinasa de 30 kDa en Solanum spp., para evaluar su papel en la
tolerancia al chancro bacteriano del tomate.

El cancer bacteriano del tomate es una enfermedad importante a nivel mundial. Es
causada por el actinomiceto Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis
(Cmm). A la fecha no existe un método de control adecuado de esta enfermedad, ni
variedades comerciales resistentes, sin embargo, existen especies silvestres de
tomate que toleran la enfermedad, por lo tanto, es importante el entendimiento de
la interaccidn planta-patégeno para el desarrollo de nuevas estrategias de control.
Resultados previos obtenidos en nuestro grupo con las especies de tomate
silvestres S. habrochaites LA2128 y S. arcanum LA2172 tolerantes a Cmm,
mostraron que ocho horas después de la infeccion con la bacteria, el nivel de
expresion del gen de la endoquitinasa de 30 kDa incrementd mas de dos y cuatro
veces respectivamente respecto a S. lycopersicum. Para demostrar si este gentiene
un papel importante en la defensa al cancer bacteriano, es importante realizar el

andlisis funcional del gen de la endoquitinasa de 30 kDa.

Nuestro objetivo fue evaluar el papel de la endoquitinasa de tomate, en la defensa
a la infeccion por Cmm, mediante el sistema de silenciamiento génico inducido por
virus (VIGS), con el vector de silenciamiento desarrollado en nuestro grupo a partir
del geminivirus ToMoV. Obtuvimos una planta de S. habrochaites con este gen
silenciado aproximadamente en un 60% y mostré un fenotipo con un mayor dafio
comparado con las plantas control 60 dias después de la infeccién con la cepa Cmm
1387, estos resultados sugieren que el silenciamiento de la endoquitinasa de 30
kDa podria afectar la tolerancia de las plantas silvestres de tomate. El siguiente paso
es optimizar nuestro sistema de silenciamiento para incrementar la reproducibilidad
del método y validar nuestros resultados.

Adicionalmente, obtuvimos resultados que sugieren una interaccion cepa-especifica
entre las plantas de tomate y diferentes cepas de Cmm, lo que podria modificar los
patrones de tolerancia de las plantas silvestres de tomate.

PALABRAS CLAVE. Cmm, endoquitinasa, silenciamiento, tolerancia, VIGS
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Abstract

Gene silencing through a viral vector of the gene that encodes a 30 kDa
endochitinase in Solanum spp., to evaluate its role in the tolerance of tomato

bacterial canker

Bacterial canker is an important disease of tomato worldwide. This disease is caused
by the actinomycete Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis (Cmm). To
date there is neither an efficient method of control of this disease nor resistant
varieties, however, there are wild relative species of tomato tolerant to this disease;
therefore, it is important to understand of the plant-bacteria interaction for the
development of new control strategies.

Previous results obtained in our research group in wild relatives species of tomato
S. arcanum LA2172 and S. habrochaites LA2128 resistant to Cmm, showed that
eight hours after infection with Cmm, levels of gene expression of a 30 kDa
endochitinase increases up to fourfold with respect to the susceptible commercial
variety (S. lycopersicum); in order to demonstrate if this gene plays an important role
in the bacterial canker defense it is important to perform the functional analysis of
the 30 kDa endochitinase. Therefore, our aim was to evaluate the role of
endochitinase in tomato defense against Cmm infection, using a virus-induced gene
silencing system (VIGS) based on a ToMoV geminivirus vector developed in our
group. We obtained a S. habrochaites plant silenced in approximately 60 percent in
this gene, and it showed an enhanced tissue damaged phenotype in comparison to
control plants sixty days after the infection with Cmm 1387 strain. These data
suggest that the gene silencing of the 30 kDa endochitinase gene could be affecting
the tolerance of tomato wild species. The next step will be to optimize our silencing
system in order to increase the method reproducibility and validate our results.
Additionally, we found a possible strain-specific interaction between tomato plants
and Cmm strains that may modify the tolerance patters of tomato in wild species
KEY WORDS. Cmm, endochitinase, silencing, tolerance, VIGS.
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1. Introduccién

Desde que el hombre inici6 el proceso de domesticacién de las plantas, ha
seleccionado caracteristicas deseables como el incremento en el rendimiento de los
cultivos, la obtencién de frutos con mayor tamafio, uniformidad de la maduracién,
etc. Sin embargo, este proceso de seleccion artificial también ha contribuido a la
pérdida de caracteristicas importantes como la tolerancia a los patdégenos
(Bhupendra 2013). Muchos cultivos agricolas en el proceso de domesticacion han
perdido algunas caracteristicas que tenian sus ancestros, entre ellos el tomate
(Solanum lycopersicum), y ahora las variedades comerciales no son capaces de
responder adecuadamente al ataque de algunos microorganismos patdégenos,
generando la enfermedad, que repercute en pérdidas econémicas importantes.
Eltomate es la hortaliza mas consumida en el mundo después de la papa. Tan solo
en 2013 la produccion mundial de este fruto fue de 163, 434, 041 toneladas (FAO,
2013). El céancer o chancro bacteriano causado por el actinomiceto Clavibacter
michiganensis subsp. michiganensis (Cmm) se considera la enfermedad bacteriana
mas devastadora del tomate (Mansfield et al. 2012). Esta enfermedad se describid
hace un poco mas de 100 afios en Estados Unidos de América (EUA) (Smith 1910),
sin embargo, actualmente se le puede encontrar en casi cualquier region productora
de tomate del mundo. Las pérdidas econdmicas que causa son considerables y
México no es la excepcion; la pérdida mas importante que se registro fue en 2006,
con una pérdida de 200 hectareas de cultivos protegidos, equivalentes a una cifra
de 40 millones de délares (Borboa et al. 2006).

La forma mas comun de propagar esta enfermedad es a traves de semillas

contaminadas y plantas jévenes infectadas (Strider 1969); Cmm puede ingresar a
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la planta mediante heridas y entradas naturales como estomas, hidatodos y tricomas
(Kontaxis 1962). Ademas, esta bacteria es capaz de sobrevivir en el suelo por mas
de 2 afios lo cual puede ser un foco de infeccion para la siguiente cosecha (Fatmi y
Schaad 2002). Los sintomas caracteristicos de esta enfermedad son el
marchitamiento unilateral de las hojas, heridas en el tallo conocidas como chancro
y la formacion de lesiones conocidas como ojo de péjaro en los frutos de plantas
adultas (Gleason et al. 1993).

Hasta ahora, no se ha logrado comprender totalmente el mecanismo de infeccion
de Cmm. Hay reportes de dos plasmidos, pCM1 y pCM2 cuya carencia compromete
la virulencia de la bacteria (Meletzus et al. 1993). Se demostr6 que en estos
plasmidos hay genes asociados a la virulencia, el gen celA presente en el plasmido
pCM1 que codifica una B-1,4 endoglucanasa (Jahr et al. 2000) y el gen pat-1 del
plasmido pCM2 que codifica una serin proteasa (Dreier et al. 1997). Ademas, en el
cromosoma de la bacteria se ha determinado una region de aproximadamente 129
Kilobases (Kb) que esta flanqueada por los genes chp y tomA conocida como isla
de patogenicidad, ya que cepas mutantes carentes de esta regidén sonincapaces de
colonizar la planta efectivamente (Gartemann et al. 2008). Con base en lo anterior,
las distintas cepas de Cmm, pueden ser clasificadas como muy virulentas, poco
virulentas y no virulentas (Alvarez et al. 2004).

Desafortunadamente no se ha desarrollado un método de control efectivo contra el
cancer bacteriano y la mayoria de los que existen son preventivos. Entre los
métodos de control correctivos se usa el quimico, en el que por lo general se utilizan
distintos compuestos cupricos y antibidticos (De Leon et al. 2008), pero puede

generar resistencias y contaminar el manto freatico. Por otro lado, el control sanitario



es otra estrategia preventiva que consiste en adoptar medidas de higiene
adecuadas, como la desinfeccion de las herramientas, el material, las zonas de
cultivo y el cuidado de las manos, ropa y calzado de los trabajadores (GSPP 2016;
FAO 2016). También hay reportes de organismos benéficos que pueden usarse
como estrategias de control preventivo pero no se ha usado ampliamente, por
ejemplo, el tratamiento de cultivos de tomate con la bacteria Bacillus subtilis reduce
la incidencia de chancro bacteriano en condiciones de invernadero (Utkhede y Koch
2004).

