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Resumen

Monitoreo de Candidatus Liberibacter en citricos vy
solanaceas y transformacion de tomate con genes que
pueden conferir resistencia al permanente de tomate.

La enfermedad de citricos conocida como Dragén amarillo o Huanglongbing (HLB)
es causada por la bacteria Candidatus Liberibacter spp. En el caso de México la
especie Ca. L asiaticus es la responsable de esta enfermedad. Por otro lado, en el
caso de las solanaceas tomate, papa, y chile, la especie responsable de la
enfermedad del “permanente de tomate es Ca. L solanacearum. En citricos los
insectos vectores de la enfermedad son Diaphorina citri 'y Trioza erytreae, y en el
caso de las solanaceas es Bactericera cockerelli. Las enfermedades mencionadas
se distribuyen globalmente y a la fecha no existe un método eficiente para su control,
causando pérdidas millonarias. Por lo anterior, es importante el monitoreo eficiente
de la enfermedad y la busqueda de métodos de control alternativos.

En este trabajo se tomaron muestras de citricos con sintomatologia de HLB en Cd.
Ferndndez, y Rioverde, y de tomate y chile en Villa de Arista, S.L.P. Se utilizaron
técnicas moleculares basadas en PCR y qPCR para su deteccion y cuantificacion.
Ademas, se inicio la transformacion de una planta de tomate con genes que pueden
conferir resistencia a estas enfermedades, como rar1 'y npr1.

De 12 muestras de citricos con sintomas analizadas por PCR convencional, solo 3
dieron positivas; sin embargo, al analizarlas por qPCR todas dieron positivas. De 9
muestras de tomate solo 3 dieron positivas por PCR, pero falta implementar un
método de cuantificacion por gqPCR en solanaceas, el cual estamos desarrollando.
Los métodos de deteccion y cuantificacion de la enfermedad son importantes para
ver la eficiencia de métodos de control.

Se cuenta con plantulas de tomate presuntamente transformadas con el gen rar1
en cultivo de tejidos. Futuros retos con el vector que porte la bacteria en condiciones
controladas nos permitiran saber si tolera la enfermedad.

PALABRAS CLAVE. Huanglongbing, dragdn amarillo, deteccion oportuna,
bioestimulantes, plantas transgeénicas.
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Abstract

Monitoring of Candidatus Liberibacter in citrus and
solanaceous crops and tomato transformation with genes
that may confer resistance to tomato permanent.

The citrus disease known as Yellow Dragon or Huanglongbing (HLB) is caused by
the bacterium Candidatus Liberibacter spp. In Mexico, the Ca. L asiaticus species is
responsible for this disease. On the other hand, in vegetable crops such as tomato,
potato, and pepper, the responsible species of the disease tomato permanent is Ca.
L solanacearum. In citrus, the insect vectors of the disease are Diaphorina citri and
Trioza erytreae, while in solanaceous crops, it is Bactericera cockerelli. The
mentioned disease is globally distributed, and to date, there is no efficient control
method, causing multimillion-dollar losses. Therefore, efficient disease monitoring
and the search for alternative control methods are crucial.

In this study, citrus samples with HLB symptoms were collected in Cd. Fernandez
and Rioverde, while tomato and chili samples were taken in Villa de Arista, S.L.P.
Molecular technigues based on PCR and gPCR were used for detection and
quantification. Additionally, the transformation of a tomato plant was initiated with
genes that may confer resistance to these diseases, such as rarl and nprl. Out of
12 symptomatic citrus samples analyzed by conventional PCR, only 3 tested
positive; however, when analyzed by gPCR, all tested positive. Out of 9 tomato
samples, only 3 tested positive by PCR. The implementation of a gPCR
guantification method in solanaceae, which we are developing, is still pending.
Disease detection and quantification methods are important to see the efficiency of
disease control methods.

Tomato seedlings putatively transformed with the rarl gene are currently in tissue
culture. Future challenges with the vector carrying the bacterium under controlled
conditions will allow us to know if it tolerates the disease.

KEY WORDS. Huanglongbing, Yellow Dragon, early detection, biostimulants,
transgenic plants.
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l. Introduccion

El género Candidatus Liberibacter incluye bacterias fitopatdogenas limitadas al
floema de plantas, que se caracterizan por no ser cultivables en condiciones
axénicas (Makam et al., 2023). Son transmitidas por insectos, en los que se
multiplican en el intestino y migran hacia las glandulas salivales, lo que hace posible
que la bacteria sea transmitida a la planta huésped durante el proceso de ingestion
de la savia contenida en el floema. Las bacterias proliferan en la planta, y se
localizan intracelularmente en las células del huésped (Ammar et al., 2016). Estas
bacterias causan enfermedades de gran impacto econémico, especialmente en
cultivos de citricos y solanéceas. Entre las especies mas importantes se encuentran
Candidatus Liberibacter asiaticus (Calas), Candidatus Liberibacter africanus
(CalLaf), Candidatus Liberibacter americanus (CaLam), y Candidatus Liberibacter
solanacearum (CalLso), que se distribuyen en diferentes regiones del mundo. Estas
bacterias han sido identificadas como causantes de enfermedades como el
Huanglongbing (HLB) o “dragén amarillo” en citricos, el Permanente del Tomate
(PT), Zebra Chip (ZC) de la papa y Brotes Cloréticos (BC) en chile (Munyaneza et
al., 2007; Melgoza et al., 2018). En el caso de HLB en citricos, la bacteria es
transmitida por psilidos, como Diaphorina citri y Trioza erytreae y en el caso de PT,
ZC y BC en solanaceas, la baceria es transmitida por Bactericera cockerelli
(Munyaneza et al., 2007; Melgoza et al., 2018).

El término “Candidatus” fue propuesto por Murray y Stackebrandt en 1995 para
clasificar taxones procariotas que no pueden ser cultivados, pero cuya identificacién
se basa en el andlisis de secuencias de ADNr 16S (Murray y Stackebrandt,1995;
Merfa et al., 2019). Este sistema es particularmente Util para bacterias que han sido
propuestas para ser incluidas en el género Liberibacter, dado que su cultivo en
laboratorio no se ha logrado hasta ahora.

La imposibilidad de aislar y cultivar estas bacterias representa un gran desafio para
el desarrollo de estrategias de control efectivas, lo que ha impulsado investigaciones

orientadas a mejorar los métodos de deteccién y control, en este Gltimo caso se han



propuesto el uso de antibidticos, de bio-estimulantes, y la generacion de plantas
transgénicas (Zhang et al., 2014a; Dutt et al., 2015; Makam et al., 2023).

En particular, el HLB ha causado pérdidas enormes en la producciéon de citricos
debido a la rapida propagacion de la enfermedad, por lo que se han implementado
diferentes enfoques para combatirla, desde el control de los insectos vectores hasta

la implementacién de métodos fisicos y biotecnolégicos.

1.1 Importancia de los cultivos de citricos y solanaceas

La citricultura en México es una actividad econdmica muy importante, con 603,617
hectareas cultivadas en 28 estados, que producen 8.2 millones de toneladas de
citricos con un valor superior a 34,950 millones de pesos. La produccién se
compone mayormente de citricos dulces (61 %), limones (36 %) y toronja (3 %).
Este sector agricola enfrenta desafios fitosanitarios por diversas plagas (y
enfermedades asociadas a ellas), como el Psilido Asiatico de los Citricos (PAC),
vector del HLB, el pulgén café, los acaros de la leprosis y la mosca prieta. Para
combatirlas, la Direccion General de Sanidad Vegetal implementa campafias de
prevencion, control y vigilancia epidemioldgica, operadas por los Organismos
Auxiliares de Sanidad Vegetal. Desde la primera deteccion del HLB en nuestro pais,
en 2009, las medidas fitosanitarias han logrado contenerlo en el 41 % de la
superficie citricola (243,768 hectareas), destacando la importancia del manejo
integral para reducir la dispersion de plagas (SENASICA, 2023).

Los cultivos de la familia Solanaceae, como el tomate (Solanum lycopersicum), la
papa (Solanum tuberosum) y el chile (Capsicum spp.), son fundamentales tanto
desde el punto de vista alimentario como econémico a nivel mundial. Estas especies
no solo representan una fuente esencial de nutrientes, sino también de empleo e
innovacion tecnolégica en el sector agroalimentario. En México, el tomate es uno de
los cultivos horticolas mas importantes, tanto para el consumo interno como para la
exportacion, principalmente a Estados Unidos y Canada. De acuerdo con datos del
Servicio de Informacién Agroalimentaria y Pesquera (SIAP, 2023), "el tomate es el
principal producto agricola de exportacién no cerealera del pais". Se cultiva en mas

de 90 mil hectareas, con una produccion que supera los 3 millones de toneladas



anuales, posicionando a México como uno de los tres mayores exportadores del
mundo. El tomate también es clave para el desarrollo econémico de regiones como
Sinaloa, San Luis Potosi, Zacatecas y Michoacan, donde genera miles de empleos
en los sectores agricola e industrial. De acuerdo a la FAO (2022), "el tomate es el
cultivo horticola més producido a nivel global, con mas de 189 millones de toneladas
anuales". Esta hortaliza es altamente valorada por su contenido en vitaminas A, C,
E, y compuestos antioxidantes como el licopeno, lo que le confiere propiedades
benéficas para la salud humana (Giovannoni, 2004). Ademas, se ha convertido en
una especie modelo en biotecnologia vegetal, debido a que su genoma ha sido
completamente secuenciado y a su papel en estudios sobre maduracién de frutos,

patogénesis y resistencia genética (Wang et al., 2020).
1.1.2 Biologia 'y patogénesis de Candidatus Liberibacter spp.

En 1994 el Comité Internacional de Bacteriologia Sistematica (ICSB) actualmente
denominado Comité Internacional de Sistematica Procariota (ICSP), acorddé
establecer una nueva categoria de organismos procariotas para organismos que no
pueden ser clasificados de manera tradicional. Ante esta situacion Murray y
Stackebrandt, (1995) propusieron el término “Candidatus”, para clasificar taxones
procariotas, que no son susceptibles de ser aislados en cultivos axénicos y que son
caracterizados por el andlisis de su ADNr 16S. La ausencia de informacion sobre
este tipo de bacterias hace dificil el desarrollo de estrategias que coadyuven el
control de patégenos como los del género “Liberibacter” (Merfa et al., 2019).

Los sistemas que permiten a las bacterias secretar proteinas conocidas como
efectores dentro de las células del huésped se consideran entre los principales
factores de virulencia de los patégenos bacterianos. Estas proteinas efectoras
suelen inhibir las defensas de la planta o alterar sus procesos de desarrollo para
favorecer la proliferacién del patégeno. De manera interesante, las bacterias del
género Candidatus Liberibacter poseen sistemas de secrecion tipo | (T1SS) y una
ruta secretora general completa (Sec) que emplea diversos mecanismos de
patogénesis para infectar a sus hospedadores (Figura 1). Ca Liberibacter secreta

efectores dependientes del sistema Sec-delivered effector (SDES) y otros factores



de virulencia que interfieren con la expresion génica y las funciones proteica del
hospedero, lo que conduce a necrosis de células del floema y disfuncion de ese
tejido conductor (Wang et al.,, 2017). Estos efectores también interactian con
distintos organelos celulares, como plastidios, vacuolas, mitocondrias y el reticulo
endoplasmico, alterando funciones vitales del transporte celular. Ademas, la
bacteria desencadena respuestas inmunitarias de la planta mediante Patrones
Moleculares Asociados a Patégenos (PAMPs) como los lipopolisacaridos,
provocando muerte celular prematura y acumulacion anormal de proteinas y calosa
en el floema, lo que contribuye al desarrollo de sintomas severos en las plantas
infectadas (Wang et al., 2017; Hu et al., 2021).
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Figura 1. Candidatus Liberibacter spp. contiene componentes basicos de la
maquinaria Sec.
Imagen tomada de Wang et al. (2017).



Se ha planteado que las proteinas efectoras dependientes del sistema Sec (SDE,
en color marrén en la Figura 1) son transportadas a través de esta via de secrecion.
En este proceso, la chaperona SecB guia a la preproteina hacia la ruta de
translocacion, interactuando con SecA. Una vez que SecA une a la preproteina, esta
esta Ultima se dirige a la membrana interna (IM), donde el complejo SecYEG forma
un canal por el cual el polipéptido puede atravesar la IM y translocarse al espacio
periplasmico. Para que la translocacion continle, es necesaria la hidrolisis de ATP
como fuente de energia. Ademas, Liberibacter podria emplear mecanismos
alternativos para exportar proteinas a través de su membrana externa (OM).
Algunas proteinas con estructura de barril B presentes en esta membrana podrian
haber adquirido la funcién de transportar proteinas hacia el exterior de la bacteria.
Ciertas proteinas SDE funcionan como autotransportadores y otras podrian ser
liberadas mediante vesiculas derivadas de la membrana externa, como se ilustra en
la Figura 1 (Wang et al.,2017).

