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Resumen
Estudio funcional de genes de defensa contra el chancro bacteriano, mediante
vectores virales en especies silvestres relacionadas al tomate.
El tomate, Solanum lycopersicum, representa uno de los cultivares de mayor

consumo a nivel mundial, su produccion se ha visto afectada por diversos patdgenos,
siendo el mas importante Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis (Cmm). La
enfermedad causada por Cmm se conoce como chancro bacteriano, contra la cual
no se tiene tratamiento efectivo actualmente; sin embargo, se han identificado
especies silvestres relacionadas al tomate, que son resistentes a Cmm, estas
representan una fuente de genes que podrian transferirse a la especie susceptible.
En este trabajo se analizé la funcidn de genes potencialmente involucrados en la
resistencia a Cmm mediante su silenciamiento inducido por virus (VIGS) y el
subsecuente reto con el patdgeno. Se analizaron dos genes en particular, uno que
codifica a la enzima de conjugaciéon SUMO E2 (SCEI), y otro que codifica para un
transportador de la familia ABC, que confiere resistencia a drogas pleiotrépicas
(PDRI). Se disefié un vector VIGS con base en el Virus Moteado del Tomate
(ToMoV), para el andlisis funcional. El silenciamiento del gen SCEI en S. peruvianum
no produjo ningun fenotipo aberrante, lo que permiti6 su andlisis subsecuente en
experimentos de inoculacién con Cmm. Las plantas silenciadas y retadas con Cmm
mostraron un incremento en la susceptibilidad a este patégeno, lo que nos permite
sugerir la participacion de SCEI en el mecanismo de defensa. Por otra parte, el
silenciamiento del gen PDRI en S. habrochaites realizado mediante un vector TRV,
no alterd significativamente la respuesta de las plantas al reto con Cmm, lo que
sugiere que este gen no juega un papel crucial en la resistencia a este patdégeno o el
silenciamiento no fue eficiente. Sin embargo, el silenciamiento del mismo gen con el
vector derivado de ToMoV resulté en un ligero aumento en la susceptibilidad a Cmm,
aunqgue el nivel de dafio no fue significativo estadisticamente. La sobreexpresion de
los genes SCEI y PDRI en plantas susceptibles puede ser una estrategia de control
del cancer bacteriano.

Palabras clave: Silenciamiento inducido por virus (VIGS), Enzima de conjugacion
SUMO EZ2 (SCEI), Resistencia a drogas pleiotrépicas (PDRI), TRV, ToMoV.
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Abstract

Functional study of defense genes against the bacterial canker, via viral
vectors in wild species related to tomato
Tomato, S. lycopersicum, is one of the crops most consumed worldwide, and its
production is affected by several pathogens, among these the most important is the
bacteria Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis (Cmm). The disease
caused by Cmm is known as bacterial canker and currently there is no effective
treatment, however, there are reports where wild tomato relatives show some
resistance to Cmm, thus representing a source of genes that could be transferred to
susceptible species. In this study, were analyzed the function of genes potentially
involved in the resistance to Cmm by virus induced gene silencing (VIGS) and the
subsequent challenge with the pathogen. Two genes in particular where analyzed,
the first one encodes the SUMO E2 conjugating enzyme (SCEI); and the second
encodes an ABC family transporter that confers, pleiotropic drug resistance (PDRI). A
VIGS vector was designed based on the Tomato Mottle Virus (ToMoV). SCEI gene
silencing in S. peruvianum did not showed any aberrant phenotype, which allowed its
subsequent analysis of inoculation experiments with Cmm. Plants that were silenced
for SCEI gene and then challenged with Cmm showed increased susceptibility to this
pathogen, suggesting its role in the defense mechanism against Cmm. On the other
hand, PDRI gene silencing in S. habrochaites performed by TRV vector, did not alter
significantly the response of the plants to the challenge with Cmm, which suggests
either that this gene is not implicated in the resistance to this pathogen or the
silencing with TRV was not efficient. However, the silencing of the same gene with
the vector derived from ToMoV resulted in a slight increase on the susceptibility to
Cmm; however, the level of damage was not statistically significant. Overexpression
of the SCEI and PDRI genes in susceptible plants can be a control strategy against

bacterial canker.

Keywords: Silencing, Virus-induce gene silencing (VIGS), SUMO E2-conjugating
enzyme (SCEIl), Pleiotropic drug resistance (PDRI), TRV, ToMoV.
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1 INTRODUCCION

1.1 Solanum lycopersicum.

El tomate Solanum lycopersicum originario del sureste de América (Sims, 1980),
se clasifica en el dominio eucaria, reino Viridiplantae, division Magnoliophyta,
clase Magnoliopsidae (Asteridae), orden Solanales, familia Solanaceae, género
Solanum, dentro del cual se encuentran tres especies cultivadas a nivel mundial,
la papa (S. tuberosum), la berenjena (S. melongena) y el tomate (S. lycopersicum)
(Long, 2001). En lo que se refiere al tipo de alimento, el tomate pertenece al grupo
de las hortalizas de mayor importancia a nivel nacional (Ruiz y col., 2012). El
cultivo del tomate crece a temperaturas entre 20° y 30°C Escaff (2005). Las
temperaturas diurnas entre 21° y 29°C y nocturnas entre 18° y 21°, parecen ser
las Optimas para esta hortaliza Jones (2005). La exposicion a temperaturas
menores a 12°C ocasiona inhibicion de la floracion, disminucion de internodos,
entre otros dafios fisiolégicos en la planta y el fruto; a temperaturas menores de
2°C la planta muere (Ploeg y Heuvelink, 2005). En este cultivo, la humedad
relativa 6ptima (HRO) debe oscilar entre 55% y 80. Escaff (2005) menciona que
una HRO mayor a 75% favorece la obtencion de frutos de mayor tamafio y con
menos defectos; sin embargo, condiciones de alta humedad favorecen el
desarrollo de enfermedades causadas por hongos y bacterias (Nuez, 1995; Pérez

y col., 2000; www.sagarpa.gob.mx).

El consumo y la produccién del tomate es de gran relevancia a nivel mundial,
segun la FAO (2014), la produccion mundial se estimé en 211 millones de
toneladas en un afio con un rendimiento promedio de 36 ton/ha. Para Diciembre
del 2012, los 5 paises con mayor produccion de tomate fueron: China, India,
Estados Unidos de Ameérica, Turquia y Egipto, registrando una produccion
promedio por afio de 50,125,050 ton, 17,500,000 ton, 13,206,950 ton, 11,350,000
ton y 8,625,219 ton, respectivamente. México se reportd en el décimo lugar con
una produccién de 3,433,567 ton. http://faostat3.fao.org/browse/Q/QC/E (Figura

1). Durante el afio 2014 a nivel nacional, el principal estado productor de tomate

1
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fue Sinaloa con una produccién total de 1,039,367 ton, representando el 37% de
la produccién nacional, seguido de Baja california con 189,635 ton., Michoacan
con 171,038 ton., Jalisco con 156,660 ton., Zacatecas con 139,131 ton., San Luis
Potosi con 116,136 ton., Baja California Sur con 106,858 ton y Estado de México
con 80,073 ton. Estos estados representan mas del 50% de la produccion
nacional total de este cultivo (Figura 2), sin embargo, su produccion se ha visto
afectada por una gran cantidad de factores abioticos como bioéticos, los cuales se

mencionan a continuacion (www.siap-sagarpa.gob.mx).

p } § . . 2,634,022
: b & 3 12,890,750
5000 km Sy >= 12,890,750
3000 mi ks ‘9{ w/—rw\
Figura 1. Produccién mundial de tomate. Tomado de

http://faostat3.fao.org/browse/Q/QCI/E.
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Produccion de tomate en México
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Figura 2. Producciéon nacional de tomate (2014). Tomado de www.siap-
sagarpa.gob.mx.

1.2 Factores abidticos y bidticos que afectan al cultivo del tomate.

Algunos de los principales problemas abidticos que actualmente se presentan en
el cultivo del tomate es la salinidad de los suelos, sequia, altas temperaturas y
humedad relativa (Nuez, 1995; Escaff y col., 2005; Ploeg y Heuvelink, 2005; Dell
Amico y col.,, 2006). Tales condiciones ambientales, asi como el sistema de
monocultivo y un mal manejo de cultivo, favorecen el desarrollo de enfermedades
causadas por diversos patdgenos (Pérez y col., 2000; Escaff y col., 2005). Con
respecto a las plagas reportadas para el cultivo del tomate en nuestro pais, se
encuentran cerca de cuarenta y cinco especies de artropodos; siendo las plagas
mas comunes la mosca blanca, Trialeurodes vaporariorum y Bemisia tabaci, esta
ultima se reporta como la mas difundida, el dafio que estas ocasionan en este
cultivo se debe a la transmisibn de diferentes enfermedades Vvirales,
principalmente geminivirus, como el virus del rizado amarillo del tomate (TYLCV).
Para el control de estas plagas se han aplicado técnicas quimicas y bioldgicas,
siendo en el mayor de los casos efectivo (Pérez y col., 2000; Escaff y col., 2005;

www.sagarpa.qgob.mx). Por otro lado, las principales enfermedades flngicas que
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afectan al cultivo del tomate son: la pudricidn gris ocasionada por Botrytis cinerea,
tizon temprano del tomate siendo Alternaria solani el agente causal, cladosporiosis
siendo su agente causal Cladosporium fulvum, mal del talluelo ocasionado por
Fusarium spp, raiz corchosa ocasionada por Pyrenochaeta lycopersici (Pérez y
col., 2000). Con respecto a enfermedades de mayor importancia, ocasionadas por
bacterias, se reporta la necrosis medular causada por Pseudomonas corrugata y
Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis (Cmm), este ultimo es uno de los
agentes causales que a ocasionado pérdidas millonarias a nivel nacional,
especificamente en los estados de San Luis Potosi, Baja California, Estado de
México, Michoacan, Guanajuato, Morelos, Zacatecas y Sinaloa. En este Ultimo se
report6 la pérdida de 40 millones de dolares a causa de este patdégeno (Barboa y
col., 2009). A nivel mundial Cmm ha ocasionado graves dafios que se ha
catalogado como especie sujeta a regulaciones de cuarentena internacional por
parte de la Union Europea (Commission Directive 95/4/EC) y de los Estados
Unidos (NAPPO) (Jahr y col., 1999); en México se ha catalogado como plaga
cuarentenaria grado Al por la hoja de Requisitos Fitosanitarios y Norma Oficial
Mexicana 007 (NOM 007) (Lara-Avila y col., 2012)

1.3 Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis.

Clavibacter pertenece a la familia Microbacteriaceae, es un patdégeno Gram
positivo. El género Clavibacter consiste de solo una especie C. michiganensis y es
subdividida en cinco subespecies de acuerdo a su hospedero especifico. C.
michiganensis subsp. michiganensis (Cmm), es el agente causal de la enfermedad
conocida como cancer bacteriano o chancro bacteriano en tomate (Solanum
lycopersicum), la cual puede considerarse la enfermedad bacteriana mas
importante en este cultivo (Dreier y col.,, 1997; Gartemann y col.,, 2008),
Clavibacter michiganensis subsp. sepedonicus (Cms), responsable de necrosis
bacteriana de papa (Solanum tuberosum), Clavibacter michiganensis subsp.
insidiosus (Cmi), que ocasiona marchitamiento y retraso de crecimiento en alfalfa
(Medicago sativa), Clavibacter michiganensis subsp. nebraskensis (Cmn),
causante de marchitamiento y roya en maiz (Zea mayz), Clavibacter
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michiganensis subsp. tessellarius (Cmt), causa de manchas o pecas en las hojas
en trigo (Triticum esativum) (Eichenlaub y col., 2006; Balaji y col., 2008;
Eichenlaub y Gartemann 2011). Cmm, Cms y Cmi se consideran patégenos de
plantas sujetos a cuarentena, como ya se menciond anteriormente (Jahr y
col.,1999; Eichenlaub y col., 2006). Especificamente Cmm llega a ser devastador
en el cultivo de tomate debido al movimiento sistémico de la bacteria en el tejido
vascular, lo cual fue demostrado por Xu y col., (2010) mediante la generacion de
una cepa bioluminiscente de Cmm; este patdgeno invade a la planta a través de
heridas, o aperturas naturales como estomas e hidatodos (Carlton y col., 1998;
Kaup y col., 2005; Balaji y col., 2008; Eichenlaub y Gartemann 2011), o mediante
transplantes (Dreier y col., 1997), sin embargo, el mayor modo de contaminacion
es mediante semillas enfermas (Eichenlaub y col., 2006). Una vez que la bacteria
invade al tejido vegetal, esta ingresa a los vasos del xilema, causando una
infeccion sistémica vascular, después de un tiempo la planta desarrolla sintomas,
como marchitamiento unilateral en las hojas, necrosis (Balaji y col. 2008), y si la
planta se encuentra en un estadio joven, ésta puede morir, mas si la infeccién
ocurre en una planta adulta esta puede sobrevivir, pero se desarrollaran heridas
en tallo conocidas como chancros y los frutos presentaran manchas oscuras
redondas conocidas como ojos de pajaro y las semillas resultan infectadas con
Cmm (Jahr y col., 1999; Gartemann y col., 2008; Balaji y col., 2010; Calis y col.,
2012). Cmm se considera un organismo biotréfico; sin embargo, se ha reportado
gue puede sobrevivir en el suelo por largos periodos de tiempo, por al menos dos
afios, cuando se encuentra en contacto con residuos vegetales (van-Heusden y
col. 1999; Jahr y col. 1999; Balaji y col., 2010), lo cual representa una fuente de

infeccion para los préximos cultivos de tomate.

La secuencia del genoma de Cmm NCPPB382 determind la presencia de un unico
cromosoma circular de 3.298Mb y dos plasmidos circulares, los cuales llevan
genes esenciales relacionados con su virulencia (Gartemann y col., 2008); sin
embargo, poco es conocido acerca de la estrategia de virulencia que usa Cmm

durante la infeccién. Varias hipotesis se han propuesto tratando de explicar el
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mecanismo por el cual Cmm induce el chancro y el marchitamiento en jitomate
(Balaji y col., 2008). Una de las explicaciones es que Cmm se encuentra en el
xilema causando una obstruccion fisica en el transporte de agua, lo que puede
resultar en estrés hidrico severo y de esta forma causando el marchitamiento
caracteristico del cancer bacteriano (Calis y col.,, 2012); otra explicacién se
relaciona con la produccién de exopolisacaridos (EPS) y glicoproteinas, con base
en un estudio in vitro en plantulas de tomate, en el cual se infiri6 que estos
interrumpen el transporte de agua ocasionando taponamiento en los vasos de
xilema induciendo estrés hidrico y marchitamiento. Sin embargo, mutantes
creadas por mutagénesis quimica de Cmm deficientes en la produccion de EPS
son aun virulentas, ocasionando marchitamiento (Bermpohl y col., 1996; Dreier y
col., 1997; Eichenlaub y Gartemann, 2011). Por otro lado, en la cepa NCPPB382
de Cmm se demostr6 que algunos factores determinantes esenciales de
patogenicidad se encuentran en dos plasmidos endégenos denominados pCM1 y
pCM2 con un tamafio de 27.5 Kb y 72 Kb respectivamente (Jahr y col., 1999). En
el primer plasmido se encuentra el gen celA que codifica para una endo-3-1,4
glucanasa, y el pCM2 lleva el gen pat-1 que codifica para una posible serin
proteasa. La proteina codificada por celA, presenta un dominio catalitico seguido
por un dominio de unién a celulosa y un tercer dominio con similitud a una a-
expansina de planta, por lo que se cree que celA podria estar participando en la
degradacion de la pared celular de la planta hospedera. Se a demostrado que la
pérdida de uno de los plasmidos, pCM1 con celA o pCM2 con pat-1 reduce la
virulencia, mas la pérdida de ambos plasmidos ocasiona la pérdida total de la
virulencia, es decir que no se presenta marchitamiento, aunque la bacteria sea
capaz de colonizar la planta hospedera. Demostrando que celA y pat-1 son
factores importantes de patogenicidad, pero que los genes necesarios para la
colonizacion del hospedero se encuentran codificados en el cromosoma (Stork y
col., 2008). Ademas de estos factores de patogenicidad se han identificado otros,
los cuales pueden estar involucrados en la interaccion de Cmm con la planta
hospedera. La ubicacion de los genes que codifican para estos factores de

patogenicidad se encuentra en el cromosoma y son chpC y tomA. El gen chpC
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codifica para una posible serin-proteasa con homologia a pat-1 y tomA para una -
glicosidasa (Kaup y col., 2005; Gartemann y col 2008; Stor y col., 2008;
Eichenlaub y Gartemann 2011). Adicionalmente, en el analisis del genoma de
Cmm se encontré una regién de 129Kb localizada entre los genes chpC/tomA, la
cual se caracteriza por un bajo contenido de G + C necesaria para la
patogenicidad, ya que contiene genes involucrados en el metabolismo de
azucares y algunas serin proteasas que pueden interferir con la sefializacion de
las respuestas de defensa y estan involucradas en la colonizacion de la planta

(Gartemann y col., 2008).

Recientemente se estudié la interaccibn molecular entre Cmm y tomate,
evaluando la expresién de genes de virulencia de la bacteria y de defensa de la
planta durante etapas tempranas de la infeccion; en este estudio se identificaron
factores de virulencia como celA y pat-1, asi como chpC y ppaA localizados en la
isla de patogenicidad chp/tomA (Chalupowicz y col., 2010), Se demostré que
existe interdependencia entre los niveles de expresion de genes cromosomales y
los plasmidicos que codifican serin-proteasas y enzimas que degradan la pared
celular, es decir, los niveles de expresion de los genes plasmidicos celA y pat-1
fueron reducidos significativamente en ausencia de la isla de patogenicidad
chp/tomA, de igual forma los niveles de expresidbn de homdlogos de serin-
ptroteasas, chpC y ppaA, también se redujeron en ausencia de pCM1 y pCM2,
donde se encuentran celA y pat-1, respectivamente. Con base en estos resultados
y estudios anteriores (Burger y col., 2005; Gartemann y col., 2008), se sugiere
gue la evolucion de Cmm de un estado endofitico a uno patogénico se logré por la
adquisicién horizontal de genes plasmidicos, por un lado, y de cromosomales,
como de la isla de patogenicidad, por otro. Sin embargo, estos plasmidos al ser de
conjugacion pueden perderse, por o que una cepa patogénica puede pasar a un
estado endofitico. Por lo tanto la pérdida y ganancia de estos plasmidos de
virulencia es un proceso continuo en la infeccion Cmm-tomate (Chalupowicz y col.,
2010).
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1.4 Control de Cmm y fuentes de resistenciaa Cmm.

El cultivo del tomate se ha visto ampliamente afectado por el ataque de
patégenos, lo que ha llevado a la busqueda de un método eficaz para el control de
los mismos. Especificamente, para Cmm, se ha logrado limitar su dispersion
mediante el uso de semillas certificadas, asi como mediante la aplicacion de
medidas de higiene, removiendo y destruyendo las plantas infectadas, ademas del
uso de biofumigacion con composta, ya que la supervivencia de Cmm requiere la

asociacion con material vegetal (Gartemann y col., 2003).

Con respecto al control quimico, este se ha basado en el uso de antibiéticos como
streptomicina y oxitertaciclina, ademas del uso de compuestos cupricos, los cuales
previenen la multiplicacién bacteriana y demas infecciones. Desafortunadamente,
los antibiodticos han dado lugar a la seleccion de poblaciones bacterianas
resistentes, ademas de que estas estrategias de control implican costo econémico
y ambiental (Madriz, 2002). En los ultimos afios se ha usado terapia con
bacteriéfagos en el campo de la agricultura, resultando en el control exitoso de
varias enfermedades. Los bacteriéfagos son virus que infectan bacterias, en las
cuales ocurren lisis bacterial mediante enzimas como virolisinas, lisosimas,
endolisinas; sin embargo, para la aplicacién de esta terapia con bacteriéfagos, es
necesaria una alta eficiencia de lisis bacteriana patégenica, ademas de
especificidad del hospedero (Parisien y col., 2007; Fischetti, 2008). Wittman y col.,
(2010) reportan una endolisina CN77 especifica para Cmm, se ha determinado
que la pared celular de Cm presenta peptidoglicano tipo B2y y que esto hace que
la lisis se limite a la subespecie de Cmm; sin embargo, aln se requieren mas

estudios para su aplicacién en campo.

Por otro lado, se han reportado cultivares comerciales de tomate resistentes a
diversos patdgenos, como virus, bacterias, hongos y nematodos. Estas variedades
resistentes se han obtenido por mejoramiento genético tradicional. En estos
estudios se han usado especies silvestres relacionadas al tomate para transferir
este rasgo al cultivar comercial (S. lycopersicum) (Arie y col., 2007).

Desafortunadamente no se ha logrado obtener cultivares comerciales resistentes a
8
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Cmm. Sin embargo, se han reportado fuentes potenciales de resistencia en
especies silvestres relacionadas al tomate, mas no se ha logrado la introgresién
de genes responsables de la resistencia de estas especies a la susceptible. van-
Heusden y col., (1999) reportan que esto se puede deber a la herencia poli-
genética ya que los entrecruzamientos entre las variedades silvestres y la

comercial (S. lycopersicum) han sido ineficientes.

El primer reporte de una variedad silvestre tolerante a Cmm fue S. pimpinellifolium
en 1934 (Sen y col., 2013), otras son S. habrochaites LA407 (Kabelka y col., 2002;
Francis y col., 2010), y S. peruvinaum LA 2157 (van-Heusden y col., 1999), siendo
esta Ultima la mejor caracterizada como fuente de resistencia. Diversos estudios
han demostrado que loci de un caracter cuantitativo (QTL — quantitative trait locus)
contribuyen a la resistencia del cancer bacteriano en tomate usado por Cmm
(Kabelka y col., 2002). Diversos estudios muestran que S. habrochaites y S.
peruvianum revelan 2 y 3 loci respectivamente, asociados con resistencia, sin
embargo, no se ha logrado caracterizar los mecanismos moleculares involucrados
en los eventos de resistencia que presentan estas variedades silvestres (Kabelba
y col., 2002, Francis y col., 2010).

1.5 Interaccién planta-patdgeno.

Las plantas son una fuente de nutrientes y agua para los microorganismos, de tal
forma que estas se encuentran en continuo contacto con un gran numero de
microorganismos potencialmente patégenos, por lo que plantas y patdgenos se
encuentran en un continuo proceso de co-evolucion, esto lleva a que las barreras
de defensa de una planta pueden ser sobrepasadas por un patdgeno,
ocasionando desarrollo de la enfermedad en la planta (interaccion compatible)
pero para otro, los mecanismos de defensa de la planta pueden ser eficaces y
bloguear la invasion de este con éxito, evitando la enfermedad (interaccion-

incompatible) (Baker y col., 1997; Bishop y col., 2000).

Debido a que las plantas carecen de un mecanismo de inmunidad adaptativo,

estas dependen de la respuesta inmune innata para su defensa. Sin embargo,
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para que el microorganismo patdgeno llegue a enfrentarse a este tipo de defensa,
primero debe pasar por una serie de barreras fisicas y quimicas (Chisholm, 2006;
Zipfel, 2008). Siendo la barrera fisica el primer mecanismo de defensa a la que se
enfrentan los microorganismos, conocida como defensa estructural, esta consiste
en la presencia de tricomas, cuticula cerosa, la cual ademas de prevenir la
desecacion de las plantas actia como una barrera cerosa que evita la entrada de
patdgenos, por lo que, aquellos que no pueden atravesar esta barrera, deben
entrar por heridas o aberturas naturales, tales como estomas o lenticelas. Si
logran atravesar esta primera barrera deben enfrentarse a la pared celular, la cual
puede ser traspasada por la accion de enzimas que excretan los patdgenos, tales
como celulasas, poligalacturonidasas y xilanasas (Jiménez, 1992). Si los
microorganismos patdgenos logran atravesar estas barreras mecanicas, las
plantas cuentan con un mecanismo de defensa quimico, basado en compuestos
antimicrobianos, como compuestos téxicos, tales como ac. cianhidrico,
compuestos fendlicos, fitoalexinas y saponinas (Madriz, 2002; Mysore y Ryu
2004), estas ultimas se reportan como una defensa contra el ataque de Cmm en
las plantas de tomate, este compuesto consiste principalmente de a-tomatina y
dehidrotomatina (Arwiyanato y col.,, 1994). El contenido de o-tomatina se
incrementa con el reconocimiento de patdgenos por parte de la planta (Roldan-
Arjona y col., 1999). Se ha observado que el alcaloide a-tomatina inhibe el
crecimiento bacteriano y de hongos, en estos ultimos su efecto toxico es causado
por la formacion de poros en la membrana de los hongos (Kaup y col., 2005); sin
embargo, Eichenlaub y Gartemann (2011), reportan la presencia del gen TomA en
Cmm, ubicado en la isla de patogenicidad, cuyo producto es una tomatinasa
semejante a la de hongos patdgenos como Fusarium oxysporum, Stremptomyces
turgidiscabies, S. acidiscabies y S. scabies, implicada en la degradacién de a-
tomatina. De tal forma que el nivel de a-tomatina que se produzca en el cultivar del
tomate puede tener un efecto protector, pero la detoxificacion de a-tomatina por la
bacteria puede tener un papel en la supresion del mecanismo de defensa de la
planta. Los mecanismos de defensa de la planta pueden ser evadidos debido a la

accion de enzimas o moléculas efectoras entregadas a la célula vegetal del
10
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hospedero mediante diversas estructuras como estiletes, haustorios o pilis
(Abramovitch y col., 2006; Jones y Dangl, 2006).