Existen especies de tomate silvestres que tienen diferente nivel de tolerancia a
Cmm. S. pimpinellifolium, S. habrochaites y S. arcanum son algunas de las
especies en las que se ha demostrado tolerancia a esta enfermedad, siendo S.
arcanum LA2157 la descrita como la mas tolerante (Van Heusden et al. 1999). En
S. arcanum LA2157 y S. habrochaites LA407 se han encontrado loci de caracter
cuantitativo (QTLs, por sus siglas en inglés) asociados a dicha tolerancia (Thyr
1976; Van Heusden et al. 1999; Francis et al 2001; Kabelka et al. 2002). Por ello
estas especies representan una oportunidad para identificar elementos
potencialmente relacionados con la resistencia a Cmm, los cuales podrian ser
aprovechados para generar plantas de S. lycopersicum comerciales capaces de
tolerar esta enfermedad.

En nuestro grupo de investigacion se realiz6 un andlisis transcriptomico por
polimorfismos en la longitud de fragmentos amplificados de ADN complementario
(cDNA-AFLP, por sus siglas eninglés), en las especies silvestres tolerantes a Cmm:
S. arcanum LA2172 y S. habrochaites LA2128 y al compararlas con los perfiles de

expresion génica del tomate comercial (S. lycopersicum) 8 h después del reto con



Cmm, se encontraron 403 genes expresados diferencialmente, entre ellos, la
sobreexpresion del gen de la endoquitinasa de 30 kDa, en el cual 8 horas después
de la infeccion con Cmm aumentd su expresion mas de dos y cuatro veces en S.
habrochaites LA2128 y S. arcanum LA2172 respectivamente (Lara-Avila et al.
2011). Existen trabajos en los que se probd la importancia de las quitinasas en
infecciones causadas por hongos, sin embargo, se sabe poco sobre su participacion
en la defensa contra bacterias. Se ha sugerido que podrian tener un papel protector
a partir de que las quitinasas liberan los oligosacaridos unidos a N-glicoproteinas
del apoplasto y de la pared celular, los cuales pueden ser reconocidos como
patrones moleculares asociados a dafio (DAMPSs, por sus siglas en inglés) y en
consecuencia estimular el sistema de defensa de las plantas (Benhamou y Asselin
1989; Shibuya y Minami 2001; Casarrubias-Castillo et al. 2014).

Baysal et al. (2003), determinaron que al tratar plantas de S. lycopersicum con el
inductor de la defensa BTH (benzotiadiazol), aumenta la tolerancia a Cmm y dicho
aumento estd asociado con una mayor actividad enzimética de quitinasas. En otro
trabajo se reporto la induccién del gen de la endoquitinasa de 26 kDa en plantas de
S. lycopersicum, pero hasta 8 dias después de la infeccion con Cmm (Balaji et al.
2008), lo cual indica que estos genes si se expresan pero probablemente lo hacen
de forma tardia, a diferencia de lo que ocurre en otras especies de tomate silvestre.
En otro trabajo, al tratar plantas de amaranto (Amaranthus cruentus) con
Pseudomonas syringae (inductor de la defensa), las plantas adquieren tolerancia a
la infeccion con Cmm, lo cual parece estar asociado a un aumento en la actividad

enzimatica de las quitinasas (Casarrubias-Castillo et al. 2014). Estos resultados



indican que probablemente la endoquitinasa de 30 kDa podria tener un papel
importante en la tolerancia al chancro de tomate.

Anteriormente, en nuestro grupo se disefid un sistema de silenciamiento génico
inducido por virus (VIGS) a partir del virus moteado del tomate (ToMoV). Este es un
geminivirus de ADN bipartita en el cual el componente A contiene una delecién en
una porcion del gen que codifica para la proteina de la capside (CP), con un sitio
multiple de clonacion, en el que es posible insertar fragmentos de genes que se
pretenden silenciar (Esparza-Araiza et al. 2015).

En este trabajo se realizé el silenciamiento génico inducido por virus (VIGS) del gen
de la endoquitinasa de 30 kDa en las especies de tomate silvestres S. habrochaites
LA2128 y S. arcanum LA2172 para determinar su posible papel en la tolerancia a

Cmm.

2. Resultados

2.1 Evaluacién de la virulencia de la cepa de Cmm 1387 en cuatro especies
silvestres de tomate y en la variedad comercial S. lycopersicum

En este trabajo se usé la cepa de Cmm 1387, a la cual se le verifico la presencia de
los plasmidos pCM1 y pCM2 (Anexo 1). Se evalud la virulencia de la cepa, asi como
la tolerancia y/o susceptibilidad de las especies de tomate silvestres adquiridas de
la Universidad de California en Davis: S. lycopersicum cv IRAT L3, S. habrochaites
LA2128, S. arcanum LA2172, S. arcanum LA2157 y la variedad comercial
susceptible S. lycopersicum adquirida de la Universidad de Nottingham.

Las cinco especies de tomate mostraron sintomas de la enfermedad

aproximadamente 15 dias post-infeccién (dpi). A partir de este tiempo en cada



especie la enfermedad evoluciond de forma diferente. Cerca de 25 dpi las plantas
mostraron las lesiones caracteristicas, como el marchitamiento unilateral de las
hojas y chancro en el tallo (Figuras 1 y 2). Las especies que mostraron mayor
marchitamiento de las hojas en orden decreciente fueron, S. lycopersicum cv IRAT
L3, S. lycopersicum y S. arcanum LA2172 (Figura 1 D, Hy P), mientras que en S.
arcanum LA2157 y S. habrochaites LA2128 se observd menos marchitamiento
(Figura 1 L y T). Es importante resaltar que se ha reportado que el cultivar IRAT L3
es una planta tolerante a Cmm pero no lo fue en nuestro caso (Ysuf Sen etal. 2013).
Todas las especies infectadas desarrollaron chancro en el tallo y de estas la especie
S. habrochaites LA2128 presentd un fenotipo de menor dafio (Figura 2 L).

Aproximadamente 40 dpi las plantas de S. lycopersicum, S. lycopersicum cv. IRAT
L3y S. arcanum LA2172 se marchitaron en su totalidad y murieron (Figura 3 B,D y
H). Mientras que las plantas de las especies S. arcanum LA2157 y S. habrochaites
LA2128, mostraron una tolerancia clara cuyo fenotipo era similar al de las plantas

no infectadas con la cepa Cmm 1387 (Figura 3 Fy J).

2.2 Expresion relativa del gen de la endoquitinasa de 30 kDa en S. arcanum
LA2157

Con el fin de determinar el nivel de expresiéon del gen de la endoquitinasa de 30 kDa
en S. arcanum LA2157, se sintetiz6 ADN complementario (ADNc) a partir de ARN
obtenido previamente en nuestro grupo (Lara-Avila 2012) 8 h después del reto con
Cmm. Ademas plantas de S. lycopersicum se retaron con la cepa Cmm 1387 y a

partir de ellas también se obtuvo ADNCc 8h dpi.



Los resultados de PCR en tiempo real (RT-gPCR) mostraron que el gen que
codifica para la endoquitinasa de 30kDa en S. lycopersicum sugieren que este gen
se expres6 mas de 200 veces en la especie de tomate S. arcanum LA2157 (Figura

4).

2.3 Construccion del vector silenciamiento ToMoV_Ech

Para evaluar la funcion del gen de la endoquitinasa, se genero la construccion del
vector de silenciamiento a partir del vector TOMoVACP proporcionado por Esparza-
Araiza.