1.1.3 Especies de Liberibacter

Existen cuatro especies de importancia econémica de Candidatus Liberibacter
distribuidas mundialmente: CalL asiaticus (CalLas) la especie mayormente
distribuida en cultivos de citricos, presente principalmente en los continentes
asiatico, y americano, Cal africanus (CalLaf) distribuido en el continente africano y
los paises de medio oriente como: Arabia Saudita y Yemen, CalL americanus
(CaLam) distribuida en Sudamérica, presente en Brasil y Paraguay, y por ultimo,
CaL solanacearum (Calso) presente en campos de cultivo de solanaceas de
Estados Unidos, México y Nueva Zelanda, con potencial migracién hacia cultivos de
solanaceas en todo el mundo (Munyaneza et al., 2007; SENASICA, 2019; Wan et
al., 2020). Las especies asiatica y africana fueron identificadas en muestras de
citricos provenientes de India y de Sudafrica respectivamente (Jagoueix et al.,
1994). La especie Ca. L americanus se report6 por primera vez en 2004 en cultivos
de citricos en 2004 del estado de Sao Paulo, Brasil (Texeira et al., 2005). La especie
de Calso se detectd por primera vez en cultivos de papa en Estados Unidos y

México y recientemente se ha encontrado también en tomate (Liefting et al., 2009).



En Nueva Zelanda se reportd en muestras de tomate y posteriormente en papa y
chile (Munyaneza et al., 2007; Liefting et al., 2009).

1.2 Distribucién geograficay vectores

La bacteria Candidatus Liberibacter spp. se encuentra distribuida en paises de Asia,
Africa, Oceania y América (CABI, 2018; 2019; SENASICA, 2019). La distribucion

geografica y los vectores de las especies de Candidatus Liberibacter se resumen

en la Tabla 1 y Figura 2, respectivamente.

Tabla 1. Distribucion geograficay vectores de Candidatus Liberibacter spp.

Candidatus Liberibacter asiaticus

Continente

Paises con reportes

Vector

Asia

Bangladesh, Butan, Camboya, China (Fujian, Guangdong,
Guangxi, Guizhou, Hainan, Hong Kong, Hunan, Jianxi,
Sichuan, Yunnan, Zhejiang), India (Timor Oriental, Andhra
Pradesh, Arunachal Pradesh, Assam, Bihar, Delhi, Gujarat,
Haryana, Himachal Pradesh, Jammu y Kashmir,
Karnataka, Kerala, Madhya Pradesh, Maharashtra,
Manipur, Meghalaya, Mizoram, Nagaland, Orissa, Indian
Punjab, Rajasthan, Sikkim, Tamil Nadu, Tripura, Uttar
Pradesh, Uttarakhand, Bengal Occidental, Indonesia (Irian
Jaya, Java, Kalimantan, Nusa Tenggara, Sulawesi,
Sumatra), Iran, Japén, (Kyushu, Archipiélago de Ryukyu),
Laos, Malasia (Malasia Peninsular, Sarawak), Myanmar,
Nepal, Pakistan, Pilipinas, Arabia Saudita, Sri Lanka,
Taiwan, Tailandia, Vietham y Yemen).

Africa

Etiopia, Islas Mauricio y Reunion.

Oceania

Papua Nueva Guinea

América

México, Estados Unidos (Alabama, California, Florida,
Georgia, Luisiana, Carolina del Sur y Texas), Barbados,
Belice, Colombia, Costa Rica, Cuba, Dominica, Republica
Dominicana, Guadalupe, Guatemala, Honduras, Jamaica,
Martinica, Nicaragua, Panama, Paraguay, Puerto Rico,
Islas Virgenes de Estados Unidos, Argentina, Brasil (Minas
Gerais, Parana, Sao Paulo) Colombia, Paraguay, Trinidad
y Tobago, Venezuela.

Diaphorina
citri

Candidatus Liberibacter africanus

Continente

Paises con reportes

Vector

Asia

Arabia Saudita, Yemen




Africa Burundi, Camerun, Republica Centroafricana, Comoras, Trioza
Etiopia, Kenia, Madagascar, Malawi, Mauricio, Reunion, erytreae
Ruanda, Santa Helena, Somalia, Sudafrica, Suazilandia,
Tanzania, Uganda, Zimbabue.
Candidatus Liberibacter americanus
Continente |Paises con reportes Vector
América Brasil, Paraguay Diaphorina
citri
Candidatus Liberibacter solanacearum
Continente |Paises con reportes Vector
Ameérica Estados Unidos, México, Guatemala, Honduras, El Bactericera
Salvador, Nicaragua cockerelli
Europa Alemania, Espafa, Finlandia, Francia, Austria, Noruega,
Suecia
Asia Marruecos
Oceania Nueva Zelanda

(SENASICA, 2019).

Diaphorina citri

Ca. Liberibacter
asiaticus y

Ca. Liberibacter
americanus

Trioza erytreae

Ca. Liberibacter
africanus

Bactericera cockerelli

Ca. Liberibacter
solanacearum

Figura 2. Vectores de las especies de Candidatus Liberibacter.
A) Diaphorina citri vector de la enfermedad del HLB. B) Trioza erytrae vector de la
enfermedad del HLB. C) Bactericera cockerelli vector del Permanente del tomate y
Zebra Chip en papa. Imagen tomada de Haapalainen (2014).




1.3 Enfermedades

El HLB, conocido también como “Dragon Amarillo” de los citricos, es una
enfermedad documentada en el sur de China a mediados del siglo XX. Esta
enfermedad es considerada la mas destructiva para los citricos debido a su rapida
propagacion, el impacto negativo en la productividad y la susceptibilidad de todas
las especies de citricos. Es causada por las bacterias CalLas y CaLam las cuales
son transmitidas por el psilido asiatico Diaphorina citri, para la especie CalLaf el
psilido africano Trioza erytreae es el mayor responsable de transmitir la
enfermedad. Los sintomas incluyen manchas irregulares en las hojas, brotes
atrofiados, muerte progresiva de las ramas y frutas mas pequefias con coloracién
deficiente (Bove, 2006; Wang y Trivedi, 2013; SENASICA, 2019).

En cuanto a las solanaceas, CalLso es el patdgeno responsable de enfermedades
como el "Permanente del Tomate" (PT), "Zebra Chip" (ZC) en papa, y “brotes
cloraticos” (BC) en chile, transmitido por el insecto vector Bactericera cockerelli, que
se alimenta del floema de diversas plantas, entre las que destacan tomate, papay
chile (Hansen et al., 2008; Melgoza et al., 2018). En 2009, se confirmd la presencia
de esta bacteria en cultivos de tomate en Sinaloa (INTAGRI, 2017). En 2018, se
identifico el insecto transmisor en 14 estados de México, y en San Luis Potosi se
detectd en cultivos de jitomate y chile, causando graves pérdidas econdmicas en
invernaderos y cultivos al aire libre, debido a la dificultad de controlar al vector y el

impacto en la calidad y rendimiento de los frutos (El Sol de San Luis, 2019).

1.3.1 Epidemiologia en México

El Huanglongbing (HLB) se ha convertido en una amenaza global para la industria
citricola, y los esfuerzos de investigacién se centran en mejorar los métodos de
deteccion que puedan incluso detectar plantas enfermas sin sintomatologia, para
un diagndstico temprano, o en caso de presentar sintomatologia corroborar el
patdgeno responsable de la enfermedad. El diagndstico certero hace posible tratar
adecuadamente a las plantas infectadas. Una de las estrategias de control es el
desarrollo de plantas resistentes para reducir su diseminacion (Texeira et al., 2005;
Li et al., 2006; Dutt et al., 2015).



En México, particularmente en el estado de Colima, se han perdido grandes areas
de cultivo de limon mexicano debido a la plaga del HLB. Esta enfermedad, conocida
también como "dragon amarillo”, llegd a Colima en 2010 y se propago rapidamente,
afectando gravemente la produccion de limén. Se estima que alrededor de 5,000
hectareas de citricos fueron sustituidas, lo que resulté en una pérdida de mas de
189,000 toneladas de produccién de limon y un impacto econdémico estimado de

454 millones de pesos (Granados-Ramirez et al., 2022).

1.4 Diagnostico y deteccion

El diagndstico basado en la sintomatologia analiza los sintomas caracteristicos que
presentan las plantas afectadas. En el caso del HLB, los sintomas distintivos
incluyen el amarillamiento de los brotes jévenes, asimetria en las hojas, y la

presencia de frutos deformados o con coloraciones anormales (Figura 3).

Figura 3. Sintomatologia de la enfermedad del HLB en citricos.

A) Hojas de citricos, con asimetria y moteado en la parte adaxial. B) Crecimiento
irregular del fruto. C) Deficiencia de Zinc que produce una clorosis simétrica.
Imagenes tomadas en campo.

Un diagnéstico preliminar es el método del almidén-iodo para la deteccién del HLB.
Este método se basa en la acumulacion anormal de almidén en las hojas infectadas,
que ocurre debido a la obstruccion del floema por la bacteria Candidatus
Liberibacter, que bloquea el transporte de nutrientes. El proceso involucra la
decoloracion de las hojas con alcohol y luego su inmersion en una solucion de yodo
(lugol). Las areas que contienen almidon se tifien de azul oscuro, lo que sugiere una

posible infeccion por HLB (Figura 4).
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Figura 4. Comparacion de tincion y coloracion de cortes de hojas sanas e
infectadas por HLB en citricos por la prueba de aimidon.

A) Parte superior: corte de hoja infectada (positivo) por HLB, coloracion oscura,
parte inferior: corte de hoja sana (negativo) sin HLB. B) Peciolo de hoja infectada
(positivo) por HLB, coloracion oscura. C) Peciolo de hoja sana (negativo) sin HLB.
Imagen tomada de Gonzéalez Segnana et al. (2020).

Aunque es un método rapido y econdémico, el diagndstico debe confirmarse con
técnicas mas precisas como los andlisis moleculares que garanticen un diagndstico
adecuado, y de ese modo evitar la diseminacién de la enfermedad a otros cultivos
(Vera-Aguilar, 2014; Gonzéalez Segnana et al., 2020). También la presencia del
vector nos puede dar una idea del tipo de enfermedad que pueda presentarse en
un cultivo determinado.

Entre las técnicas mas precisas para detectar a la bacteria Candidatus Liberibacter

se encuentran las técnicas de inmunodeteccion y las técnicas moleculares.

1.4.1 Técnicas de inmunodeteccidén

El Ensayo Inmunoabsorbente Ligado a Enzimas (ELISA), utiliza anticuerpos
especificos que unen con alta afinidad proteinas de la bacteria. Esta técnica es
efectiva para la deteccion rapida del patégeno en un gran niumero de muestras,
aunqgue por lo general se considera menos especifica y sensible que los métodos
moleculares (Ding et al., 2015).

La impresion de tejidos (tissue-printing) es una técnica sencilla y econdmica que
identifica a la bacteria directamente en el tejido vegetal, donde los antigenos son
transferidos a una membrana absorbente tratada con anticuerpos especificos para

una determinada bacteria. El principio basico de la impresion de tejidos radica en

10



gue los materiales celulares presentes en una superficie recién cortada pueden
transferirse de manera sencilla mediante contacto directo con una superficie
adhesiva o absorbente, sin que ocurra una difusion significativa. Esto permite dejar
una impresion bioquimica y fisica que conserva informacion anatémica detallada.
Ademas, la impresion inmunologica de tejidos puede mantener y exponer la
distribucion de proteinas especificas en tejidos de mayor tamafio, como secciones
de frutas, semillas, tallos o incluso en hojas intactas (Ding et al., 2015; Makam et
al., 2023). Ding et al. (2015), utilizaron un anticuerpo policlonal disefiado contra el
antigeno OmpA para identificar la presencia y distribucion de Calas en tejidos de
citricos. OmpA es un dominio proteico conservado en la membrana externa de
bacterias Gram-negativas y desempefia funciones clave en la adhesién a células
huésped, estructura y estabilidad de la membrana externa, interaccion con el
sistema inmune del hospedero y transporte de moléculas (Ding et al., 2015; Makam
et al., 2023).

1.5 Técnicas moleculares

La Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) es comunmente usada para
detectar a Candidatus Liberibacter en plantas infectadas. Existen variantes como la
PCR convencional y la PCR en tiempo real (QPCR), que permiten una deteccion
precisa y cuantitativa del ADN bacteriano, con alta sensibilidad, incluso puede
detectar el patbgeno en muy pequefias cantidades (pg) en los tejidos vegetales que
incluso cuando la planta no muestre sintomas. El estudio realizado por Teixeira et
al. (2005), describe una técnica de PCR que amplifica regiones del gen del ADNr
16S de las bacterias CalLas, CalLaf y CaLam, que causan el HLB en los citricos. Por
otra parte, el estudio realizado por Hansen et al. (2008), amplifica el espaciador
intergénico 16S-23S para la deteccion de Ca. Liberibacter solanacearum. Li et al.
(2006), implementaron la gPCR para Ca. Liberibacter asociadas al HLB mediante
sondas TagMan. Esta técnica amplifica regiones especificas del gen ADNr 16S de
las bacterias causantes del HLB. La cuantificacion se basa en la fluorescencia
generada por sondas de ADN, que se unen a un blanco en el ADN de doble hebra
de Candidatus Liberibacter.
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1.6 Métodos de control

Los métodos de control para Candidatus Liberibacter se enfocan en evitar que se
disemine el vector que transmite la bacteria, asi como en practicas culturales

apropiadas y el uso de agentes quimicos y biolégicos.