1.6 Defensa basal y mediada por genes R.

Una vez que el patdogeno ha evadido las barreras mecanicas y quimicas
constitutivas, este se encuentra con la inmunidad de la planta, la cual puede
diferenciarse en dos, “basal o innata” y la “mediada por genes R”. La respuesta
basal se caracteriza por ser una respuesta temprana, que ocurre después de 10 -
40 minutos de la interaccion planta-patégeno. En cambio la defensa mediada por
genes R, suele darse tardiamente, de 2 a 3 horas después de que efectores del
sistema de secrecion tipo Il bacteriano han sido introducidos a la célula huésped
(Abramovitch y col., 2006).

La inmunidad basal o innata de las plantas es activada por la percepcion de
moléculas especificas de microorganismos, conocidas como patrones moleculares
asociados a patdogenos o microbios (PAMPs o MAMPs), tales como
lipopolisacaridos o factores de elongacion, flagelina bacteriana y quitina de
hongos, heptaglucésidos de oomicetos. Estas se caracterizan por ser moléculas
conservadas debido a que forman parte de una estructura util para el patégeno
(Jones y Dangl, 2006; Bent y Mackey, 2007; Boller y Yang-He, 2009). EIl
reconocimiento de PAMPs o MAMPs se realiza a través de receptores de
reconocimiento de patrones (PRRs). Estos receptores se caracterizan por
presentar dominios repetidos ricos en leucinas (LRR), como receptores —
quinasas: LRR-RLK, FLS2, BAK1, EFR; estos receptores en particular estan
compuestos por proteinas transmembranales de un solo paso. Otros receptores se
caracterizan por estar constituidos de proteinas de union a membrana con
peptidoglicanos unidos a LysM (CEBIiP y CERK1). Existen otros receptores de los
cuales se tiene escasa informacion, como por ejemplo en leguminosas, el receptor
para heptaglucanos en oomicetos, se sabe que la unidén del receptor se lleva
acabo directamente con la proteina soluble de glucano del heptaglucano, pero no

se sabe la estructura del receptor (Figura 3) (Zipfel, 2008).
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Figura 3. PRRs de plantas.

Flagelina bacteriana (flg22) y EF-Tu (elf-18) son reconocidos por LRR-RLKs FLS2
y EFR, respectivamente. En tomate xylanasa es reconocida por RLPs LeEIX1 y
LeEIX2. Aunque ambos pueden unir a xylanasa, solamente LeEIX2 es capaz de
desencadenar sefalizacion. En arroz, el sitio de union de la quitina de alta afinidad
corresponde a CEBIP, una proteina transmembranal con dos dominios
extracelulares de LysM. En leguminosas, la union de la proteina soluble de unién a
glucano (GBP) se une directamente al heptaglucano en oomicetos. En
Arabidopsis el LRR-RLK CERKL1 se requiere para la deteccion a quitina. Tomada
de Zipfel, 2008.
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Este primer nivel de reconocimiento o percepcion del patdgeno en la superficie
celular mediante PAMPs o MAMPs a través de PRRs, activa la inmunidad
disparada por PAMPs (PTI, por sus siglas en inglés PAPM triggered immunity),
esta respuesta intracelular induce un flujo rapido de iones a través de la
membrana plasmaética, activacion de proteinas quinasas activadas por mitégenos
(MAPKSs), produccion de especies reactivas de oxigeno, rapido cambio en la
expresion de genes y reforzamiento de la pared celular (Zipfel, 2008). La
activacion de sefializacion de la cascada en MAPKSs, resulta en la activacion
transcripcional de genes de defensa mediante reguladores transcripcionales
especificos de plantas, incluyendo a los factores de la familia WRKY. Sin
embargo, es evidente un proceso de evolucién en el sistema planta-patégeno, los
patégenos exitosos han desarrollado estrategias para evadir o suprimir la defensa
del hospedero, logrando su objetivo, la infeccion. La primera fase de evasion de la
defensa del hospedero es la supresion de PTI, mediante la secrecidén de efectores
de virulencia por parte del patégeno. En una co-evolucién dinamica entre la planta
y el patégeno, las plantas han evolucionando, mediante genes R, cuyo producto
es capaz de reconocer a estos efectores de virulencia, esta respuesta es conocida
como inmunidad disparada por efectores (ETI, por sus siglas en inglés effector
triggered immunity). Esta respuesta es regularmente acompanada de la muerte
celular localizada, conocida como respuesta hipersensible (HR, por sus siglas en
inglés hypersensitive response). Por su parte, los patdégenos exitosos han
evolucionado con efectores capaces de suprimir este tipo de respuesta, logrando
la infeccion del hospedero (Bent y Mackey, 2007; Zipfel, 2008; Boller y Yang-He,
2009).

Haciendo un breve resumen del sistema inmune de las plantas, se ha propuesto
un “dogma central” de la patologia en las plantas, el cual esta dividido en 4 partes.
En la primera seccion se puede ver el sistema inmune de las plantas, en el que se
detectan componentes conservados de diversos microorganismos y se activa la

inmunidad de tipo PTI. En el segundo bloque se hace evidente el proceso de
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evolucion en el sistema planta-patdégeno, el microorganismo patégeno es capaz de
evadir la respuesta de defensa de la planta hospedero, mediante la produccion de
efectores que son capaces de suprimir la defensa PTI. En el tercer bloque, se
hace evidente el proceso de evolucion por parte del hospedero, ya que se evade
la respuesta que tiene el patdgeno al suprimir PTI, esta respuesta involucra genes
R, donde los productos de éstos son capaces de detectar la supresion de defensa
por parte de los efectores de virulencia, restaurando la resistencia mediante la
inmunidad ETI. Finalmente, es evidente la evolucién del patégeno a la repuesta
del hospedero, por lo que el patégeno escapa de la deteccion dada por el producto
de los genes R, mediante la modificacién de sus efectores o suprimiendo este tipo
de defensa (Figura 4) (Bent'y Mackey, 2007).
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a) Reconocimiento de PAMPs por receptores extracelulares, activando inmunidad.
b) Bacteria patogénica usa el sistema de secrecion tipo lll, disparando efectores al
interior del hospedero, suprimiendo la respuesta inmune de la planta. c) Proteinas
R de la planta reconocen la actividad de efectores, restableciendo la resistencia
mediante la inmunidad disparada por efectores. d) Patégenos evaden la defensa
mediada por los genes R por modificacion o eliminacion de efectores que disparan
la defensa en el hospedero. Tomada de Bent y Mackey, 2007.

En la inmunidad de tipo PTI, también se ve involucrada la exocitosis de vesiculas y
proteinas relacionada con la defensa, como proteinas relacionadas con la
patogénesis (PRs). Por otro lado, una carga tdxica, como compuestos
antimicrobianos, pueden ser translocados al espacio extracelular por miembros de
las proteinas transportadoras ABC. Confirmando lo mencionado anteriormente,
otra respuesta temprana activada por PAMPSs, es la produccion extracelular de
especies reactivas de oxigeno (ROS) y peréxido de hidrogeno mediante RbohD, la
cual es una NAPDH oxidasa localizada en membranas. Como una respuesta
tardia, se induce la biosintesis y depdsito de poliglucanos, como calosa, hacia el
espacio extracelular, mediante el complejo de membrana GSLS/PMR4. Con
respecto a la defensa mediada por el producto de los genes R, estas proteinas se
caracterizan por tener dominios repetidos ricos en leucina (LRR), algunos de estos
presentan proteinas de unién a nucleétidos (NB). Estos a su vez se pueden dividir
en diversos grupos de acuerdo a su estructura, como coiled-coiled (CC),
receptores Toll-interleucina (TIR), proteinas LRR-extracelulares, que a su vez se
subdividen en tres subclases: RLP, con un dominio transmembranal (TM) y un
LRR extracelular; RLK, con un LRR extracelular, TM y una quinasa citoplasmatica;
y RGIP, con un LRR extracelular y proteinas inhibidoras de poligalacturonasas.
Adicionalmente, se sabe que muchas proteinas R requieren para su funcion
chaperonas citosolicas como HSP90 y HSC70 o co-chaperonas. También se ha
reportado la translocacion de proteinas R intracelulares dentro del nucleo, lo cual
se requiere para la activacion de la respuesta inmune, dirigiendo una
reprogramacion transcripcional de las células del hospedero para activar la

respuesta inmune (Figura 5) (Panstruga y col., 2009; Francis y col., 2010).
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Figura 5. Vias de respuesta Inmune de las plantas. Tomada de Panstruga y col.,
2009.

1.7 Induccién de resistencia sistémica.

Las plantas producen una gran cantidad de hormonas, como auxinas, giberelinas,
acido abscisico, citosinas, acido salicilico (SA), etileno (ET), jasmonato (JA), entre
otras. Estas hormonas vegetales juegan un papel importante en el desarrollo de la
planta, asi como en la respuesta a diferentes tipos de estreses, bidticos y
abidticos. La infeccion por parte de diversos microorganismos resulta en cambios
en el nivel de varias fitohormonas, especificamente, tres hormonas, estas llevan
acabo la regulacién en la respuesta de defensa contra el ataque de patégenos,
estrés abidtico, heridas, etc., estas son SA, ET y JA. El SA tiene un papel
importante en la respuesta de defensa contra patdégenos biotréficos y hemi-
de

TIR_NB_LRR, estimulando la biosintesis de SA y sefalizacién a través de los

biotréficos, este tipo patdbgenos, activan receptores intracelulares

reguladores nudcleo citoplasmaticos EDS1 y PAD4. Esta hormona es detectada

por el co-factor de transcripcion NPRI, el cual cambia el estado redox celular,
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llegando a modular la expresion de genes de defensa y las rutas de secrecion
necesarias para el establecimiento de la resistencia sistémica adquirida (SAR), la
cual se caracteriza principalmente por el incremento de SA, incremento en los
niveles de proteinas relacionadas a patogénesis (PRP), ademas del
establecimiento temprano de estrés oxidativo, por parte de especies reactivas de
oxigeno (ROS), resultando en una defensa de mayor espectro contra patdégenos.
Por contraste JA y ET estan relacionados en la defensa contra patdgenos
necrotrofos e insectos herbivoros, estas hormonas también se relacionan con el
establecimiento de la resistencia sistémica inducida (ISR), este tipo de resistencia
también se establece después de la colonizacibn de la raiz por cepas no

patogénicas (Vallad y Goodman, 2004; Bari y Jones 2009; Panstruga y col., 2009).

Con lo anterior se puede deducir que la infeccibn por un patdogeno puede
desencadenar respuestas de defensa en tejidos proximales como distales; ambos
tipos de resistencia, adquirida e inducida, son respuestas de defensa sistémicas,
con diferencias relacionadas con las hormonas involucradas y el tipo de sefial que
indujo la respuesta de defensa. Este tipo de respuesta sistémica potencian los
mecanismos de defensa, de tal forma que ante alguna infeccion subsiguiente por
el mismo o por diferente patdgeno, las respuestas de defensa son activadas
rapidamente haciendo que la planta tenga una mayor defensa (Vallad y Goodman,
2004).

Aunque las rutas de defensa moduladas por las hormonas JA/ET y SA son
mutuamente antagonistas, evidencias de interacciones sinergistas han sido
reportadas (Lorenzo y Solano, 2005), lo que sugiere que la red de sefalizacion de
defensa activada y utilizada por las plantas es dependiente de la naturaleza del
patdbgeno y su patogenicidad. Adicionalmente, el estilo de vida de diferentes
patdogenos, a menudo no son facilmente clasificables como solo organismos
biotroficos o necrotroficos. Por lo tanto el cross-talk positivo 0 negativo entre las
vias SA y JA/ET puede ser regulado dependiendo del patdgeno especifico, de tal

forma que la planta es capaz de enfrentar el ataque de diversos patdgenos
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empleando complejos mecanismos de regulacion que desencadena la respuesta

de defensa efectiva contra diversos patdgenos (Bari y Jones, 2009).

1.8 Silenciamiento de genes inducido por virus (VIGS).

Los virus se encuentran entre los patdgenos més dafinos en las planta, y una vez
que estos infectan a su hospedero, provocan una variedad de respuestas por
parte de la planta. Estas respuestas se han estudiado con el objetivo de generar
cultivos resistentes a virus, reduciendo las perdidas causadas por estos
patdgenos. La primera observacion que se hizo, fue que las plantas infectadas con
virus resultaron ser subsecuentemente resistentes a la infeccion con el mismo
virus o virus estrechamente relacionados, lo que se denominé como “proteccion
cruzada”, de aqui que los primeros intentos de dar resistencia a las plantas se
basé en la introduccion de material genético viral al genoma de la planta, una
técnica descrita como resistencia derivada del patdégeno, este mecanismo fue
reconocido a principios de 1920 (McKinney, 1929; Vaucheret y col.,, 2001,
Waterhouse y col., 2001).

El mecanismo que desencadena la degradacion de una secuencia especifica de
ARNmM, se describié por primera vez en petunias transgénicas, en las que se
pretendia mejorar el color de las flores, para lo que se introdujeron copias
adicionales de un gen que codificaba para una enzima clave (chalcona sintasa) en
la biosintesis de flavonoides, siendo una de sus funciones el de dar color purpura
a las flores. Los resultados obtenidos en las flores de estas plantas modificadas,
fue un dramético rango de pigmentacion, incluyendo un puarpura intenso, patrones
de puarpura con blanco y flores completamente blancas. Este resultado revel6 que
en algunas lineas de plantas, el gen introducido como el gen endégeno fueron
apagados o silenciados en diferente grado, en un fenébmeno denominado “co-

supresion” (Napoli y col., 1990; Eamens y Waterhouse, 2011).

Continuando con los estudios dirigidos en la identificacion de las bases
moleculares de “proteccién cruzada” y con el objetivo de generar plantas
resistentes a virus, se insertaron secuencias cortas de genes de la planta en el
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genoma de virus, posterior a la infeccién con el virus modificado, se observo que
la expresion de ese gen en la planta era suprimido, a este mecanismo se le llamé:
silenciamiento genético inducido por virus (VIGS, por sus siglas en inglés “Virus
Induced Gene Silencing”) (Matzke y Matzke 2004). Adicionalmente se elucid6 que
estos resultados se deben al silenciamiento genético post-transcripcional (PTGS,
por sus siglas en inglés post-transcriptional gene silencing) (Vaucheret y col.,
2001; Waterhouse y col., 2001; Burch-Smith y col., 2004).

La introduccion de transgenes o RNA de doble cadena (RNAdc), en hospederos
puede disparar PTGS de todos los genes homologos del hospedero del
hospedero y/o transgenes. El PTGS inducido por transgenes ha sido detectado en
plantas, denominado como “co-supresion”, en hongos es llamado “quelling”, en
animales este proceso es llamado “interferencia de ARN”. En plantas, PTGS
puede ser inducido por virus que expresan genes del hospedero, en un proceso
llamado silenciamiento de genes inducido por virus (VIGS), los virus por si mismos

pueden disparar la maquinaria de PTGS (Chicas y Macino, 2001; Horiguchi, 2004).

Después del descubrimiento del silenciamiento de transgenes, se realizaron
diversas investigaciones sobre los mecanismos de silenciamiento que controlan
secuencias exogenas y enddégenas. El término “silenciamiento de ARN” se cred
para referirse a rutas de inhibicion de secuencia especifica de nucleétidos,
mediada por ARNs pequefios. El silenciamiento de ARN, se lleva acabo a nivel
transcripcional, a lo que se le llama silenciamiento genético transcripcional (TGS,
por sus siglas en inglés, transcriptional gene silencing), evitando el proceso de
transcripcion mediante la metilacion de ADN y modificaciones de la cromatina; y a
nivel post-transcripcional (PTGS), a traveés de la interrupcion o escision del ARN o
represion de la traduccidén. Sin embargo, se han reportado otros mecanismos
mediados por ARNs pequefios, incluyendo la eliminacién de ADN en protistas o
reparacion de ADN en plantas y hongos (Martinez de Alba y col., 2013). En
plantas se reportan tres mecanismos de silenciamiento génico: a) Silenciamiento
de ARN citoplasmico, este mecanismo funciona en plantas transgénicas e

infectadas con virus y esta asociado con la produccion de ARNs de interferencia
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pequefios (SiARN), este es el mecanismo responsable de la co-supresién de
transgenes. b) Silenciamiento endégeno de ARNmM asociado con microARNm
(miARN) pequefios de doble cadena, en este mecanismo, la traduccion celular del
ARNmM es suprimida por el apareamiento complementario de esta cadena con
mMIARN; esta interaccion induce degradacién del ARNm blanco. c) Metilacion de
ADN vy supresion transcripcional. En este mecanismo regiones codificantes y
promotores son densamente metiladas, también se propone que el incremento de
ADN metilado posiblemente induce la formacion de heterocromatina. También se
reporta que la metilacién de ADN promueve la union de proteinas que reconocen
citocinas metiladas, dirigiendo la remodelacién de la cromatina, evitando la unién
de factores de transcripcion y con ello la expresion de genes (Dorokhov, 2007; De
Souzay col., 2007).

El silenciamiento genético se puede resumir en tres etapas: iniciacion, efectora y
de mantenimiento. Cabe mencionar que la produccién de miARN, ocurre en el
nacleo de la célula a partir de un pre-miARN transcrito, cuya longitud es de
aproximadamente 100 nucledtidos, los cuales conforman horquillas
complementarias. En el citoplasma convergen los mecanismos de silenciamiento
para miARN y siARN enddgenos y exdgenos, comenzando la etapa de iniciacion
con la presencia de un ARN de doble cadena, que es reconocido y digerido por
una endoribonucleasa clase Ill, llamada DICER, la cual pose dominios
estructurales, helicasa y PAZ, cuya funcién principal es la de procesar los
precursores de ARN de interferencia, los cuales se alinean con los ARN de doble
cadena; por otro lado metabolizan ATP, usado en la translocacién de la misma,
permitiendo asi la generacién de un gran nimero de secuencias. Cabe mencionar
gue el dominio PAZ reconoce el extremo 3'del ARN y que ademas se anclan al
extremo 5 fosforilado cuya posicién de corte es reconocida a una distancia de 22
nucleotidos de éste. En esta etapa las cadenas de ARN de doble cadena son
procesadas en ARN de doble cadena de 21 a 26 nucledtidos de longitud, a los que
se les llama pequeiios ARN de interferencia (SIARN). En la etapa efectora, los

SiARN de cadena doble se unen a la proteina denominada Argonauta, la cual
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forma parte del complejo de silenciamiento inducido por ARN (RISC, por sus siglas
en inglés RNA-induced silencing complex). Este complejo tiene actividad de
endonucleasa, cuya principal funcion es la degradacion del ARNm blanco, siendo
este la secuencia complementaria al siARN. La actividad helicasa de RISC separa
las dos cadenas de siARN, y solo una de las cadenas permanece unida al
complejo. Una vez activado el complejo RISC se reconoce el ARNmM
complementario a la secuencia siARN, mediante un dominio PAZ presente en la
complejo proteinico Argonauta, cortando el ARNm e inhibiendo su traduccion. La
ltima etapa del silenciamiento que tiene lugar en las plantas es la amplificacion, la
cual ocurre mediante la generacion de copias de del ARN de doble cadena que
origind el silenciamiento, o directamente mediante la replicacién de los siARNS,
generando mas moléculas de este tipo. Este mecanismo de replicacion se lleva a
cabo mediante una ARN polimerasa dependiente de ARN (RdPR, por sus siglas
en inglés RNA-dependent RNA polymerase) (Figura 6) (Meister y Tuschi, 2004;
Cenik y col., 2011; Pattanayak y col., 2013). Otra importante forma con la que se
puede generar RNA de doble cadena, es mediante la infeccion viral y participacion
de la enzima RdPR; el ARN de doble cadena se genera como intermediario
durante la replicaciéon del virus, disparando el mecanismo de silenciamiento en el
hospedero, de tal forma que si una secuencia especifica del hospedero se inserta
en el genoma del virus, el gen enddgeno correspondiente a la secuencia insertada

también sera silenciada (Horiguchi, 2004).
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Figura 6. Silenciamiento de genes mediante siARN. Tomada de Meister y
Tuschi, 2004.

Actualmente, el VIGS representa una herramienta gendmica funcional
ampliamente usada en las plantas. Rutas metabdlicas clave y genes regulatorios
gue son requeridos para la supervivencia de la planta, no pueden ser estudiados

por analisis de mutantes, lo que si puede realizarse facilmente mediante VIGS.
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Algunas de las ventajas de usar VIGS en el estudio de la funcién de un gen, es
que es facil y rapido, comparado con la transformacién realizada con
Agrobacterium sp., ya que para el andlisis de la funcion de un gen, con el uso de
VIGS, no se requiere de una transformacion estable. Otra de las ventajas, es que
con solo la informacion de la secuencia parcial es suficiente para silenciar un gen.
El uso de VIGS nos permite silenciar genes con mdultiples copias o varios
miembros de una familia de genes. Otra ventaja es que el VIGS se puede utilizar
para evaluar la funcion de los genes cuya mutacion es letal (Senthil-Kumar y
Mysore, 2011). Hasta ahora el VIGS se ha usado para caracterizar genes
implicados en el desarrollo de las plantas (Zhu y col., 2010), resistencia a
patdgenos (van der-Linde y col., 2011) y en el estudio de genes relacionados con

la resistencia a estrés abiotico (Senthil-Kumar y col., 2008).

1.9 Geminivirus como vectores de silenciamiento viral.

La familia Geminiviridae se divide en siete géneros; Mastrevirus, Curtovirus,
Becurtovirus, Turncurtovirus, Eragrovirus Topocuvirus y Begomovirus. Estos se
clasifican de acuerdo a la organizacion de su genoma, el insecto vector y su
hospedero (Varsani y col., 2014). EIl virus moteado del tomate (ToMoV, por sus
siglas en inglés Tomato Mottle Virus) es transmitido por la mosquita blanca
Bemisia tabaci, pertenece al género Begomovirus y consta de dos moléculas de
ADN circulares de cadena sencilla llamadas componentes A y B, cada uno de
aproximadamente de 2.5Kb. Presenta genes tanto en las cadenas virales como en
las cadenas complementarias, producto de la duplicacion (Zufiga-Vega y
Ramirez, 2002). En la molécula de ADN-A se localizan cinco genes (Rep, TrAP,
REn, CP y C4) y en la molécula de ADN-B dos genes, BC1 y BV1 (Figura 7).
Ambos componentes presentan una region intergénica u origen de replicacion
(CR) que se caracteriza por la presencia de una secuencia con el potencial para
formar una estructura tallo-asa, en el apendice de la cual se encuentra una
secuencia invariante de 9 nucleétidos TAATATT AC, donde la endonucleasa Rep
hace un corte generando el sustrato para la ADN polimerasa del huésped. El
componente A codifica para las proteinas necesarias para la multiplicacién viral, la
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interferencia de algunas respuestas antivirales de la planta y la encapsidacion. El
gen Rep codifica para la proteina encargada de la replicacion, dirige el complejo
enzimatico de duplicacion hacia el origen de replicacion, y corta el ADN para
iniciar la replicacion mediante un mecanismo de circulo rodante. ElI gen TrAP
codifica para la proteina activadora transcripcional necesaria para la expresion de
los genes tardios, BV1, BC1 y CP; este ultimo codifica para la proteina de la
capside. El gen AC4 esta relacionado con el movimiento del virus y la supresion
del silenciamiento. EI componente B codifica para las funciones asociadas con el
movimiento viral. EI gen BC1 esté relacionado con el movimiento de célula a célula
a través de los plasmodesmos, en tanto que el gen BV1 esta relacionado con el
movimiento del virus hacia afuera del nicleo. Ambas proteinas actian en conjunto
para hacer posible la salida del ADN viral hacia las células del floema, puesto que
el movimiento del virus se da principalmente entre las células del floema y
prefieren replicarse en las células completamente diferenciadas (Shimada-Beltran

y Rivera-Bustamante, 2007).