Con la herramienta VIGS Tool (ver seccion 4.3 de material y métodos) (Fernandez-
Pozo et al. 2015). Se determind en base a la secuencia de S. lycopersicum que la
mejor region para el silenciamiento del gen corresponde a los primeros 300
nucledtidos (nt) del gen de la endoquitinasa de 30 kDa. Enla Figura 5 A, se presenta
la region de 300 nt del gen de la endoquitinasa de 30 kDa, asi como los posibles
fragmentos generados para el silenciamiento especffico (lineas azules) y el
silenciamiento inespecifico (lineas rojas). Esta region esta conservada en S.
lycopersicum, S. peruvianum, S. penellii y S. pimpinellifolium (Figura 5B). El
fragmento de 186 pares de bases (pb) (del nucleétido 42 al 228), se obtuvo a partir
de una muestra de ADNc de S. arcanum LA2157 (Figura 5 C).Aunque este producto
podria obtenerse de otra especie ya que los oligos que se disefaron alinean en
regiones del gen conservadas en otras especies de tomate (Figura 5 B).

Después de integrar el fragmento de 186 pb del gen de la endoquitinasa de 30 kDa
en el vector de clonacion pGEM-T Easy, se verifico la presencia del vector con

inserto en una de las clonas de E. coli Top 10 F’ obtenidas de la transformacién por



choque térmico (Figura 5 D y E). Con base a los sitios de restriccion afadidos al
fragmento del gen de la endoquitinasa (EcoRIy Hindlll), se subcloné en el vector
ToMoVACP (Figura 5 F). Mediante digestion y secuenciacion se corroboré que una
de las clonas incorpor6 el vector de silenciamiento que contiene el fragmento del

gen de la endoquitinasa (Figura 5 G) y el vector obtenido se nombré ToMoV_ Ech.

2.4 Analisis del silenciamiento del gen de la endoquitinasa de 30kDa con
ToMoV_Ech en S. habrochaites LA2128y S. arcanum LA2172

2.4.1 Inoculacién del vector de silenciamiento en S. habrochaites LA2128 y S.
arcanum LA2172

Para el ensayo de VIGS, las plantas de tomate de S. habrochaites LA2128 y S.
arcanum LA2172 fueron inoculadas por biobalistica con los vectores ToMoVACP
(vector vacio), ToMoV_Chll (control, gen de la quelatasa), ToMoV_Ech (gen de la

endoquitinasa) y en cada especie se incluyeron 3 réplicas bioldégicas por condicion
experimental (Tabla 1). El gen de la quelatasa se usa como control debido a que
participa en la biosintesis de la clorofila y al silenciarse se esperaria un fenotipo de
blanqueamiento en las hojas. Dos de las tres plantas control de S. habrochaites
LA2128 inoculadas con el vector ToMoV_Chll mostraron blanqueamiento 10 dias
después del bombardeo en algunas zonas de las hojas (fenotipo que permite
estimar el silenciamiento en toda la planta) (Figura 6 A), e incrementd de forma
gradual hasta propagarse por toda la planta, aproximadamente 40 dias después del
bombardeo (Figura 6 B y C). Por otro lado, no hubo blanqueamiento de las plantas

de S. arcanum LA2172 probablemente por un problema técnico en el bombardeo,



es decir, no ocurrié silenciamiento del gen de la quelatasa. Aunque no es lo mas
recomendable, pero para poder continuar con el ensayo, se tom6 como referencia
el blanqueamiento de las plantas de S. habrochaites LA2128 para infectar al resto

de las plantas inoculadas de ambas especies con la cepa de Cmm 1387.

2.4.2 Determinacién del nivel de expresion del gen de la endoquitinasa de 30
kDa en plantas inoculadas con ToMoV_Ech

Para evaluar la presencia o ausencia de silenciamiento se realizd la cuantificacion
relativa del gen de la endoquitinasa de 30 kDa por RT-gPCR. Para ello, se obtuvo
el ARN de las plantas antes del reto con Cmm 1387 (Anexo 2) y se sintetizd ADNC.
Se comparé el nivel de expresion del gen de cada planta inoculada con ToMoV_Ech
contra las plantas no inoculadas asi como de aquellas que se les inoculé el vector
vacio (ToMoVACP).

Los niveles de expresion de las plantas de S. habrochaites LA2128, indican que en
una de las tres plantas inoculadas con ToMoV_Ech disminuyd la expresion del gen
en un 60%, mientras que en las otras dos plantas no hubo cambios notables en la
expresion respecto al control (Figura 7 A). Por otro lado, los resultados obtenidos
para S. arcanum LA2172, indican que en dos de las tres plantas inoculadas con
ToMoV_Ech disminuyod la expresion del gen en un 30 y un 60% respectivamente,
mientras que en la tercera planta la expresion fue 1.8 veces mayor respecto al

control (Figura 7 B).

2.4.3 Seguimiento de sintomas después del reto con Cmm 1387 en plantas

inoculadas con ToMoV_Ech



Para investigar si el posible silenciamiento del gen de la endoquitinasa afecta la
infeccidn de las plantas por Cmm 1387, las plantas de S. habrochaites LA2128y S.
arcanum LA2157, se infectaron 40 dias después de la inoculacién con ToMoVACP
y ToMoV_Ech y se observd el desarrollo de sintomas durante 60 dias
aproximadamente.

En las plantas de S. habrochaites LA2128 no inoculadas como en aquellas que se
les inoculé ToMoVACP desarrollaron el mismo fenotipo (Figura 8 A-D), sin embargo,
de las plantas inoculadas con ToMoV_Ech, dos mostraron el fenotipo de las plantas
control y sélo una desarrollé lesiones mas severas tanto del chancro en el tallo asi
como en el marchitamiento de las hojas (Figura 9), por lo tanto, es posible que
Gnicamente una de las tres plantas se haya sido silenciada -eficientemente,
probablemente por problemas técnicos en el bombardeo (Figura 8 E y F). Por otro
lado, en el experimento con S. arcanum LA2157, todas las plantas exhibieron un
fenotipo sin marchitamiento, tanto las plantas no inoculadas como aquellas

inoculadas con ToMoVACP e incluso las plantas inoculadas con ToMoV_Ech

(Figura 10) a pesar de mostrar una disminucion en la expresion del gen.

2.4.4 Replicacion viral en las plantas inoculadas

Debido a que el fenotipo de blanqueamiento no fue uniforme era importante
investigar si el virus entro a las plantas y se estaba replicando ya que si se detectaba
replicacion pero no habia blanqueamiento, el problema se podia atribuir a que el
fragmento no era el mas adecuado para el silenciamiento. En experimentos

preliminares logramos detectar en un 50% al virus en las plantas un mes después
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de haber sido inoculado (Anexo 3). Sin embargo, en algunas de esas plantas que
hubo replicacion no hubo silenciamiento, es evidente que hay que mejorar el método
de bombardeo.

Aunque se sabe que iniciada la replicacion viral y generados los pequefios
fragmentos de ARN de interferencia (SiRNA, por sus siglas en inglés) no se requiere
de una replicacion continua para el silenciamiento (Palauqui et al. 1997), decidimos
analizar la replicacion del virus 90 dias desde su inoculacién. Se observd que en
ninguna de las plantas inoculadas habia sefial de replicacién viral, incluso en las
plantas control silenciadas en el gen de la quelatasa que mostraron blanqueamiento
(Figura 11 A); se trabajé con diferentes concentraciones de ADN sin embargo, no
se detectd el virus en ninguna de ellas. En contraste, las plantas que mostraron
blanqueamiento hasta ese momento, mantenian un fenotipo todavia mas intenso
(Figura 11 B), lo que indicé que el silenciamiento sigue ocurriendo a pesar de no

poder detectar al virus.

3. Discusion

En este trabajo se busc6 determinar la importancia del gen de la endoquitinasa de
30 kDa en dos especies silvestres de tomate tolerantes al cancer bacteriano
causado por Cmm. Para ello, en la infeccién de las plantas decidimos utilizar la cepa
de Cmm 1387 aislada de una regién cercana al estado de San Luis Potosi, asi que
se evalud su virulencia en distintas especies de tomate.