) Fisicos
Se enfocan en limitar la propagacion de la bacteria. Las estrategias incluyen eliminar
plantas infectadas, controlar los insectos vectores con trampas y mallas, desinfectar
herramientas y equipos con calor o vapor, instalar barreras fisicas para impedir el
acceso de insectos, controlar malezas que sirven de refugio a los insectos vectores,
y aplicar tratamientos térmicos para erradicar la bacteria sin dafiar las plantas (Wang
y Trivedi, 2013).

1)) Quimicos
Se han evaluado antibiéticos como la oxitetraciclina, ampicilina y penicilina (Zhang

et al.,, 2014a), junto con nuevos compuestos como la "zhongshengmicina”, que
inhibe la sintesis de proteinas bacterianas, y la "validoxilamina A", que afecta el
metabolismo de carbohidratos en la bacteria (Andrade et al., 2020). También se
investigan nanoemulsiones y péptidos antimicrobianos como alternativas
sostenibles (Li et al.,, 2021). Aungue los plaguicidas siguen utilizandose contra
Diaphorina citri, actualmente se combinan con otros enfoques para reducir su

impacto ambiental.

1)} Biologicos
Se exploran estrategias avanzadas como el "mejoramiento hibrido", con variedades

resistentes como Poncirus trifoliata (Stover et al., 2015), y la "terapia microbiana”,
utilizando bacterias benéficas como Pseudomonas y Bacillus para competir con
Calas por nutrientes y estimular la defensa de las plantas a través de la Resistencia
Sistémica Inducida (ISR). (Poveda et al., 2021). También se han probado
bacteriéfagos para atacar patégenos de cultivos (Sharma et al., 2023). En lo que

respecta al control del vector Diaphorina citri, se utilizan depredadores naturales
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como coccinélidos (Olla v-nigrum, Harmonia axyridis), crisopas y parasitoides como
Tamarixia radiata (USDA, 2003).

Existen varias alternativas para combatir la bacteria Candidatus Liberibacter,
combinando enfoques biotecnoldgicos y nutricionales que podrian ser mucho mas

eficientes que los métodos actualmente en uso (Makam et al., 2023).

1.7 Mecanismos de defensa en plantas

Las plantas, han desarrollado mecanismos de defensa altamente especializados
para detectar y responder a diversos patdégenos. Su sistema inmunoldgico se basa
en una red de reconocimiento molecular y sefalizacién hormonal que permite
activar respuestas tanto locales como sistémicas ante el ataque microbiano. La
primera linea de defensa de las plantas es conocida como inmunidad
desencadenada por patrones moleculares asociados a patdogenos (PAMPSs). Esta
forma de defensa es activada cuando las células vegetales detectan estructuras
microbianas altamente conservadas, como la flagelina, quitina o lipopolisacaridos,
a través de receptores de reconocimiento de patron (PRRs) ubicados en la
membrana plasmatica (Boller y He, 2009). De acuerdo con Jones y Dangl (2006),
"la inmunidad vegetal comienza con el reconocimiento de patrones conservados por
receptores de reconocimiento de patrones (PRRs), lo que conduce a una amplia
activacion de defensas basales". Esta activacion genera respuestas rapidas como
la produccién de especies reactivas de oxigeno (ROS), la sintesis de calosa, y la
expresion de genes de defensa, que refuerzan fisica y bioquimicamente a las
células e inhiben el avance del patégeno. Sin embargo, muchos patégenos han
evolucionado mecanismos para suprimir esta inmunidad basal mediante la
secrecion de efectores, proteinas disefiadas para interferir con los procesos
defensivos de la planta (Wang et al., 2017). Frente a esto, las plantas poseen una
segunda capa de defensa conocida como inmunidad desencadenada por efectores
(ETI). Esta respuesta involucra proteinas de resistencia (R), que reconocen directa
o indirectamente los efectores patégenos. Como consecuencia, se activa una

respuesta hipersensible (HR), que implica la muerte celular localizada en el sitio de
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infeccion para evitar la propagacion del patégeno a otros tejidos de la planta (Jones
y Dangl, 2006).

A nivel sistémico, las plantas desarrollan respuestas inmunes de largo alcance a
través de dos rutas principales: la Resistencia Sistémica Adquirida (SAR) y la
Resistencia Sistémica Inducida (ISR). La SAR se activa tras una infeccion local y
depende del acido salicilico (SA) como molécula sefal. Durrant y Dong (2004)
mencionan que "SAR se caracteriza por una expresion generalizada de genes PR
y una mayor resistencia a infecciones subsecuentes”. Esta respuesta confiere una
proteccion de amplio espectro contra distintos tipos de patdégenos durante dias o
incluso semanas. Por su parte, la Resistencia Sistémica Inducida (ISR) se
desencadena mediante la interaccion con microorganismos benéficos del suelo,
como algunas rizobacterias pero también por dafio mecanico (Durrant y Dong,
2004). A diferencia de la SAR, la ISR depende de las vias de jasmonato (JA) y
etileno (ET). Como sefialan Pieterse et al. (2014), "la ISR no conlleva acumulacion
de PRs, pero condiciona a la planta para responder mas rapidamente a futuros
ataques". Este fendbmeno de “preparacién” se conoce como priming, en el que la
planta entra en un estado de alerta inmunoldgica sin activar de modo directo una
respuesta energéticamente costosa.

En conjunto, estos mecanismos muestran que la inmunidad vegetal es compleja,
dinamica y altamente adaptativa, permitiendo a las plantas responder
eficientemente a amenazas bioldgicas sin necesidad de un sistema inmune mavil.
La combinacion de deteccion molecular precisa (PAMPs/efectores) y la integracion
de sefales hormonales (SA, JA, ET), forma la base de una defensa eficaz tanto
local como sistémica (Durrant y Dong, 2004; Jones y Dangl, 2006; Boller y He, 2009;
Pieterse et al. 2014).

1.8 Los genes de resistencia nprly rarl como alternativa para la proteccion
de cultivos

La sobreexpresidon de genes que puedan conferir resistencia contra enfermedades
ocasionadas por bacterias es un método de control que se ha estado explorando

recientemente. El gen nprl (Nonexpressor of Pathogenesis-Related Genes 1) en
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Arabidopsis thaliana es reconocido como un regulador central de SAR, una forma
de inmunidad que permite a las plantas defenderse eficazmente contra una gran
variedad de patogenos. Este gen cumple funciones cardinales tanto en la
percepcion de sefiales inmunes como en la activacion de respuestas moleculares
especificas.

Cuando una planta es infectada por un patdgeno, los niveles de acido salicilico (SA)
aumentan de manera significativa, esto promueve la activacion de nprl. En este
contexto, NPR1 actia como sensor de esta molécula. De acuerdo con Backer et al.
(2019), "tras la infeccion por un patégeno, los niveles de SA aumentan en la planta
desencadenando respuestas de defensa".

Una vez activado por el SA, NPR1 se transloca al nucleo, donde cumple un papel
fundamental como coactivador transcripcional. En el nacleo, nprl interactia con
factores de transcripcion de la familia TGA, regulando la expresion de genes
involucrados en la respuesta inmune, como los genes PR (Relacionado con la
Patogénesis). Ademas, otros reguladores como WRKY18 también cooperan con
nprl en la modulacion de genes de defensa (Vera-Aguilar, 2014).

A nivel estructural, nprl contiene repeticiones de anquirina, las cuales son similares
a las encontradas en inhibidores de factores de transcripcion en otros organismos.
Esta caracteristica sugiere su participacion directa en la regulacion de la expresion
génica (Kuai et al., 2015).

Estudios recientes han mostrado que nprl interactia con ATG6, una proteina
relacionada con el proceso de autofagia. Esta interaccién tiene un efecto positivo en
la acumulacién nuclear de nprl y en su estabilidad proteica, lo que intensifica su
capacidad de activar defensas (Kumar et al., 2022).

Ademas de su rol en la sefializacion mediada por SA, nprl también esta implicado
en la regulacién cruzada con otras vias hormonales, especialmente con la del acido
jasmonico (JA). Esta interaccion permite a la planta priorizar y modular su respuesta
inmune segun el tipo de patdégeno (Kumar et al., 2022). NPR1 se establece como
un nodo clave en la red de defensa vegetal, integrando sefiales hormonales y
coordinando la expresion de genes que permiten a la planta montar una defensa

efectiva y adaptativa frente a diversos patdgenos.
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El gen rarl (Required for Mlal2 Resistance 1) en Arabidopsis thaliana cumple un
papel esencial en la inmunidad vegetal, particularmente en la resistencia mediada
por genes R, los cuales permiten a las plantas detectar y responder especificamente
a patdgenos invasores. En este sentido, "es un regulador clave en la inmunidad
vegetal porque asegura la funcionalidad de los receptores NLRs (Nucleotide-binding
and Leucine-rich Repeat) mediante su interacciéon con HSP90 (Heat Shock Protein
90) y SGT1 (Suppressor of G2 allele of Skpl). Su actividad es esencial para la
percepcion de patdgenos y la activacion de respuestas de defensa, lo que permite
a Arabidopsis thaliana resistir infecciones de manera efectiva" (Muskett et al., 2002;
Tornero et al., 2002; Takahashi et al., 2003).

RAR1 actia como cofactor molecular en la via de sefializacion de los receptores
intracelulares NLRs, los cuales detectan efectores que buscan suprimir las defensas
vegetales. Receptores como RPM1, RPS2 y RPS5 en A. thaliana son responsables
de esta deteccion. Una vez activados, RAR1 colabora estrechamente con SGT1 y
la chaperona HSP90 para estabilizar y ensamblar adecuadamente los NLRs,
asegurando su funcionamiento 6ptimo (Tornero et al., 2002; Takahashi et al., 2003).
La activacion de los NLRs desencadena respuestas de defensa como la respuesta
hipersensible (HR), que consiste en la muerte celular localizada para impedir el
avance del patdbgeno. Asimismo, se activan rutas relacionadas con la produccion de
especies reactivas de oxigeno (ROS), &cido salicilico (SA) y otros compuestos que
amplifican la inmunidad (Muskett et al., 2002).

Desde el punto de vista bioquimico, RAR1 es una proteina tipo CHORD (Cysteine-
and Histidine-rich Domain protein), con dos dominios CHORD que le permiten unirse
a HSP90, estabilizando asi a los NLRs.

Finalmente, se ha demostrado que la ausencia o mal funcionamiento de RARL1
compromete la inmunidad de la planta, pues afecta negativamente la actividad de
los NLRs, reduciendo su capacidad para resistir infecciones (Muskett et al., 2002;
Tornero et al., 2002; Takahashi et al., 2003). Se considera una pieza esencial del
sistema inmunologico vegetal, que permite respuestas inmunes rapidas, eficaces y

especificas.
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1.9 Métodos de clonacion de genes de resistencia por técnicas de biologia
molecular

Las técnicas de clonacion hacen posible la insercion de genes de resistencia en
plantas u otros organismos, permitiendo su integracién, transcripcion y traduccion
dentro del organismo receptor. Esto capacita a la planta para sintetizar compuestos
gue antes no producia o para incrementar la produccion de sustancias ya presentes,
otorgandole asi una caracteristica benéfica. El desarrollo de la clonacion molecular
comenzo con el descubrimiento de las enzimas de restriccion, que cortan el ADN
en sitios especificos. Estas enzimas permiten fragmentar el ADN y unir los
fragmentos a vectores, mediante la enzima ADN ligasa. Las enzimas de restriccion
generan extremos "cohesivos" o extremos "romos”. La unién de fragmentos con
extremos cohesivos es mas eficiente, pero requiere compatibilidad entre las hebras
de ADN. Aunque la ligacion de extremos romos es mas versatil, es menos eficiente.
Es posible convertir un tipo de extremo en otro mediante enzimas. Estas técnicas
de corte y union siguen siendo ampliamente utilizadas y se conocen como clonacién
tradicional (Bertero et al., 2017). La clonacién tradicional implica multiples etapas
para lograr con éxito la insercion de una secuencia deseada, ya que se transfiere
Gnicamente un fragmento de ADN desde un plasmido donante o un producto de
PCR hacia un vector especifico. Debido a esta complejidad, se han desarrollado
técnicas mas eficientes para agilizar el proceso de clonacion génica, como los
métodos Gateway por recombinacion y la técnica Golden Gate. Este ultimo método
emplea una enzima de restriccion tipo IS, la ligasa T4, el ADN de interés, y el vector
en una sola reaccién. Cuando se necesitan clonar fragmentos de varios kilobases,
Golden Gate resulta til, ya que permite amplificar y ensamblar el gen en un solo
paso (Engler y Marillonnet, 2014).

1.9.1 Latecnologia Gateway, en la clonacién de genes

La clonacion Gateway es una técnica basada en la recombinacion sitio-especifica
del bacteriéfago lambda, que permite su integracion en el cromosoma de E. coli
(segun el manual del sistema pBAD/Thio His TOPO), eliminando en gran medida la

necesidad de emplear métodos tradicionales con ADN ligasas. Este método utiliza
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la PCR para amplificar el ADN objetivo mediante oligonucledtidos disefiados con
una secuencia CACC en el extremo 5’ del oligonucleétido forward. Esta secuencia
CACC facilita la insercion del fragmento en el vector de entrada pENTR/D-TOPO
mediante una topoisomerasa, asegurando una clonacion direccional. El resultado
es un plasmido en el que el fragmento de interés queda flanqueado por las
secuencias attL1 y attL2. Posteriormente, la insercion puede ser transferida a un
vector de expresion mediante una reaccion de recombinacion LR (Figura 5)

(Gateway™ LR Clonase™ Il Enzyme mix de Invitrogen, Carlsbad, CA, USA).