TAATATTYAC 1?515]1159
1] "“' iy "ll c
CR BC1

CR
BV1
NA A DNA B
CP
REnN

Figura 7. Virus Moteado del Tomate - ToMoV. Modificado de Gutiérrez, 2002.

Re
C4
D

TrAP

El sistema de VIGS derivado de geminivirus se basa en el uso del mecanismo de
defensa antiviral de la planta. El virus recombinante que lleva una secuencia
parcial del gen del hospedero es inoculado en la planta y una vez que el vector

viral se replica 0 sus genes son transcritos, los transcritos del gen enddgeno
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blanco son degradados por silenciamiento genético post-transcripcional o

silenciamiento genético transcripcional.

Se ha reportado el uso de begomovirus para el disefio de VIGS como el virus del
moteado dorado del chile (PepGMV, por sus siglas en inglés Pepper golden
mosaic virus) en plantas de chile (Rodriguez-Negrete y col., 2009), el virus del
mosaico dorado del tomate (TGMV, por sus siglas en inglés Tomato golgen
mosaic virus) en N. benthamiana (Hamilton y col., 1984), el virus de la hoja rizada
de la col (CaLCuV, por sus siglas en inglés Cabbage leaf curl virus) (Hill y col.,
1998; Robertson 2004; Tuttle y col., 2008). Siendo ToMoV un begomovirus, en
este trabajo se propuso el objetivo de disefiar un vector de silenciamiento para
analizar la funcién de genes en plantas de tomate, ya que la produccion de plantas
transgénicas de tomate es un proceso que toma mucho tiempo y no es tan
eficiente (Keddie y col., 1996). Tomando en cuenta lo reportado por Robertson
(2004) con respecto a que los vectores de silenciamiento derivados de
geminivirus, son capaces de moverse sistématicamente aln sin un gen CP
funcional, en el cual puede ser insertado el gen foraneo que se desea silenciar
para su estudio funcional, se considero esta estrategia para el disefio de ToMoV
como VIGS.

Se han reportado diferentes vectores de silenciamiento en plantas pertenecientes
a la familia Solanacea para el estudio de la funcion de genes (Liu y col., 2002b;
Brigneti y col., 2004; Fu y col., 2005; Cai y col., 2007), siendo estos vectores
exitosos a temperaturas menores a los 22°C, sin embargo, solo se ha reportado el
uso de TRV (Tobacco rattle virus, un virus de RNA) como VIGS en especies
silvestres relacionadas con el tomate (S. peruvianum) pero de igual forma sélo es
exitoso a temperaturas por debajo de los 22°C (Senthil-Kumar y col., 2007). Por
esa razon se propuso disefiar un VIGS que pueda usarse en especies silvestres
relacionadas al tomate, como S. peruvianum, S. habrochaites, y otras especies
como Nicotiana benthamiana, y que funcione a temperaturas por encima de los

22°C, lo que permitiria el analisis funcional de genes en especies silvestres sin la
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necesidad de grandes requerimientos de infraestructura que mantengan una

temperatura menor a 22°C para que el VIGS sea funcional.

1.10 Sumoilacion como un mecanismo de defensa.

La modificacion post-traduccional de proteinas juega un papel importante en de
diversos procesos bioldgicos, como diferenciacion celular, desarrollo y respuestas
a estimulos enddégenos y exodgenos. Las modificaciones post-traduccionales
pueden darse mediante mecanismos como fosforilacion, glicosilacion, acetilacion,
metilacion, ubiquitinacién y sumoilacién (Boggio y Chiocca, 2006). La modificacion
post-traduccional puede darse por la adicion o remocion de grupos quimicos, uno
de estos son proteinas como ubiquitinas (Ubls, por sus siglas en inglés, ubiquitin-
like proteins) asi como pequefio modificador relacionado con ubiquitina (SUMO,
por sus siglas en inglés, small ubiquitin-related modifier). Las proteinas SUMO son
estructuralmente relacionadas con Ubls, ya que son de tamafio similar, de 11y 9
kDa, respectivamente, ademas ambas, Ubls y SUMO son covalente vy
reversiblemente conjugadas a residuos de lisina en proteinas blanco (Verger y
col., 2003). Sin embargo, la sumoilacion no dirige a sus proteinas blanco hacia la
degradacion proteasomal, de hecho puede estabilizar la proteina blanco mediante
el bloqueo de ubiquitinacion por la adicion de SUMO en el mismo residuo de lisina
(Anckar y Sistonen, 2007).

La sumoilaccién es un proceso en el cual se implica la modificacion de proteinas
que participan en diferentes vias, las consecuencias de estas modificaciones son
tan diversas como las proteinas blanco. Este proceso esta implicado en la
interaccidn proteina-proteina, localizacién nuclear subcelular, interaccion proteina-
ADN, actividad enzimatica, también se ha reportado que puede actuar como

antagonista de ubiquitina (Verger y col., 2003) (Figura 8).
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Figura 8. Funcion de sefalizacion-SUMO. Tomada de Verger y col., 2003.

Algunas de las funciones conocidas de sumoilacion son indicadas con respecto
regulacion transcripcional.

La sumiolacion consiste en la modificacion post-traduccional, donde se conjuga
covalentemente proteinas SUMO a residuos de lisina de proteinas blanco. Este
proceso ocurre de manera gradual, mediante tres eventos bioquimicos,
denominados: Activacion por la enzima E1 (SAE1/SAE2), Conjugacion por la
enzima E2 (SCEI) y Ligacion mediada por la enzima E3 (SIZ1) (Soo-Park y Soo-
Seo, 2008; Berndsen y Wolberger, 2014). La sumoilacibn comienza con la
maduracion de SUMO, la cual se encuentra como una pre-proteina que necesita
ser procesada o madurada por SUMO-peptidasas, ésta reconocen un motivo
diglicina (GG) en el carboxilo terminal y deleta cerca de 10 aminoacidos después
del motivo GG, posteriormente la activacion de SUMO es llevada acabo en dos
pasos, por la enzima heterodimérica SAE1, enzima de activaciéon 1 de SUMO y
SAE2, enzima de activacion 2 de SUMO (SAE1/SAE2), que cataliza la hidrélisis
del ATP para formar SUMO-AMP en una glicina del carboxilo terminal,
posteriormente se libera el AMP y se forma un enlace tioester entre el grupo

sulfidrilo de un residuo catalitico de cisteina (C) de SAE2 y el grupo craboxilo de
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Glicina (G). Después de la activacion SUMO es transferida de SAE2 a un residuo
de C de SCEI, formando un complejo tioéster SUMO-SCEI, por ultimo SUMO es
transferido a la proteina blanco a través de la enzima de conjugacion SCEl,
generando un enlace peptidico entre la G del carbono terminal de SUMO vy el
grupo €-amino de un residuo de lisina de la proteina blanco. SCEI reconoce un
tetrapéptido consenso “w-Lys-X-Glu/Asp”, donde @ es un aminoacido largo
hidrofébico, comunmente isoleucina o valina, seguido de la lisina aceptor, X es
cualguier aminoacido, por ultimo se encuentra un residuo de glutamato o
aspartato, la union de SUMO es inducida por la enzima E3 (Figura 9) (Verger y
col., 2003; Soo-Park y Soo-Seo, 2008; Novatchkova y col., 2012).

C-terminal Activating Conjugation Ligating Protease
hydrolase enzyme E1 enzyme E2 enzyme E3
NH,
B
WYKXE
'SUMO - GGHSTVe—s | SU“IO —C—O SAE1 4 < MO g :l;:
SC SU g, &
@ 8l @' @ SUMO J—C—0~
0
)}
AMP QH HNC—{ swo
SAEI o qu:
II
Maturation Acuvahon Conjugation Ligation De-modification

Figura 9. Via de conjugacion de SUMO. Tomada de Verger y col., 2003.

SUMO se sintetiza como un precursor y es procesada por hidrolasas para generar
el motivo de Glicina doble en el extremo carboxilo terminal disponible para la
conjugacion (flecha vertical). Posteriormente es conjugado a proteinas blanco por
accion de las enzimas de activacion SAE1/SAE2, la enzima de conjugacion E2
(SCEI, UBC9) y la enzima de ligacion E3. La proteina E3 puede servir para
aumentar la afinidad entre UBC9 y los sustratos poniéndolos en estrecha
proximidad en orientaciones favorables -cataliticamente, permitiendo que se

produzca la sumoilacién a una velocidad maxima.

El proceso de sumoilacion se ha reportado en respuesta a estrés biotico y abidtico,
como estrés por choque térmico, sequia (Kurepa y col., 2003; Saracco y col.,
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2007) y ataque por patégenos (Xia, 2004; Soo-Park y Soo-Seo, 2008). Una de las
respuestas inducida por estrés en el contexto de la modificacion de proteinas por
sumoilacion es la activacion o represion de factores de transcripcion, tales como
WRKY’s (Saracco y col., 2007). Este proceso también se ha reportado durante la
infeccion viral en plantas de tabaco, en donde se observa que la sumoilacion
puede reprimir factores necesarios en la replicacion del virus, ya que al
sobreexpresa la proteina SUMOL, se ve reducida la replicacion viral de TGMV
(Castillo y col.,, 2004). Adicionalmente, se ha reportado este proceso de
sumoilacion relacionado con la regulacién de la inmunidad innata, pues se ha visto
gue algunos patdégenos como Xanthomonas campestris pv. versicatoria emite
efectores que de-sumoilan proteinas relacionadas con la activacion de este tipo de
inmunidad, eliminando la defensa por parte de la planta (Xia, 2004).
Especificamente, se encontré que la expresion de SCEI se ve incrementada en
plantas de tomate durante la infeccion de Pseudomonas syringae pv. Tomato
(pst), junto con varias hormonas como acido saliciilico (SA) y acido jasmaonico
(JA), siendo estas moléculas clave en la sefalizacion de la inmunidad innata
(Miura y Hasegawa, 2010; van den Burg y col., 2010; Park y col., 2011). También
se conoce que el gen SCEI podria estar implicado en la respuesta temprana al
ataque de patdégenos, generando regulacion de especies reactivas de oxigeno
(ROS), ya que se ha visto que el proceso de conjugacion de SUMO esta
relacionado con ROS, se ha reportado que los altos niveles de ROS inhiben la
actividad de las proteasas de SUMO, lo que resulta en la acumulacién de
conjugados SUMO que proporcionarian proteccion contra la infeccion de un

patogeno (Miura y Hasegawa, 2010).

1.11 Transportador PDRI de tipo ABC relacionado con la respuesta innata

ante patogenos.

Los receptores de inmunidad innata en plantas detectan la presencia de
patogenos y disparan una respuesta de defensa restringiendo el crecimiento del
patogeno. En la membrana celular se encuentran proteinas relacionadas con la
secrecion de cocteles de proteinas antimicrobiales y pequefias moléculas que
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formarian bloques en la pared celular dentro del espacio apopléstico, algunas de
estas proteinas transportadoras de membrana forman parte de la superfamilia
ABC (cassette de unién a ATP, por sus siglas en inglés, ATP-binding cassette),
estos actian de forma paralela a las vias de defensa como bombas de eflujo que
liberan compuestos antimicrobiales a la superficie celular (Kwon y col., 2008). Las
proteinas transportadoras ABC se designan con base en los dobleces de uniones
a nucledtidos (NBFs, por sus siglas en inglés, nucleotide-binding folds) o dominios
de uniones a nucledtidos (NBDs, por sus siglas en inglés, nucleotide-binding
domains). Los dominios ABD son ampliamente conservados y se caracteriza por
tener un sitio de union a ATP que consiste en una caja Walker A y una caja Walker
B separados por aproximadamente 120 aminoacidos y entre las dos cajas se
encuentra una secuencia consenso especifica de transportadores ABC conocida
como firma ABC (van den Brile y Smart, 2002; Rea, 2007). Esta gran familia de
proteinas puede ser subdividida en trece subfamilias: MDR (Multidrug resistance)
Resistencia a multidrogas, MRP (MDR-associated protein), proteina asociada a
resistencia a multidrogas, ABCI (AOH), PDR (Pleiotropic drug resistance),
resistencia a drogas pleiotropicas, PMP (peroxisomal membrane protein), proteina
de membrana peroxisomal, WBC (White-brown complex), complejo blanco-café,
ATH (ABC2), ATM (ABC transporter of the mitochondrion), transportador ABC de
mitocondria, TAP (transporter associated with antigen processing), transportador
asociado con el procesamiento de antigenos, GCN (yeast GCN20, general control
non repressible), levadura GCN20, control general no represible, SMC (Structural
maintenance of chromosomes), mantenimiento estructural del cromosoma, NAP
(nonintrinsic ABC protein), proteina ABC no intrinseca, PGP (P-glycoprotein)
(Figura 10). La familia PDR no solo se distingue por su configuracién molecular
especifica de sus miembros, sino también por su asociacion con el transporte de
agentes anti-fungicos y en plantas se ha mostrado tienen un papel necesario en la

patogenicidad (van den Brlle y Smart, 2002).
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Figura 10. Subfamilias de las proteinas transportadoras ABC. Tomada de van den

Brile y Smart, 2002.

32



IPICYT
MC Mayra Janeth Esparza Araiza

En plantas la expresion del gen PDRI esta sujeta a nivel hormonal y regulacion
medio ambiental. Se ha reportado que al adicionar hormonas como &cido
absciscio (ABA), se induce una rapida acumulacién del ARNm del gen PDRI, a
demas un numero de factores relacionados con estrés (van den Brlle y Smart,
2002). Por otro lado, también se ha relacionado con el transporte de compuestos
antifingicos como el diterpeno sclerol (Vermeulen y col., 2001; Stukkens y col.,
2005). También se ha demostrado la induccion de este gen tras la infeccion con
Pseudomonas syringae pv. syrinage, observando a demas la induccion de &cido
jasmonico, por otro lado en plantas de Nicotiana plumbaginifolia donde la
expresion del gen PDRI fue impedida por su silenciamiento, se observé mayor
susceptibilidad a Botrytis cinerea, lo que demostr6 que este gen pudiera estar
relacionado con la resistencia a patdbgenos, mostrando una nueva funcion de este
gen (Stukkens y col., 2005).

2 JUSTIFICACION

El cultivo del tomate (Solanum lycopersicum) tiene gran relevancia a nivel mundial.
Su produccién segun la FAO (2014), se estimé en 211 millones de toneladas.
México se encuentra dentro de los principales paises productores de esta
hortaliza. Sin embargo, se han visto ampliamente afectado por el ataque de
patdgenos, siendo uno de los principales problemas en este cultivo el cancer
bacteriano, causado por la bacteria Gram positiva, Clavibacter michiganensis
subsp. michiganensis. La cual ha ocasionado pérdidas millonarias a nivel en
diferentes estados, como San Luis Potosi, Baja California, Estado de México,
Michoacan, Guanajuato, Morelos, Zacatecas y Sinaloa. En este ultimo se ha
reporto la pérdida de 40 millones de dolares a causa de este patdogeno (Barboa y
col.,, 2009). A nivel mundial a ocasionado graves dafos que se ha catalogado
como especie sujeta a regulaciones de cuarentena internacional por parte de la
Unién Europea (Commission Directive 95/4/EC) y de los Estados Unidos (NAPPO)
(Jahr y col., 1999). En México es ha catalogado como plaga cuarentenaria grado
Al (plaga de importancia econdémica potencial para el area en peligro por la misma
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y dénde aln no se encuentra presente) por la hoja de Requisitos Fitosanitarios y
Norma Oficial Mexicana 007 (NOM 007).

Esta problemética ha llevado a los agricultores a buscar otras alternativas de
cultivo ya que una vez infectada la planta con esta bacteria es muy dificil
controlarla. El control de la enfermedad, que hasta la fecha se ha llevado acabo se
basa en el uso de compuestos derivados de cobre, sales cuaternarias de amonio y
el uso de antibidticos, pero que no han sido eficientes en el manejo de la
enfermedad (Gartemann y col., 2003; Madriz, 2002).

Actualmente no existen variedades comerciales de tomates resistentes a la
enfermedad, pero existen variedades silvestres que han mostrado tolerancia, a
éste patégeno, representando ser una fuente de genes que pueden conferir
proteccion a especies comerciales aunque no se ha identificado con precision los
genes resposables. El estudio de genes candidatos en plantas silvestres mediante
su silenciamiento mediado por virus (VIGS) y posterior reto con Cmm, pueden dar
la pauta si se observa un fenotipo correspondiente a la pérdida de la funcion del
gen silenciado. Por lo que podremos inferir si un gen candidato es importante en la

defensa de esta enfermedad del tomate o no.
3 HIPOTESIS

El silenciamiento de genes que estan involucrados en la resistencia de tomates
silvestres a la infeccion por Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis dara
como resultado un aumento en la susceptibilidad a este patégeno en las plantas

silenciadas.

4 OBJETIVO
Evaluar la funcion de genes potencialmente involucrados en la defensa del

jitomate contra Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis.

4. 1 Objetivos especificos.

e Disefiar y generar un vector viral de silenciamiento basado en el

begomovirus ToMoV.
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e Probar el sistema de silenciamiento viral en especies silvestres de tomate,
mediada por vectores de ARN y ADN.

¢ Inducir el silenciamiento de genes candidatos en las especies silvestres,
mediante los vectores VIGS, generados.

e Retar las plantas de jitomate silenciadas con diferentes patdgenos.

5 Materiales y Métodos

5.1 Material vegetal, virus, cepas bacterianas y procedimiento de infeccién.

Todos los experimentos se llevaron en condiciones controladas, los desechos de
plantas infectadas con patdgenos fueron esterilizados. Las semillas de S.
habrochaites LA2128 y S. peruvianum LA2172 se solicitaron al TGRC (Tomato
Genetics Resource Center, University of California, Davis), las semillas de S.
lycopersicum cv. Ailsa Craig se obtuvieron de la Universidad de Nottingham, UK,
las semillas de S. lycopersicum cv. Tiny Tim fueron donadas por el Dr. Paul
Goodwin de School of Environmmental Sciences, Universidad de Guelph, Ontario,
Ca., las semillas de S. lycopersicum cv. Micro Tom y de Nicotiana benthamiana
fueron donadas por el Dr. Gerardo Arguello-Astorga del IPICYT, San Luis Potosi,
S.L.P. México. Para la germinacion de las semillas, se colocaron en una mezcla
de suelo comercial (Sunshine Mix #6, Sun Grow Horticulture, Vancouver, BC, CA),
en maceta individual, las cuales se colocaron en cadmara de crecimiento con
temperatura de 25°C, con un periodo de luz y oscuridad de 16h/8h,
respectivamente, posteriormente fueron transferidas a un invernadero con
temperatura controlada de 28°C y humedad de 60%. La secuencia del
begomovirus ToMoV fue obtenida de una cepa aislada de hojas de tomate en
Florida USA en el 2003 (acceso de GenBank NC_00193). Pseudomona syrinage
pv. Tomato, se crecio en medio King-B (Mezcla de peptona 20g/L, Fosfato de-
potasio 1.5¢g/L, Sulfato de magnesio 1.5¢g/L, Agar 15g/L) a una temperatura de
25°C durante 48h, para su inoculacion se ajustd a una absorbancia equivalente a
10° células/mL con una absorbancia de 600nm. La infeccién se realizé mediante

aspersion. Botriris cinerea pv. Bo5-10 y Alternaria solani se crecieron en medio
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PDA (Dextrosa 20g/L, Infusién papa 4g/L, Agar 15¢/L) a una temperatura de 25°C
durante 48h en oscuridad para B. cinerea y durante 5 dias para A. solani. Para la
inoculacion de B. cinerea se ajusto la densidad a 1 x 10° células/mL en camara de
neubauer. Para la inoculacion de A. solani se ajusto el nUmero de esporas en
camara de neubauer a una densidad de 5 x 10° células/mL. Pseudomona syrinage
pv. Tomato, Botriris cinerea pv. Bo5-10 y Alternaria solani fueron donadas por el
Dr. Paul Goodwin de School of Environmmental Sciences, Universidad de Guelph,
Ontario, Ca.

La cepa bacteriana 1387 de Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis fue
aislada de un cultivo de tomate comercial cercana a Querétaro, México en el 2012
por el Dr. Lara-Avila. Esta bacteria se creci6 en medio 802 (polipeptona 1gl/L,
extracto de levadura 2g/L, sulfato de magnesio 0.92g/L) a una temperatura de
28°C por 24h, en agitacion continua. Para realizar los retos con esta bacteria, se
ajusté a una absorbancia de 0.2 (aprox. 5 x 10°UFC) a una longitud de onda de de
620nm. La infeccion se realizé6 mediante inyeccién de 0.5mL con aguja de insulina
entre el tallo y la primera hoja verdadera de las plantas de tomate de 2 meses
después de germinadas y 60 dias post-inoculadas con el VIGS correspondiente,
ya que es el periodo de tiempo que se observa el silenciamiento del gen de
guelatasa (usado como control de silenciamiento) en toda la planta, deduciendo
que el gen de interés también ha sido silenciado en toda la planta. Cabe
mencionar que el vector ToMoV_SCEI se inoculé en plantas de S. peruvianum
LA2172, ToMoV_PDRI en plantas de tomate S. habrochaites LA2128, en ambas
especies de tomate tambien se inoculé como control ToMoVACP. Los sintomas
presentes en las hojas, marchitamiento y necrosis, después del reto con Cmm se
midieron mediante el escaneo de estas hojas, creando un archivo TIF, el cual se
uso para medir pixeles del tejido dafiado con el programa Image Processing and
Analysis in Java (ImageJ) (MD, USA).
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5.2 Disefio del vector de silenciamiento y clonacién de fragmentos a

silenciar.

El ADN de los componentes A y B del Virus Moteado del Tomate (ToMoV), fue
amablemente proporcionado por el Dr. Rivera Bustamante, CINVESTAV, IPN,
México. Ambos componentes fueron clonados de forma individual en el plasmido
Bluescript (pBS Il SK+/-) (Stratagene, La Jolla, CA, USA), mediante el sitio Apal.
Estas construcciones fueron nombradas pBS _ToMoV_A 'y pBS_ToMoV_B.
pBS_ToMoV_A fue modificada por la eliminacion del sitio multiple de clonacion de
pBS, con el objetivo de evitar la interferencia de estos sitios de restriccion en las
posteriores clonaciones usadas para insertar en ToMoV los fragmentos de los
genes que se desean silenciar. Esta modificacion consistio en la escision de 51pb,
entre el sitio Xhol (posicion de 668pb) y BamHI (posicion de 719pb).
Posteriormente, en este mismo vector, se removieron 657pb de la capside del
virus, mediante PCR, con los siguientes oligos, Forward 5-CTGAATTCAAGCTT
TGCACTCATGCGTCTAACCCTG- 3 'y Reverse 5 -TCGAATTCGATATC
CCATGGCAAATCACGCTTAGGC- 3, el oligo forward se disefié con los sitios de
restriccion EcoRI y HindlIl y el reverse con los sitios EcoRI y EcoRV, denominados
ToMoVACP-F y ToMoVACP-R respectivamente, estos oligos flanquean el gen de
la cipside, de tal forma que estos sitios se usen para clonar los fragmentos de los
genes que se desean silenciar. Las condiciones de PCR fueron: 7min. para
desnaturalizacion inicial a 95°C, seguidos de 35 ciclos a 94°C por 1 min, 55°C por
1min, 72°C por 5.5min y 72°C por 10min como extension final. El producto de PCR
fue purificado y digerido con la enzima EcoRI y ligado subsecuentemente, esta

construccion fue nombrada ToMoVACP.

Para el VIGS de silenciamiento del gen que codifica para la enzima quelatasa
(Chll), un fragmento de 249pb del gen quelatasa fue amplificado, usando como
molde ADN gendmico de S. peruvianum, se usaron los oligos Forward: 5°-
CTGCAGGAATTCCTCCAGAGCCAAATCACCTC-3" 'y Reverse 5 -AAGCTT
AGATTCCAACGGATCCTTCC-3', los oligos Forward y Reverse fueron disefiados

con los sitios de restriccion EcoRI y Hindlll, respectivamente. Los oligos fueron
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disefiados con base en la secuencia del gen de quelatasa de S. lycopersicum
(XM_004248092.1). Las condiciones de PCR fueron: 5min para desnaturalizacion
inicial a 94°C, seguidos de 35 ciclos a 94°C por 50s, 60°C por 40s, 72°C por 50s y
72°C por 5min como extension final. El producto de PCR fue digerido con las
enzimas EcoRI y Hindlll y subsecuentemente clonado en ToMoVACP, este vector
se nombréToMoV_Chll.