Los resultados demostraron que la cepa de Cmm 1387 es virulenta. Todas las
especies de tomate infectadas desarrollaron sintomas de marchitez algunas en

mayor grado y otras en menor grado (Figuras 1, 2 y 3).
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Con base en reportes previos (Van Heusden et al. 1999), se demostré que, la
especie S. arcanum LA2157 mostro la mayor tolerancia a Cmm 1387, ya que esta
especie se ha caracterizado como la mas tolerante al chancro bacteriano del tomate.
Por otro lado, la especie S. habrochaites LA2128 mostré mayor tolerancia que S.
arcanum LA2172 tras el reto con Cmm 1387, a diferencia de lo que se habia
reportado anteriormente en donde S. arcanum LA2172 mostré mayor tolerancia que
S. habrochaites LA2128 a la infeccion por la cepa Cmm 191 (Lara-Avila et al. 2012).
Por otro lado, cabe resaltar que a pesar que S. lycopersicum cv. IRAT L3 esta
reportada como una especie tolerante a Cmm (Ysuf Sen et al. 2013), en nuestro
trabajo se observo que la susceptibilidad de esta especie es comparable a la de S.
lycopersicum (variedad comercial susceptible a Cmm) cuando es infectada con la
cepa de Cmm 1387. Nuestros resultados contrastan con datos ya publicados y
sugieren que la interaccion planta-patdgeno podria ser de tipo cepa-especifica y
que el nivel de tolerancia de las plantas de tomate silvestre puede variar
dependiendo de la cepa que las infecta. Por ejemplo, en el lino (Linum
usitatissimum), se encontré que hay 26 genes que confieren resistencia al patdgeno
Melampsora lini de América del norte (causa la enfermedad de la roya del lino), sin
embargo, esta planta no es resistente para cepas de Melampsora lini provenientes
de paises como Australia, Nueva Zelanda y América del Sur (Zimmer y Comstock
1973). Desafortunadamente para el chancro bacteriano del tomate la evidencia aun
es escasa (Kleitman et al. 2008), por lo que es necesario profundizar al respecto.
Ademas, esto podria dar la pauta para decidir que estrategias utilizar para el control
de la enfermedad de manera eficiente dependiendo de las cepas presentes en la

region.
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Nuestra hipotesis, sobre la posible participacion de la endoquitinasa en la tolerancia
a Cmm surgi6 a partir de los resultados obtenidos en el trabajo de Lara-Avila (2012),
y en relacion con esto se midi6 la expresion del gen de la endoquitinasa por RT-
gPCR 8h después del reto con Cmm en S. lycopersicum y S. arcanum LA2157, los
cuales indicaron que los niveles de expresion del gen se elevan notablemente en S.
arcanum LA2157. La expresion fue de mas de 200 veces en relacion con S.
lycopersicum (figura 4). Esto hace hincapié en que la endoquitinasa de 30 kDa
podria ser importante en etapas tempranas de la infeccién por Cmm en especies de
tomate tolerantes, ya que como se menciond anteriormente pueden liberar
oligosacaridos del apoplasto y la pared celular que pueden funcionar como DAMPs
y activar el sistema de defensa de la planta (Benhamou y Asselin 1989, Shibuya y
Minami 2001; Casarrubias-Castillo et al. 2014).

Respecto a la construccion del vector ToMoV_Ech, se obtuvo un fragmento del gen
de la endoquitinasa que abarcé desde el nucleétido 42 al 228, es decir, se encuentra
dentro de la region predicha in silico por el software VIGS Tool (Fernandez-Pozo et
al. 2015), considerada como la region optima para el silenciamiento génico debido
a que en esa zona se pueden generar siRNA dirigidos Unicamente contra el gen de
la endoquitinasa de 30 kDa (Figura 5 A). El fragmento esta apartado de las
porciones del gen de la endoquitinasa que podrian generar silenciamiento en genes
gue no son de interés para este trabajo. El fragmento seleccionado con base en
secuencias de otras especies, en teoria al introducirse al vector viral, debe de ser
capaz de silenciar el mismo gen en distintas especies de tomate. No obstante, para

saber cual o cuales de todos los posibles siRNA son responsables del
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silenciamiento en cada especie, es necesario identificarlos por otros protocolos,
como secuenciacion masiva de los siRNA.

Los ensayos VIGS se realizaron simultdneamente en S. habrochaites LA2128 y S.
arcanum LA2172. Como se menciond, Unicamente dos plantas control de
silenciamiento de S. habrochaites LA2128 con el gen de la quelatasa, mostraron el
fenotipo esperado (Figura 6), ya que al menos el fragmento de la secuencia del gen
de la quelatasa es idéntico en S. lycopersicum, y en S. arcanum, es decir, de las
plantas control (ToMoV_Chll), se obtuvo aproximadamente un 66% de eficiencia de
silenciamiento (blanqueamiento de hojas), en S. habrochaites LA2128, mientras que
en S. arcanum LA2172 fue cero. Esto nos hace pensar que el método de balistica
debe ser optimizado, ya que pudiera haber problemas en la cobertura del tungsteno
con el ADN, la distancia de las plantas al disco de ruptura, etc.

Para el analisis de la replicacion viral, realizamos estudios preliminares 30 dias post-
inoculadas (Anexo 3). Encontramos el virus en aproximadamente un 50% de las
plantas, Esto sugiere que nuestro método inoculacion por biobalistica tiene una
eficiencia de aproximadamente 50% de eficiencia y debera ser mejorado.

La razén de que no se haya logrado detectar el virus casi tres meses después de la
inoculacién, pudo ser a causa de la respuesta antiviral de las plantas mediada por
silenciamiento, en el que se inhibe la sintesis de proteinas virales y ya no puede
seguir replicandose (Covery et al. 1997), de tal forma que solo se queda localizado
en hojas adultas. Ademas, con el paso del tiempo, estas hojas se van perdiendo
debido a la senescencia natural de las plantas, lo que vuelve practicamente
imposible detectar al virus. El hecho de que el blanqueamiento de las plantas de S.

habrochaites siguid a pesar de la ausencia del virus, se debe a que los siRNA que
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se generan en la zona de inoculacion del virus pueden viajar de forma sistémica por
la planta provocando silenciamiento generalizado (Palauqui et al. 1997).

Ademas de la baja eficiencia de inoculacién, se pudo ver que independientemente
de que el virus entrd, el silenciamiento no ocurrié en algunas plantas, como se
esperaria ver por lo menos en las plantas inoculadas con ToMoV _Chll. Por lo tanto,
aungue no contamos con evidencia, pudo suceder que durante la inoculacion de las
plantas los componentes virales A y B no ingresaron juntos a las células y no hubo
induccion exitosa del VIGS, ya sea porgue no se unieron igualmente a los
proyectiles de tungsteno o bien durante el bombardeo la dispersion no fue uniforme,
lo cual debera ser demostrado experimentalmente.

En general, estos resultados indican que el sistema de inoculacion del virus es poco
eficiente y que es necesario implementar un sistema de silenciamiento que asegure
una buena reproducibilidad, por ejemplo el uso de hemi-dimeros de ToMoV vy
agroinfiltracion.

A pesar de las limitaciones del método de biobalistica para un silenciamiento
uniforme, en relacion al silenciamiento del gen de la endoquitinasa de 30 kDa, dos
de las plantas de S. arcanum LA2172 inoculadas con el vector ToMoV_Ech,
mostraron una disminucién del 30 y 60% en la expresién del gen de la
endoquitinasa, respectivamente (la planta silenciada en 30% muestra una
desviacion estandar amplia, lo que la hace similar al control sin inocular), (Figura
7B). Estas diferencias podrian ser debido a cuestiones técnicas del disparo.
Ninguna de las plantas silenciadas mostr6 fenotipo de susceptibilidad esperado, de
tal manera que lucian igual que las plantas control a los 60 dpi con Cmm 1387

(Figura 10). Por otro lado, al menos para la especie arcanum LA2172 este gen
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pudiera no ser importante para la tolerancia a la infeccion por Cmm, u otro gen de
la familia de las endoquitinasas podria compensar esa funcion y en consecuencia
no se esté generando un cambio fenotipico notable al silenciarlo.