Topoisomerase-mediated capture and Gateway recombination

Target sequence
1. PCR PCR product: CaCC m—

'

Target sequence
PCR product: VIR

CaCl g
2. Capture
attL1 joro a2
pPENTR/D-TOPO: I P —
TOPO
pENTR-target: M13F atfL1 -Tzfrget sequence  affL2
—————- CAC
3. Recombine X X
promoter attR1 CmR ccdB attR2 YFP
Destination vector: s

:

4. Finished product Destination vector promoter atB1 Target sequence atfB2 YFP

with target sequence: Aare E

Figura 5. Ligacion mediada por topoisomerasa y recombinacion Gateway.

(1) Secuencia de interés se amplifica por PCR con oligonucleétido 5' que tiene la
secuencia CACC. (2) Reaccidn de ligacién de los productos de PCR con el vector
PENTR / D-TOPO, el cual contiene topoisomerasa |. (3) Recombinacion del
plasmido con LR clonasa entre los sitios attL y attR, gen de resistencia al
cloranfenicol (CmR) y el gen letal ccdB. (4) Plasmido Final con la secuencia de
interés. Imagen tomada de Earley et al. (2006).
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Esta tecnologia fue desarrollada con el propdsito de clonar fragmentos de ADN, ya
sea de manera individual o multiple y en una orientacion especifica, para estudiar la
expresion génica en diversos sistemas. Entre sus principales ventajas se
encuentran la eliminacion de pasos como las digestiones enzimaticas, la capacidad
de realizar recombinaciones reversibles, la ausencia de pérdida o adicion de
nucleotidos durante la transferencia, la opcién de realizar multiples inserciones
simultdneas, la disponibilidad de distintos sitios de recombinacion y la
compatibilidad con varios vectores destino. Todo esto permite llevar a cabo un
proceso de clonacion répido, eficiente y confiable, ideal para generar vectores
binarios aptos para la transformacion de plantas (Figura 6) mediante Agrobacterium
(Earley et al., 2006).

BAR EE affl CmA odB &iRE YFP HA OCS
m LB -— —am— — —== RB
BAR 35S ami CmA odE aAZ CFF HA QCE
102 LB P — e oe—am— FB
BAR 358 aA1 COmR cocdB atR2 GFP GeHis OCS
103 LB — — —a— o —am— B
BAR 355 PP a1 CmA oxB  gdfR2 QLS
104 LB - — e RB
BAR b ] HA &afR1 CmA cxdB a2 OCS
20 LB ——— — —an—mm— RB
BAR 355 Flag &fR1 CmR o=B &2 OLS
BAR 355 chye amAl CmA  ocodB ARz OCS
203 LB —— —— —mam——=m_ RB
BAR A55 Acv3 aff1 CmR  ocdB afRzZ OGS
204 L e - — —e = RE
BAR 363 a1 CmA codB HMA2 TAP CCS
205 LB — = BB
B&RA a1 CmA coodB &2 HA OCS
30 LB — o —mm— RB
BAR affi1 CmA oodB &MA2  Flag OCS
302 LB -— — mm— —==m— HB
BAR affii CmA codB A2 cMyc OCS
303 LB -— —am—— == AB
BAR af1 CmA o8 alfRE AcWE OCS
o4 LE — e —— ~— - ==— RE

Figura 6. Vectores de transformacion de plantas pEarleyGate.

Todos los plasmidos pEarleyGate son vectores binarios que pueden replicarse tanto
en Escherichia coli como en Agrobacterium tumefaciens y contienen las secuencias
de borde izquierdo (LB) y borde derecho (RB) necesarias para la transferencia de
ADN-T mediada por Agrobacterium. Imagen tomada de Earley et al. (2006).

1.9.2 Transformacion mediada por Agrobacterium tumefaciens
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Se han empleado diversas técnicas para transformar plantas, aunque la mas
utilizada es la transformacién mediada por la bacteria Agrobacterium tumefaciens.
Este método se basa en el uso de un plasmido bacteriano Ti (inductor de tumores),
que contiene multiples copias capaces de transferir informacion genética al genoma
vegetal. Este plasmido puede modificarse facilmente para insertar genes de interés
entre las secuencias que delimitan el ADN-T, (borde izquierdo, LB y borde derecho,
RB, respectivamente) que luego se introduce en A. tumefaciens (Soria-Guerra,
2007). Tras infectar las células vegetales, el ADN-T es escindido en sus bordes,
transportado al nucleo e integrado aleatoriamente en el ADN cromosdémico en uno
o varios lugares. Durante el proceso de cultivo in vitro, las células que han sido
transformadas se seleccionan y se regeneran hasta obtener plantas transgénicas
(Figura 7).

NA plasmid removec Plasmid Is cut using a

pacterium
> -

Ti Plasmid

restriction enzyme

Foreign DNA with same
Q 'l; ‘N‘
DNA

fragment

Recombinant
Plasmid

Recombinant Ti plasmid reinserted into bacterium

© -

A transgenic plant expressing

inserted gene is generated 0

e | -

Plant cell

Figura 7. Transformacion de plantas mediada por Agrobacterium tumefaciens.
Tomado de Microbe Notes (2022).
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. Objetivos

2.1 Objetivo general

Monitorear la presencia de Candidatus Liberibacter en cultivos de naranja
(Citrus sinensis) y tomate (Solanum lycopersicum) en San Luis Potosi, y obtener
plantas transgénicas de tomate que sobreexpresn genes de resistencia contra el

permanante de tomate.

2.2 Objetivos especificos

1. Monitorear la distribucion de la bacteria Candidatus Liberibacter
mediante deteccidn y cuantificacion por técnicas moleculares en cultivos de

naranja y tomate en San Luis Potosi.

2. Generar controles positivos para las enfermedades del Huanglongbing

y el Permanente del Tomate.

3. Demostrar que es posible clonar los genes de resistencia rarl y nprl
mediante el sistema de clonacion Gateway del ADN gendmico de Arabidopsis

thaliana.

4. Demostrar que es posible transferir los genes de resistencia a las
cepas LBA4404 y GV3101 de Agrobacterium tumefaciens por

electroporacion.

5. Demostrar que es posible transformar nuclearmente cotiledon e
hipocdtilo de plantulas de tomate mediante co-cultivo con Agrobacterium

tumefaciens.
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11

Metodologia

Muestreo en campos de cultivo de citricos y tomate, en Cd. Fernandez,
Rioverde y Villa de Arista, S.L.P.

Se realizé un muestreo en tres predios de cultivos de citricos en Cd. Fernandez

donde se tomaron 10 muestras de hojas de naranja y 2 muestras de hojas de limén,

y un muestreo en un predio de Rioverde donde se obtuvieron 5 muestras de hojas

de tomate (Tabla 2 y Figura 8). Adicionalmente, la Ing. Perla Medina nos

proporcion6 4 muestras de hojas de tomate de un predio de Villa de Arista, S.L.P.

Los sintomas distintivos para la enfermedad del HLB y la enfermedad del

permanante del tomate (PT) incluyen clorosis, asimetria en las hojas, y la presencia

de frutos deformados o con coloraciones anormales (Munyaneza et al., 2007;
SENASICA, 2019).

Tabla 2. Ubicacion de muestras de citricos y tomate (Solanum lycopersicum)
para el monitoreo de Ca. Liberibacter spp. por técnicas moleculares en SLP.

Muestr Coordenadas Municipio Productor Muestra Comentarios
as
M1- 21°57'22.3"N Ciudad Javier Hernandez Naranja / Amarillamiento de hojas,
arbol 1 100°04'45.4"W Fernandez Rocha “Valencia” maduracién invertida de
frutos
M2- 21°57'22.3"N Ciudad Javier Hernandez Limon Amarillamiento de hojas,
arbol 2 100°04'45.4"W Fernandez Rocha maduracion invertida de
frutos
M3- 21°57'22.3"N Ciudad Javier Hernandez Naranja / Amarillamiento de hojas,
arbol 3 100°04'45.4"W Fernandez Rocha “Valencia” maduracion invertida de
frutos
M4- 21°57'22.3"N Ciudad Javier Hernandez Limén Amarillamiento de hojas,
arbol 4 100°04'45.4"W Fernandez Rocha maduracion invertida de
frutos
M5- 21°57'22.3"N Ciudad Javier Hernandez Naranja / Amarillamiento de hojas,
arbol 5 100°04'45.4"W Fernandez Rocha “Valencia” maduracién invertida de
frutos
M6- 21°54'15.5"N Ciudad Dr. José Antonio Naranja / Amarillamiento de hojas,
arbol 1 100°01'24.9"W Fernandez Castillo “Valencia” maduracién invertida de
frutos
M7- 21°54'15.5"N Ciudad Dr. José Antonio Naranja / Amarillamiento de hojas,
arbol 2 100°01'24.9"W Fernandez Castillo “Valencia” maduracién invertida de
frutos
M8- 21°54'15.5"N Ciudad Dr. José Antonio Naranja / Amarillamiento de hojas,
arbol 3 100°01'24.9"W Fernandez Castillo “Valencia” maduracion invertida de

frutos
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M9- 21°56'57.7"N Ciudad Guadalupe Naranja / Amarillamiento de hojas,
arbol 1 100°03'44.8"W Fernandez Cabrera “Valencia” maduracion invertida de
frutos
M10- 21°56'57.7"N Ciudad Guadalupe Naranja / Amarillamiento de hojas,
arbol 2 100°03'44.8"W Fernandez Cabrera “Valencia” maduracion invertida de
frutos
M11- 21°56'57.7"N Ciudad Guadalupe Naranja / Amarillamiento de hojas,
arbol 3 100°03'44.8"W Fernandez Cabrera “Valencia” maduracion invertida de
frutos
M12- 21°56'57.7"N Ciudad Guadalupe Naranja / Amarillamiento de hojas,
arbol 4 100°03'44.8"W Fernandez Cabrera “Valencia” maduracion invertida de
frutos
M13- 22°01'03.5"N Rioverde Ing. Eliseo Alonso Tomate / Hojas con sintomas de
planta 100°21'52.6"W Montoya SVTE 8444 permanente
1
M14- 22°01'03.5"N Rioverde Ing. Eliseo Alonso Tomate / Hojas con sintomas de
planta 100°21'52.6"W Montoya SvTE 8444 permanente
2
M15- 22°01'03.5"N Rioverde Ing. Eliseo Alonso Tomate / Hojas con sintomas de
planta 100°21'52.6"W Montoya SvTE 8444 permanente
3
M16- 22°01'03.5"N Rioverde Ing. Eliseo Alonso Tomate / Hojas con sintomas de
planta 100°21'52.6"W Montoya SvTE 8444 permanente
4
M17- 22°01'03.5"N Rioverde Ing. Eliseo Alonso Tomate / Hojas con sintomas de
planta 100°21'52.6"W Montoya SVvTE 8444 permanente
5
M18- - Villa de Ing. Gustavo Hojas de Hojas con sintomas de
planta Arista Reyna tomate permanente
1
M19- - Villa de Ing. Gustavo Tomate Hojas con sintomas de
planta Arista Reyna permanente
2
M20- - Villa de Ing. Gustavo Tomate Hojas con sintomas de
planta Arista Reyna permanente
3
M21- - Villa de Ing. Gustavo Tomate Hojas con sintomas de
planta Arista Reyna permanente
4
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Figura 8. Arbol de naranja mostrando sintomas de la enfermedad del HLB y
planta de tomate mostrando sintomas de la enfermedad del Permanente del
Tomate.

A) Arbol de naranja achaparrado con amarillamiento en hojas y asimetria en frutos.
B) Planta de tomate con deformacion en las hojas y frutos con crecimientos
irregulares.

3.2 Extraccién de ADN gendmico de muestras de citricos y tomate
colectadas en campo.

Se pesaron 0.5 g de hoja de las muestras colectadas en campo. Posteriormente, en
un mortero, se agrego 1 mL de buffer de extraccién que contiene Clorhidrato de Tris
(Tris-HCI) 0.22 M, pH 8, acido etilendiaminotetraacético (EDTA) 0.022 M, pH 8,
cloruro de sodio (NaCl) 0.8 M, bromuro de hexadeciltrimetilamonio (CTAB) 0.8%,
polivinilpirrolidona (PVP) 1%, N-lauroilsarcosina 1%, B-mercaptoetanol 0.2 %, D-
sorbitol 0.14 M. Las hojas fueron maceradas con un pistilo en el buffer de extraccion,
y la mezcla resultante se colectd en tubos Eppendorf de 1.5 mL; se colectaron 750
puL del extracto. Las muestras se incubaron a 65°C durante 40 min y luego se
centrifugaron, separando la fase acuosa que contiene el ADN. Esta fase se purificé
en multiples etapas mediante el uso de fenol/cloroformo/alcohol isoamilico para
eliminar proteinas, lipidos y carbohidratos. Posteriormente, se eliminé el ARN con

ARNasa, y el ADN fue precipitado con isopropanol. Se enfrig, centrifugd y se lavé
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con etanol al 70%. Tras secarlo, se disolvié en agua Milli-Q. Finalmente, se midio la

concentracion y calidad del ADN por espectrofotometria en Nanodrop.