Para el VIGS de silenciamiento que codifica para la enzima de conjugacion SUMO
(SCEI), se us6 ADN gendmico de S. peruvianum L2172 para amplificar un
fragmento de 169pb, usando el siguiente par de oligos: Forward 5'-
CTCGAATTCTCCTCAATGAAGACAGTGGTTGG-3 y Reverse 5-
ATAAAGCTTCACCCTCTTTCGGTACTCCA-3", estos oligos se disefiaron con
base a la secuencia aislada por Lara-Avila y col. (2012), (emb|CAE45567.1|). El
programa de amplificacion fue el mismo que se uso para el fragmento de
quelatasa. El producto de PCR se digiri6 con las enzimas EcoRI y Hindlll y

subsecuentemente clonado en ToMoVACP, este vector se nombré ToMoV_SCEL.

Para le VIGS de silenciamiento del gen que codifica para la una proteina
pleiotrépica de resistencia (PDRI), se amplific6 un fragmento de 192pb, usando
como molde ADN gendmico de S. peruvianum, la amplificacion se realiz6é con los
oligos: Forward 5-TCGAATTC ATCCCATTTGACAGGGCTA-3" y Reverse 5'-
TCAAGCTTTCGGAAAAAGAGGGTCATTG-3", los oligos Forward y Reverse
fueron disefiados con los sitios de restriccion EcoRI y Hindlll, respectivamente,
ademas se disefidé un oligo Reverse, extra, con el sitio de clonacién Smal, con el
objetivo de clonar el mismo fragmento en el vector de silenciamiento TRV, este es
un vector disefiado con el virus “Tobacco Rattle Virus” (TRV), cabe mencionar que
el oligo Forward se utilizé para ambas construcciones. El producto de PCR
obtenido con el primer par de oligos se digiri6 con las enzimas EcoRI y Hindlll
para su clonacion en ToMoVACP, este vector se nombré6 ToMoV_PDRI. El
producto de PCR obtenido con el segundo par de oligos se digiri6 con EcoRI y
Smal para clonarlo en TRV_2. El disefio de los oligos se baso6 en la secuencia

aislada por Lara-Avila y col. (2012) (sp|Q76CU2.1|), a este vector se le nombro
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TRV_PDRI. Este VIGS-vector (TRV_PDRI), fue clonado en Agrobacterium
thumefaciens GV3101. La identidad de todas las construcciones se verificaron por

restriccion de las enzimas correspondientes y secuenciacion.

5.3 Inoculacion de plantas con los VIGS - ToMoV y TRV.

Para la inoculacion de las plantas con ToMoV-VIGS, se realiz6 la liberacion de
ambos componentes del virus ToMoV A y B de pBS, mediante su digestion con la
enzima Apal, posteriormente se mezclaron ambos componentes en relacion 1:1,
es decir 1ug del componente B por 1lug de cada componente A, de las
construcciones que se realizaron con el componente A de ToMoV (ToMoVACP,
ToMoV_Chll, ToMoV_SCEI, ToMoV_PDRI). La mezcla de los componentes se
realiz6 de manera independiente, es decir ToMoV_A + ToMoV_B, ToMoVACP +
ToMoV_B, etc. Veintidos dias después de la germinacion de las plantas se
inocularon con ToMoV_VIGS, mediante biobalistica, con pistola de helio a baja
presion ® (PDS-1000 — He BioRad, Hercules, CA, USA), usando balas de
tungsteno con una presion de 600 psi. Después de la inoculacion, las plantas se

mantuvieron en invernadero bajo un temperatura de 25°C — 34°C.

En colaboracion con el Dr. Paul Goodwin, en la Universidad de Guelph, Ontario,
CA., se realizo la inoculacion con TRV, se realiz6 la mezcla de los cultivos de
Agrobacterium que contenian las construcciones TRV1 y TRV2, en proporciones
de 1:1. La inoculacion con TRV, se realiz6 en plantas de N. benthamiana de dos
semanas post-germinacioén y en plantas de Solanum sp. de tres semanas post-
germinacién. Cada experimento se realizo por triplicado con 18 plantas. La
inoculacién se realiz6 en buffer MgCl, 10mM, mediante infiltracion de
Agrobacterium ajustando a una absorbancia de 1.5-1.6 (aproximadamente 2.0 x
10° cel/mL) a una longitud de onda de de 620nm, aplicando vacio 20Kp por un
periodo de 10 minutos. Después de la infiltracion las plantas se mantuvieron en

camara bioclimatica a 21°C.
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5.4 Extraccion de ARN de las plantas inoculadas con VIGS.

La extraccion de ARN total de las plantas de tomate inoculadas con los diferentes
VIGS_ToMoV, se realizdé con TRizol (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). Se tomaron
50-100mg de hojas de las plantas, 40 dias después de la inoculacién con los
diferentes vectores de silenciamiento, se homogenizo el tejido en nitrdgeno liquido
y se paso a un tubo Eppendor, se adiciondé 1mL de TRizol, se mezcldé suavemente
y se incub6 por 5min a temperatura ambiente, permitiendo la completa disociacion
de complejos proteicos. Se adicion6 0.2mL de cloroformo por cada mL de TRizol
utilizado, se agitd en voértex por aproximadamente 15 segundos, se incubo a
temperatura ambiente por 2-3 min. Las muestras fueron centrifugadas a
12,000rpm 15 minutos a 4°C. Después de la centrifugacion la fase inferior se
transfirio a un tubo nuevo, conteniendo el ARN total. Para precipitar el ARN de la
fase acuosa se adicion6 500uL de Isopropanol, se mezclé y se incubo por 10min a
temperatura ambiente, posteriormente se centrifugo a 12,000rpm por 10 min a
4°C. Por ultimo se lavo la pastilla con etanol-DEPC al 75% al adicionar 1mL y
centrifugar a 7500rpm por 5 minutos a 4°C, se seco la pastilla y se resuspendié en
30uL con agua DEPC. EI ARN se traté con ADNasal (Invitrigen, Carlsbad, CA,
USA).

5.5 Cuantificacion de la expresiéon de los genes silenciados por PCR-tiempo
real (QRT-PCR).
Para la cuantificacion de la expresion de los genes silenciados, se sintetizo cADN,
para lo que se cuantifico el ARN gue se extrajo de las plantas inoculadas con los
vectores de silenciamiento, ajustado una concentracion de 100ng de ARN con
NanoDrop ND-1000-UV-Vis-spectofotometro (NanoDrop Technologies Inc.,
Wilmington, DE, USA), se uso el kit- iScript™ One-Step RT_PCR SYBR ® Green
(BioRad Laboratories, Hercules, CA, USA). La reaccion usada contenia 12.5uL de
mix SYBR Green RT-PCR 2X, 1uL de iScript MMIV reversa transcriptasa, 200nM
de cada par de oligo especifico para el gen que se cuantificd, en un volumen total

de 20uL. La cuantificacion se baso en el valor CT del nivel de expresion del gen de
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interés normalizado con el gen de actina (No. de acceso FJ532351). Los oligos
usados para actina fueron: Forward 5 - CCTCACCGAGAGAGGTTACATGT-3’,
Reverse 5 -CATGTCGCGGACAATTTCC-3". Los oligos usados para evaluar el
nivel de expresion de los genes silenciados se disefiaron en una region diferente a
la que se uso en la construccion de los vectores de silenciamiento, con el objetivo
de detectar el ARNm y exculir el fragmento insertado en el VIGS. Para el gen
SCEI los oligos usados fueron: Forward 5 -TTGCTAAGCCGGAGACACTT-3',
Reverse 5°- ACACTTTGGCGGTTTACTCG-3', para el gen PDRI los oligos usados
fueron: Forward 5-  AAATGCTTGTTGGACCATC-3'y  Reverse 5'-
AGGCTGCAACAGAGAAATAA-3". Las condiciones de qRT-PCR fueron: 10min a
50°C para sintesis de cADN, 5 min a 95°C, para desactivar la transcriptasa
reversa iScript MMLV, seguido de 40 ciclos de 10s a 95°C y 30s a 60°C. La curva
Melt, o de disociacién se realizé por 80 ciclos de 1min a 95°C, 1min a 55°Cy 10 s.
a 55°C, incrementando la temperatura en intervalos de 0.5°C por ciclos de 10 s.
cada uno. La ausencia de contaminacion por ADN gendmico fue confirmada por
reacciones de PCR donde se us6 como molde ARN, sin sintesis de cADN. La
gRT-PCR se realiz6 en un equipo Applied Biosystems 7500 Fast Real-Time,
version 2.0. Se analizaron tres réplicas biologicas con tres réplicas técnicas. El
analisis estadistico se se baso en la prueba T-student, datos no apareados, con el
programa Graph Pad Prism ® V.5 (San Diego, CA, USA), se considerd una p<0.01
para establecer una diferencia estadisticamente significativa.

5.6 Deteccion de ADN de Cmm por PCR en tejido de plantas inoculadas.

El ADN total de las plantas de tomate (S. peruvianum LA2172, S. habrochaites
LA2128) se aislo a partir de hojas, 10 y 20 dias después del reto con Cmm de
plantas inoculadas previamente con ToMoVACP, ToMoV_SCEI y ToMoV_PDRI.
La extraccidbn se realiz6 usando el protocolo de Dellaporta y col. (1983)
modificado, el ADN se cuantific6 usando ND-1000-UV-Vis-spectofotometro
(NanoDrop Technologies Inc., Wilmington, DE, USA). Se amplificé un fragmento
de 233pb del gen que codifica para una endo-1-4-beta glucosidasa, Cel-A
(HQ636581; Lara-Avila, sin publicar). La amplificacién se realiz6 usando 100ng
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como ADN molde y los oligos usados fueron: Forward 5'-
ATCAAGCAGATGGGGTTCAC-3" y Reverse: 5-TCCGGATACTGCGATGTGTA-
3’. Las condiciones de PCR fueron 5min. a 94°C, seguido de 35 ciclos, por 50 s. a
94%, 40s a 60°C, 50 s a 72°C, seguido de 5 min a72°C.

5.7 Cuantificaciéon de Cmm en tejido de plantas inoculadas con los vectores
de silenciamiento, mediante PCR-tiempo real (QRT-PCR).

El aislamiento de ADN total se realiz6é a partir de tallo de las plantas de tomate S.
peruvianum LA2172, inoculadas con ToMoVACP y ToMoV_SCEl, S. habrochaites
LA2128 inoculadas con ToMoVACP y ToMoV_PDRI y de S. lycopersicum a los 10
y 20 dias después del reto con Cmm. La extraccion se realizo usando el protocolo
de Dellaporta y col (1983) modificado, el ADN se cuantific6 usando ND-1000-UV-
Vis-spectofotometro (NanoDrop Technologies Inc., Wilmington, DE, USA). Se
usaron 100ng de ADN de las muestras a analizar en una reaccion de 20uL, a esta
reaccion se le adicion6 10uL de SYBER Green (mezcla maestra de RT_PCR,
Applied Biosystems, Carlsbad, CA, USA) y 200nM de cada uno de los oligos. Los
oligos se disefiaron con base en un factor de patogenicidad que se encuentra en
el cromosoma de Cmm, denominado tomA, este gen codifica para una endo-1,4-3-
glicosidas (AF393183.1; Flugel y col., 2012), el fragmento que se esperaba
amplificar es de 219pb. Oligo forward: 5-GAGCCAAGCCACTGATCTTC-3',
Reverse: 5-CGTTCTCGTAGAGGCGGTAG- 3'. Las condiciones de RT-PCR
fueron 95°C por 20 s seguido de 40 ciclos de 95°C por 3 s y 60°C por 30 s. La
curva Melt o de disociaciéon se realizd por 80 ciclos de 95°C por 15 s, 60°C por 1
min, 95°C por 30 s y 60°C 15 s. La RT-PCR se realizé en un equipo Applied
Biosystems 7500 Fast Real-Time, version 2.0. Se realiz6é una curva estandar con
base en las concentraciones de una version de pGEM-T Easy (Promega, Madison,
WI, USA) en el cual se clono el fragmento de 219pb de tomA que se amplifica con
los oligos mencionados anteriormente. Los valores de la curva correspondieron a
2.86 X107 a 2.86 X10°copias/ng. El coeficiente de correlacién entre el valor del
ciclo umbral y la concentracién de tomA clonado en pGEM-T Easy fue de 0.999
para ambos genes analizados. El andlisis estadistico para esta prueba se baso en
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un andlisis de correlacion con datos no apareados con Graph Pad Prism ® V.5
(San Diego, CA, USA), con una p<0.01 para establecer una diferencia

estadisticamente significativa.

5.8 Preparacion de muestras para microscopia electronica de barrido.

Se cortaron segmentos de tallo de 0.5cm por la mitad de manera horizontal y
vertical, fijados con glutaraldehido al 3% en buffer Sorensen (Fosfato de
sodio100nm, pH7.4). Después se lavaron tres veces en buffer, las muestras fueron
inmersas en tetradxido de osmio al 1% en buffer de Soérensen por 2 h,
posteriormente se lavaron tres veces en buffer Sérensen, se procedié a la
deshidratacion de los segmentos de tallo con etanol al 30, 50, 70, 90, 95% y
etanol absoluto por 15 minutos en cada uno, seguido de dos incubaciones en
etanol absoluto por 15 min cada uno. El punto critico de secado se realizd en
Tousimis Samdri-PVT-3D (Tousimis Research, Rockville, MA) posteriormente se
realiz6 la pulverizacion catodica con oro recubriendo la muestra en Cressington
modelo 180auto (Cressington Scientific Instruments, Watford, UK), las fotos se
tomaron y analizaron en FElI modelo Quanta 200 SEM (FEI, Brno, Czech

Republic).

6 Resultados

6.1 Seleccién de ToMoV como virus candidato para el disefio de VIGS.

Para la seleccion del virus adecuado para el silenciamiento, se escogieron tres
virus que se han reportado infectan el cultivo de tomate (Cordero y col., 2003;
Hernandez-Zepeda y col., 2007), y que se encontraban disponibles en el
laboratorio. Los virus que se analizaron fueron los siguientes: Virus del mosaico de
Euforbia (EuMV, por su siglas en inglés, Euphorbia Mosaic Virus), aislado por
Gregorio-Jorge y col., (2010), Virus taino del moteado del tomate, (ToMoTV, por
sus siglas en inglés, Tomato Taino Mottle Virus), Virus moteado del tomate
(ToMoV), ambos donados por el Dr. Rivera-Bustamante, CINVESTAYV, IPN,
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México. La seleccion del virus se baso en el criterio de que la infeccion fuera
sistémica y que los sintomas ocasionados en las plantas no fueran severos. La
infeccion se realiz6 en plantas de S. peruvianum LA2172 y S. habrochaites
LA2128, mediante biobalistica con pistola de helio a baja presion (PDS-1000 — He
BioRad, Hercules, CA, USA), usando balas de tungsteno con una presion de 600
psi. Después de la inoculacion, las plantas se mantuvieron a un temperatura de
25°C — 34°C. La infeccion con EuMV fue muy severa, y las plantas murieron; las
plantas infectadas con ToMoTV presentaron lesiones severas, y con ToMoV, las
plantas mostraron sintomatologia minima. Para identificar que la infeccién con
ToMoV fuera sistémica se tomaron muestras a partir de hojas de diferentes
lugares de las plantas infectadas y se extrajo ADN con el método de Dellaporta y
col. (1983), con el objetivo de identificar el ADN viral mediante oligos universales
para Begomovirus que flanquean la region de CP del virus, generando un
amplicon de 1,395pb, el oligo usado como Forward es el YMAC-F: 5'-
TTGTAYATGGCATGNGTACATGCCA-3’ y DgrsR 5-
CCTCCTCTAGCASWTCTNCCGTC-3" (Figura 11) indicando de ese modo que

ToMoV no causa sintomas severos y que la infeccién es sistémica, por lo que se

Figura 11. Plantas de Solanum sp. infectadas con ToMoV.

A) S. peruvianum LA2172. B) S. habrochaites LA2128. C) Deteccion del ADN de
ToMoV, mediante PCR, M: Marcador de peso molecular, 1: Producto de PCR
partiendo de ADN extraido de S. peruvianum LA2172, 2: Producto de PCR
partiendo de ADN extraido de S. habrochaites LA2128.
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6.2 Diseno de ToMoV como VIGS.

La estrategia se baso en la subclonacion de los componentes Ay B de ToMoV (de
manera independiente) en el sitio Apal del plasmido Bluescript (pBS Il SK+/-)
(Stratagene, La Jolla, CA, USA) (Figura 12A). Este vector se modificé deletando
los sitios de restriccion del sitio multiple de clonacién a partir de los sitios Xho a
BamHI (Figura 12B). Estas construcciones fueron nombradas pBS_ToMoV_A vy
pBS_ToMoV_B. Posteriormente, en pBS_ToMoV_A se removieron 657pb del gen
de la capside del virus, mediante PCR, y se generaron los sitios de restriccion
EcoRI, Hindlll y EcoRV, flanqueando el gen CP, de tal forma que estos sitios
puedan utilizarse para clonar los fragmentos de los genes que se desean silenciar.
El producto de PCR fue purificado y digerido con la enzima EcoRIl y ligado

subsecuentemente; esta construccion fue denominada ToMoVACP (Figura 13).

pBS
3000pb

3
— O
$

gar™
Mcs

Kpnl 657 Apal 663 Xhol 668 Sall 674 Clal 684 Hindlll 689

EcoRV 697 EcoRI701 Pstl 711 Smal 715 BamHi 719

BSpeI725 Xbal 731 Notl 738 Eagl 738 Sacll 750 Sacl 759

Figura 12. Disefio de VIGS con ToMoV.
A) Insercion de ToMoV en pBS con Apal. B) Delecion de sitios de restriccion del
sitio multiple de clonaciéon de pBS_ToMoV digiriendo con Xhol y BamHI.
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HindIl-EcoRI-EcoRV
R 7
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—

ToMoV ACP

Figura 13. Disefio de ToMoV como VIGS.
Eliminacién de 657 pb del gen CP de pBS_ToMoV por PCR

6.3 Evaluacion del funcionamiento de ToMoV como VIGS, mediante el

silenciamiento del gen de quelatasa (Chll).

Para analizar el ToMoVACP como VIGS en plantas de la familia Solanaceae, se
evalué la capacidad de este vector de suprimir la expresién del gen endbégeno
quelatasa (Chll). En la ruta de la sintesis de clorofila la insercién del magnesio en
la estructura de la porfirina como primer paso de la biosintesis de este pigmento,
es catalizada por la enzima magnesio quelatasa. El gen codifica para la enzima
qguelatasa (Chll), un componente del complejo de magnesio quelatasa, es
necesario para la produccién de clorofila, por lo que el silenciamiento del gen Chll
bloquea la produccion de ese pigmento, haciendo que el tejido se torne
inicialmente de un color amarillento y mas tarde el tejido se torna de color blanco
(Robertson, 2004).

ToMoVACP fue digerido con EcoRI y Hindlll, y el vector digerido fue usado para
clonar un fragmento del gen de Chll de 249pb que previamente se amplificd con
oligos especificos para este gen, el ADN molde se extrajo de una planta de S.
peruvianum. El producto de PCR fue digerido con las mismas enzimas que el

vector, con el objetivo de ligar este fragmento en ToMoVACP, el vector resultante

46



IPICYT
MC Mayra Janeth Esparza Araiza

que lleva el fragmento de quelatasa se le nombré ToMoV_Chll (Figura 14). Para
verificar la clonacion del fragmento de quelatasa en ToMoVACP, se realiz6 una
prueba de restriccion con las enzimas EcoRl, Hindlll, liberando asi el fragmento de
quelatasa de 249pb de ToMoV_Chill.

S. peruvianum Chll cADN

—’ ‘—
PCR a\
Apal Hind 1| EcoR| AP
. S——
lDigestién
ToMoVACP SE——
digerido con
EcoRI - HindlIll
— >
Ligacion

5172pb__ | s
2950pb__ ] ‘ . ..
2200pbh— > w——

—
249pb —— =

Figura 15. Prueba de restriccion del VIGS ToMoV_Chll.

Electroforesis en gel de agarosa 1.5%. MPM: Marcador de peso molecular, 1:
vector digerido con Apal, Carril 2: Vector digerido con EcoRI y Hindlll
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6.3.1 Silenciamiento del gen quelatasa Chll en Solanaceas mediante el VIGS
ToMoV_Chll.
El silenciamiento del gen quelatasa fue reportado previamente en S. lycopersicum
usando como VIGS al Virus chino de la hoja del rizado amarillo del tomate
(TYLCCNV, por sus siglas en inglés, Tomato yellow leaf curl China Virus) (Cai y
col., 2007). En el presente trabajo se usaron las siguientes especies de plantas: S.
peruvianum, S, habrochaites, S. lycopersicum cv. Ailsa Craig, S. lycopersicum cv.
Micro Tom, S. lycopersicum cv. Tiny Tim y N. benthamiana. Para analizar la
capacidad del ToMoV_Chll, éste se mezclé con el componente B de ToMoV que
se requiere para su movilizaciébn, y como control se inocul6 también el vector
vacio, ToOMoVACP, el cual también se mezcl6 con el componente B del virus. La
inoculacion se realizd en plantas de 3 semanas de germinacion mediante
biobalistica de manera independiente cada construccion. Las plantas que fueron
inoculadas con ToMoV_Chll comenzaron a mostrar un blanqueamiento en las
hojas a los 10 dias post-inoculacion, extendiéndose posteriormente a toda la
planta. En S. habrochaites LA2128 y N. benthamiana las hojas completas se
tornaron blancas. En el caso de S. peruvianum y S. lycopersicum cv. Ailsa Craig
aproximadamente la mitad de las hojas mostraron el fenotipo de silenciamiento del
gen Chll y en S. lycopersicum cv. Tiny Tim y S. lycopersicum cv. Micro Tom solo
mostraron pequefias areas blancas, debido al silenciamiento; cabe mencionar que
en particular para estos cultivares el fenotipo tardo aproximadamente 10 dias més
que en el resto de las demas Solanaceas (Figura 16). El fenotipo permanecié en
las plantas S. habrochaites y N. benthamiana por al menos tres meses, ya que
estas comenzaron a marchitarse y en el resto de las plantas el fenotipo
permanecio por al menos 6 meses. Las plantas inoculadas con ToMoVACP no
mostraron ningun sintoma evidente de silenciamiento, ademas se observo que en
S. peruvianum LA2172 y en S. habrochaites LA2128 los sintomas se minimizaron

en comparacion con el ToMoV sin modificar (Figura 17).
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Figura 16. Fenotipo del silenciamiento del gen quelatasa en diferentes especies de
Solanaceas, inducido por lainoculacion del VIGS ToMoV_Chill.

A) S. habrochaites inoculada con ToMoV_Chll. B) Acercamiento de una hoja de
S. habrochites de planta inoculada con ToMoV_Chll. C) S. habrochaites inoculada
con ToMoVACP. D) N. benthamiana inoculada con ToMoV_Chll. E) Hojas de N.
benthamiana inoculada con ToMoV_Chll. F) N. benthamiana inoculada con
ToMoVACP. G) S. lycopersicum cv. Micro Tom inoculada con ToMoV_Chll. H)
Hojas de S. lycopersicum cv. Micro Tom inoculada con ToMoV_Chil. 1) S.
lycopersicum cv. Micro Tom inoculada con ToMoVACP. J) S. lycopersicum cv.
Tiny Tim inoculada con ToMoV_Chll. K) Hojas de S. lycopersicum cv. Tiny Tim
inoculada con ToMoV_Chll. L) S. lycopersicum cv. Tiny Tim inoculada con
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ToMoVACP. M) S. peruvianum LA2172 inoculada con ToMoV_Chil. N) Hojas de
S. peruvianum LA2172 inoculada con ToMoV_Chil. N) S. peruvianum LA2172
inoculada con ToMoVACP. O) S. lycopersicum cv. Ailsa Craig inoculada con
ToMoV_Chll. P) Hojas de S. lycopersicum cv. Ailsa Craig inoculada con
ToMoV_Chll. Q) S. lycopersicum cv. Ailsa Craig inoculada con ToMoVACP.

S. peruvianum S. habrochaites

Figura 17. Plantas de S. peruvianum LA2128 y S. habrochaites inoculadas con
ToMoV y ToMoVACP.