En contraste, una de plantas de S. habrochaites LA2128 inoculada con el vector
ToMoV_Ech, 60 dpi con Cmm 1387 mostrd un fenotipo (mayor grado de lesion)
diferente al de las plantas control e incluso del resto de las plantas ToMoV_Ech
inoculadas (Figuras 8 y 9). Ademas, este cambio parece estar asociado a una
disminucion del 60% de la expresion del gen de la endoquitinasa de 30 kDa. Estos
datos sugieren que la endoquitinasa de 30 kDa podria estar afectando la tolerancia
de las plantas de S. habrochaites LA2128 cuando es infectada por Cmm 1387. Por
el momento no es posible concluir que en este gen desempefia un papel importante
ante el cancer del tomate, sin embargo, estos resultados siguen sosteniendo
nuestra hipotesis. Para probarlo serd necesario obtener un mayor nimero de
plantas silenciadas y ver si el fenotipo que se obtuvo se repite, asi podriamos
establecer una diferencia significativa que permitiera validar el modelo. Con estos
resultados tampoco se puede descartar la posibilidad de que esta enzima solamente
sea producto de la activacion del sistema de defensa de la planta y que no esté
relacionada con la tolerancia directamente (Bishop et al. 2000)

Como perspectivas nos hemos propuesto probar un nuevo vector de silenciamiento
gue se encuentra en construccion (Realizado por la Dra. Pérez-Segura). El nuevo
sistema consiste en la obtencion del hemi-dimero de ToMoV flanqueado por borde
izquierdo y derecho de T-DNA de Agrobacterium tumefaciens, para que ya sea solo
por infiltracion con jeringa o con vacio, se introduzca el fragmento a silenciar sin

requerir balistica. En estudios preliminares la Dra. Pérez-Segura ha sugerido que la
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replicacion viral de hemi-dimeros es mas eficiente que al disparar los 2
componentes por biobalistica. Por otro lado, en nuestro grupo se implementara un
nuevo sistema de andlisis de funcién de genes mediante el sistema de edicién
génica CRISPR/Cas9. El sistema cuenta con varias ventajas respecto a los basados
en siRNA, como que es heredable y se obtiene un alto porcentaje de eficiencia
silenciando genes. Una de las desventajas principales del sistema es el knock-out
del gen, lo cuél podria ser letal si el gen en cuestion es esencial para la planta.
Estos sistemas podran ser aprovechados para reducir la expresion del gen de la
endoquitinasa de 30 kDa, tener mayor reproducibilidad y realmente concluir si
desempeiia un papel importante en la defensa ante Cmm.

En resumen, este trabajo ha aportado evidencia del posible papel de la
endoquitinasa de 30 kDa en la tolerancia al cancer bacteriano de tomate, sin
embargo, para obtener evidencia mas sélida sera necesario probarlo con las nuevas
estrategias de silenciamiento génico que hemos propuesto asi como con un mayor

ndimero de muestras.

4. Material y Métodos

4.1 Material biologico

Se obtuvieron semillas de S. lycopersicum cv. Ailsa Craig de la Universidad de
Nottingham, UK. Las semillas de S. arcanum LA2172, S. arcanum LA2157, S.
habrochaites LA2128 y S. lycopersicum IRAT cv. L3 se solicitaron al TGRC (Tomato
Genetics Resource Center, University of California, Davis). La cepa bacteriana Cmm
1387 fue obtenida por el Dr. Lara-Avila en una zona de cultivo de tomate comercial

cercana a Querétaro, México. El vector de silenciamiento génico ToMoVACP,
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ToMoV_Chll y ToMoV_B (clonados en el plasmido Bluescript, “pBS I SK+/-”,

Stratagene, La Jolla, CA, USA), fue proporcionado por la Dra. Esparza-Araiza.

4.2 Crecimiento, infeccién e inoculacién de plantas

Los experimentos se realizaron en areas controladas, los desechos de las plantas
infectadas con patdgenos fueron esterilizados. Para la germinacion de semillas,
todas las semillas fueron desinfectadas y germinadas en medio MS para cultivo de
plantas in vitro (Macronutrientes, micronutrientes, CaCl2, Fe-EDTA MS, sacarosa y
vitaminas; a pH=5.7). La germinacion se llevé a cabo en camara biocliméatica (25°C,
periodo de luz/oscuridad de 16/8 h). Las plantulas con las primeras hojas
verdaderas fueron colocadas en una mezcla de suelo comercial (sustrato Sunshine
Mix #3, Sun Grow Horticulture, Vancouver, BC, CA) y transferidas a invernadero con
temperatura controlada (maxima 28°C y minima de 20°C) y un porcentaje de
humedad de 55-60%.

Todas las especies de tomate con aproximadamente 40 dias de edad, fueron
infectadas con la cepa de Cmm 1387. La infeccion se realizd mediante inyeccion en
tallo en el primer internodo (primera hoja verdadera). La cepa de Cmm 1387 se
crecio en medio de cultivo 702 (extracto de levadura 2g/L, polipeptona 1g/L, sulfato
de magnesio 0.92g/L) y se inoculd a una concentracion de 5 x 107 UFC; esta
concentracion se calcul6 por espectrofotometria a una absorbancia de 0.2 a 620
nm. Posterior a la inoculacién, las plantas se mantuvieron en condiciones de
invernadero y se monitored el desarrollo de sintomas (evaluacion de tolerancia y/o
susceptibilidad) en un area restringida sélo para ensayos de retos bacterianos. Se

verifico la presencia de los plasmidos de virulencia pCM1 y pCM2 mediante la

18



amplificacion de pequefias regiones de los genes celA con los oligos Forward 5°-
ATCAAGCAGATGGGGTTCAC-3y Reverse 5 -TCCGGATACTGCGATGTGTA-3’
y pat-1 con los oligos Forward 5- GGTCATTTGGGAATCGTCAG-3'y Reverse 5'-
CTGAAAAGGTCTCCGCTACG-3', las condiciones de reaccion fueron: 30 ciclos a
94°C (Ti) por 50 s, 60°C (Tm) por 40 s, 72°C (Te) por 50 s y por ultimo 72°C por
5min para la extension final.

Las plantas de tomate S. habrochaites LA2128 y S. arcanum LA2172 de
aproximadamente 40 dias de edad, destinadas para ensayos de VIGS fueron
inoculadas con el vector de silenciamiento ToMoV__Chll, ToMoV_Ech y ToMoVACP
mediante bombardeo por biobalistica. Una vez que las plantas control (inoculadas
con ToMoV_Chll) mostraron blanqueamiento generalizado aprox. 40 dias post-
inoculadas (resultado del silenciamiento del gen de la quelatasa), se asumié que
todas las plantas estaban silenciadas y se retaron con Cmm 1387. Las plantas
infectadas se mantuvieron en invernadero a una temperatura de 18-30°C y se sigui6

el desarrollo de sintomas durante 60 dias aprox.

4.3 Disefio de oligos y clonacién del fragmento en el vector de silenciamiento
ToMoVACP

Primero se determind la region mas adecuada para el silenciamiento del gen de la
endoquitinasa de 30 kDa con base en la herramienta en linea VIGS Tool que ofrece
la base de datos de las solanaceas Sol Genomics, la cual indica cual es la mejor
region a partir de un algoritmo que realiza simulaciones in silico del proceso de VIGS
en la célua vegetal. EI software estima las posibles secuencias cortas

correspondientes a los siRNA que se podrian originar en la célula y que podrian
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silenciar el gen de interés (Fernandez-Pozo et al. 2015). Para realizar VIGS del gen
de la endoquitinasa de 30 kDa, se disefaron oligos especificos capaces de
amplificar la region mas conveniente en el gen para el silenciamiento génico. A partir
de esta prediccion se disefiaron los oligos: Forward 5-
AAATGATATCGAATTCAATAACACCGCCTAGGTCCC-3 y Reverse 5-
ATTGTAAGCTTGTGCTTTTGCTGTCTGCCTC-3" que amplifican una region de
186 pb. Ademas, se agregaron sitios de restriccion EcoRI y EcoRV en el oligo
Forward y Hindlll en el oligo Reverse para poder clonar el fragmento en el vector
ToMoVACP.