3.3 Deteccidén por PCR de punto final para la amplificacion del gen ADNr 16S
de Ca. Liberibacter asiaticus y Ca. Liberibacter solanacearum.

La Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) se usa para detectar a Candidatus
Liberibacter en plantas infectadas, por ser una técnica sensible y rapida. Se siguio
el protocolo realizado por Texeira et al. (2005), para la amplificacién de un fragmento
del ADNr 16S de Ca. Liberibacter asiaticus y asi monitorear la presencia de la
bacteria en las muestras de citricos obtenidas en campo. Las secuencias de los
oligonucledtidos especificos utilizados para la deteccion de Calas fueron: OIll1
forward, 5’ GCGCGTATGCAATACGAGCGGCA 3", y el oligonucleétido reverso
OL2c, 5’ATGGGTTGCGAAGTCGCGAGGC 3'. El programa utilizado para la PCR
fue una desnaturalizacion inicial a 94 °C por 3 min, 40 ciclos a una desnaturalizacion
a 94 °C por 45 s, hibridacién a 64 °C por 45 s, polimerizacién a 72 °C por 1 my una
polimerizacion final a 72 °C por 7 min (Texeira et al., 2005). El ADN amplificado se
someti6 a electroforesis en un gel de agarosa al 1 %, mostrando un tamarfio de 1,160
pb y se observd en un gel de agarosa al 1%. Por otra parte, para la deteccion de
Ca. Liberibacter solanacearum se siguid el protocolo realizado por Hansen et al.
(2008), que amplifica una region 16-23S de su genoma. Las secuencias de los
oligonucledtidos especificos utilizados para la deteccién de CalLso fueron: LP Frag
4-(1611F) 5 GGTTGATGGGGTCATTTGAG 3, y LP Frag 4-480R
5 CACGGTACTGGTTCACTATCGGTC 3, con un ADN amplificado de un tamafio
de 918 pb para CalLso. El programa utilizado para la PCR fue una desnaturalizacién
inicial a 98 °C por 30 s, 35 ciclos a una desnaturalizacion a 98 °C por 10 s,
hibridacién a 60 °C por 30 s, polimerizacion a 72 °C por 1.30 s y una polimerizacién
finala 72 °C por 10 min (Hansen et al., 2008). El producto amplificado fue observado
en un gel de agarosa al 1%. Esta técnica permite detectar la bacteria tanto en fases
tempranas de la infeccién, como en una planta con sintomas. La deteccién en fases

tempranas es crucial para un diagnostico preciso antes de la aparicion de sintomas.

25



3.2.1 Preparacion de células competentes de Escherichia coli Top 10 por el
método de CaClz.

Se inoculé una alicuota de la cepa TOP 10 en un tubo Falcén de 15 mL con 3 mL
de medio liquido Luria Bertani (LB) y se incub6 toda la noche a 37°C a 200 rpm. Se
afiadieron 500 pL del preindculo a un matraz con 50 mL de medio liquido LB (sin
antibiético) y se incubd a 37°C a 200 rpm hasta alcanzar una DOeoo de 0.5 a 0.7. El
cultivo se distribuyd en botellas Sorvall de 250 mL (enfriadas con anticipacion) a
8,000 rpm por 10 min, se descartdé inmediatamente el sobrenadante y las botellas
se colocaron en un bafio de hielo. A cada botella se le agregé 7.7 mL de una
solucién fria de CaClz 0.1M con glicerol al 15% para resuspender las células con un
vortex por 5 a 10 s y colocando en el hielo alternadamente. Se centrifugaron las
células a 8,000 rpm por 10 min y se descarté el sobrenadante de forma inmediata,
regresandolas al bafio de hielo. Finalmente se repitié el procedimiento del paso
anterior, pero esta vez las células se resuspendieron en 1.27 mL de la solucion fria
de CaCl2 0.1M con glicerol al 15%. Las células se distribuyeron en alicuotas de 50
uL en tubos Eppendorf frios, que se congelaron luego en nitrégeno liquido y se

almacenaron a -80°C hasta su uso.

3.3 Cuantificacion de la carga bacteriana de Ca. Liberibacter asiaticus por PCR
en tiempo real en las muestras de citricos colectadas en campo.

Para la cuantificacién por gPCR de la carga bacteriana de Calas en las muestras
de citricos colectadas en campo por qPCR, se siguio el protocolo de Li et al. (2006),
que utiliza sondas TagMan. Esta técnica amplifica regiones especificas del gen
ADNr 16S de las bacterias causantes del HLB, utilizando los siguientes
oligonucledtidos: HLBas Forward 5 TCGAGCGCGTATGCAATACG 3, HLBr
Reverse 5° CTACCTTTTTCTACGGGATAACGC 3 y la sonda HLBp 5
AGACGGGTGAGTAACGCG 3’ (Li et al., 2006).
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3.4 Generacion de controles positivos para la enfermedad del HLB de los
citricos y del Permanente del Tomate.

Se realizé la amplificacién de una muestra donada por LANBAMA que se sabia era
positiva para CalLas, y de una muestra colectada en campo que se sabia era positiva
para CalLso. Las muestras amplificadas fueron purificadas por el Wizard® Genomic
DNA Purification Kit y cuantificadas por espectrofotometria en Nanodrop.
Posteriormente, se clonaron los fragmentos de ADNr 16S de las dos especies de
Ca. Liberibacter en el vector pPGEM®-T Easy (Figura 9). Una vez incubada la ligacion
en este vector, se transformo por choque térmico en células Top10 de E. coli calcio-
competentes. Se corrobor6 que E. coli Top 10 tuviera el inserto de los fragmentos
de ADNr 16S por PCR de colonia. Las colonias positivas por PCR fueron
corroboradas por secuenciacion de Sanger. Estos controles serviran para cada PCR

de diagndstico que se haga.

(10) PspOMI Apal (14}
Zral [i8)
T7 promoter A,‘atII (20
Sphl (z26)
BstZl (31)
Mcol - Styl (37
BstZI - Motl (43)
(2707) Nael Saclt
{2705) NgoMIV EcoRV (£0)
Spel (&4)
EcoRI (7o)
(2805) BtgZI BfuAI - BspMI - BetZI - Mot (77)
(2604) BsaAl - Dralll Pstl - ShiT (=3)
Sall (s0)
Accl (91}
HincIl (32}
Mdel (37}
Eco53kI (107}
Sacl (109}
Miul (114)
BstXI (118}
Nsil (127}
[M13 rev)
{lac operator)
BspQI - Sapl (401}

(2478) Psil

Pcil (517)
pGEME-T Easy
3015 bp
BseYT [821)
PspFI (525)
AlwNI (533

Figura 9. Vector de clonacion pGEM®-T Easy. Imagen tomada de SnapGene
https://www.snapgene.com/
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3.5 Extraccion de ADN gendmico de Arabidopsis thaliana parala amplificacién
de los genes rarly nprly posterior clonacién mediante el sistema Gateway.

3.5.1 Extraccion de ADN genomico de A. thaliana.

El protocolo de extraccion para tejidos vegetales de A. thaliana fue el mismo que el
descrito anteriormente en la seccion de “Extracciéon de ADN gendmico de muestras

de citricos y tomate colectadas en campo” (Seccién 3.2).

3.5.2 Amplificacién de los genes rarl y nprl de A. thaliana para clonacion
mediante el sistema Gateway.

En el grupo de trabajo se contaba con oligonucleétidos especificos para los genes
rarl (AT5G51700) y nprl (AT1G64280) de A. thaliana, que han mostrado conferir
resistencia a los patdégenos mencionados en otros cultivos. Se les agregd una
secuencia adicional (CACC) en el oligonucle6tido forward para ser introducido por
recombinacién direccional con la secuencia complementaria (GTGG) presente en el
vector pENTR D-TOPO. En el laboratorio se cuenta con 4 pares de oligonucleotidos,
que flanquean las regiones UTR 5’ y 3" de los genes rarl y nprl de A. thaliana
(Tabla 3).

Tabla 3. Oligonucledtidos especificos para amplificar los genes rarly nprl de
Arabidopsis thaliana con la secuencia CACC para pENTR D-TOPO del sistema
Gateway.

Ge | Nombre Oligos (5’ a 3’) Regi6 | Tm | Amplicé | Organism
n n °C n o]
rarl | pERAlatF F: 5 a3 | 60° | 2,001 pb | Athaliana
YR CACCAATACTTTTTACTCCTACCT UTR C
TC
R:
GATCCAAAACACAGAAGATGAG
rarl | pERAS5lat F: Sin 60° | 1,775 pb | Athaliana
Fy CACCATGGAAGTAGGATCTGCAA | UTRs C
pERA32at C
R R: TATCAGACCGCCGGATCAG
npr | pENPlatF F: 5a3 | 60° | 2,814 pb | Athaliana
1 y CACCGATGCTTCTTCATATCTCA UTR C
pENP1atR C
R: ACCTGCACATGTGGGAAGTTT
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npr | pENP51at F: Sin 60° | 2,077 pb | A thaliana
1 Fy CACCATGGACACCACCATTGAT | UTRs Cc
pPENP32at R:
R ACGACGATGAGAGAGTTTACGGT
TAG

El propésito de adicionar la region 5’UTR del gen a clonar se basa en reportes que
indican que esta region puede dar mayor estabilidad al mMRNA, lo que puede resultar
en una mayor produccion de la proteina, aunque no siempre sucede eso (Srivastava
et al., 2018). Posteriormente, se llevd a cabo una PCR de punto final para la
amplificacion de estos genes. Una vez amplificados, fueron purificados por el
Wizard® Genomic DNA Purification Kit y cuantificados por espectrofotometria en
Nanodrop. La ligacion fue hecha en el vector de entrada pENTR D-TOPO (Figura
10) para una recombinacion direccional. Una vez obtenida la ligacion de los genes
de A thaliana en el vector de entrada, se realiz6 la recombinacion hacia el vector de
expresion pEarleyGate 101 (Figura 11). Finalmente, se transformo E. coli Top10 con
el vector pEarleyGatel01 mediante choque térmico. Se corroboré que las células
de E. coli transformadas tuviera el gen de interés mediante PCR de colonia. Las
colonias positivas por PCR fueron corroboradas por secuenciacion de Sanger. Nos

interesa clonar el gen con y sin 5 UTR para establecer diferencias en la expresion.

soo! Loag! Lsopt 2oapt

FEL
< [ KanA L [ o > O i
M2 | ML3rey FINE T2 Cerminatos | a1
T7 promatar {7 T1Larminator M3 fwd

PENTR D-TOPO

1576 bp

Figura 10. Vector de entrada pENTR D TOPO (Sistema Gateway).
T7 (promotor), rrnB T2 (terminador), ori (origen de replicacion), los sitios de
recombinacion attL1 y attL.2
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Figura 11. Vector de expresion pEarleyGatel01 (Sistema Gateway).

Con las secuencias de borde izquierdo (LB) y borde derecho (RB) necesarias para
la transferencia de ADN-T mediada por Agrobacterium. Tomado de Earley et al.
(2006).

3.6 Transformacion nuclear de plantas de tomate mediante las cepas LBA4404
y GV3101 de Agrobacterium tumefaciens.

3.6.1 Preparacion de células electrocompetentes.

Las cepas LBA4404 y GV3101 de Agrobacterium tumefaciens se inocularon en
medio de cultivo LB por dos dias a 28° C, de este preindculo (DO600. 0.04-0.08 a
600nm), se tomaron 5 mL y se afiadié a 100 mL de medio LB y se incubé a 28° C
hasta obtener una densidad éptica de 0.5, se centrifugd a 10,000 rpm por 10 min a
4° C, se elimind el sobrenadante y se resuspendieron las bacterias en 40 mL de

buffer HEPES 1mM pH 7, se centrifugé nuevamente a 10,000 rpm por 10 min a 4°
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C, se elimind el sobrenadante y se resuspendieron las bacterias en 40 mL de buffer
HEPES 1mM pH 7 y 10% de glicerol, previamente esterilizado. Se centrifugd y se
resuspenderon las bacterias en 2 mL de buffer HEPES 1 mM pH 7 y 10% de glicerol,
después de este lavado, se centrifugd a 12,000 rpm por 5 min a 4° C, se resuspendi6
la pastilla en 400 pL de buffer HEPES y 10% de glicerol, se tomaron alicuotas de
50 L y se almacenaron a -80°C (Soria-Guerra, 2007).

3.6.2 Electroporacion de Agrobacterium tumefaciens

El plasmido pEarleyGate101 que contiene el gen de interés, fue introducido en las
cepas LBA4404 y GV3101 de Agrobacterium tumefaciens por electroporacion. Se
colocé 1 ug del plasmido de interés sobre alicuotas de células electro-competentes.
Se incubd en hielo por 2 min la mezcla de las mencionadas células y el plasmido de
interés, y fueron luego transferidos a una cubeta de electroporacion colocada sobre
hielo. Los parametros de electroporacion fueron 25 uF, 400 Q, y un pulso de 2.5 KV

en un equipo Gene Pulser Il.