El silenciamiento del gen quelatasa se realiz6 en un espacio aislado sin necesidad
de regular la temperatura y humedad, lo cual es un requerimiento cuando se usan
VIGS basados en virus de ARN. La temperatura en la que se llevo acabo el
silenciamiento oscilé entre 22 y 36°C, por lo que el vector VIGS basado en ToMoV
es insensible a altas temperaturas; sin embargo a bajas temperaturas este vector
VIGS no es funcional, ya que las plantas Solanaceas inoculadas con ToMoV_Chll
en invierno no mostraron fotoblanqueamiento, sugiriendo que el sistema de
silenciamiento no fue activado; no obstante, si se logré detectar el virus en las
hojas nuevas de las planta inoculadas, confirmando la capacidad de replicacién
sistemética de este VIGS basado en ToMoV. De las plantas que no mostraron
blanqueamiento, se extrajo ADN, el cual se usé como molde para detectar el virus
mediante PCR, la muetsra se tomo a partir de hojas treinta dias después de la
inoculacion con el vector ToMoV. Los oligos que se usaron fueron DgrskF y
ToMoVACP-R, el producto de PCR es un amplicén de 720pb, el cual se encontrd
en todas las plantas inoculadas con el VIGS ToMoV_Chlil (Figura 18). Estos
resultados demuestran que el VIGS ToMoV se replica eficientemente y de forma
sistematica.
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Figura 18. Plantas inoculadas con ToMoV_Chll en invierno.

A) S. lycopersicum cv. Ailsa Craig. B) S. lycopersicum cv. Micro Tom. C) S.
lycopersicum cv. Tiny Tim. D) S. habrochaites. E) N. benthamiana LA2128. F) S.
peruvianum LA2172. G) Amplicon de 720pb, producto de PCR del ADN del VIGS
ToMoV, a partir de las plantas Solanaceas inoculadas con el VIGS.

6.4 Andlisis funcional del gen SCElI mediante su silenciamiento con
ToMoV_SCEl en plantas de S. peruvianum LA2172.

6.4.1 Silenciamiento del gen SCElI,

Para el analisis de la funcion del gen SCEI, se amplifico un fragmento de 269pb,
partiendo de cADN de S. peruvianum post infeccion con Cmm. ElI amplicon se
cloné en ToMoVACP, generando el VIGS ToMoV_SCEI. Se inocularon plantas de
3 semanas de germinacion con este VIGS y su correspondiente componente B del
virus, ademas se inocularon otro grupo de plantas con el vector vacio,
ToMoVACP, el cual también se mezclé con el componente B del virus. La
inoculacion se realiz6 mediante biobalistica de manera independiente cada
construccion. Cuarenta dias post-inoculacion de los vectores de silenciamiento

basados en ToMoV, se tomaron muestras de ARN de las plantas inoculadas con
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el objetivo de evaluar la expresion del gen SCEI, verificando su silenciamiento,
mediante gRT-PCR, para lo cual se normalizé con el gen de actina. El nivel de
expresion del gen SCEI en las plantas de S. peruvianum inoculadas con
ToMoV_SCEl fue de 0.61, mientras que en las plantas inoculadas con ToMoVACP
fue de 1.0 indicando el silenciamiento del gen en estudio (Figura 19). La
morfologia que presentan las plantas inoculadas con el vector ToMoV_SCEI es
similar a la de las plantas inoculadas con ToMoVACP, lo que nos indica que el
silenciamiento del gen SCEI no tiene un efecto aparente en el fenotipo de plantas
sanas (Figura 20Ay B).

XXX
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- Expresion de SCE| en plantas silenciadas
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Figura 19. Nivel de expresion del gen SCEl en S. peruvianum después del
silenciamiento con el vector VIGS_ToMoV.

6.4.2 Fenotipo de las plantas de S. peruvianum LA2172 en las que se

silencié el gen SCEI, después del reto con Cmm.

El reto con Cmm de las plantas de S. peruvianum LA2172 en las que se silencio el
gen SCEI se realiz6 cuarenta dias post-inoculacion de ToMoV_SCEI. También se
retaron las plantas inoculadas con el vector TOMoVACP, ademas de retar como
control, plantas de tomate susceptibles a este patdgeno (S. lycopersicum cv. Ailsa
Criag). La inoculacion se realizé entre el tallo y el peciolo de la primera hoja. El
primer sintoma observado en las plantas de S. peruvianum inoculadas con
ToMoVACP fue el marchitamiento unilateral de la hoja en la que se inocul6 (Figura

20F), terminando en marchitamiento de la misma, el resto de la planta permanecio
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sana, sin mostrar dafios ocasionados por Cmm, esto 20 dias después del reto
(Figura 20D, G). Por el contario, en las plantas de S. peruvianum inoculadas con
ToMoV_SCEl y retadas, mostraron como primer sintoma marchitamiento unilateral
en la hoja que se inoculo6 (Figura 20H, I), seguido del marchitamiento de las hojas
superiores, terminando en muerte de la planta (Figura 20E). Con respecto al
cultivar susceptible S. lycopersicum cv. Ailsa Craig, también se observo
marchitamiento unilateral de las hojas y el marchitamiento se disperso en el resto
de las plantas (Figura 20C). El dafio se evalué midiendo el area de las hojas con
marchitamiento y el area de las hojas sanas. La cantidad del area con
marchitamiento a causa de Cmm, consistio de entre 12.57% y 25% en las plantas
inoculadas con ToMoVACP, mientras que en las plantas en las que se silenci6 el
gen SCEI el &rea con marchitamiento oscilo entre el 70.53% al 100% (Figura 21).
El porcentaje de necrosis fue de aproximadamente 5 veces menor en las plantas

inoculadas con el vector vacio que en las que se silencié el gen SCEI.
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Figura 20. Fenotipo de las plantas S. peruvianum y S. lycopersicum usadas en la
evaluacion del gen SCEI mediante su silenciamiento con el VIGS ToMoV.

A) Plantas de S. peruvianum inoculadas con ToMoV_SCEI (gen SCEI silenciado)
sin retar con Cmm. B) Plantas de S. peruvianum sin silenciamiento del gen SCEI y
sin reto con Cmm. C) Planta de S. lycopersicum sin inoculacion de vectores de
silenciamiento ToMoV y retada con Cmm. D) Plantas de S. peruvianum inoculadas
con el vector de silenciamiento vacio (ToMoVACP), retadas con Cmm. E) Plantas
de S. peruvianum inoculadas con ToMoV_SCEIl y retadas con Cmm. F) Hoja en la
cual se inyect6 Cmm, en una planta de S. peruvianum previamente inoculadas con
ToMoVACP. G) Hoja localizada arriba de la hoja del sitio de infeccibn con Cmm en
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una planta de S. peruvianum previamente inoculada con ToMoVACP. H) Hoja en
la cual se inyectd6 Cmm, en una planta de S. peruvianum previamente inoculada
con ToMo_SCELl |) Hoja localizada arriba de la hoja del sitio de infeccién con
Cmm en una planta de S. peruvianum previamente inoculada con ToMo_SCElI, en
la cual se observa marchitamiento unilateral.
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Figura 21. Porcentaje del dafio medido en pixeles, ocasionado por Cmm en plantas
de S. peruvianum inoculadas con ToMoVACP y ToMoV_SCEl.

La presencia de Cmm en las plantas de S. peruvianum retadas, se confirmé
mediante la amplificacion de un fragmento de 233pb del gen CelA, presente en el
plasmido pCM1 de Cmm, para lo cual se tom6 muestra del tallo de las plantas,
aproximadamente 3 cm por encima del sitio de infeccion, usada para extraccion de
ADN, confirmando la presencia de este patégeno (Figura 22). Adicionalmente se
confirmé la presencia de esta bacteria mediante microscopia electronica de
barrido (MEB), donde se observa el parénquima de las plantas S. peruvianum y S.
lycopersicum libre de bacterias (Figura 23A y B); sin embargo, en plantas de S.
peruvianum inoculadas con ToMoVACP y retadas con Cmm si se observaron
algunas bacterias (Figura 23C, E), en contraste con las plantas de S. peruvianum
inoculadas con ToMoV_SCEIl y retadas con Cmm se observa un incremento en la
cantidad de bacterias presentes en el tejido (Figura 23F); no obstante, la mayor
cantidad de bacterias encontradas fue en la planta de tomate susceptible, S.
lycopersicum (Figura 23D). Los resultados observados en las imagenes obtenidas
por MEB se correlacionan con la presencia de sintomas ocasionados por Cmm en

las plantas de S. peruvianum inoculadas con el VIGS de ToMoV_SCEl.
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233bp - o

Figura 22. Deteccion de Cmm en tejido de S. peruvianum mediante PCR.

Un amplicon de 233pb se obtuvo con oligos especificos para CelA. Las muestras
de ADN se tomaron a los 10 y 20 dias post-Infeccion con Cmm. MPM: Marcador
de peso molecular. 1) Producto de PCR de ADN de tejido de S. peruvianum
silenciado el gen SCEI. 10 dias post-infeccion.2) Producto de PCR de ADN de
tejido de S. peruvianum silenciado el gen SCEIl. 20 dias post-infeccion. 3)
Producto de PCR de ADN de tejido de S. peruvianum inoculado con ToMoV ACP
10 dias post-infeccién, 4) Producto de PCR de ADN de tejido de S. peruvianum
inoculado con ToMoVACP 20 dias post-inoculaciéon. +: ADN de Cmm -: control
negativo.

6.4.3 Carga bacteriana Cmm en plantas de S. peruvianum inoculadas con el

vector de silenciamiento ToMoV.

La carga bacteriana de Cmm se obtuvo mediante gRT-PCR con oligos especificos
de un gen constitutivo tomA del cromosoma de este patdgeno. Las muestras de
ADN se tomarédn a los 10 y 20 dias post-infeccion con el patdgeno. La carga
bacteriana a los 10 dias post-inoculacion en las plantas de S. peruvianum en las
que se silencié el gen SCEI fue de 3.77 x 10®UFC/g de tejido, mientras que la
poblacién bacteriana de Cmm, encontrada en las plantas inoculadas con el vector
vacio fue de 6.80 x 10'UFC/g de tejido. A los 20 dias post-inoculacién, la carga
bacteriana incrementé a 1.23 x 10°UFC/g en las plantas de S. peruvianum

inoculadas con ToMoV_SCEl, y en las plantas inoculadas con el vector vacio fue
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de 1.11 x 10° resultando significativamente méas alta la carga bacteriana
encontrada en las plantas en las que se silencié el gen SCEI (de 5 a 10 veces
mayor) que en las que solo se inocul6 el vector vacio. Con respecto a la especie
susceptible, S. lycopersicum, la carga bacteriana encontrada a los 10 dias post-
reto con Cmm fue la méas alta, la cual fue de 4.63 x 108 UFC/g de tejido, y a los 20
dias post-infeccién la carga bacteriana resulté ser de 3 x 10'°UFC/g de tejido,
valor que fue significativamente mas alto que en las plantas de S. peruvianum
(Tabla 1).

La carga bacteriana de Cmm tuvo correlacion con los sintomas ocasionado por la
infeccion y con el nivel de expresion del gen SCEI en las plantas de S. peruvianum

y S. lycopersicum.

Tabla 1. Carga bacteriana de Cmm estimada por gRT-PCR-SCEI

Plantas Dias post inoculacién UFClgt DS
S. peruvianumAcp 10 6.80x107+4.8 x108
S. peruvianumAcp 20 1.11x108+9.4x106
S. peruvianum-SCEI 10 3.77x108+4.7x108
S. peruvianum-SCEI 20 1.23x10%+2.0x107
S. lycopersicum 10 4.63x108+3.4x107
S. lycopersicum 20 3.00x1010+6.2x108
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Figura 23. Imagenes de microscopia electrénica de un corte longitudinal de tallo de
Solanum sp. sin inoculacion e inoculadas con ToMoVACP, ToMoV_SCEI y no
infectadas e infectadas con Cmm.

59




IPICYT
MC Mayra Janeth Esparza Araiza

A) S. peruvianum sin infecciébn con Cmm, ausencia de bacteria. B)S. lycopersicum
sin infeccion con Cmm, ausencia de bacteria. C) S. peruvianum sin inoculacion
con el vector de silenciamiento ToMoV, 10 dias post-reto con Cmm, presencia de
algunas bacterias. D) S. lycopersicum 10 dias post-infeccion con Cmm, presencia
de una gran cantidad de bacterias. E) S. peruvianum inoculada con ToMoVACP,
10 dias post-reto con Cmm, presencia de algunas bacterias. F) S. peruvianum
inoculada con ToMoV_SCElI, 10 dias post-reto con Cmm. se observa incremento
en la cantidad de bacterias con respecto a la inoculada con el ToOMoVACP.

6.5 Andlisis funcional del gen PDRI, mediante su silenciamiento con los
vectores TRVy ToMoV.

6.5.1 Silenciamiento del gen fitoeno desaturasa (PDS) con TRV en S.

peruvianum, S. habrochaites y S. lycopersicum cv. Ailsa Craig.

Se han reportado una gran cantidad de vectores de silenciamiento usados con el
fin de estudiar la funciébn de genes en plantas (Liu y col., 2002b). Uno de los
vectores ampliamente usado con este objetivo es el basado en el virus rayado del
tabaco (TRV, por sus siglas en inglés Tobaco rattle virus), el cual se reporta como
eficiente en tomate (Liu y col.,, 2002a; Cai y col.,, 2007). A la par que se
desarrollaba el vector VIGS basado en un begomovirus, se adquirieron vectores
VIGS basados en virus de ARN y se realiz6 una estancia con el Dr. Goodwin en la
Universidad de Guelph, Canada para probarlos, ya que solo requieren de

agroinflitracion y se elimina el uso de balistica.

EL TRV_ARN1 codifica para proteinas esenciales de replicacion y movimiento del
virus dentro de la planta. TRV_ARN2 codifica para la proteina de la cépside y
proteinas no estructurales. TRV_ARN1 puede replicarse y moverse
sistematicamente sin ARN2. El VIGS-TRV, se construy6 de tal forma que ambos
cADNs de los dos ARNs correspondientes a TRV, se insertaron entre los
promotores duplicados CaMV 35S y el terminador de Nopalina sintasa (NOS) en
un vector T-ADN. El TRV1 codifica para una ARN polimerasa dependiente de ARN
(RdRp), proteina de movimiento (MP), y proteina rica en cisteina. El TRV2 codifica
para la proteina de la capside y posterior a este presenta un sitio multiple de
clonacion, ademas se incluyé una secuencia de ribozima auto-escisiéon en el

extremo 3" en ambos componentes (Figura 24).
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Figura 24. Organizacion del genoma de TRV como VIGS.

A, B) EI cADN de TRV clonado entre un promotor doble de 35S y terminador nopalina sintasa (NOS)
en un vector T-ADN. RdRp, RNA polimerasa dependiente de ARN; 16K, 16KDa proteina rica en
cisteina; MP, proteina de movimiento; CP, proteina de la capside; LB y RB, borde izquierdo y
derecho del T-ADN resp.; MCS, Sitio multiple de clonacién (Liu y col., 2002a).

Con el fin de evaluar la funcion de genes de interés, en colaboracion con el Dr.
Paul Goodwin, en la Universidad de Guelph, Ontario , CA, se evalu6 el sistema de
silenciamiento con TRV en plantas silvestres relacionadas al tomate, para lo cual
se infiltraron las plantas con A. tumefaciens, mediante vacio por 10 minutos a
10Kp, evaluando tres concentraciones, 2x10’células/mL, 2x10°células/mL y 2x10**
células/mL, después de la infiltracién las plantas se colocaron a 21°C, logrando el
silenciamiento de PDS, en S. peruvianum, en el cual se observé un fenotipo de
silenciamiento de PDS, caracterizado por el blanqueamiento de las hojas, ya que
en ausencia de carotenos la clorofila se inactiva, siendo la mejor concentracion
2x10°%células/mL, sin obtener fenotipo de silenciamiento en la menor
concentracion. Sin embargo, no se logré observar el silenciamiento del gen PDS
en S. habrochaites (Figura 25). Con el objetivo de obtener silenciamiento en S.
habrochaites se infiltraron nuevamente plantulas de tres semanas post-
germinacion de esta especie, las cuales después de la infiltracién se colocaron a
14°C toda la noche y posteriormente se mantuvieron a 21°C, logrando el
silenciamiento del gen PDS dOnicamente en la una concentracion de
2x10°células/mL en esta especie (Figura 26). Esto nos permiti6 realizar el estudio
de la funcion de los genes de interés con posible funcion en la defensa contra

Cmm.
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S. peruvianum

2x107 cell/mL 2 x10° cell/mL 2 x 10 cell/mL

S. habrochaites

Figura 25. Anédlisis funcional del gen PDS con el vector TRV en S. peruvianum y S.
habrochaites a 21°C con diferentes concentraciones de Agrobacterium.

. “'

2 x10 7cel/mL 2 x 10°el/mL 2 x 10*cel/mL

Figura 26. Analisis funcional del gen PDS con el vector TRV en S. habrochaites a
14°C posterior a la infiltracion.
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6.5.2 Andlisis de la funcién del gen PDRI en la defensa ante patégenos,
mediante su silenciamiento con TRV.

Una vez comprobado el funcionamiento del TRV como vector de silenciamiento
usando el gen PDS en las plantas de Solanum sp, se evalu6 la funcion del gen
PDRI que pudiera tener en papel en la defensa contra patégenos. En las plantas
de S. peruvianum y S. habrochaites se evalu6 el papel en la resistencia a Cmm.
En las plantas de S. peruvianum silenciadas con TRV_PDRI, 25 dias después del
reto con Cmm se observa debilitamiento del tallo y marchitamiento en algunas
regiones de las hojas (Figura 27). Al analizar el dafio basado en el marchitamiento
de las hojas, mediante pixeles, se obtuvo una mayor area comparada con la
obtenida con las plantas en las que se inoculé el TRV_GFP. Lo que nos muestra

la posible funcion en defensa del gen PDRI (Figura 28).

S.peruvianum + TRV_PDRI + Cmm
k|

S.peruvianum + TRV_GFP + Cmm

Figura 27. Fenotipo de plantas de S. peruvianum inoculadas con TRV_PDRI y
TRV_GFP, retadas con Cmm.
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Figura 28. Area de dafio en pixeles en S. peruvianum y S. habrochaites inoculadas
con ToMoV_PDRI y retadas con Cmm.

El analisis del gen PDR, también se evalu6 mediante el silenciamiento en plantas
de S. lycopersicum cv. Tiny Tim retadas diferentes patégenos, como la bacteria
Pseudomonas syringae pv. tomato, se inocularon plantas con el vector
TRV_PDRI, tres semanas después de la inoculacién se retd con el patdgeno,
mediante aspersion por bomba con una presién de 25Kp. Siete dias después del
reto se observaron manchas necréticas en las hojas de las plantas de tomate, sin
embargo, se presentaron en cantidad muy semejante a las presentes en las
plantas inoculadas con TRV_GFP (Figuras 29A y D). Adicionalmente se evalud la
funcién de este gen ante el hongo Alternaria solani, la cual también se inoculo
mediante aspersion por bomba a una presion de 25Kpa (Figs. 29 B y E). Por
altimo se evalud la funcién de este gen ante el hongo Botrytis cinera (Figs. 29 C y
F), este se inoculé6 mediante contacto, al colocar directamente la suspension del
hongo sobre la hoja, después del reto las plantas se mantuvieron cubiertas y se
tomaron datos cada tercer dia. No se logré ver diferencia estadistica en los
sintomas ocasionados por A. solani y B. cinerea en las plantas inoculadas con
TRV_PDRI respecto a las silenciadas con TRV_GFP (Figuras 29 B, C

comparadas con Ey F).
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.,‘,J' F
Figura 29. Sintomas generados por diferentes patégenos en plantas de S.
lycopersicum cv. Tiny Tim inoculadas con TRV_PDRIy TRV_GFP.

A) Planta inoculada con TRV_PDRI y retada con P. syringae pv. tomato. B) Planta
inoculada con TRV_PDRI y retada con A. solani. C) Planta inoculada con
TRV_PDRI y retada con B. cinerea. D) Planta inoculada con TRV_GFP y retada
con P. syringae pv. tomato. E) Planta inoculada con TRV_GFP y retada con A.
solani. F) Planta inoculada con TRV_GFP y retada con B. cinerea.

6.6 Andlisis de la funcion del gen PDRI en la defensa ante patdgenos,

mediante su silenciamiento con ToMoV.

En la seccion 6.3.1 (Fig. 16) se mostr0 que el vector ToMoV_Chll silencié
adecuadamente el gen de la quelatasa en varias solanaceas, y repetimos el
experimento en S. habrochaites hasta 60 dpi, y se observé en casi toda la planta
el fenotipo del silenciamiento de este gen (Figura 30), por lo que se decidié usar
este vector para el andlisis del funcionamiento del gen PDRI, ya que al analizar
este gen con TRV, no se obtuvieron resultado que nos pudieran dar evidencia de

la funcién en la defensa que pudiera tener este gen.
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15 dias post-inoculacién 40 dias post-inoculacion 60 dias post-inoculacion
Figura 30. Silenciamiento de quelatasa con ToMoV en S. habrochaites.

6.6.1 Silenciamiento del gen PDRI.

Para el analisis de la funcién del gen PDRI, se amplifico un fragmento de 192pb,
partiendo de ADNc de S. habrochaites post infeccion con Cmm. El amplicén se
clon6 en ToMoVACP, generando el VIGS ToMoV_PDRI. Se inocularon plantas de
3 semanas de germinacion con este VIGS y su correspondiente componente B del
virus, ademas se inocularon otro grupo de plantas con el vector vacio,
ToMoVACP, el cual también se mezcl6 con el componente B. La inoculacion se
realizd6 mediante biobalistica de manera independiente cada construccion.
Cuarenta dias post-inoculacion de los vectores de silenciamiento basados en
ToMoV, se tomaron muestras de ARN de las plantas inoculadas con el objetivo de
evaluar la expresion del gen PDRI, verificando su silenciamiento, mediante g-RT-
PCR, para lo cual se normalizé con el gen de actina. El nivel de expresion del gen
PDRI en las plantas de S. habrochaites inoculadas con ToMoV_PDRI fue de 0.16,
mientras que en las plantas inoculadas con ToMoVACP fue de 1.0 indicando el
silenciamiento del gen en estudio (Figura 31). La morfologia que presentan las
plantas inoculadas con el vector ToMoV_PDRI es similar a la de las plantas
inoculadas con ToMoVACP, lo que nos indica que el silenciamiento del gen PDRI

no tiene un efecto aparente en el fenotipo de plantas sanas (Figuras 32 Ay B)
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Figura 31. Nivel de expresion del gen PDRI en S. habrochaites después de su
silenciamiento con el vector VIGS_ToMoV.

6.6.2 Fenotipo de las plantas de S. habrochaites LA2128 en las que se
silencié el gen PDRI, después del reto con Cmm.

El reto con Cmm de las plantas de S. habrochaites LA2128 en las que se silencié
el gen PDRI se realiz6 de igual forma en la que se realizo el analisis del gen SCEI.
El reto de las plantas se realizd cuarenta dias post-inoculacion con ToMoV,
también se retaron las plantas inoculadas con el vector TOMoVACP, y plantas de
tomate susceptibles a este patdgeno (S. lycopersicum cv. Ailsa Craig). La
inoculacién se realizé entre el tallo y el peciolo de la primera hoja. El primer
sintoma observado en las plantas de S. habrochaites inoculadas con ToMoVACP
y retadas con Cmm fue el marchitamiento de la regién del tallo en donde se
infectd, lo que podria ser una respuesta hipersensible, cabe mencionar que esta
lesion no se extendié mas all4 de la region de infeccidn, permaneciendo sana el
resto de la planta (Figura 32 C). Por lo contario en las plantas de S. peruvianum
inoculadas con ToMoV_PDRI y retadas, se observé chancro en el tallo, el cual se
fue extendiendo en el tallo y se observd marchitamiento de las hojas mas
cercanas al sitio de infeccion (Figura 32 E, F, | y J). Con respecto al cultivar
susceptible S. lycopersicum cv. Ailsa Craig, también se observo chancro en el tallo
y marchitamiento en las hojas (Figura 32 D, H). El dafio se evalué midiendo el

area de las hojas con marchitamiento y el area de las hojas sanas. La cantidad del
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area con marchitamiento a causa de Cmm, consistié del 15.33% en las plantas
inoculadas con ToMoVACP, mientras que en las plantas en las que se silenci6 el
gen PDRI el area con marchitamiento resulté ser del 25.56% (Figura 33). El
porcentaje de necrosis no fue estadisticamente significativo entre las plantas
retadas con el ToMoV_ACP y ToMoV_PDRI.

Figura 32. Fenotipo de las plantas S. habrochaites y S. lycopersicum usadas en la
evaluacion del gen PDRI mediante su silenciamiento con VIGS ToMoV.