Las condiciones de la PCR para la obtencion del fragmento fueron: para la
desnaturalizacion inicial 5 min a 94°C, posteriormente 34 ciclos a 94°C (Ti) por 50
s, 60°C (Tm) por 40 s, 72°C (Te) por 50 s y por Ultimo 72°C por 5 min para la
extension final. El producto de PCR se insert6 en el vector pPGEM-T Easy (Promega)
mediante ligacion con la ligasa de ADN T4 (New England Biolabs Inc.). Con el
producto de ligacién se transformaron células de E. coli Top 10 F’ por choque
térmico. Subsecuentemente se propagaron a 37°C en placas con medio LB (NacCl,
Extracto de levadura y bacto-triptona) y se seleccionaron las colonias blancas (gen
LacZ interrumpido) resistentes a carbenicilina (100 mg/L). La presencia del inserto
se verific6 mediante digestion con EcoRI (NewEngland Biolabs Inc.) y se comprobdo
la identidad del fragmento mediante secuenciacion.

Para la sublconacién del fragmento del gen de la endoquitinasa se liberé el inserto
del vector pGEM-T Easy mediante doble digestion con las enzimas EcoRI y Hindlll
(New England Biolabs Inc.) a 37° C durante 4 h; al mismo tiempo se linearizé el

vector TOMovACP con las mismas enzimas de restriccion. El fragmento liberado del
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vector pGEM-T se tomo a partir de un gel de agarosa 1% y se purificé por filtracién
en columna (kit Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System, Promega).
Posteriormente el fragmento purificado y el vector PBS-ToMoVACP abierto se
ligaron con la ligasa de ADN T4. Con el producto de ligacion se transformaron
células de E. coli Top 10 F’ por choque térmico. Subsecuentemente se propagaron
en placas con medio LB a 37°C durante 16h y se seleccionaron las colonias
resistentes a ampicilina (100 mg/L). La presencia del inserto se verific6 mediante
PCR de colonia con los oligos especificos para el fragmento de la endoquitinasa,
digestion con EcoRI1y Hindlll y se comprobd la identidad del fragmento mediante

secuenciacion.

4.4 Bombardeo de plantas mediante biobalistica

Para el bombardeo, como primer paso fue necesario liberar los componentes virales
Ay B de pBS, usando la enzima Apal (New England Biolabs Inc.), 16h a 28°C. Los
componentes liberados se mezclaron en una relacion 1:1, es decir, 1 yg de
ToMoVACP_Ech con 1 ug de ToMoV_B, 1 ug de ToMoV_Chllcon 1 ug de ToMoV_B

y 1 ug ToMoVACP con 1 ug de ToMoV_B. Cada mezcla de ADN viral se fijo en la

preparacion con proyectiles para biobalistica (Tungsteno 15 ug/mL, CaCl, 2.5M,

Espermidina 0.1 M). Plantas de S. habrochaites LA2128 y S. arcanum LA2172 de
aprox. 40 dias de edad, se inocularon con las distintas mezclas de ToMoV_VIGS
(en plantas independientes), con camara de biobalistica de helio a baja presion
(PDS-1000 — He BioRad, Hercules, CA, USA). Se usaron membranas de ruptura de

600 psi (presion del disparo). A cada planta se le inoculé 2ug de ADN viral dividido
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en dos disparos consecutivos. Una vez inoculadas, las plantas se mantuvieron
camara bioclimatica a una temperatura de 23-25°C durante 40 dias aprox. (tiempo

en el que hay blanqueamiento generalizado de las plantas control).

4.5 Obtencién de ARN y sintesis de ADNc

Se realiz6 extraccion de ARN por TRIzol (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). De las
plantas usadas para VIGS (40 dias después de la inoculacion), se tomaron aprox.
100 mg de hojas (peso fresco). El tejido se triturd en nitrégeno liquido y se paso a
microtubos de 1.5 mL para agregar 1ml de TRIzol, se mezclé suavemente y se dejo
a temperatura ambiente por 5 min. Se agregaron 200 pL de cloroformo y después
de una agitacion vigorosa la mezcla se incub6 a 4°C por 2 min. Las mezclas se
centrifugaron a 13,000 rpm a 4°C durante 15 min. Después, la fase acuosa se
transfirid a nuevos microtubos de 1.5 mL y se agregaron 500uL de isopropanol frio,
enseguida se mezcldé por inversion y las mezclas permanecieron a 4°C durante 15
min. Posteriormente, los tubos se centrifugaron a 13,000 rpm a 4°C durante 10 min.
Aqui se formaron pastillas al fondo de los microtubos (ARN), el sobrenadante se
desechd y las pastillas se lavaron con 1 mL de etanol-DEPC al 75%. Enseguida se
centrifugaron a 7,000 rpm a 4°C durante 5 min. Nuevamente, el sobrenadante se
desecho y los tubos se dejaron secando en hielo durante 1-2 h aprox. y después
cada pastilla se resuspendi6 en 30-50 uL de agua DEPC. Por dltimo, para eliminar
el ADN genémico el ARN se tratd6 con DNAsa | (Invitrogen, Life Technologies,
Carlsbad, CA, USA) y se verifico la integridad del ARN en gel de agarosa al 0.7%.
La ausencia de ADN genémico se comprob6 mediante una reaccion de PCR sin RT

usando como molde el ARN ya tratado.
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Se cuantificé la concentracion de ARN con el equipo NanoDrop ND-1000-UV-Vis-
espectrofotometro (NanoDrop Technologies Inc., Wilmington, DE, USA). Se
sintetiz6 ADNc a partir de aprox. 0.5 yg de ARN con la transcriptasa reversa
SuperScriptll RT (Invitrogen, Life Technologies, Carlsbad, CA, USA). La integridad
del ADNc obtenido se verific6 con PCR mediante la amplificacion de una region del
gen de la quelatasa con los oligos: Forward 5-GCTTTATCCCTTTTCCCATCTTC-
3"y Reverse 5-GGACTTCAGCGCTCATTACTTCT-3'; las condiciones de reaccion
fueron 34 ciclos a 94°C (Ti) por 50 s, 60°C (Tm) por 40 s, 72°C (Te) por 50 s y por
altimo 72°C por 5 min para la extension final, el producto de amplificacion se observo

en un gel de agarosa al 1%.

4.6 Cuantificacion de la expresion del gen de la endoquitinasa por PCR en
tiempo real

Las muestras de ADNc obtenidas se ajustaron a 100 ng/uL, para la reaccion de RT-
gPCR (PCR entiempo real) se usé el kit SYBR® Green PCR Master Mix (Applied
Biosystems, Foster City, CA) y la RT-gPCR se realizd en el equipo Applied
Biosystems 7500 Fast Real-Time, version 2.0. Los componentes de la reaccion
fueron: 10 yL mix SYBR Green, 100 nM de cada oligo especifico, 500 ng de ADNc
y agua inyectable para un volumen final de 20 uL. Los datos de expresién génica
de los genes de interés se normalizaron basados en la expresion gen constitutivo
de la actina (valor de CT). Los oligos usados para medir la expresién del gen de la
endoquitinasa fueron: Forward 5"-ACTGCCACGACCACATTCTA-3" y Reverse 5'-
TTCTGGATGACCCCTCAATC- 3. Estos oligos estan dirigidos a la parte final del

gen, son distintos a los que se usaron en la construccion para el VIGS, lo cual
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permite s6lo medir el ARNm y discriminar el fragmento de la construccién. Los oligos
de actina fueron: Forward 5-CCTCACCGAGAGAGGTTACATGT-3" y Reverse 5'-
CATGTCGCGGACAATTTCC-3". Las condiciones de reaccion fueron: 20 s a 95°C
seguido de 40 ciclos de 95°C por 3s y 30 sa 60°C, la curva de disociacion se realizd

por 80 ciclos de 15 s a 95°C, 1min a 60°C, 30 sa 95°C y 15 sa 60°C.