3.6.3 Transformacién nuclear de tomate mediante cocultivo con
Agrobacterium tumefaciens

Esterilizacion y germinacion de semillas: se dejaron 10 min en hipoclorito de sodio
(Cloralex) 50% y después se enjuagaron abundantemente (3-4 veces) con agua
desionizada estéril. Se elimind el exceso de agua pasando las semillas por papel
Whatman estéril, después las semillas fueron puestas en frascos magentas con 35
mL de medio MS sdélido. Las semillas fueron puestas a crecer durante 10 dias en un
cuarto de crecimiento a 25°C. Para la transformacion de plantas de tomate se
empled el protocolo descrito por Rodriguez-Gonzalez (2014), modificando el tipo de
explante y agregando acetosiringona en el medio de co-cultivo. En resumen: se
retiraron las radiculas, y los cotiledones e hipocotilos se transfierieron a una
suspension de Agrobacterium (preparada en medio LB con kanamicina 100 mg/L,
centrifugada y ajustada a DO600=0.2-0.5). Se le quitd el exceso de bacteria a los
explantes y se colocaron en medio PM con acetosiringona 100 pM para inducir la
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transferencia de ADN, se co-cultivo 2 dias en oscuridad a 25 °C. Tras el co-cultivo,
se transfierio a medio RM con carbon activado, acido citrico, cefotaxima (para
eliminar Agrobacterium) y BASTA (para seleccionar tejidos transformados), bajo
fotoperiodo de 16 h luz/8 h oscuridad a 25 °C, y se resembré cada 14 dias. Las
plantulas regeneradas (3-4 cm) se colocaron en medio RTM para inducir raices, y
tras un mes se transfieren a tierra estéril y luego al invernadero para su desarrollo
adulto.

Se utilizé el sistema de co-cultivo de explantes vegetales con A. tumefaciens, en la
Tabla 4 se indican los medios y sus componentes. En la Figura 12 se ilustra el

procedimiento.

Tabla 4. Medios para cultivo in vitro de tomate (Solanum lycopersicum)

Componentes MS0 PM RM RTM
(Infeccidn) (Medio (Medio de (Medio de
cocultivo) seleccién) enraizamiento)
Sales Murashige y 10 mLdecada | 10 mLde cada | 10 mL de cada | 10 mL de cada sal
Skoog (MS) sal sal sal
Vitaminas MS 1mL 1mL 1mL 1mL
Bencil aminopurina - 1 mg/L - -
(BA)
Acido - 1 mg/L - -
naftalenacético
(ANA)
Acido - - 0.5 mg/L 1 mg/L
indolacético (IAA)
Zeatina - - 1 mg/L -
Tiamina - - 0.1 mg/L -
Sacarosa g/L 30 30 30 30
pH 5.7 5.7 5.7 5.7
Fitagel g/L 2.5 2.5 2.5 2.5
Cefatoxima - - 250 mg/L 250 mg/L
Kanamicina - - 100 mg/L 100 mg/L
Glufosinato de - - 0.75 mg/L 0.50 mg/L
amonio (BASTA)
Carbon activado g/L - - 3 1.5
Acido citrico mg/L - 25 25 -
Acetosiringona 100 uM de 100 uM de - -
stock a (100 stock a (100
mM) 1mL mM) 1mL

*Aforar a 1L con agua destilada estéril.
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L

antulas de tomat Ailsa pocétilo 3. Colocacion de explanteen 20 4. Etapa de cocultivo en
% Pc,'-a.g de 1:“3 d;pv:es de m;d;n';do de ,e‘,',."a, mL de la suspension de medio PM sin
germinar usadas para la germinadas 10 dias en medio Agrobacterium tumefaciens antibiético (2do dia)
transformacion nuclear MS. (00600-0 5) durante 10
minutos

Andlisis por
PCR

7.Plantulas enraizadasy  6-Etapa de enraizamiento 2;.51:;'::5:;;0 con
transferidas a tierra en medio RTM

antibiético de seleccion
(3ra semana)

Figura 12. Representacion esquematica de la transformacién de plantas via
Agrobacterium y regeneracion de plantas de tomate.

Tomado de Rodriguez-Gonzalez (2014).
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V. Resultados

4.1. Cuantificacion por espectrofotometria en Nanodrop

Los resultados de la cuantificacion por espectrofotometria de las muestras de
citricos y tomate colectadas en los municipios de Ciudad Fernandez, Rioverde y
Villa de Arista, San Luis Potosi, se resumen en la Tabla 5. Los resultados indican
gue las muestras tienen entre 33 y 633 ng/uL.

Tabla 5. Cuantificaciéon de ADN por espectrofotometria en Nanodrop de las
muestras colectadas en campo.

Muestras Concentracién (ng/pL) 260/280 260/230
M1- arbol 1 71 ng/uL 1.39 0.50
M2- arbol 2 121 ng/uL 1.35 0.51
M3- arbol 3 128 ng/uL 1.40 0.54
M4- arbol 4 58 ng/uL 1.35 0.50
M5- arbol 5 82 ng/uL 1.20 0.40
M6- arbol 1 70 ng/uL 0.84 0.35
M7- arbol 2 55 ng/uL 1.30 0.20
M8- arbol 3 67 ng/uL 1.54 0.26
M9- arbol 1 42 ng/uL 1.70 0.70
M10- arbol 2 33 ng/puL 0.70 0.20
M11- arbol 3 39 ng/puL 1.77 0.25
M12- arbol 4 56 ng/uL 1.34 0.38

M13-planta 1 230 ng/pL 1.54 0.74
M14-planta 2 260 ng/uL 1.46 0.61
M15-planta 3 633 ng/uL 1.61 0.67
M16-planta 4 254 ng/uL 1.42 0.64
M17-planta 5 330 ng/uL 1.53 0.70
M18-planta 1 192 ng/uL 1.60 0.88
M19-planta 2 142 ng/uL 1.36 0.54
M20-planta 3 307 ng/uL 1.26 0.47
M21-planta 4 125 ng/uL 1.55 0.75
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4.1.2 Deteccion por PCR de Ca. Liberibacter asiaticus para la enfermedad del
HLB en cultivos de citricos.

De las 12 muestras colectadas en Cd. Fernandez y Rioverde, SLP (M1 a M12 ver
Tabla 5), solamente 3 muestras dieron positivas por PCR punto final para la
enfermedad del HLB (Figura 13). Es necesario monitorear la presencia de la

bacteria, por técnicas moleculares mas sensibles como la PCR en tiempo real.

:
.

L

1,000 pb - .
el

Figura 13. Deteccion de Ca. Liberibacter asiaticus mediante PCR.

Gel de agarosa 1% que muestra los amplicones obtenidos de 1,160 pb por PCR de
punto final. Carril 1: Marcador de peso molecular 1kb de New England Biolabs.
Carriles 2 — 13: muestras de hojas de citricos (M1 a M12). Carril 14: Control de
reactivos. Carril 15: Control (+).

4.1.2 Deteccion de Ca. Liberibacter solanacearum para la enfermedad del
Permanente en cultivos de tomate.

De las 9 muestras analizadas (M13 a M21 ver Tabla 5), 3 muestras fueron positivas
para la enfermedad del PT. Las 5 muestras de Rioverde estan en los carriles 2 al
carril 6. Las 4 muestras del municipio de Villa de Arista se muestran del carril 7 al
carril 10 (Figura 14). Es necesario monitorear la presencia de la bacteria, por
técnicas moleculares mas sensibles como PCR en tiempo real ya que observamos

sintomas.
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Figura 14. Deteccidn de Ca Liberibacter solanacearum mediante PCR.

Gel de agarosa 1% que muestra los amplicones obtenidos de 918 pb por PCR de
punto final. Carril 1: Marcador de peso molecular 1kb de New England Biolabs.
Carriles 2 -6: muestras de hoja de tomate de Rioverde (M13 a M17). Carril 7-10:
muestras de hoja de tomate de Villa de Arista (M18 a M21). Carril 11: Control de
reactivos. En esta etapa no se contaba con control positivo.

4.2 Cuantificacion de lacargabacteriana de Ca. Liberibacter asiaticus por PCR
en tiempo real en las muestras de citricos colectadas en campo.

Para la cuantificacion de la carga bacteriana de CalLas en las muestras de citricos

colectadas en campo se siguio el protocolo de Li et al. (2006), mediante sondas
TagMan. La Tabla 6 muestra las concentraciones en numero de copias de la
bacteria en las muestras tomadas de plantas con sintomas. Esta técnica amplifica
regiones especificas del gen del ADNr 16S de las bacterias causantes del HLB. Se
realizd una curva estandar de cuantificacién con un plasmido con una concentracion
conocida que alberga el inserto de un fragmento de ADNr 16S de HLB. Se obtuvo
una R de 0.99 y una pendiente de -3.18, lo cual es util para validar nuestros
resultados (Figura 15).
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Tabla 6. Resultados obtenidos de las muestras de citricos.

Patdégeno analizado: Candidatus Liberibacter asiaticus

Muestras Resultado Ct NlUmero de
copias
M1- arbol 1 ler sitio de Positivo 28.01 3.7x10*
M2- arbol 2 muestreo Positivo 30.26 7.22x103
M3- arbol 3 Positivo 36.2 97.31
M4- arbol 4 Positivo 31.88 2.24x103
M5- arbol 5 Positivo 35.09 217.52
M®6- arbol 1 2do sitio de Positivo 35.01 231.83
M7- arbol 2 muestreo Positivo 35.59 152.11
M8- arbol 3 Positivo 35.19 203.46
MO- arbol 1 3er sitio de Positivo 32.19 1.79x103
M10- arbol 2 muestreo Positivo 31.39 3.19x103
M11- arbol 3 Positivo 28.03 3.64x10%
M12- arbol 4 Positivo 29.72 1.07x104

El valor de Ct refleja el ciclo en el que el nivel de fluorescencia supera el umbral e
indica la cantidad de ADN presente en la muestra. Las muestras que tienen una
mayor carga dieron positivo por PCR convencional. Los resultados indican que las

muestras tienen entre 3.7x10%y 97.31 copias.
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Figura 15. PCR en tiempo real para la cuantificacion de la carga bacteriana de
Calas.

A) Curva estandar de cuantificacion generada por el software. B) Linea de
amplificacion del gen de interés en color verde (HLB), linea rosa, amplificacion del
gen del citocromo oxidasa vegetal (COX) como control interno para evaluar la
calidad de la extraccion de ADN. Se detectan Unidades Relativas de Fluorescencia
arriba de un umbral. Equipo Applied Biosystem 7500 Fast utilizado para la
cuantificacion.
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4.3 Generacion de controles positivos para la deteccion de las enfermedades
ocasionadas por las especies de Ca. Liberibacter.

Una vez incubada la ligacion del producto de PCR de los fragmentos de Ca
Liberibacter, en el vector pGEM®-T Easy, se transformd por choque térmico en
células Top10 de E. coli calcio-competentes Se realizé una PCR de colonia con los
oligonucledtidos especificos para el ADNr 16S de las dos especies de Ca.
Liberibacter (Figura 16). Las colonias positivas fueron corroboradas por

secuenciacion de Sanger.

A) 1 2 B) 1 2

1,000 pb

Figura 16. Verificacién del fragmento de ADNr 16S de las especies de Ca.
Liberibacter en pGEM®-T Easy, por PCR de colonia.

A) Carril 1: Marcador de peso molecular 1kb de New England Biolabs. Carril 2:
Amplificacién de 1,160 pb con los oligonucle6tidos especificos para el gen ADNr
16S de Calas (Texeira et al., 2005). B) Carril 1: Marcador de peso molecular 1kb
de New England Biolabs. Carril 2: Amplificacion de 918 pb con los oligonucleétidos
especificos para el gen ADNr 16S de CalLso (Hansen et al., 2008).
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4.4 Clonacion del gen rarl sin UTR de Arabidopsis thaliana con el sistema de
clonacién Gateway.

Se utilizé el vector de entrada pENTR-D TOPO (Thermo Fisher Scientific, Cat.
K240020) del sistema de clonacion Gateway. Este vector linealizado incluye el
promotor T7 en el extremo 3’ del sitio de clonacion, el terminador rrnB T2, y las
secuencias de recombinacion attL1 y attL2, que permiten transferir la insercion hacia
cualquier vector de expresion Gateway mediante la recombinacion LR (ver Figura
5). En el sitio attL1 se encuentra una secuencia cohesiva GTGG, en la cual se
insert6 de forma direccional la secuencia gendmica de rarl, incluyendo sus regiones
UTR (seccion 4.4.1), proveniente de Arabidopsis thaliana. Esto fue posible al afiadir
una secuencia CACC en el extremo 5’ del oligonucledtido forward.

Una vez obtenida la ligacion de los genes de A. thaliana en el vector de entrada se
transformé E. coli Top10 con el vector pENTR-D TOPO mediante choque térmico.
Se corrobor6 que E. coli Topl0 tuviera el gen de interés mediante PCR de colonia
(Figura 17).

2,000ph  s— -

Figura 17. Verificacion del del gen rarl sin UTR en pENTR D-TOPO por PCR
de colonia.

Carril 1: Marcador de peso molecular 1kb de New England Biolabs.

Carril 2 y 3: Amplificacion con los oligonucleoétidos especificos para el gen rarl.
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Las colonias positivas por PCR fueron corroboradas por restriccion enzimatica y
posterior secuenciacion de Sanger (Figuras 18 y 19 respectivamente). Se obtuvo la
construccion pENTR-D TOPO + rarl sin UTR (Figura 20).