A) Planta de S. habrochaites sin inocular el vector de silenciamiento ToMoV. B)
Planta de S. habrochaites inoculadas con ToMoV_PDRI sin retar con Cmm. C)
Planta de S. habrochaites inoculada con ToMoV_ACP y retada con Cmm. D)
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Planta de S. lycopersicum sin inoculacion de vectores de silenciamiento ToMoV y
retada con Cmm. E, F) Plantas de S. habrochaites inoculadas con el vector
ToMoV_PDRI y retadas con Cmm. G, K) Sitio de infeccién con Cmm, en el tallo de
S. habrochaites previamente inoculado con ToMoVACP. H) Sitio de infeccidn con
Cmm, en el tallo de S. lycopersicum. |,J) Sitio de infeccion con Cmm, en el tallo de
S. habrochaites inoculadas con el vector ToMoV_PDRI. L Planta de S.
lycopersicum sin inoculacién con ToMoV ni reto con Cmm.
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Figura 33. Porcentaje del dafio medido enpixeles, ocasionado por Cmm en plantas
de S. habrochaites inoculadas con ToMoVACP y ToMoV_PDRI.

A a pesar que el nivel de mensajero las plantas silenciadas con ToMoV_PDR | se
redujo mas que en ToMoV_SCEl, el grado de susceptibilidad a Cmm al silenciar
PDRI fue menor que cuando se silencié el gen SCEI, lo que sugiere una menor

importancia en el papel de defensa para el gen PDRI.

Se confirmd la presencia de Cmm mediante microscopia electronica de barrido
(MEB), donde se observa el parénquima de las plantas S. habrochaites y S.
lycopersicum libre de bacterias (Figura 34A, B); sin embargo, en plantas de S.
habrochaites inoculadas conToMoVACP y retadas con Cmm, si se observaron
algunas bacterias (Figura 34C, E), en las plantas inoculadas con ToMoV_PDRI y
retadas con Cmm, se observd un incremento en la cantidad de bacterias
presentes en el tejido (Figura 34F); no obstante, la mayor cantidad de bacterias

encontradas fue en la planta de tomate susceptible, S. lycopersicum (Figura 34 D).
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Los resultados observados en las imagenes obtenidas por MEB se correlacionan

con la presencia de chancro, ocasionado por Cmm, en los tallos de las plantas en

las que se silencio el gen PDRI.

Figura 34. Imdgenes de microscopia electrénica de un corte longitudinal de tallo de
Solanum sp. sin inoculaciones e inoculadas con ToMoVACP, ToMoV_PDRI,

infectadas y no infectadas con Cmm.
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A) S. habrochaites sin infeccion con Cmm, muestra ausencia de bacteria. B) S.
lycopersicum sin infeccibn con Cmm, muestra ausencia de bacteria. C) S.
habrochaites sin inoculacion con el vector de silenciamiento ToMoV, 10 dias post-
reto con Cmm, presencia de algunas bacterias. D) S. lycopersicum 10 dias post-
infeccibn con Cmm, presencia de una gran cantidad de bacterias. E) S.
habrochaites inoculada con ToMoVACP, 10 dias post-reto con Cmm, presencia de
algunas bacterias. F) S. habrochaites inoculada con ToMoV_PDRI, 10 dias post-
reto con Cmm. se observa incremento en la cantidad de bacterias con respecto a
la inoculada con el ToMoVACP.

6.6.3 Carga bacteriana Cmm en plantas de S. habrochaites inoculadas con

el vector de silenciamiento ToMoV_PDRI.

Para determinar la carga bacteriana de Cmm en las plantas inoculadas con el
vector de silenciamiento ToMoV_PDRI, se usé qRT-PCR con oligos especificos de
un gen constitutivo TomA del cromosoma de este patdgeno. Las muestras de ADN
se tomaron a los 10 y 20 dias post-infeccion con el patégeno. Diez dias post-
infeccion, la carga bacteriana en las plantas de S. habrochaites en las que se
silencié el gen PDRI resultd ser de 2.69 x 10°UFC/g de tejido, mientras que la
poblacién bacteriana de Cmm, encontrada en las plantas inoculadas con el vector
vacio fue de 1.80 x 10°UFC/g de tejido. A los 20 dias post-inoculacién, la carga
bacteriana incrementd a 3.23 x 10°UFC/g en las plantas de S. habrochaites
inoculadas con ToMoV_PDRI. En las plantas inoculadas con el vector vacio, el
aumento no fue relevante, ya que se obtuvo una carga bacteriana de 3.34 x
10’UFC/g. Observando un incremento significativo entre la carga bacteriana
encontrada en las plantas en las que se silencié el gen PDRI con respecto a las
que solo se inoculd el vector vacio. Sin embargo, sigue siendo mas alta la
cantidad de bacteria encontrada en la especie susceptible, S. lycopersicum, la
carga bacteriana encontrada a los 10 dias post-reto con Cmm fue la mas alta,
siendo esta de 3.14 x 10® UFC/g de tejido, y a los 20 dias post-infeccion la carga
bacteriana resulté ser de 4.09 x 10°UFC/g de tejido, el cual es semejante a la

plantas de S. habrochaites silenciadas (Tabla 2).
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Tabla 2. Carga bacteriana de Cmm estimada por gRT-PCR-PDRI

Plantas Dias post inoculacién UFClgt DS
S. habrochaites Acp 10 1.80x107+1.4 x103
S. habrochaites Acp 20 3.34x107+2.8x10*
S. habrochaites-PDRI 10 2.69x108+1.7x103
S. habrochaites-PDRI 20 3.23x10941.7x10*
S. lycopersicum 10 3.14x108+2.9x10%
S. lycopersicum 20 4.09x10%+6.2x108

7 Discusién

7.1 Especies silvestres como fuentes potenciales de resistencia a Cmm

relacionadas con tomate.

Se han reportado especies silvestres relacionadas al tomate, las cuales muestran
cierto grado de resistencia ante Cmm. Algunas de las especies reportadas son S.
peruvianum LA2172 y S. habrochaites LA2128, las cuales representan una fuente
de genes que podrian ofrecer resistencia al cultivo del tomate comercial, el cual
actualmente es susceptible a Cmm, siendo esta bacteria uno de los patégenos
mas agresivos en este cultivo, y actualmente no hay un método eficiente de
eliminacién de Cmm (van Heusden y col., 1999). Las especies seleccionadas para
analizar los genes con posible funcion de resistencia ante Cmm, fueron S.
peruvianum y S. habrochaites. Hasta la fecha no se ha logrado obtener un cultivar
de tomate resistente a Cmm, mas se han identificado genes de resistencia en
especies silvestres los cuales podrian dar la pauta para generar plantas

transgénicas de tomate, S. lycopersicum, resistentes a Cmm.
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7.2 VIGS como herramienta para el analisis de la funcion de genes.

El uso de VIGS representa una herramienta para el analisis de la funcion genética,
aplicada en el estudio de rutas metabolicas, desarrollo, defensa o genes
involucrados en el metabolismo primario y secundario (Martinez-de Alba y col.,
2013). La aplicacion de esta herramienta ha hecho que el analisis de la funcién de
un gen sea mas facil y rapido, comparado con la transformacion que se hace
mediante Agrobacterium, ya que no se tienen que esperar a lograr obtener la
generacion de plantas adultas, pero principalmente porque no se requiere de una
transformacién estable. Otra de las ventajas, es que con solo la informacion de la
secuencia parcial es suficiente para silenciar un gen. Esta ventaja es de gran
interés en nuestro trabajo, ya que se esta asegurando el silenciamiento del gen sin
importar el nimero de copias presente en especies silvestres, de las cuales aun
no se ha reportado el genoma, como es el caso de S. peruvianum y S.
habrochaites, puesto que el uso de VIGS nos permite silenciar genes con mdltiples
copias o varios miembros de una familia de genes. Otra ventaja es que VIGS se
puede utilizar para evaluar la funcién de los genes cuya mutacién es letal (Senthil-
Kumar y Mysore, 2011). En el presente trabajo se desarroll6 un vector de
silenciamiento viral con base en el begomovirus ToMoV, el cual es funcional en
plantas silvestres y ademas funciona a temperaturas mayores a 22°C, sin tener
que mantenerlas a una temperatura estable, como ocurre con otros vectores
usados para VIGS basados en virus de ARN, para gue estos sean capaces de ser

usados en el analisis de la funcion de genes (Szittya y col., 2003).

7.3 Nivel de supresion del gen Chll en diferentes Solanaceas inducido por
VIGS ToMoV_Chll.

El analisis de genes mediante el uso de VIGS ha sido ampliamente usado en una
gran diversidad de especies de plantas (Robertson, 2004); sin embrago, solo se
ha reportado el uso de un vector VIGS basado en un virus de ARN (TRV) en
especies silvestres relacionadas con tomate como S. peruvianum (Senthil-Kumar y
col.,, 2007). En este trabajo un nuevo VIGS se desarrollé con base en el virus

ToMoV, el cual se seleccioné debido a que la infeccidon fue sistematica y los
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sintomas que se observaron en S. peruvianum y S. habrochaites fueron minimos,
lo cual permite analizar los efectos en el fenotipo de una posterior infeccién con
otro patégeno, estas son caracteristicas que se buscan en un virus que se desea
usar como VIGS (Turnage y col., 2002). El disefio del VIGS con base en ToMoV,
consistid en la eliminacion de la mayor parte de CP, en donde ademas se
generaron sitios de restriccibn con el objetivo de clonar el gen que se desea
analizar su funcién. La infeccion con este vector, TOMoVACP, se caracterizé por
reducir o incluso no producir sintomas en las diferentes plantas de la familia
Solanaceae Se ha reportado que con la ausencia de el gen que codifica a CP en
algunos virus, como CaLCuV y TGMV, ya no son infectivos (Robertson, 2004), lo
que podria estar reduciendo la sintomatologia causada por ToMoVACP, ya que la
modificacion de la cépside afecta la produccion de sintomas (Dawson y col.,
1988). Adicionalmente, una de las ventajas que se tiene con la eliminacion de la
mayor parte del gen que codifica para CP, en un VIGS, es que éste virus ya no
puede ser transmisible por su vector, en este caso la mosquita blanca (Robertson
2004), lo que confirma algunas de las funciones de la capside, como la

diseminacion a través de su vector bioldgico (Callaway y col., 2001).

7.4 Bajas temperaturas inhiben el silenciamiento inducido por VIGS ToMoV.

El mecanismo de silenciamiento mediante siARN juega un papel importante en la
defensa contra virus en plantas (Voinnet, 2001); sin embargo, este mecanismo se
puede ver afectado por factores ambientales, ya que las interacciones planta-virus
son fuertemente modificadas por estos factores, especialmente la temperatura
(Hull, 2002). Por otro lado, también se ha reportado que el mecanismo de defensa
a través del silenciamiento mediante ARN en plantas es temperatura dependiente.
Donde a bajas temperaturas el silenciamiento es inhibido y la susceptibilidad al
virus es incrementada, y en contraste el silenciamiento es activado al incrementar
la temperatura, lo que explica el resultado que se obtuvo con las plantas
inoculadas con ToMoV_Chll en invierno, sin embargo, se logré detectar la

replicacion del virus en hojas nuevas de las plantas, a pesar de que también se
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reporta disminucion draméatica del nivel de virus a bajas temperaturas (Szittya y
col., 2003).

7.5 Efecto del silenciamiento del gen SCEI en S. peruvianum mediante el

vector ToMoV.

El gen SCEI se seleccion6 para su analisis funcional mediante VIGS, debido a que
se ha reportado que la sumoilacion juega un papel importante en la defensa y a
gue tuvo una sobre expresion ocho horas después de la infeccion con Cmm en S.
peruvianum comparando con un nivel basal, sin mostrar cambio en la especie
susceptible (S. lycopersicum), lo que sugiere un papel de respuesta de defensa
temprana (Lara-Avila y col., 2012). Los genotipos de S. lycopersicum son
susceptibles a Cmm, contrariamente S. peruvianum, el cual muestra un nivel de
resistencia alto a esta bacteria patégena (van Ooijen y col., 1994), por lo que es
relevate el estudio de los genes que muestran una expresion diferencial ante la
infeccion de un patdgeno, entre especies susceptibles y resistentes, como lo son
S. lycopersicum y S. peruvianum, respectivamente, ya que la especie resistente,
representa una fuente de genes que podrian dar resistencia al tomate comercial,
evitando las pérdidas ocasionadas por este patégeno. En las plantas de S.
peruvianum inoculadas con el vector de silenciamiento vacio, ToMoVACP vy
retadas con Cmm, se observd Unicamente muerte celular localizada, lo que se
conoce como respuesta hipersensible, que se caracteriza por la muerte localizada
en el sitio de infeccidn, evitando la dispersion del patdgeno (Zipfel, 2008; Boller y
Yang He, 2009). Contrariamente plantas de la especie susceptible retadas con
Cmmy las plantas de S. peruvianum inoculadas con ToMoV_SCEIl y retadas con
Cmm mostraron marchitamiento en la mayoria de sus hojas, incluso en algunos
casos, el marchitamiento se mostro en la totalidad de la planta, representando un
area del 70 al 100% de tejido dafiado por la infeccion del patégeno. Esto nos
puede sugerir que SCEI tiene un papel importante en la defensa contra patogenos.
Adicionalmente, se observo correlacion entre la carga bacteriana y los sintomas,
ya que en las plantas inoculadas con el vector TOMoVACP, la carga bacteriana fue
mucho menor que la que se obtuvo en las plantas en las que se silencié el gen
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SCEI y sobre todo en S. lycopersicum, siendo esta ultima la que presenté mayor
carga bacteriana, obteniendo valores semejantes a los reportados para otros
cultivares de S. lycopersicum, como cv. Moneymaker y S. lycopersicum cv. Jet
Star. (Carlton y col., 1998; Sen y col., 2013).

La inmunidad innata de las plantas comienza con el reconocimiento del patégeno
a través de PAMP’s, lo que dispara la PTI (Schwessinger y Zipfel, 2008) o bien a
través del reconocimiento de efectores secretados por el patégeno al interior de
las células vegetales, disparando ETI. Esta ultima se relaciona con la repuesta
hipersensible (HR) en el sitio de infeccion (Tsuda y Katagiri, 2010; Meng y Zhang,
2013). Los dos tipos de reconocimiento, PTIl y ETI, inician vias de sefializacion
comunes que difieren en longitud y amplitud, tales como la liberacién de especies
reactivas de oxigeno, mediante un estallido oxidativo, activacion de factores de
transcripcion y MAPK cinasas, y la produccién de hormonas vegetales (Chisholm y
col.,, 2006). La necrosis localizada en el sitio de infeccion con Cmm en S.
peruvianum sugiere que la HR y la ETI pueden estar involucradas como respuesta
de defensa ante Cmm. Ademas en este estudio, las plantas de S. peruvianum en
las que se silenci6 el gen SCEI, no mostraron muerte celular localizada en el sitio
de infeccion con Cmm, observando un incremento de la carga bacteriana en
comparacién con las plantas no silenciadas, lo que sugiere que ETI podria estar

comprometida por la disminucion de la expresion del gen SCEI.

La sumoilacién es un proceso clave en las plantas, ya que es una de las vias por
las cuales se lleva acabo la modificacion de diversas proteinas, estas pueden
estar implicadas en el transporte nuclear-citosoélico, regulacion transcripcional,
apoptosis, estabilidad de proteinas, respuesta a estrés, entre otras (Yang y
Sharrocks, 2006; Enserink, 2015). La importancia de sumoilacién en ETI, se puede
deducir a partir de estudios de efectores de determinados patégenos. Hotson y
col., (2003) reportan que el efector XopD de Xanthomonas campestris pathovar
cesicatoria (Xcv) funciona como una cistein-protesa con especificidad a sustratos-
SUMO de plantas. Por otro lado, Roden y col. (2004), reportaron que el efector

AvrXv4 de Xcv posee actividad SUMO isopeptidasa, sugiriendo que el sistema de
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SUMO conjugacién puede ser un objetivo clave para efectores de patdgenos de
plantas, por lo que algunos efectores de patdégenos actian hidrolizando proteinas
SUMO conjugadas, alterando los eventos de sefializacién de defensa de la planta,

permitiendo la infeccidn por parte del patdgeno (Hotson y col., 2003).

Varios estudios han sugerido que SUMO tienen un papel importante en las
respuestas de defensa contra patégenos (Lois y col., 2003; Saracco y col., 2007;
van den Burg y col., 2010). SCEI se ha reportado como uno de los genes de
defensa temprana, ya que se ha visto el incremento de su expresion en varios
trabajos (Pitzschke y col., 2009; van den Burg y Takken, 2010; Lara-Avila y col.,
2012). El aumento de la expresion del gen SCEI puede ser necesario en la
inmunidad innata, ya que la sefalizacion de MAP-cinasa y la sumoilacion parecen
converger para regular el mismo blanco, el cual participa en la sefalizacion que
controla la expresion de genes relacionados con defensa en la planta (Yang y
Sharrocks, 2006; Miller y col., 2010). Las vias de sefalizacion de defensa implican
una serie de factores de transcripcién tipo WRKY, muchos de los cuales han sido
identificados como blancos de sumoilacion después de su fosforilacion por MAPK-
cinasas, tales como WRKY3, WRKY4, WRKY6, WRKY33, WRKY72, entre otros.
Estos factores de transcripcion actian en Arabidopsis como activadores o
represores de la expresion de genes de defensa. Lo que nos sugiere que la
conjugacion de SUMO en estos factores de transcripcién es relevante para la
activacion de la defensa en las plantas (Bethke y col., 2009; Popesco y col., 2009;
Bhattarai y col., 2010; Miller y col., 2010; van den Burg y Takken, 2010). El
silenciamiento del gen SCEI en S. peruvianum mediante el VIGS ToMoV, pudo
haber alterado la sumoilacién en factores de transcripcion WRKY y otros blancos
gue participan en la sefializacion de defensa, permitiendo asi la presencia de
sintomas ocasionados por la infeccion con Cmm, lo cual no ocurre en las plantas

inoculadas con el vector vacio, ToMoVACP.

Una de las primeras repuestas a infecciones bacterianas es la explosion oxidativa,
mediante la liberacion de especies reactivas de oxigeno (ROS), siendo ademas, el

proceso de sumoilacion regulado por ROS (Zipfel y Robatzek, 2010; Park y col.,
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2011). Por otro lado, la sobreexpresién de un gen SUMO en Arabidopsis resulta
en la activacion la sefalizacion mediante &cido salicilico (SA) después de la
infeccion con Pseudomonas syringae pv tomato DC3000, resultando en el
incremento de la resistencia a este patégeno (Panstruga y col., 2009; van den
Burg y col., 2010; Xiong y Wang, 2013). Por lo que el silenciamiento del gen SCEI
en S. peruvianum podria haber interrumpido el mecanismo de sumoilacién, lo que
podria afectar el nivel de SA en respuesta a ROS, resultando en una disminucién

en la respuesta de defensa ante la infeccion de Cmm.

La susceptibilidad de S. lycopersicum a Cmm, no se debe a la ausencia del gen
SCEl, sino probablemente a diferencia en las secuencias de regiones reguladoras
que estan presentes en especies resistentes. Algunas de las secuencias parciales
de S. peruvianum tienen el 100% de identidad de nucle6tidos con una secuencia
de S. lycopersicum (Solyc029g093110) vy una identidad menor con otros genes
SCEI de S. lycopersicum. A pesar de la elevada identidad en regiones codificantes
que presentan los genes de SCEI, Lara-Avila muestra que son regulados de
manera diferente después de la inoculacién con Cmm, observando un incremento
en el nivel de expresion de este gen en tiempos tempranos después de la
infeccibn en S. peruvianum, en contraste con la expresion observada en S.
lycopersicum, donde no se observd ningin cambio en la expresién de este gen
después de la infeccion. De tal forma que la regulacion del gen SCEI, podria ser

clave en la resistencia ante la infeccion con Cmm en plantas de tomate.

7.6 Andlisis del sistema de silenciamiento con TRV en S. peruvianum y S.
habrochaites.

El silenciamiento inducido por virus en plantas de tomate se ha logrado
exitosamente en diferentes tejidos, como en hojas, raiz y fruto (Cai y col., 2007). El
vector que mas se ha reportado como VIGS en solanaceas es TRV (Liu, Schif y
Kumar 2002; Liu y col., 2002a). Este vector se ha reportado como funcional en S.
peruvianum (Cai y col., 2007), sin embargo, no se ha reportado el silenciamiento

de S. habrochaites. Por lo que en este trabajo se evaluaron diferentes
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concentraciones de Agrobacterium y diferentes temperaturas, logrando observar el
silenciamiento del gen PDS en S. peruvianum bajo una temperatura de 21°C, pero
no se logro el silenciamiento de este gen bajo las mismas condiciones en S.
habrochaites; esto puede deberse a que dependiendo de la especie, existe una
relacion dependiente del tipo de silenciamiento que se este activando, pues se han
demostrado dos tipos de silenciamiento ASGS (silenciamiento genético mediante
antisentido), donde uno es inhibido a bajas temperaturas y otro es activado,
también a bajas temperaturas, donde la primera comparte componentes con VIGS
y PTGS, los cuales son sensibles a temperatura, mientras que el segundo, puede
compartir elementos de la via miRNA, lo cuales no son afectados por la
temperatura (S6s-Hegedlts y col., 2005). Lo que puede explicar por qué después
de someter a 14°C por toda la noche, plantas de S. habrochaites mostraron
silenciamiento inducido por TRV, pues puedo haberse activado el mecanismo de

silenciamiento ante estas condiciones.

Los resultados obtenidos en las plantas de tomate inoculadas con TRV_PDRI y
retadas con P. syrinage pv. tomato no mostraron alguna evidencia clara de que el
gen en estudio esté involucrado con la defensa ante estos patdégenos, sin
embargo, esto pudo deberse al nivel de silenciamiento inducido por este vector
(Robertson, 2004). De tal forma que se decidi6 usar ToMoV como vector de
silenciamiento para el estudio del funcionamiento del gen PDRI en S.

habrochaites.

7.7 Efecto del silenciamiento del gen PDRI en S. habrochaites mediante el

vector ToMoV.

En las plantas de S. habrochaites inoculadas con el vector de silenciamiento
vacio, ToMoVACP y retadas con Cmm, se observd muerte celular localizada en el
sitio donde se llevd acabo la infeccion con Cmm. Lo que se conoce como
respuesta hipersensible, esta misma respuesta se observo en las plantas de S.
peruvianum en las que se silencio el gen SCEI (Zipfel, 2008; Boller y Yang He,

2009). Sin embargo, en las plantas en las que se silencié el gen PDRI y las
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plantas susceptibles, retadas con Cmm mostraron chancro en el tallo, el cual se
extendié mas all4 del sitio de infeccion, seguido ademés del marchitamiento en las
hojas cercanas al sitio de infeccion. Este es uno de los sintomas ocasionados por
Cmm (Eichenlaub y Gartemann, 2011). Sin embargo, no se obtuvo diferencia
significativa entre el dafio presente en las plantas silenciadas y las usadas como
control, las cuales se inocularon con el vector vacio, esto nos podria sugerir que
se requieren otros factores junto con el gen PDRI, para poder tener una respuesta

de defensa eficiente ante patdgenos.

El incremento en la carga bacteriana y el incremento en el area de dafio, aunque
esta Ultima no es significativa estadisticamente, sugiere que el gen PDRI podria
estar interviniendo en la defensa, pues se ha mostrado que después de la
infeccion con patdégenos como Pseudomonas syringar pv. se observa un
incremento en la expresion de este gen (van den Bridle y Smart, 2002; Stukkens y
col., 2005). Por otro lado, se ha demostrado que este gen esta relacionado con la
induccion del acido jasmonico, por lo que al silenciar este gen se estaria afectando
la produccion eficiente de esta hormona y con ello se estaria afectando los
mecanismos de regulacion que desencadena la respuesta de defensa efectiva
(Bari y Jones, 2009).

En plantas transgénicas de Nicotiana plumbaginifolia, se observé que al
interrumpir la expresion del gen PDR1, mediante su silenciamiento, la
susceptibilidad a B. cinerea, fue mayor, lo que demostré que este gen pudiera
estar relacionado con la resistencia a este patégeno, sin embargo, en este trabajo,
los resultados que se obtuvieron en las plantas de S. lycopersicum cv Tiny Tim, no
se logro ver mayor susceptibilidad ante este mismo patdégeno, después del
silenciamiento con TRV, lo que pudiera deberse al nivel de silenciamiento en esta

especie que se tienen con este vector (Stukkens y col., 2005).

8 Resumen de Resultados

Especies silvestres como S. peruvianum y S. habrochaites relacionadas al tomate

comercial, presentan resistencia a Cmm, sin embrago esta se ve reducida al
80



IPICYT
MC Mayra Janeth Esparza Araiza

silenciar genes presuntamente involucrados en la defensa contra patégenos, lo
que nos permite plantear perspectivas relacionadas a la obtencion de un cultivo de

tomate que presente resistencia a éste patdégeno.