4.7 Verificacion de la replicacion viral en plantas bombardeadas

Se extrajo ADN total de hojas joévenes y viejas de las plantas inoculadas con las
distintas construcciones virales. Para ello, se tomaron aprox 0.5 g de tejido vegetal
y se molieron en mortero con buffer de extraccion de ADN (M-sorbitol 0.12 M, Tris-
HC10.22 M pH=8, EDTA 0.022M pH=8, PVP 1%, SDS 1%, B-mercaptoetanol 0.2%).
El fluido obtenido, se colectd en microtubos. Para la separacion de fases se usé
fenol-cloroformo-alcohol isoamilico (25:24:1). La fase acuosa se tratd con RNAsa
(10 mg/mL). EI ADN se precipitdé con isopropanol frio y se resuspendié en agua
destilada estéril. A partir del ADN obtenido, se realiz6 PCR para detectar una region
del virus ToMoV, misma que abarca la region del gen de la capside usando los
oligos: Forward (M13) 5-CACGACGTTGTAAAACGAC-3" y Reverse (Miv-3) 5'-
GGCTAACCTTTGAAGTTCCCGCC-3'. Las condiciones de la reaccion fueron: 5
min a 94°C, posteriormente 32 ciclos a 94°C (Ti) por 50 s, 59°C (Tm) por 40 s, 72°C

(Te) por 50 sy por ultimo 72°C por 5 min para la extension final.
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7. Tablas

Tabla 1. Caracteristicas de los vectores tipo VIGS para la inoculaciéon de

plantas de S. habrochaites LA2128 y S. arcanum LA2172.

Numero de réplicas

S. S. arcanum Caracteristicas
habrochaites LA2172
LA2128

ToMoV_Chll 3 3 Silenciamiento del gen de la
quelatasa, para ver
blanqueamiento generalizado en
las plantas (silenciamiento en la
planta completa).

ToMoVACP 3 3 Vector de silenciamiento vacio,
control negativo para comparar
expresion del gen de interés.

ToMoV_Ech 3 3 Vector para silenciar el gen de la
endoquitinasa de 30 kDa.

Plantas no 3 3 Control  negativo, expresion

inoculadas normal de la endoquitinasa de

30kDa.

En la Tabla se presentan las caracteristicas de los vectores usados para el VIGS,

se indica el numero de réplicas bioldgicas, tipo de vector inoculado y la funcion de

cada uno.
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8. Figuras

S. lycopersicum §

S. lycopersicum cv.
IRAT L3

S. habrochaites
LA2128

S. arcanum
LA2172

S. arcanum
LA2157

Figura 1. Marchitamiento lateral de hojas en distintas especies de tomate
después de lainfeccién con Cmm 1387. A yB) S. lycopersicum, control negativo
(no infectadas) 1 y 25 dias después de iniciado el experimento (ddi)
respectivamente; C y D) plantas infectadas 1 y 25 dias post-infeccion (dpi)
respectivamente. E y F) S. lycopersicum cv IRAT L3, control negativo 1 y 25 ddi
respectivamente; G y H) plantas infectadas 1 y 25 dpi respectivamente. 1y J) S.
habrochaites LA2128, control negativo 1 y 25 ddi respectivamente; K y L) plantas

infectadas 1 y 25 dpi respectivamente. My N) S. arcanum LA2172, control negativo
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1y 25 ddi respectivamente; O y P) plantas infectadas 1 y 25 dpi respectivamente.
Qy R) S. arcanum LA2157, control negativo 1 y 25 ddi respectivamente; S y T)
plantas infectadas 1 y 25 dpi respectivamente. El aspecto morado de algunas

plantas, es debido al sustrato utilizado.

A

S. lycopersicum

S. lycopersicum cv.
IRAT L3

S. habrochaites
LA2128

S. arcanum
LA2172

S. arcanum
LA2157

Figura 2. Lesion al tallo en distintas especies de tomate después de la
infeccion con Cmm 1387. A y B) S. lycopersicum, control negativo 1 y 25 ddi
respectivamente; C y D) plantas infectadas 1 y 25 dpi respectivamente. E y F) S.
lycopersicum cv IRAT L3, control negativo 1 y 25 ddi respectivamente; G y H)
plantas infectadas 1 y 25 dpi respectivamente. 1y J) S. habrochaites LA2128, control

negativo 1 y 25 ddi respectivamente; K y L) plantas infectadas 1 y 25 dpi
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respectivamente. M y N) S. arcanum LA2172, control negativo 1 y 25 ddi
respectivamente; O y P) plantas infectadas 1 y 25 dpi respectivamente. Q y R) S.
arcanum LA2157, control negativo 1 y 25 ddi respectivamente; S y T) plantas

infectadas 1 y 25 dpi respectivamente.

S. lycopersicum cv.
IRAT L3

S. habrochaites
LA2128

S. arcanum
LA2172

S. arcanum
LA2157

Figura 3. Progreso de la infeccion con Cmm 1387 en distintas especies de
tomate 40 dpi. A y B) S. lycopersicum, control negativo y plantas infectadas. C y D)

S. lycopersicum cv. IRAT L3, control negativo y plantas infectadas. E y F) S.
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habrochaites LA2128, control negativo y plantas infectadas. G y H) S. arcanum
LA2172, control negativo y plantas infectadas |y J) S. arcanum LA2157, control
negativo y plantas infectadas. Las especies S. habrochaites LA2128 y S. arcanum
LA2157 mostraron un fenotipo asociado a mayor tolerancia; S. lycopersicum, S.
lycopersicum cv. IRAT L3 y S. arcanum LA2172 desarrollaron sintomas severos

durante la infeccion.

250

200

150

100

Expresion relativa

50

Slyc. S. arcanum LA2157
gen de la Endoquitinasa de 30 kDa

Figura 4. Expresion diferencial del gen de la endoquitinasa de 30 kDa por RT-
gPCR en S.lycopersicumy S. arcanum LA2157 8 h después del reto con Cmm.
Grafica que muestra que la expresiéon del gen de la endoquitinasa de 30 kDa es
mayor de 200 veces en S. arcanum LA2157 respecto a la expresion del genen S.

lycopersucum.
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S.lycopersicum ATGAGGCTTTCTGAATTCACTACTCTTTTCTTACTATTTTCTGTGCTTTTGCTGTCTGCC 60
S.pimpinellifolium ATGAGGCTTTCTGAATTCACTACTCTTTTCTTACTATTTTCTGTGCITTTIGCTIGTICTGCC 60
S.pennellii ATGAGGCTTTCTGAATTCACTACTCTTTTCTTACTATTTTCTGTGCTTTTGCTGTCTGCC 60
S.peruvianum NTGAGGCTTTCTGAATTCACTAY TCTTTTCTTACTATTTTCTGTGCTTTTGCTGTCTGCC 60
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S.lycopersicum TCTGCAGAGCAATGTGGTTCACAGGCCGGAGGCGCACTTTGTGCATCCGGACTGTGTTGS 120
S.pimpinellifolium TCTGCAGAGCAATGTGGTTCACAGGCCGGAGGCGCACTTTGTGCCTCCGGACTGTGTTGS 120
S. pennel 114 TCTGCAGAGCAATGTGGTTCACAGGCCGGAGGCGCACTTTGTGCCTCTGGACTGTGTTGC 120
S.peruvianum TCTGCAGAGCAATGTGGTTCACAGGCCGGAGGCGCACTTTGTGCCTCCGGACTSTGTTGC 120