1 2 3
PspOMI (245
A) : B) “ Ec001091
pa—— Eagl - Nott
2,576 DD ey e B ENTRDTOPO o
BsrGl (29
1.775pb RAR1
b - - - (974) PIIMI EcoRV (139
MIY eV

728) Bpulol
7) BsmBI lw!lun
711) AsiSI - Pyvul

“s) Bkl
636) Sspl EcoNI (622

Figura 18. Verificacion del fragmento del gen rarl sin UTR en pENTR D-TOPO
por restriccién enzimatica.

A) Comprobacion de la construccion pENTR D-TOPO y rarl sin UTR por medio de
restriccion con BsrGl. Carril 1: Marcador de peso molecular 1kb de New England
Biolabs. Carril 2 y 3: Verificacion del gen rarl sin UTR (1,775 pb) y el vector de
entrada pENTR D-TOPO (2,576 pb). B) . La enzima BsrG1 corta en los sitios de
recombinacion attll y attl2 liberando el fragmento del vector y el fragmento del

Max Total Query E Per.
Descripti Scientific N Acc. L :
e CeMiCRaMe giore Score Cover value  Ident e T
A
Arabidopsis thaliana genomic DNA,_chromosome 5, P1 clone:MI024 Arabidopsis tha... 1677 1797 81% 0.0 99.11% 86212  AB010074.2
Arabidopsis thaliana cysteine and histidine-rich domain-containing_protein RAR1 (PBS2), mRNA Arabidopsis tha... 1574 1694 74% 0.0 99.51% 1764 NM_001344954 1

Figura 19. Blastn de la secuencia obtenida por secuenciacion.
Las dos primeras secuencias corresponden a la secuencia de interés reportada en
TAIR (AT5G51700).
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Figura 20. Obtencion de la construccién pENTR-D TOPO + rarl sin UTR en el
vector de entrada del sistema Gateway.

4.4.1 Clonacion del gen rarl con UTR de Arabidopsis thaliana con el sistema
de clonacién Gateway.

Una vez obtenida la ligacion del gen rarl con UTR de A. thaliana en el vector de
entrada se transformé E. coli Top10 con el vector pENTR-D TOPO mediante choque

térmico. Se corrobor6 que E. coli Top10 tuviera el gen de interés mediante PCR de

colonia (Figura 21).
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Figura 21. Verificacion del gen rarl con UTR en pENTR D-TOPO por PCR de
colonia.

Carril 1: Marcador de peso molecular 1kb de New England Biolabs.

Carril 2, 3y 4: Amplificacion con los oligonucleo6tidos especificos para el gen rarl.

Las colonias positivas por PCR fueron corroboradas por restriccion enzimatica y
posterior secuenciacion de Sanger (Figuras 22 y 23 respectivamente). Se obtuvo la
construccion pENTR-D TOPO + rarl UTR (Figura 24).

A) | B)

157675 ey [
- o
2001 pb =— -

974) PHiMI

728) Bpul0l
(727) BSmBI - Esp3
711) ASISI - Pvul

665) BsrFl
36) Sspl ECcONI (622

https://www.mapgene com

Figura 22. Verificacion del gen rarl UTR en pENTR D-TOPO por restriccion
enzimatica.

A) Carril 1: Marcador de peso molecular 1kb de New England Biolabs. Carril 2:
Verificacion del gen rarl UTR (2,001 pb) y el vector de entrada pENTR D-TOPO
(2,576 pb) después de la digestion con BsrG1. B) La enzima BsrG1 corta en los
sitios de recombinacion attll y attl2 liberando el fragmento del vector y el fragmento
del inserto.
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Max Total | Query E Per.

Dascrlplion ScientiTE Name Score | Score | Cover |valse | Ident Acc. Len Accession
- -
Arabidopsis thaliana genomic DNA, chromesome 5. P1 clone:MIO24 Arabidopsis tha... 1799 1911 88% 00 9820% 86212 AB0100742
Arabidopsis thaliana cysteine and histidine-rich domain-containing_protein RAR1 (PBS2), mRNA Arabidopsis tha... 1676 1788 T78% 0.0 98.99% 1764 NM_001344954.1

Figura 23. Blastn de la secuencia obtenida por secuenciacion.
Las dos primeras secuencias corresponden a la secuencia de interés reportada en
TAIR (AT5G51700).
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Figura 24. Obtencién de la construccion pENTR-D TOPO + rarl UTR en el
vector de entrada del sistema Gateway.
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4.4.2 Generacion de dos construcciones que albergan el gen rarl sin UTRy
con UTR de A. thaliana mediante el sistema de clonacion Gateway.

Una vez obtenida la ligacién de los genes rarl sin UTR y con UTR de A thaliana en
el vector de entrada (pENTR-D TOPO), se realizé la recombinaciéon hacia el vector
de expresion (pEarleyGate 101). Finalmente, se transformé E. coli Top10 con el
vector pEarleyGate101 mediante choque térmico. Se corrobor6 que E. coli Top10
tuviera el gen de interés mediante PCR de colonia (Figura 25). Se obtuvieron dos
construcciones pEarleyGate 101 + rarl sin UTR y pEarleyGate 101 + rarl UTR
(Figuras 26 y 27), listas para transferir a las cepas LBA4404 y GV3101 de

Agrobacterium tumefaciens.

A) B)

2,000 pb ;
— - W

Figura 25. Verificacién del gen rarl en pEarleyGatel01 por PCR de colonia. A)
rarl sin UTR.

Carril 1: Marcador de peso molecular 1kb de New England Biolabs. Carriles 2 y 3:
Amplificacién con los oligonucledtidos pERAS1atF y pERA32atR para el inserto de
1,775 pb, de las colonias transformantes. B) rarl UTR. Carril 1: Marcador de peso
molecular 1kb de New England Biolabs. Carriles 2 — 12: Amplificacion con los
oligonucledtidos pERAlatF y pERAlatR para el inserto de 2,001 pb, de las colonias
transformantes.
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Figura 26. Obtencion de la construccién pEarleyGate 101 + rarl sin UTR en el
vector de expresion del sistema Gateway.
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Figura 27. Obtencion de la construccién pEarleyGate 101 + rarl UTR en el
vector de expresion del sistema Gateway.

Las construcciones del gen rarl en el vector pEarleyGate 101 pueden replicarse
tanto en Escherichia coli como en Agrobacterium tumefaciens y contienen las
secuencias de borde izquierdo (LB) y borde derecho (RB) necesarias para la

transferencia de ADN-T mediada por Agrobacterium.
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4.4.3 Clonacién del gen nprl sin UTR de Arabidopsis thaliana con el sistema
de clonacion Gateway.

Se utilizé el vector de entrada pENTR-D TOPO (Thermo Fisher Scientific, Cat.
K240020) del sistema de clonacién Gateway. Una vez obtenida la ligacién del gen
nprl de A. thaliana en el vector de entrada se transformé E. coli Top10 con el vector
PENTR-D TOPO mediante choque térmico. Se corrobor6 que E. coli Top10 tuviera

el gen de interés mediante PCR de colonia (Figura 28).

Figura 28. Verificacion del del gen nprl sin UTR en pENTR D-TOPO por PCR

de colonia.
Carril 1: Marcador de peso molecular 1kb de New England Biolabs.
Carril 2: Amplificacién con los oligonucledtidos especificos para el gen nprl.

La colonia positiva por PCR fue corroborada por restriccion enzimatica y posterior
secuenciacion de Sanger (Figuras 29 y 30). Se obtuvo la construccion pENTR-D

TOPO + nprl sin UTR (Figura 31).
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Figura 29. Verificacion del fragmento del gen nprl sin UTR en pENTR D-TOPO

por restriccion enzimatica.
Carril 1: Marcador de peso molecular 1kb de New England Biolabs. Carril 2:

Verificacion del gen npr1 (2,077 pb) y el vector de entrada pENTR D-TOPO (2,576
pb) después de la digestion con Notl para linealizar el vector (4,653 pb).

M Total Q Per.
lax ota uery E er. Acc. Len

Score Score Cover wvalue | Ident Accession
-

Description Scientific Name

AC066689 5

Arabidopsis thal . 1770 1770 B86% 00 9820% 96887
1770 1770 86% 0.0 98.20% 2277 KF564649.1

Arabidopsis thaliana chromasome 1 BAC F15H21 genomic sequence, complete sequence

Arabidopsis thal

Figura 30. Blastn de la secuencia obtenida por secuenciacién.
Las dos primeras secuencias corresponden a la secuencia de interés reportada en

TAIR (AT1G64280).
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Figura 31. Obtencion de la construccién pENTR-D TOPO + nprl sin UTR en el
vector de entrada del sistema Gateway.

Una vez obtenida la ligacion del gen nprl sin UTR de A thaliana en el vector de
entrada (pENTR-D TOPO) es necesario transferirlo por recombinacion hacia el
vector de expresion (pEarleyGate 101). Para el gen nprl con UTR se siguen
verificando colonias presuntamente positivas. Al tener la verificacion de nprl con
UTR se llevara a cabo la recombinacion LR del sistema Gateway para posterior
transferencia a las cepas LBA4404 y GV3101 de Agrobacterium tumefaciens, con
el objetivo de llevar a cabo el cocultivo mediante Agrobacterium de plantas de

tomate con el gen de resistencia nprl sin UTR y con UTR.
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4.5 Transformacién nuclear de tomate mediante co-cultivo con las cepas
LBA4404 y GV3101 de Agrobacterium tumefaciens

Durante la elaboracion del cultivo de tejidos vegetales de plantas de tomate, se
obtuvieron un total de 11 brotes. Siete brotes para la construccion del gen rarl sin
UTR usando la cepa LBA4404, y 2 brotes con la cepa GV3101. Para el gen rarl con
UTR se obtuvieron 2 brotes con LBA4404 y al momento no se han obtenido brotes
en GV3101. Es importante mencionar que es necesario seguir trabajando en la
estandarizacion de esta técnica y poder optimizar las concentraciones del agente
de seleccién y los reguladores de crecimiento puesto que, al momento, solo hemos
podido mantener un brote debido a la oxidacion, ademas es necesario seguir
llevando a cabo este procedimiento con el fin de obtener una mayor cantidad de
brotes. Se sigue trabajando en la técnica para la obtencion de brotes presuntamente

transformados.

Cultivo de tejidos in vitro
T g P c f‘. == 5

Figura 32. Cultivo de tejidos in vitro.

A) Germinacion de plantas de tomate en Medio MS. B) Infeccion de explantes con
Agrobacterium tumefaciens que contiene el gen de interés rarl. C) Explantes en
medio de cocultivo para la transferencia de ADN. D) Cambio de explantes a medio
de regeneracién con el agente de seleccion BASTA 0.75 mg/L y antibi6tico para
eliminar la agrobacteria Cefotaxima 250 mg/L, hasta la obtencién de brotes.
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V. Discusion

5.1 Deteccion de las enfermedades ocasionadas por Candidatus Liberibacter
spp. en San Luis Potosi.

La implementacion de técnicas moleculares en el diagnéstico de enfermedades en
plantas, como la PCR convencional y la PCR en tiempo real, ha transformado
significativamente la precision y sensibilidad en la deteccién de patégenos de
plantas como Candidatus Liberibacter spp. Estas herramientas permiten identificar
la presencia del patégeno incluso en fases tempranas de infeccién, cuando aun no
se presentan sintomas visibles, lo que representa una ventaja crucial para la
contencion 'y manejo oportuno de enfermedades emergentes como el
Huanglongbing o el permanente del tomate (Cellier et al., 2020; Li et al., 2006). A
diferencia del diagnéstico basado exclusivamente en la sintomatologia, que puede
ser confuso debido a la similitud de sintomas entre distintas enfermedades o su
manifestacion tardia, las técnicas moleculares ofrecen especificidad y confiabilidad.
Por ejemplo, sintomas como amarillamiento de hojas, deformacién de frutos o
enanismo pueden ser provocados por multiples agentes patégenos o incluso por
deficiencias nutricionales, dificultando un diagnostico preciso sin el apoyo de
pruebas moleculares (Bové, 2006; INTAGRI, 2017). Ademaés, los métodos
moleculares permiten la cuantificacion del patégeno, lo que contribuye a entender
la dinamica de la infeccidén y evaluar la eficacia de tratamientos o estrategias de
resistencia. Esto es especialmente importante en estudios epidemiolégicos y
programas de vigilancia fitosanitaria, donde el diagnostico temprano puede marcar
la diferencia entre el control y la diseminacion de una enfermedad (Hu et al., 2021;
Makam et al., 2023). Los resultados obtenidos en este trabajo de investigacion
demuestran la presencia de Candidatus Liberibacter en cultivos de citricos vy
solanaceas, (Citrus sinensis) y (Solanum lycopersicum) en varias regiones del
estado de San Luis Potosi. Esto corrobora la evidencia de Hansen et al. (2008) y

Liefting et al. (2009), que esta bacteria es genéticamente diversa con sélida
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capacidad de adaptacion y expansion a diversas plantas hospedantes incluyendo

solanaceas como el tomate.