El silenciamiento de genes mediante VIGS es una alternativa rapida y eficiente
para el analisis de la funcién de genes. En este trabajo se demostréo que ToMoV
es un virus capaz de infectar diferentes especies de la familia Solanaceae y que
puede ser usado como VIGS, incluso en especies silvestres relacionadas con el
tomate, que no habian sido reportadas con anterioridad en el estudio de la funcion
de genes mediante VIGS. La funcionalidad de este virus como VIGS se demostro
con el fenotipo de blanqueamiento observado al silenciar el gen de guelatasa.
Una ventaja de este vector es que es funcional a temperaturas mayores a 22°C,
incluso a 36°C, por lo que es posible el andlisis de genes en lugares donde aun no
se tiene la infraestructura de regular la temperatura, sin embargo no lo es a
temperaturas menores a los 17°C. Otra ventaja de este vector es que al eliminar la
mayor parte de CP los sintomas que pudiera ocasionar ToMoV son ampliamente
reducidos o incluso nulos, por lo que al analizar la funcién de un gen en la planta,
el efecto que se observe sera resultado de la ausencia de la funcién del gen de

interés.

El silenciamiento del gen SCEI fue de 0.61 comparado con las plantas inoculadas
con ToMoVACP, en donde la expresion del gen en estas plantas, fue normalizada
a 1. El silencimiento de este gen en plantas de S. peruvianum no mostro un
fenotipo aberrante comparado con la planta usada como control, esto nos permite
asumir que este gen no es esencial. Por otro lado, las plantas de S. peruvianum
en las que solo se inoculo TOMoVACP y se retaron con Cmm, muestran una
respuesta de defensa HR. Sin embargo en las plantas en las que se silenci6 el
gen y posteriormente se retd con Cmm, mostraron sintomas relacionados con el
patdgeno, el area de dafios observados resultaron ser de alrededor del 88% del
total del area de las plantas, comparado con el 18% del area de las plantas
inoculadas con el vector vacio, o que nos sugiere la posible funcidon de este gen

en la defensa contra Cmm. Es posible que el proceso de sumoilacion este
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participando en la modificacion de factores de transcripcion tipo WRKY,
involucrados en la activacion de genes de defensa; sin embargo es relevante
mencionar que la regulacion de este gen es un punto clave para la funcion de

defensa que podria tener este gen en S. lycopersicum ante la infeccibn con Cmm.

El vector TRV es funcional en S, peruvianum usando una concentracién de 2x10°
células/mL, al mantener las plantas infiltradas a 21°C, sin embargo el
silenciamiento con este vector en S. habrochaites solo es eficiente, si las plantas
se someten a 14°C después de la infiltracién por toda la noche y posteriormente
se mantienen a 21°C. Pero a pesar de que este vector es funcional en S.
habrochaites, el silenciamiento obtenido con ToMoV en esta especie es mas
intenso, por lo que el andlisis de la funcion de un gen podria ser mas eficiente
usando ToMoV, tal como se realizo en este trabajo para el gen PDRI.

El silenciamiento del gen PDRI con el vector de silenciamiento ToMoV, fue de
0.16, comparadas con las plantas inoculadas con el vector vacio en plantas de S.
habrochaites, en donde la expresidén del gen en estas plantas, fue normalizada a
1; sin embargo el dafio observado en las plantas, después del reto con Cmm, solo
fue de un area de 25% de las plantas inoculadas con ToMoV_PDRI contra el 15%

del area de la plantas inoculadas con ToMoVACP.

Los resultados obtenidos en las plantas de tomate inoculadas con TRV_PDRI y
retadas con P. syrinage pv. tomato, B.cinerea y A. solani no mostraron evidencia
de que el silenciamiento de este gen pudiera estar relacionado con un incremento
en la susceptibilidad ante este patégeno, por lo que esto puede deberse al nivel de

silenciamiento inducido por este vector.
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9 Conclusién

El silenciamiento de genes mediante VIGS es una alternativa rapida y eficiente

para el analisis de la funcion de genes

El virus moteado del tomate, ToMoV, puede ser usado como vector de
silenciamiento para el analisis de la funcién de genes, a temperaturas mayores a

22°C en diferentes Solanéaceas.

El nivel de silenciamiento del gen a analizar depende de la especie en la que se

evalua el gen.

El silenciamiento del gen SCEI en S. peruvianum no genera un fenotipo aberrante

al compararlo con las plantas control.

La disminucién de la expresion del gen SCEl en S. peruvianum LA2172,
incrementa la severidad de los sintomas cacarteristicos de Cmm, posterior a la
infeccion con este patdgeno. Lo que nos sugiere la posible funcién de defensa, de

éste gen, ante Cmm.

Es posible que el proceso de sumoilacién participe en la modificacion de factores
de transcripcién tipo WRKY, involucrados en la activacion de genes de defensa.

El uso del vector TRV funciona como vector de silenciamiento para el analisis de
la funcion de genes en S. peruvianum y S. habrochaites dependiendo de la
concentracion de Agrobacterium y de la temperatura de incubacion posterior a la

infiltracion.

El silenciamiento del gen PDRI en S. peruvianum y S. habrochaites, resulté en un
leve incremento en el grado de susceptibilidad a Cmm, sin tener un valor

estadistico significativo.
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Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis (Cmm) causes bacterial wilt and canker
of tomato. Currently, no Solanum lycopersicum resistant varieties are commencially
available, but some degree of Cmm resistance has been identified in Solanum
peruvianum. Previous research showed up-regulation of a SUMO E2 conjugating enzyme
{SCEI) transcript in 5. peruvianum compared to S. lycopersicum following infection with
Cmm. In order to test the role of SCEI in resistance to Cmm, a fragment of SCEI
from S. peruvianum was cloned into a novel virus-induced gene-silencing (VIGS) vector
based on the geminivirus, Tomato Motlle Virus {(ToMoV). Using biolistic inoculation, the
ToMoV-based VIGS vector was shown to be effective in S. peruvianum by silencing
the magnesium chelatase gene, resulting in leaf bleaching. VIGS with the ToMoV_SCEI
construct resulted in ~61% silencing of SCEI in leaves of S. peruvianum as determined
by quantitative RT-PCR. The SCEl-slenced plants showed unilateral wilting (15 dpi}
and subsequent death (20 dpi} of the entire plant after Cmm inoculation, whereas
the empty vectortreated plants only showed wilting in the Cmm-inoculated leaf. The
SCELksilenced plants showed higher Cmm colonization and an average of 4.5 times
more damaged tissue compared to the empty vector control plants. SCEI appears to
play an important role in the innate immunity of 5. peruvianum against Cmm, perhaps
through the regulation of transcription factors, leading to expression of proteins involved
in salicylic acid-dependent defense responses.
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Evaluation SUMO E2 Involved in Resistance in Tomato

INTRODUCTION

Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis (Cmm) is a
Gram-positive plant bacterial pathogen belonging to the order
Actinomycetales in family Microbacteraceae (Gartemann et al.,
2008). It is the causal agent of bacterial wiltand canker of tomato
(Solanum lycopersicum), which occurs worldwide (Eichenlaub
and Gartemann, 2011). Bacterial wilt and canker has been
reported to cause losses of tomato production as high as 84%
in the U.S.A.and Canada (Strider, 1969; Gleason et al., 1993).
Cmm can infect through wounds entering the xylem vessels
producing enzymes, such as, endocellulases, polygalacturonases,
pectin methylesterases, xylanases, serine proteases, and endo-1,4-
glycosidases, that render the xylem non-functional (Carlton etal.,
1998; Jahr et al., 1999, 2000). The symptoms begin as a unilateral
wilting of leaves, followed by a generalized wilting of all the leaves
and the cankers development on the stem. Cankers on young
plants are particularly damaging as they can result in plant death.
Cmm also infects fruit, which results in necrotic spots called bird’s
eyes (Gartemann et al., 2003).

Control of bacterial canker is difficult. Antibiotics are effective
but can lead to selection of resistant bacterial populations
(Strider, 1969; Gartemann et al., 2003). Cultural control can be
achieved using certified disease-free seeds and strict hygienic
measures, such as the removal and destruction of infected plants
and compost biofumigation with compost (Gartemann et al.,
2003). However, resistance is a desirable trait. Although there
are no Cmme-resistant tomato cultivars commercially available,
resistance has been identified in several wild tomato species, such
as S. pimpinelifolium, S. peruvianum, and S. habrochaites (van
Heusden et al., 1999; Kabelka et al., 2002; Coaker and Francis,
2004).

Using cDNA-AFLP analysis, a number of genes were found
that were up-regulated in Cmm resistant S. peruvianum in
comparison to Cmm susceptible S. lycopersicum plants following
inoculation with Cmm (Lara-Avila et al., 2012). One of those
genes was the SUMO E2 conjugating enzyme SCE1 (SCEI), which
encodes an enzyme involved in protein modification through
sumoylation, which is a post-translational modification that
covalently conjugates the small ubiquitin-like modifier (SUMO)
protein to lysines on target proteins. Proteins labeled with SUMO
are then modified by the addition of small chemical groups,
such as sugars and lipids or by the covalent attachment of other
proteins. Sumoylation is a multistep process mediated by E1
(SUMO activating enzyme), then E2 SCEI (SUMO conjugating
enzyme) and finally E3 (SUMO ligase) (Berndsen and Wolberger,
2014).

SCEI has been shown to increase during plant-pathogen
interactions. Expression of SCEI increased during Pseudomonas
syringae pv. tomato (Pst) infection of tomato plants, along with
several hormones, such as salicylic acid (SA) and jasmonic acid
(JA), which are key signaling molecules in innate immunity
(Miura and Hasegawa, 2010; van den Burg et al., 2010; Park
et al., 2011). Overexpression of SCEI in Arabidopsis did not have
obvious effects on plant development but increased expression of
abscisic acid (ABA)-responsive genes following ABA treatment.
ABA is also linked to innate immunity through its positive

effects on callose deposition (Lois et al., 2003). In addition, SCEI
promotes SUMO conjugation, which affects innate immunity
due to its involvement in SA-dependent resistance to bacterial
pathogens (van den Burg et al., 2010; Park et al., 2011). Also
some pathogen effectors, which suppress innate immunity, such
as AvrBst of Xanthomonas campestris pv. vesicatoria, act as
desumoylation enzymes, indicating a link between sumoylation
and innate immunity (Xia, 2004).

One approach to evaluate the role of SCEI and sumoylation
in plant disease resistance is to down-regulate its expression.
Virus-induced gene silencing (VIGS) involves the production
of dsRNA that directs DICER complexes for degradation of
desired sequences resulting in effective plant gene silencing (Liu
et al., 2002; Robertson, 2004; Galun, 2005; Cai et al., 2007). In
this study, a novel VIGS vector was developed for wild tomato
species by modifying a Tomato Mottle Virus (ToMoV), which
is a Begomovirus that infects many wild tomato species, such
as S. peruvianum (Polston et al., 1993) and S. habrochaites, and
does not cause a drastic phenotypic effect on either of those
species (Esparza-Araiza et al., unpublished). ToMoV contains
two single-stranded circular DNAs (DNA A and B). DNA
A has the genes Rep for virus replication, C4 for infectivity
and suppression of posttranscriptional gene silencing, Trap for
transactivation of BC1 and BV 1, Ren for increased multiplication
efficiency and CP for viral capsid. DNA B has the genes BC1 and
BV 1 for viral movement (Jeske, 2009) (Figure 1).

The goals of this study were to determine the effectiveness
of a modified ToMoV vector for VIGS in S. peruvianum and
to use the modified ToMoV as a vector for VIGS of SCEI.
The effectiveness of a modified ToMoV VIGS vector was
demonstrated by silencing a magnesium chelatase gene (Chll)
since its silencing causes leaf bleaching due to the suppression
of the magnesium chelatase complex which is required for
chlorophyll production (Cai et al., 2007). A portion of the SCEI
gene from S. peruvianum was cloned into the modified ToMoV
vector, introduced into S. peruvianum by particle bombardment,
and then the SCEI-silenced plants were evaluated for their degree
of resistance to Cmm.

MATERIALS AND METHODS

Virus, Bacterial Strain, Plant Material,

Inoculum, and Challenge Procedure

The sequence of ToMoV was obtained from a strain isolated from
tomato leaves in Florida, USA in 2003 (GenBank accession nos.
NC_00193 and NC_001939). Strain 1387 of Cmm was isolated
from a commercial tomato field near Queretaro, Mexico in
2012 by J. P. Lara-Avila, Universidad Autonoma de San Luis
Potosi, MX. Cmm was grown in 802 medium broth (polypeptone
1 g L1, yeast extract 2g L1, MgSO4-7H,0 0.92g L 1) at
28°C for 48h shaking at 190rpm. The bacterial suspension
was diluted to 5 < 10" CFU/mL ! (Ago = 0.2), and 0.5mL
was injected with an insulin syringe into the lower side of the
first true leaves of 2 month-old of S. peruvianum. Seeds of
S. peruvianum accession LA2172 were obtained from Tomato
Genetics Resources Center, Davis, California, and seeds of S.
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FIGURE 1 | ToMoV silencing vector. (A) Diagram of the five genes of ToMoV component A: replication-associated protein (Rep), transcription activator protein
(Trap), replication enhancer (Ren), coat protein (CP), and the two genes of ToMoV component B: movement proteins (BC1 and BV 1) (Figure 1A modified from
Gutierrez, 2002). (B) Organization of the modified ToMoV vector used in VIGS of Chll and SCEI genes. The capsid’s promoteris shown as P CP. The capsid protein
gene (CP) was deleted by reverse PCR to generate 1 CP, and portions of Chil and SCEI were cloned into this region with EcoRI and Hindlll.
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lycopersicum cv. Ailsa Craig were obtained from the University of
Nottingham, UK. Plants were grown in a commercial soil mixture
substrate (Sunshine Mix #6, Sun Grow Horticulture, Vancouver,
BC, CA), in individual pots in growth chambers at 25°C with a
16 h/8 h light/dark regime and then transferred to a greenhouse.

Silencing Vector Design and Cloning of
Chll and ScEl Genes

DNA of ToMoV A and B components were extracted from
tomato leaves by R. F. Rivera-Bustamante, CINVESTAV, IPN,
Mexico. The complete DNA of the ToMoV A and B components
were cloned into pBluescript [pBS Il SK (+/—)] (Stratagene,
La Jolla, CA, USA) using Apal digestion. These constructs were
named pBS_ToMoV A and pBSToMoV B. The pBS_ToMoV A
construct was modified by removing a 51-bp fragment between
a Xhol (668 bp position) and BamH]I sites (719 bp position), as
it would have interfered with the use of the multiple cloning
site of pBS Il SK (+ /—). The cloned ToMoV A capsid gene was
then modified by removing a 657 bp region using PCR with the
forward primer 5-
CTGAATTCAAGCTTTGCACTCATGCGTC TAACCCTG-3
and reverse primer 5-TCGAATTCGATATCCC
ATGGCAAATCACGCTTAGGC-3 that flanked the capsid gene.
The forward primer was designed with EcoRI and Hindlll
restriction sites and the reverse primer was designed with EcoRI
and EcoRV restriction sites. The PCR conditions were 7 min at
95°C, followed by 35 cycles of 1 min at 94°C, 1min at 55°C,
55min at 72°C, and 10min at 72°C. The PCR product was
purified, digested with EcoRI enzyme and ligated subsequently to
pBS Il SK(+/-) (Stratagene, La Jolla, CA, USA). The ligation mix
was used to transform E. coli Top 10 strain (Invitrogen, Carlsbad,
CA, USA). This construct was named ToMoV1CP.

For VIGS of Chll, a 249-bp portion of the chelatase
gene was amplified using genomic DNA of S. peruvianum
LA2172 with the forward primer 5-CTGCAGGAATTCCTC
CAGAGCCAAATCACCTC-3 and reverse primer 5-AAGC
TTAGATTCCAACGGATCCTTCC- 3. The forward and reverse
primers were designed with EcoRI and HindIll restriction sites,
respectively. These primers were designed based on the S.
lycopersicum’s chelatase sequence (XM_004248092.1). The PCR

conditions were 5min at 94°C, 50s at 94°C, 40s at 60°C, 50s at
72°C for 35 cycles, and then 5 min at 72°C. The PCR product was
purified and ligated to ToMoV1CP-VIGS following digestion
with EcoRI and Hindlll. This plasmid was named ToMoV_Chll.
For VIGS of SCEI, genomic DNA of S. peruvianum LA2172
was used as a template in PCR with forward primer 5-CTC
GAATTCTCCTCAATGAAGACAGTGGTTGG-3and  reverse
primer 5 -ATAAAGCTTCACCCTCTTTCGGTACTCCA-3,
containing EcoRI and HindlIIl restriction sites, respectively.
Theses primers were designed based on the sequence
(emb|CAE45567.1) Lara-Avila et al. (2012). The 169-bp PCR
product and the ToMoV1CP-VIGS vector were digested with
EcoRland Hindlll and then ligated. This plasmid was named
ToMoV_SCEL. The identity of all constructs was confirmed by
restriction analysis with EcoRI and Hindlll and sequencing.

Plant Inoculation with the ToMoV VIGS

Vector

ToMoV virus A and B components were mixed in a 11
ratio (1pg of component A: ToMoVA1CP, ToMoV_Chll or
ToMoV_SCEI and 1 pg of component B: ToMoV B) after their
digestion from the pBS Il SK vector with Apal. Twenty-two
day-old plants were treated with the virus mixture using the

Biolistic® PDS-1000He gun (Bio Rad, Hercules, CA, USA) at
low pressure (Carrillo-Tripp et al., 2006). The plants were then
maintained for 60 days post-treatment (dpt) in a greenhouse
at 25-30°C before inoculation with Cmm. This time period
was chosen because ToMoV_Chll inoculated plants showed
bleaching of all leaves by 60 days, which indicated that silencing
had occurred. By 15 days post inoculation (dpi) with Cmm,
symptoms of leaf wilting and necrosis were observed and
recorded by scanning excised damaged leaves on a flat-bed
scanner. A tif file was created and the number of pixels
of damaged tissue was quantified by Scion Image (Scion
Corporation, Frederick, MD, USA) (Wijekoon et al., 2008).
Statistical analysis was based on T-test with unpaired data with
Graph Pad Prism ® V.5 (GraphPad, San Diego, CA, USA), and a
statistically significant result was considered to be P < 0.01.
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RNA Isolation and Quantitative RT-PCR
Analysis

In order to quantify SCEI mRNA from silenced and empty vector
control plants, total RNA was isolated using Trizol (Invitrogen,
Carlsbad, CA, USA) from 40 dpt S. peruvianum (62 days old
plants) inoculated either with ToMoV1CP or ToMoV_SCEl.
After treatment with DNAse | (Invitrogen, Carlshad, CA,
USA), RNA was quantified by a NanoDrop ND-1000 UV-Vis
spectrophotometer (NanoDrop Technologies Inc., Wilmington,
DE, USA) according to the manufacturer’s instructions. cDNA
synthesis and quantitative real time PCR analysis were performed
using the iScriptIM One-Step RT-PCR kit with SYBR® Green
(Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA). The 20 pL reactions
contained 100ng of total RNA, 12.5uL of 2x SYBR Green
RT-PCR reaction mix, 200nM of each primer listed below
and 1 pL of iScript MMIV reverse transcriptase. Quantification
was based on a cycle threshold value with expression level of
SCE1 gene normalized to actin gene (Accession no. FJ532351).
The SCEI forward primer 5 -TTGCTAAGCCGGAGACACTT-3
and reverse primer 5-ACACTTTGGCGGTTTACTCG-3 were
designed outside the targeted region for silencing. For actin, the
forward primer was 5 -CCTCACCGAGAGAGGTTACATGT-3
and reverse primer was 5 -CATGTCGCGGACAATTTCC3 . The
RT-PCR conditions were 10min at 50°C (cDNA synthesis),
5min at 95°C (iScript MMLYV reverse transcriptase inactivation),
followed by 40 PCR cycles of 10s at 95°C and 30s at 60°C.
Melting curves were performed by 80 cycles of 1 min at 95°C,
1min at 55°C, and 10s at 55°C increasing the temperature by
0.5°C per cycle of 10 s each. Absence of contaminating genomic
DNA was confirmed by PCR of RNA samples without cDNA
synthesis. PCRs were performed on an Applied Biosystems 7500
Fast Real-Time Real-Time-PCR system version 2.0, and the data
was analyzed with the Applied Biosystems 7500 software V.2.0.
Three biological replicates were analyzed with three technical
replicates per biological replicate. Statistical analysis was based

on T-tests with unpaired data with Graph Pad Prism® V.5
(GraphPad, San Diego, CA, USA), and a statistically significant
result was considered to be P < 0.01.

Cmm DNA Detection in Inoculated Plant
Tissue by PCR

Total DNA was isolated from S. peruvianum plants at 10 and
20 dpi with ToMoV1CP or ToMoV_SCEI based on a modified
protocol of Dellaporta et al. (1983), and then quantified with
a NanoDrop ND-1000 UV-Vis Spectrophotometer (NanoDrop
Technologies Inc., Wilmington, DE, USA). A 233-bp of the endo-
1,4-beta-glucosidase gene, Cel-A (HQ636581; Lara-Avilaet al.,
unpublished) was amplified using 100 ng of the DNA as template
and forward primer 5 -ATCAAGCAGATGGGGTTCAC-3 and
reverse primer 5-TCCGGATACTGCGATGTGTA-3". The PCR
conditions were 5min at 94°C, and then 50s at 94°C, 40s at
60°C, 50s at 72°C for 35 cycles followed by 5 min at 72°C.

Cmm DNA Quantification in Inoculated
Plant Tissue by Quantitative PCR

Total DNA was isolated and quantified as above from S.
peruvianum plants inoculated either with ToMoV1CP or
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ToMoV_SCEI. For a 20 pL reaction, 100ng of the DNA was
added as template to 10uL SYBR Green RT-PCR master
mix (Applied Biosystems, Carlshad, CA, USA) and 200 nM
each of forward primer 5-GAGCCAAGCCACTGATCTTC-3
and reverse primer 5-CGTTCTCGTAGAGGCGGTAG-3 to
generate a 219bp portion of the tomatinase, endo-1,4-beta-
glycosidase constitutive gene, TomA, of Cmm (AF393183.1;
Flugel et al., 2012), RT-PCR, melting curve, quantification and
data analysis were performed as per SCEI described previously.
A standard curve was created based on the concentrations of a
cloned version of TomA in the pPGEM-T Easy vector (Promega,

Madison, WI, USA) using 2.86 < 10? to 2.86 < 10° copies/ng.

The correlation coefficient between the cycle threshold value and

the concentration of the cloned TomA was of 0.999. Statistical
analysis was based on a correlation test with unpaired data with
Graph Pad Prism ® V.5 (GraphPad, San Diego, CA, USA), and a
statistically significant result was considered to be P < 0.01.

Scanning Electron Microscopy

One-half centimeter stem samples were excised and fixed
with glutaraldehyde 3% in Sorensen buffer (100 MM sodium
phosphate pH 7.4). After washing three times in buffer, the
samples were immersed in 1% osmium tetraoxide (OsO4) in
Sorensen buffer for 2 h, washed three times with Sérensen buffer,
and then dehydrated with ethanol 30, 50, 70, 90, 95% and absolute
ethanol for 15 min each, and then incubated two additional times
in absolute ethanol for 15 min. Critical point dried were done in
a Tousimis Samdri-PVT-3D (Tousimis Research, Rockville, MA),
mounted and gold coated sputter in Cressington model 108auto
(Cressington Scientific Instruments, Watford, UK) and examined
in a FEI model Quanta 200 SEM (FEI, Brno, Czech Republic).

RESULTS

Silencing Chll Using the ToMoV VIGS
Vector in S. peruvianum

In order to develop a VIGS vector based on ToMoV, the coat
protein contained in component A of ToMoV was removed,
and a cloning site was added at the same location (Figure 1). A
portion of the magnesium chelatase gene from S. peruvianum
was cloned into the ToMoV VIGS vector (ToMoV_Chll) and
introduced by bombardment into 22 day old S. peruvianum.
Typical leaf bleaching indicating silencing of Chll first appeared
at 10 dpi and spread from the bombarded leaf until the
whole plant was showing patchy bleaching at 40 dpi (Figure 2).
Control plants inoculated with an empty ToMoV vector
(ToMoV1CP) did not show any bleaching symptoms. Similar
results were obtained when Chll was silenced in S. habrochaites,
S. lycopersicum cv. Micro Tom, S. lycopersicum cv. Ailsa Craig,
and Nicotiana benthamiana (data not shown).