S.lycopersicum AGTAAATTTGGTTGGTGTGGTAACACTAATGAGTATTGTGGTCCTGGTAATTGTCAGAGC 180
S.pimpinellifolium AGTAAATTCGGTTGGTGTGGTAACACTAATGAGTATTGTGGTCCTGGTAATTGTCAGAGC 180
S.pennellii AGCAAATTCGGTTGGTGTGGTAARCACTAATGAGTATTGTGGTCCTGGTAATTGTCAGAGC 180
S.peruvianum AGCAAATTCGGTTGGTGTGGTAACACTAATGAGTATTGTGGTCCTGGTAATTGTCAGAGC 180
S.lycopersicum CAGTGTCCTGGCGGTCCCGGTCCTTCAGGGGACCTAGGCGGTGTTATTTCAAATTCCATG 240
S.pimpinellifolium CAGTGTCCTGGCGGTCCCGGTCCTTCAGGEGGACCTAGGCGGTGTTATTTCAARATTCCATG 240
S.pennellii CAGTGTCCTGGCGGTCCCGGTCCTTCAGEGEGACCTAGGCGETGTTATTACAAATTCCATG 240
S.peruvianum CARTGTCCTGGCGGTCCYGGTCCTTCAGGGGACCTAGGCGGTGTTATTTCAAATTCCATG 240
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Figura 5. Construccion del vector ToMoV_Ech. A) Prediccion con el software
VIGS tool en cuatro especies de solanaceas de la mejor region para el VIGS (zona
amarilla) que se encuentra en los primeros 300 nt del gen de la endoquitinasa de
30kDa, las lineas azules indican los siRNA (21-24 nt) que servirian para silenciar el
gen especifico, las lineas rojas indican formacién de fragmentos que podrian
silenciar genes inespecificos. B) Sitios de alineamiento de los oligonucledtidos
disefiados para la obtencion del fragmento a silenciar, corresponde a una region
conservada del gen en distintas especies de tomate. C) Obtencion del fragmento
mediante PCR, el amplicdn corresponde a un tamafio de 200 pb aprox, C- (Control
negativo), F.S. (Fragmento a silenciar), MPM (marcador de peso molecular). D)
Esquema representativo del vector pGEM-F.S. con el fragmento a silenciar
insertado E) Identificacion del fragmento mediante la digestion del vector pGEM-
F.S; pGEM (vector sin digerir), pGEM/EcoRI (vector digerido con EcoRI). F)

Esquema representativo de la subclonacion de fragmento en el vector ToMoVACP,

haciendo digestiones dobles con EcoRI y Hindll. G) Identificacion del fragmento
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mediante la digestion del vector ToMoV_Ech (digestiéon con EcoRIly Hindlll), carril
5 (clona que incorpor6 el vector de silenciamiento con el fragmento a silenciar),
ToMoVACP (vector de silenciamiento sin digerir). En cada paso se confirmé la

identidad del fragmento mediante secuenciacion.

Figura 6. Seguimiento del blanqueamiento en plantas inoculadas con el vector
ToMoV_Chll. A, B y C) planta de S. habrochaites LA2128 (control, quelatasa), 10,
25 y 40 dias post-inoculacion respectivamente. D, E, y F) planta de S. arcanum
LA2172 (control, quelatasa), 10, 25 y 40 dias post-inoculacion respectivamente. Se
logré obtener blanqueamiento en dos de las tres réplicas de S. habrochaites
LA2128, mientras que en las plantas de S. arcanum LA2172 no hubo silenciamiento

del gen de la quelatasa, por lo tanto las plantas no perdieron su color.
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Figura 7. Nivel de expresién del gen de la endoquitinasa de 30 kDa en S.
habrochaites LA2128 y S. arcanum LA2172, 40 dias post-inoculacién con el
vector de silenciamiento ToMoV_Ech. A) S. habrochaites, Planta S3 inoculada
con ToMoV_Ech sugiere un 60 % de silenciamiento del gen, plantas S2 y S3, no

muestran expresion reducida. B) S arcanum, Planta S2 inoculada con ToMoV_Ech
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sugiere un 60 % de silenciamiento, Planta S1 un 30%, sin embargo, la desviacion
estandar es amplia, la planta S3 muestra un nivel de expresion incluso mayor al

control.

Figura 8. Infeccion con Cmm 1387 en plantas de S. habrochaites LA2128 en
ensayos VIGS. A) Plantas no inoculadas con ToMoV, antes del reto con Cmm 1387.
B) Plantas no inoculadas, 60 ddi con Cmm 1387. C) Plantas ToMoVACP inoculadas,
antes del reto con Cmm 1387. D) Plantas ToMoVACP inoculadas, 60 dpi con Cmm
1387. E) Plantas ToMoV_Ech inoculadas, antes del reto con Cmm 1387. F) Plantas

ToMoVACP inoculadas, 60 dpi con Cmm 1387, de izquierda a derecha, la tercera
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planta muestra un fenotipo distinto (mayor dafo), respecto a las plantas no
inoculadas, inoculadas con ToMoVACP e incluso dos de las plantas inoculadas con

ToMoV_Ech.

Figura 9. Planta de S. habrochaites LA2128 inoculada con ToMoV_Ech 60 dias
después del reto con Cmm 1387. A) De arriba hacia abajo, la primer planta
muestra el fenotipo resultante tras el silenciamiento aparente del gen de la
endoquitinasa de 30 kDa, respecto a dos plantas ToMoV_Ech inoculadas no
silenciadas. B y D) planta potencialmente silenciada, cambio de fenotipo, con un
mayor dafio en tallo y hojas respectivamente. C y E) planta inoculada con
ToMoV_Ech no silenciada, muestra  dafio leve originado en tallo hojas

respectivamente, comparable con el fenotipo de las plantas control.
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Figura 10. Infeccion con Cmm 1387 en plantas de S. arcanum LA2172 en
ensayos VIGS. A) Plantas no inoculadas con ToMoV, antes del reto con Cmm 1387.
B) Plantas no inoculadas, 60 ddi con Cmm 1387. C) Plantas ToMoVACP inoculadas,
antes del reto con Cmm 1387. D) Plantas ToMoVACP inoculadas. 60 dpi con Cmm
1387. E) Plantas ToMoV_Ech inoculadas, antes del reto con Cmm 1387. F) Plantas
ToMoV_Ech inoculadas. 60 dpi con Cmm 1387. Todas las plantas mostraron el
mismo fenotipo, no hubo diferencia evidente en el grado de lesion (chancro y

marchitamiento lateral de las hojas).
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Figura 11. Evaluacion de la replicacién viral en plantas inoculadas 3 meses
después del bombardeo. A) Gel de agarosa al 1%, para visualizar los productos
de PCR que amplifican una regién del componente A de ToMoV. PCR de ADN de
plantas de S. habrochaites LA2128 inoculadas con ToMoV_Chll (carriles 1-3),
ToMoVACP (carriles 4-6) y ToMoV_Ech (carriles 7-9); PCR de ADN de plantas de
S. arcanum LA2172 inoculadas con ToMoV_Chll (carriles 10-12), ToMoVACP
(carriles 13-15) y ToMoV_Ech (carriles 16-18), no hay presencia del producto de
PCR esperado; carril 18 control negativo, carril 20 marcador de peso molecular,
carril 21 control positivo (PBS-ToMoV A). B) Plantas de S. habrochaites LA2128
inoculadas con ToMoV_Chll, sefialan el fenotipo de plantas blancas 90 dias post

inoculacion, silenciamiento en curso independientemente de la ausencia del virus.
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9. Anexos

Anexo 1. Deteccién de los plasmidos pCM1y pCM2 en la cepa Cmm 1387. 1:
control negativo; 2: deteccion del amplicén de 233pb de una porcion del gen celA
(pCM1); 3: deteccion del amplicon de 332pb de una porcién del gen pat-1 (pCM2);

MPM: marcador de peso molecular).

Anexo 2. Integridad de ARN de plantas de S. habrochaites LA2128 y S.
arcanum LA2172. Muestras de ARN de las plantas control (no inoculadas) e

inoculadas con ToMoVACP, ToMoV_Chll y ToMoV_Ech.
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Anexo 3. Replicacion viral de plantas inoculadas 30 dias después del
bombardeo. Gel de agarosa 1% que muestra el producto de la amplificacion de una
region del componente A del virus de ToMoV, de aprox. 1,400 pb. 1: MPM 1 Kb; 2:
Control (-) de PCR; 3: Control (-) Tomate sano; 4: Control (+) Miniprep ToMoV. 5y
6) S. habrochaites LA2128 ToMoV_Chll inoculadas. 7 y 8) S. habrochaites
ToMoV_Ech inoculadas. 9 y 10) S. habrocaites TOMoVACP inoculadas. 11y 12) S.
arcanum LA2172 ToMoV_Chll inoculadas. 13 y 14) S. arcanum ToMoV_Ech

inoculadas. 15 y 16) S. arcanum ToMoVACP inoculadas.
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