Silencing of SCEI Using the ToMoV VIGS
Vector in S. peruvianum

To silence SCEI, a 269 bp portion of the gene from S. peruvianum
was amplified and cloned into the ToMoV VIGS vector
(Figure 1B). Expression of SCEI at 40 dpi for S. peruvianum
inoculated with ToMoV_SCEI was 0.61 of the value of plants
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inoculated with the empty vector (Figure 3) (t-test, p < 0.001)
indicating silencing. The plant morphology and flowers of S.
peruvianum inoculated with ToMoV_SCEI was identical to that
of empty vector control plants (Figures 4A,B). Thus, silencing
of SCEI did not have any apparent effect on the healthy plant
phenotype under the conditions used in these experiments.

SCElI Silencing is Associated with Disease
Susceptibility and Increased Cmm Growth

in S. peruvianum Plants

Cmme-inoculated S. peruvianum silenced for SCEI first showed
unilateral wilting of leaves at 15 dpi (Figures 4H,l), and
the wilting spread to all leaves at 20 dpi resulting in plant
death (Figure 4E). Plants inoculated with the empty vector
showed necrosis only in the leaf that was inoculated with
Cmm (Figure 4F), and the rest of the plant appeared healthy
without any symptoms typical of Cmm infection for up to
20 dpi (Figures 4D,G). In contrast, the susceptible cultivar, S.
lycopersicum cv. Ailsa Craig, showed unilateral wilting of leaves at
15 dpi, and the wilting spread to all leaves at 20 dpi (Figure 4C).
The amount of damaged tissue in S. peruvianum plants due to

FIGURE 2 | Phenotype of silencing of Chll gene in S. peruvianum. (A)
Phenotype of leaf bleaching at 10 dpi. (B) Close up of a bleached leaf at 10
dpi. (C) Close up of a bleached leaf 40 dpi. (D) Bleaching phenotype at 40 dpi.

51 | ——
1 SCEI ctrl plants
@ SCEI silenced plants

ax p <0.001

0.5

Level of
expression

0.04
S. peruvianum ACP  S. peruvianum - SCE |

FIGURE 3 | Expression level of the SCEI gene in S. peruvianum plants
after silencing with ToMoV —VIGS vector. Real Time one step RT-PCR
amplifications were performed using 100 ng of total RNA with the iScriptTM
One-Step RT-PCR kit using SYBER® Green. Quantification was based on the
cycle threshold value with the expression level of SCEI normalized to that of S.
peruvianum actin.
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Cmm infection varied between 12.57% to almost 25% in plants
inoculated with ToMoV1.CP, whereas it was between 70.53 and
100% in plants inoculated with ToMoV_SCEI (t-test, p < 0.01)
(Figure 5). Thus, the percentage of necrosis was approximately
five times lower in the empty vector control than in the SCEI-
silenced plants.

The presence of Cmm in inoculated plants was confirmed
by PCR using specific primers for Cmm Cel-A using DNA
obtained from ~3cm above the inoculation site (Figure 6).
SEM of non-infected S. peruvianum and S. lycopersicum plants
showed that the parenchymal tissues appeared intact, healthy
and without bacterial cells (Figures 7A,B). However, in S.
peruvianum inoculated with ToMoV1CP and challenged with
Cmm, some bacteria were observed in the parenchymal tissue
with little to no parenchymal tissue damage (Figures 7C,E).
In contrast, S. peruvianum inoculated with ToMoV_SCEI and
challenged with Cmm had more bacteria in the parenchymal
tissue and more parenchymal tissue damage when compared with
empty vector-inoculated control plants (Figure 7F). However,
the number of bacteria and the level of parenchymal tissue
damage were less than in the susceptible S. lycopersicum cv.
Ailsa Craig, where the highest number of Cmm and the most
parenchymal tissue damage was visible (Figure 7D). The quantity
of bacteria observed by SEM correlated with the visible symptoms
observed in empty vector inoculated S. peruvianum, SCEI
silenced S. peruvianum, and susceptible S. lycopersicum, cv. Alisa
Craig.

Real time PCR of TomA of Cmm was performed to quantify
the Cmm population. At 10 dpi, the Cmm population reached
3.77 < 10° CFU per g of stem in SCEl-silenced S. peruvianum,
whereas the population only reached 6.80 < 107 CFU per g of
stem in the empty vector control S. peruvianum (t-test, p < 0.05)
(Table 1). At 20 dpi, the population in the S. peruvianum SCEI-
silenced plants increased to 1.23 < 10° CFU per g of stem, which
was significantly higher than the 1.11 % 10® CFU per g of stem
in the empty vector silenced plants (t-test, p < 0.05). Thus, Cmm
populations were about 5-10 times higher due to SCEI silencing
in S. peruvianum. At 10 dpi, the susceptible S. lycopersicum cv.
Aiilsa Craig had a significantly higher population of 4.63 > 108
CFU per g of stem, and at 20 dpi, the Cmm population reached
3.00 < 10% CFU per g of stem, which as significantly higher than
in S. peruvianum for both the SCEI-silence and empty vector
control. These population differences correlated well with the
amount of necrosis observed in the different plants.

DISCUSSION

VIGS is a tool that has been used successfully for the analysis
of gene function without the time-consuming need to generate
mutants or transgenic plants (Liu et al., 2002; Burch-Smith et al.,
2004). For S. lycopersicum, there have been several viruses used
for VIGS, such as Potato Virus X (Giliberto et al., 2005) and
DNA1 component of tobacco curly shoot virus (TbCSV) (Huang
et al., 2009), but the most commonly used VIGS vector has been
based on Tobacco Rattle Virus (TRV) (Liu et al., 2002). However,
there is one report of VIGS with the wild tomato, S. peruvianum,
using TRV (Senthil-Kumar et al., 2007). In this work, a new VIGS
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FIGURE 4 | Phenotypes of S. peruvianum and S. lycopersicum plants inoculated with ToMoV VIGS vector prior and 20 days post-infection with Cmm.
(A) Phenotype of SCEl-silenced S. peruvianum plant without Cmm inoculation. (B) non-silenced S. peruvianum plant without Cmm inoculation (negative control). (C)
non-silenced S. lycopersicum plant inoculated with Cmm. (D) empty vector-treated S. peruvianum plants inoculated with Cmm. (E) SCEI-silenced S. peruvianum
plant inoculated with Cmm. (F) Close up of the Cmm infection site on the S. peruvianum leaf for an empty vector-treated plant. (G) Close up of the S. peruvianum leaf
located above the Cmm infection site for the same empty vector-treated plant, (H) Close up of the Cmm infection site on the S. peruvianum leaf for a SCEI-silenced
plant. (1) Close up of the S. peruvianum leaf located above the Cmm infection site for the same SCEI-silenced plant showing unilateral wilting.

vector based in ToMoV was developed, which showed silencing
of genesin S. peruvianum and other Solanum species. The vector
produced no or barely any viral symptoms in those Solanum
species, and was an effective VIGS vector in S. peruvianum based
on silencing a chelatase gene that blocks chlorophyll production
resulted in large areas of yellowed and bleached tissues, similar
to the phenotype reported in other plant species with chelatase
silencing (Ekengren et al., 2003; Burch-Smith et al., 2004; Cai
et al., 2007). An advantage of the ToMoV VIGS vector over
TRV vectors is that silencing of genes with ToMoV was effective
in S. peruvianum and other Solanum species at temperatures
ranging from 22 to 30°C (data not shown). However, for TRV,
slightly higher or lower temperatures from 21°C can greatly affect

VIGS in tomato (Cai et al., 2007). Based on these results, the
ToMoV VIGS vector was used to silence our gene of interest in S.
peruvianum to determine if it may be involved in plant defenses
against Cmm.

SCEI was selected for VIGS because Lara-Avilaet al. (2012)
demonstrated that expression of this gene was highly up-
regulated in the early stage of Cmm infection in S. peruvianum,
which was followed by a decline to basal levels later in the
infection, suggesting a role in the early defense response. In
contrast, S. lycopersicum showed no significant change in SCEI
expression levels following Cmm infection. All S. lycopersicum
genotypes are relatively susceptible to Cmm, but S. peruvianum
has a high level of resistance to this bacterial pathogen (van
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FIGURE 5 | Damaged leaf tissues in empty vector-treated or
SCEl-silenced S. peruvianum plants at 20 dpi with Cmm.

233bp - .- e e

FIGURE 6 | Cmm detection in S. peruvianum tissues by PCR. An
amplicon of 233 bp was obtained using Cel-A primers por Cmm detection at
10 and 20 dpi. Lanes show PCR products shown with template of: (1) leaf
tissue of SCEl-silenced S. peruvianum at 10 dpi, (2) leaf tissue of
SCEl-silenced S. peruvianum at 20 dpi, (3) leaf tissue of empty vector treated
S. peruvianum at 10 dpi, (4) leaf tissue of empty vector treated S. peruvianum
at 20 dpi. Plasmid of pGEM T-Easy with Cel-A fragment. (-) Negative control.
100 ng of DNA were taken for each reaction.

Ooijen et al., 1994). Inoculation of S. peruvianum, either on its
own or with the empty ToMoV vector, only produced a rapid
localized cell death at the inoculation site, whereas susceptible
S. lycopersium cv. Ailsa Craig and SCEl-silenced S. peruvianum
showed a necrotic phenotype of the leaves ranging from 70 to
100%. In addition, the population size of Cmm in S. peruvianum
without treatment or treated with the empty ToMoV vector
was much lower than in the SCEl-silenced S. peruvianum or S.
lycopersicum cv. Ailsa Craig, whose populations reached levels
similar to those of Cmm reported on susceptible S. lycopersicum
cv. Moneymaker and S. lycopersicum cv. Jet Star by Sen et al.
(2013) and Carlton et al. (1998), respectively.

Plant innate immunity is a multi-step process beginning
with pathogen recognition. One type of innate immunity is
based on recognition of Pathogen-Associated Molecular Patterns
(PAMPs), which are invariant epitopes within molecules that
are fundamental to the pathogens fitness, widely distributed
among different microorganisms (Schwessinger and Zipfel,
2008). Another type of innate immunity is based on recognition
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of effectors, which generally are secreted by pathogens to
manipulate or reprogram host defenses (Zipfel, 2008). The
two types of recognition result in PAMP triggered immunity
(PTI) and effector triggered immunity (ETI), which is usually
stronger and longer than PTI and is often associated with the
hypersensitive response (HR) at the infection site (Tsuda and
Katagiri, 2010; Meng and Zhang, 2013). Both ETI and PTI
initiate common signaling pathways differing in length and
amplitude, such as an oxidative burst, activation of transcription
factors, and MAP kinases and the production of plant hormones
(Chisholm et al., 2006). Eventually, the plant responds through
the expression of defense genes resulting in the production of
various PR proteins and antimicrobial compounds and structures
that limit pathogen spread and reproduction (Kaup et al., 2005;
Saracco et al., 2007; Miura and Hasegawa, 2010; van den Burg
etal., 2010; Balaji et al., 2011). The observation of rapid localized
necrosis at the Cmm inoculation site in S. peruvianum indicates
that the HR and ETI may be involved in Cmm resistance. In
this study, SCEI-silenced plants did not have this localized cell
death and clearly failed to restrict pathogen growth, similar to
the susceptible S. lycopersicum, indicating that ETI could be
compromised with diminished SCEI.

SUMOylation is a key process in plants as it provides
post-translational modification of proteins involved in nuclear-
cytosolic transport, transcriptional regulation, apoptosis, protein
stability, response to stress and progression through the cell
cycle and is controlled by SUMO pathway through regulation
of transcription (Yang and Sharrocks, 2006; Enserink, 2015). The
importance of SUMOylation in ETI can be inferred from studies
of certain pathogen effectors. Hotson et al. (2003) found that the
XopD effector of Xanthomonas campestris pathovar vesicatoria
(Xcv) functions as cysteine protease with plant-specific SUMO
substrate specificity. Roden et al. (2004) showed that the AvrXv4
effector of Xcv possesses SUMO isopeptidase activity, suggesting
that SUMO conjugation system may be a key target for plant
pathogen effectors. Therefore, some pathogen effectors act to
hydrolyse SUMO-conjugated proteins to alter host cell signaling
events, presumably for the pathogen’s benefit (Hotson et al.,
2003).

Several studies have suggested that SUMO plays an important
role in pathogen defense responses (Lois et al., 2003; Saracco
et al., 2007; van den Burg et al., 2010). One of the early defense
genes with increased expression is SCEI (Pitzschke et al., 2009;
van den Burg and Takken, 2010). Increased SCEI expression may
be required in innate immunity because MAP kinase signaling
and SUMOylation appear to converge to regulate the same targets
that participate in signaling that controls defense gene expression
(Yang and Sharrocks, 2006; Miller et al., 2010). Defense signaling
involves a number of WRKY transcription factors, many
of which have been identified as SUMOylation targets after
phosphorylation by MAPKs. For example, WRKY3, WRKY4,
WRKY6, WRKY33, WRKY72, and other WRKY transcription
factors in Arabidopsis act as activators and/or repressor of defense
gene expression and are also SUMO targets (Bethke et al., 2009;
Popescu et al., 2009; Bhattarai et al., 2010; Miller et al., 2010;
van den Burg and Takken, 2010). Therefore, silencing of the S.
peruvianum SCEI gene by VIGS in this study may have made
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FIGURE 7 | Scanning electron microscopy of longitudinal cut of a stem of non-treated, empty vector and SCEI-silenced Solanum plants with and
without Cmm challenge. (A) S. peruvianum without inoculation of Cmm showing no bacteria or tissue damage (B) S. lycopersicum without inoculation of Cmm
showing no bacteria or tissue damage (C) non-VIGS treated S. peruvianum at 10 dpi with Cmm showing some bacterial but limited parenchymal tissue damage. (D)
S. lycopersicum at 10 dpi with Cmm revealing more bacterial structures with greater parenchymal tissue damage. (E) empty-vector treated S. peruvianum at 10 dpi
with Cmm with some bacterial structures and limited parenchymal tissue damage. (F) SCEI-silenced S. peruvianum at 10 dpi with Cmm revealing considerable
bacterial structures and parenchymal tissue damage. Magnification 6000x, scale bar ~10 pm.

the SUMOylation mechanism on WRKYs or other MAP kinase
targets non-functional, allowing for increased multiplication and
development of disease symptoms by Cmm.

Increased levels of SCEI in plants, also occurs following abiotic
stresses, such as salinity, drought, and cold. This was observed
following salinity and drought stress in Spartina alterniflora
(Karan and Subudhi, 2012). Lois et al. (2003) and Kurepa et al.

(2003) also reported that high expression of SCE correlated with
ABA mediated stress responses in different tissues of Arabidopsis,
suggesting that sumoylation by SUMO1/2 played an early role
in the plant stress response. ABA is well known for mediating
plant stress responses to salinity, drought and cold (Karan and
Subudhi, 2012). Thus, SCEI could also be involved in early stress
responses following Cmm infection. One of the first responses
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TABLE 1 | Cmm populations estimated by qRT-PCR of the constitutive
Cmm TomA gene in inoculated stems of S. peruvianum inoculated with
ToMoV1CP or ToMoV_SCEI or S. lycopersicum cv.

Samples Days post inoculation CFU/g + SD

S. peruvianumicp 10 6.80 X 107 + 4.8 x 10°
S. peruvianumicp 20 1.11 x 108 + 9.4 x 108
S. peruvianum-SCEl 10 3.77 < 108 + 4.7 < 108
S. peruvianum-SCEl 20 1.23 ¥ 109 + 2.0 x 107
S. lycopersicum 10 4.63 < 108 + 3.4 x 107
S. lycopersicum 20 3.00 x 1010 + 6.2 x 108

Ailsa Craig not inoculated with the VIGS vector.

to bacterial infections is a burst of ROS, and sumoylation
is regulated by ROS (Zipfel and Robatzek, 2010; Park et al.,
2011). On other hand, the overexpression of a SUMO gene
in Arabidopsis resulted in activation of SA signaling following
infections with Pseudomonas syringae pv tomato DC3000 and
enhanced resistance to PstDC3000 (Panstruga et al., 2009; van
den Burg et al., 2010; Xiong and Wang, 2013). While SA and ROS
are both signals in plant defense response, there is an antagonistic
interaction between ROS and SA signaling (Xu and Brosché,
2014). Therefore, silencing SCEI in S. peruvianum could have
made sumoylation non-functional, which could be affecting SA
levels in response to ROS and thus affecting defense responses to
Cmm infection. Baysal et al. (2003) and Balaji et al. (2008) found
that SA is induced by acidbenzolar-S methyl (ASM) increased
resistance in S. lycopersicum seeds. The best protection against
Cmm was obtained when the ASM had been applied 3 days
before the Cmm infection. If the SA response was not sufficiently
activated, then Cmm may have been able to avoid SA-dependent
defenses allowing it to reproduce to higher levels, spreading in
the plant and eventually killing it.

Silencing SCEI could also have affected the defense response
in S. peruvianum to Cmm by altering other factors in the plant,
such as plant morphology. Null mutations of SCEI in Arabidopsis
resulted in embryo lethality (Park et al., 2011), but in Arabidopsis,
mutants with moderately reduced SCEI levels showed a normal
phenotype suggesting that partially reduced levels of SCEI can
be tolerated under non-stressed conditions (Saracco et al., 2007).
Using VIGS to silence SCEI in S. peruvianum did not cause
visible aberrant developmental effects, and thus this explanation
appears unlikely for the loss of Cmm resistance in S. peruvianum
following SCEl silencing.

While S. lycopersicumis susceptible to Cmm, this is not
due to the lack of SCEI genes. The partial sequence of SCEI
in S. peruvianum had 100% nucleotide identity with a S.
lycopersicum sequence (Solyc02g093110) and lesser nucleotide
identity with other SCEI genes from S. lycopersicum (Figure S1).
Since sumoylation is involved in many processes other than
pathogen resistance, S. lycopersicum must have a number of SCEI
genes in order to survive. Although the coding region of the
SCEI in S. peruvianum in this study and Solyc02g093110 may
be identical, the results of Lara-Avila et al. (2012) show that
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they are regulated very differently following Cmm inoculation.
It is unknown at which stage that innate immunity to Cmm
differs between S. peruvianum and S. lycopersicum, but SCEI
regulation is a possibility. If so, then transgenic S. lycopersicum
with Solyc02g093110 regulated by the promoter region of the
SCEI gene from S. peruvianum could result in greater induction
following infection leading to greater resistance.

In this work, a novel VIGS-vector with ToMoV was
developed, which did not produce severe viral symptoms and
was able to silence genes in S. peruvianum. With this vector, it
was possible to determine that SCEI is important in the defense
of S. peruvianum against Cmm, possibly because SCEI impacted
ETI through the effects of sumoylation on transcription factors,

like WRKYs, and/or the production of the defense hormones,
like SA. This study only examined silencing of SCEI in S.
peruvianum in its relationship to innate immunity to Cmm,
but SCEI may also play roles in resistance to other diseases
or pests. For example, S. peruvianum has resistance against
root-knot nematode (Yaghoobi et al., 2005) and tomato leaf
curl virus (Anbinder et al., 2009). Therefore, altering expression
of SCEI may be a strategy to increase resistance not only
against Cmm but also against several other diseases. Based
on our findings, one biotechnological approach to improve
the Cmm resistance on commercial tomato cultivars is the
overexpression of SCEI gene either using constitutive promoters
or the promoter region of the SCEI gene from S. peruvianum
which may activate the SA signaling pathway following infection
of Cmm, resulting in an enhanced resistance to this bacterial
disease.
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12 Protocolos

12.1 Extracciéon de ADN.

1.
2.

Moler en mortero 0.5 g de tejido vegetal con 500 pL de buffer de extraccion.
Agregar 500 pL de buffer de extraccion. (En caso de que se forme una
masa, se puede centrifugar a 13,000rpm por 12 min y colectar el

sobrenadante).

3. Colectar el liquido en un tubo nuevo de 1.5 mL con pipeta.

4. Incubar a 65°C por 40 min (agitar cada 10 min).

5. Agregar un volumen de fenol/cloroformo/alcohol isoamilico (25:24:1),

mezclar con vortex y centrifugar 10 min a 12,000rpm.

Separar la fase acuosa y pasar a un tubo nuevo de 1.5 mL.

7. Agregar un volumen de fenol/cloroformo/alcohol isoamilico (25:24:1),

8.
9.
10
11

12
13
14
15
16
17

mezclar con vortex y centrifugar 10 min a 12,000 rpm.

Separar la fase acuosa y pasar a un tubo nuevo de 1.5 mL.
Agregar 8uL de RNAsa (10 mg/mL).

. Incubar 30min a 37°C.

. Precipitar el ADN con un volumen igual de isopropanol frio y mezclar por
inversion.

. Dejar la muestra en hielo por 10 min.

. Centrifugar por 10 min a 13,000 rpm, eliminar el sobrenadante.
. Lavar la pastilla con etanol 70%.

. Centrifugar 5 min y eliminar el etanol.

. Secar al aire y resuspender con 50 pL de agua Milli Q.

. Almacenar a -20°C.

Solucion amortiguadora de extraccion de ADN

D-Sorbitol 0.12 M

Tris- HCI 0.22 M, pH 8.0
EDTA 0.022 M, pH 8.0
NaCl 0.8M
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CTAB 0.8%
n-laurylsarcosine 1%
PVP 1%
B-mercaptoetanol 0.2%

12.2 Extracciéon de ARN.

1. Tomar muestra de tejido vegetal (50 a 100 mg) y pasarlo a un tubo
Eppendorf, guardar en nitrégeno liquido.

2. Homogenizar el tejido congelado y adicionar 1mL de TRIzol.

3. Incubar el tejido por 5 min a una temperatura de 15-30°C. (homogenizar el
tejido con el TRIzol).

4. Adicionar 200uL de cloroformo, mezclar vigorosamente con la mano por 15
s e incubar por 2 min en hielo a 4°C.

5. Centrifugar a 13,000 rpm por 15 min a 4°C.

6. Transferir la fase acuosa a un tubo nuevo y adicionar 0.5 mL de Isopropanol
frio, incubar por 15 min en hielo.

7. Centrifugar a 13,000rpm por 10 min a 4°C.

8. Lavar la pastilla con 1mL de etanol-DEPC al 75%, centrifugar a 7,000 rpm
por 5 min a 4°C.

9. Dejar secar la pastilla, pero no en su totalidad.

10. Resuspender la pastilla en 30uL de agua DEPC.

12.3 Sintesis de cADN.

1. Adicionar a un tubo libre de nucleasas la siguiente mezcla:

Oligo (dt) lpL
1ug de ARN XuL
dNTPmix lulL

Agua destilada estéril a 12uL
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2. Incubar la mezcla a 65°C por 5 min y pasar rapidamente a hielo.

Adicionar los siguientes reactivos:
5X First-Strand Buffer 4ulL
0.1M DTT 2ul

Mezclar el contenido suavemente e incunbar a 42°C por 2 min,

™
I

Adicionar 0.5uL de SuperScript RT y mezclar con la micropipeta

suavemente.

6. Incubar a 42°C por 50 minutos.

12.4

0N

o

Inactivar la reaccion calentando a 70°C por 15 min.

Preparacion de las balas de tugsteno e inoculacién de ToMoV, mediante

biobalistica.

Pesar 60 mg de particulas de tungsteno.

Resuspender en 2 mLde HNO30.1N y sonicar por 20min.

Centrifugar a 10,000 rpm por 2 min.

Eliminar el sobrenadante y adicionar 2 mL de etanol absoluto y sonicar
brevemente.

Centrifugar a 10,000 rpm por 2min.

Eliminar el sobrenadante y resuspender en 1mL de agua desionizada
esteril.

Tomar cuatro alicuotas de tungsteno de 250 mLy resuspender en 0.750 mL
con agua desionizada estéril en cada uno de los tubos.

La concentracion final queda en 15 pg/mL

Almacenar a -20°C

Preparacion de balas con ADN para su bombardeo (para 6 plantas)

1.

Mezclar 1ug del compoente A + 1ug del componente B
Adicionar al tubo donde se mezclaron ambos componentes la siguiente
mezcla:

50 uL de tungsteno
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50 uL de CaCl, 2.5M

20 uL de espermidina base libre 0.1M

Mezclar y sonicar hasta observar que las balas se homogenicen
Centrifugar 10 s a 10,000 rpm, eliminar el sobrenadante
Adicionar con 400 puL de etanol absoluto y sonicar

Centrifugar 10 s a 10,000 rpm, eliminar el sobrenadante
Resuspender en 60 uL de etanol absoluto

Sonicar y colocar 10 uL sobre las membranas acarreadoras.

Bombardear con una presién de 650 psi, con helio.
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