Aunque no fue posible detectarla en plantas de chile (Capsicum annuum) por
métodos moleculares como PCR de punto final, es posible que esto sea debido a
que hace falta implementar un método mas sensible para la deteccion y
cuantificacion como PCR en tiempo real, lo cual estamos implementando en el
laboratorio. En las muestras de citricos la PCR de punto final solo pudo detectar las
muestras que en PCR tiempo real estaban por arriba de cuatro 6rdenes de magnitud
(ver Tabla 6, muestra 1, 11y 12). El uso de PCR convencional permitié una primera
aproximacion efectiva al monitoreo, sin embargo, se evidencid la necesidad de
incorporar métodos mas sensibles que pueden cuantificar al patégeno, como la PCR
en tiempo real, para lograr una deteccién precisa y en fases tempranas de infeccién
(Li et al., 2006; Cellier et al., 2020). Esta observacién concuerda con lo reportado
por diversos autores como Morgan et al. (2012), que destacan la superioridad de
los métodos cuantitativos en estudios epidemioldgicos. El hallazgo de Candidatus
Liberibacter en tomate podria representar un importante riesgo fitosanitario,
considerando la posible transmisidén cruzada por vectores como B. cockerelli el cual
representa un riesgo significativo debido a su alta prevalencia, capacidad de
dispersion y eficiencia como vector de CalLso, afectando de forma directa e indirecta
la produccion de tomate, chile y papa en México (Hansen et al., 2008; Melgoza et
al., 2018), lo cual refuerza la necesidad de establecer vigilancia integrada en

sistemas de cultivo mixtos.

5.2 Clonacién de genes de resistencia

La sobreexpresidon de genes que puedan conferir resistencia contra enfermedades
ocasionadas por bacterias es un método de control que se ha estado explorando
recientemente. El gen no expresor de genes (nprl) de Arabidopsis thaliana se ha
probado en plantas de citricos con el fin de aumentar su resistencia contra HLB.

NPR1 activa las respuestas inmunoldgicas de las plantas y es un factor clave de la

via de Resistencia Sistémica Adquirida (SAR). NPR1 interactia con varios factores

53



de transcripcién importantes en la respuesta de defensa de plantas como TGA,
activando genes como PR1 durante la respuesta a patégenos. Factores como
WRKY18 interactian con nprl en la regulacion de genes de defensa (Vera-Aguilar,
2014).

Por otro lado, NPR1 es el receptor del &cido salicilico que controla la expresion de
genes que codifican para proteinas relacionadas a patogénesis (PRs) (Pirnia, 2016).
Dutt et al. (2015), demostraron que los citricos transgénicos que sobreexpresan el
gen nprl de Arabidopsis thaliana presentan una mayor tolerancia a la infeccion por
HLB en comparacion con plantas sin modificaciones. Estas plantas presentaron
menores niveles de la bacteria Candidatus Liberibacter, lo que sugiere que la
introduccién de un gen nprl mas activo frena el avance de la enfermedad. Ademas
de tolerar mejor al HLB, las plantas transgénicas mostraron un crecimiento superior
y mayor produccion de fruta bajo condiciones de infeccion.

Algunos ejemplares permanecieron libres de la enfermedad durante mas de 36
meses bajo la presencia del patdégeno. Adicionalmente, la sobreexpresion del gen
nprl activd genes nativos relacionados con la defensa, sugiriendo un mecanismo
efectivo contra la infeccion. Finalmente demostraron que el promotor AtSUC2 que
es especifico de floema, fue mejor que el promotor CaMV 35S (Dutt et al., 2015).
Por otro lado, en arroz Wang et al. (2008), demostraron en arroz que al
sobreexpresar los genes OsRarl y OsSGT1 se incrementa significativamente la
resistencia basal contra la bacteria Xanthomonas oryzae pv. oryzae, causante del
tizén bacteriano, asi como contra varias razas del hongo Magnaporthe oryzae,
responsable de la enfermedad del "blanco” en arroz. Estos estudios destacan la
capacidad de la ingenieria genética para crear plantas de citricos y cultivos de arroz,
mas resistentes mediante la incorporacién de genes que potencian sus defensas
naturales.

Por otro lado, en la clonacién y sobreexpresion de genes de resistencia en plantas,
el uso de secuencias reguladoras como las regiones no traducidas (UTRs, por sus
siglas en inglés) es un aspecto critico para lograr una expresion eficiente, estable y
funcional de los transgenes. Las UTRs, ubicadas en los extremos 5"y 3' de los

genes, no codifican proteinas, pero desempefan roles fundamentales en la
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regulacion de la transcripcién, estabilidad del ARNm, eficiencia de traduccién y
localizacion subcelular del mensajero (Srivastava et al., 2018).

En esta investigacion, la clonacion de rarl y nprl mediante el sistema Gateway
consideré la posibilidad de incluir sus UTRs para mantener la funcionalidad bioldgica
del gen tal como ocurre en su contexto nativo y compararlo con la clonacién sin la

region 5 UTR. Ya contamos con el gen rarl y falta el gen nprl.

5.3 Métodos de transformacion en plantas

La transformacion genética de plantas ha evolucionado significativamente en las
Ultimas décadas, convirtiéndose en una herramienta fundamental para la mejora
genética y el estudio funcional de genes. En este trabajo, se exploraron
metodologias de cultivo in vitro y transformacion genética en tomate (Solanum
lycopersicum), una especie modelo ampliamente utilizada debido a su genoma bien
caracterizado, su facilidad de manipulacion en laboratorio y su importancia
econdémica y alimentaria (Eck et al., 2006).

El cultivo in vitro de tomate constituye la base del proceso de transformacion, ya
que permite la regeneracion de plantas completas a partir de tejidos diferenciados.
En este estudio, se utilizé un sistema basado en la regeneracion a partir de
segmentos de hipocotilo o cotiledon, que ha demostrado ser eficiente en genotipos
comerciales e hibridos. La eleccion de un medio de cultivo adecuado, enriquecido
con reguladores de crecimiento como la zeatina y el acido naftalenacético (ANA),
fue clave para promover la organogénesis eficiente (Figura 32).

En cuanto a la transformacion genética, se empled el método de co-cultivo mediado
por Agrobacterium tumefaciens y acetosiringona (Soria-Guerra, 2007; Rodriguez-
Gonzélez, 2014). Este sistema aprovecha la capacidad natural de Agrobacterium
para transferir genes a células vegetales a través del plasmido Ti modificado.

Uno de los principales desafios en la transformacion de tomate es la seleccion
efectiva de tejidos transformados sin comprometer la regeneracién, nosotros
probamos hipocotilos y cotiledones. Por otro lado, en este estudio se utilizd
Glufosinato de amonio (BASTA), permitiendo la diferenciacion de tejidos

transgénicos desde etapas tempranas del cultivo. Los resultados indican que es
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necesario estandarizar y optimizar las concentraciones del agente selectivo, los
reguladores de crecimiento y los tiempos de exposicidn ya que la mayoria de
nuestros explantes presuntamente transformados se oxidaron y murieron.

Finalmente, este sistema in vitro combinado con transformacion genética
proporciona una plataforma robusta para la insercion de genes de interés, como
rarl o nprl, que estan relacionados con la respuesta inmune en plantas. Esto sienta
las bases para el desarrollo de cultivares con resistencia mejorada a patdégenos
como Candidatus Liberibacter spp. agente causal de varias enfermedades en
cultivos de citricos y solanaceas. Falta obtener plantas de la generacion T2 para
poder retarlas con un vector que lleve la bacteria y ver si puede tolerar la

enfermedad.
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VI. Conclusiones

Los cultivos de citricos y solanaceas en San Luis Potosi presentan signos

claros de las enfermedades ocasionadas por Candidatus Liberibacter spp.

. Aunque es posible monitorear la presencia de las especies de Ca.
Liberibacter en cultivos de citricos y solanaceas por PCR punto final, es
importante usar técnicas mas sensibles como la PCR en tiempo real para

evitar los falsos negativos.

Es necesario generar controles positivos para utilizarlos en el diagnéstico de

las especies de Ca. Liberibacter mediante PCR de punto final.

Es posible clonar los genes de A. thaliana rarl y nprl, los cuales podrian
conferir resistencia a enfermedades bacterianas, mediante el sistema

Gateway.

Es posible obtener brotes de tomate presuntamente transformados con el
gen rarl mediante co-cultivo con Agrobacterium tumefaciens. Sin embargo,
es importante estandarizar la técnica para evitar la oxidacion y muerte de los
explantes, y obtener un nimero mayor de brotes para poder analizarlos por
PCR.

Es necesario generar estrategias para controlar el vector de transmision y asi
evitar el desarrollo las enfermedades ocasionadas por Ca. Libericater spp.
debido a que se ha encontrado a esta bacteria en diferentes localidades del

estado.
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VIl. Perspectivas

. Continuar con el monitoreo de Candidatus Liberibacter spp. en cultivos de
citricos y solanaceas en SLP en asociacion con las juntas locales de sanidad

vegetal.

. Implementar un método de PCR en tiempo real para cuantificar la carga

bacteriana de Ca. Liberibacter solanacearum en cultivos de solanaceas.

. Verificar la construccion de nprl UTR de A. thaliana en el vector pENTR-D TOPO

por secuenciacién de Sanger.

. Transferir los genes nprl con y sin UTR de A. thaliana del vector de entrada
pPENTR-D TOPO al vector de expresion pEarleyGatel101 por recombinacion LR

del sistema Gateway.

. Transferir los genes nprl cony sin UTR de A. thaliana en pEarleyGate 101 cepa
Topl0 de E. coli a las cepas de Agrobacterium tumefaciens LBA4404 y GV3101

por electroporacion.

. Continuar con la transformacion de plantas de tomate mediante co-cultivo con
las cepas de A. tumefaciens que albergan los genes rarl y nprl cony sin UTR

de A. thaliana.

. Obtener semillas de la TO de plantas de tomates transformadas con el gen rarl

y nprl para estudios de resistencia al PT.
. Realizar un reto con plantas transformadas y plantas WT de tomate y el insecto

vector proveniente de un cultivo con sintomatologia de CalLso en un invernadero

controlado.
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9. Probar métodos de control biorracional para mitigar la enfermedad de HLB en
citricos y monitorear su efectividad en la disminucion de la carga bacteriana por
gPCR.
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IX.

9.1 Mezcla basal de sales MS

Anexos

Solucién Compuesto Concentracién final Concentracién del
(mg/L) stock 100 X (g/L)
MS | Nitrato de amonio 1650.0 165.0
Nitrato de potasio 1900.0 190.0
MS I Sulfato de magnesio 342.5 34.25
Sulfato de manganeso 16.9 1.69
Sulfato de zinc 8.6 0.86
Sulfato de cobre 0.025 0.0025
MS il Cloruro de calcio 440.0 44.0
Yoduro de potasio 0.83 0.083
Cloruro de cobalto 0.025 0.0025
MS IV Fosfato de potasio monobasico 70.0 7.0
Acido borico 6.2 0.62
Molibdato de sodio dihidratado 0.25 0.025
MS V Sulfato ferroso heptahidratado 27.8 2.78
EDTA dihidratado 37.3 3.73

Los compuestos

se disolvieron en agua destilada estéril y se almacenaron en
alicuotas de 250 mL a 4°C.

9.2 Vitaminas MS

Compuesto Concentracion final Concentracion del Stock
(mg/L) 1000 X (mg/mL)
Myoinositol 100.0 100.0
Tiamina 10.0 10.0
Acido nicotinico 1.0 1.0
Piridoxina 1.0 1.0

Los compuestos se disolvieron en agua destilada estéril y se almacenaron en

alicuotas de 25 mL a -20 °C.
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9.3 Material biolégico

Nombre Proveedor
Agrobacterium tumefaciens cepa Donadas por el Dr. Korban de la
GV3101 y LBA4404 Universidad de lllinois en Urbana-

Champaign, USA

Vector de clonacién pGEM®-T Easy | Laboratorio de Biologia Molecular
de Plantas, del Instituto Potosino
de Investigacion Cientifica y
Tecnoldgica

Escherichia coli TOP 10 Donada por el Dr. Arguello-Astorga

del Instituto Potosino de

Investigacion Cientifica y
Tecnoldgica

Semilla de tomate var. Ailsa Craig Laboratorio de Biologia Molecular
de Plantas, del Instituto Potosino
de Investigacion Cientifica y

Tecnoldgica
Vector de expresion en plantas Donados por la Dra. Fabiola
pEarleyGate 101, 100 y 104 Jaimes Miranda del Instituto

Potosino de Investigacion Cientifica
y Tecnologica

Semilla de tomate var. Micro-Tom Donadas por la Dra. Fabiola
Jaimes Miranda del Instituto
Potosino de Investigacion Cientifica
y Tecnoldgica

Oligonucleétidos para la Secuencias disefiadas por el Mtro.
amplificacion del gen rar1y npr1 de Maximiliano Tenorio Valdez
A. thaliana

Vector de entrada pENTR-D TOPO | Laboratorio de Biologia Molecular
de Plantas, del Instituto Potosino
de Investigacion Cientifica y
Tecnoldgica

68



9.4 Equipo

. Agitador magnético/placa caliente CORNING modelo PC-420
. Agitador orbital Lumistell modelo AOM-300

. Agitador Thermo Scientific modelo Multi-purpose rotator

. Balanza analitica OHAUS modelo Pioneer

. Balanza analitica SCIENTECH modelo SA210D

. Balanza granataria OHAUS modelo 1400

. Bafio Maria digital Fisher Scientific modelo ISOTEMP 1025

. Calentador de bafio seco Fisher Scientific

. Calentador Thermo mix modelo HCM100-PRO

. Camara de electroforesis Mini-Horizontal Unit Fisher Biotech
. Campana de extraccion de humos Fisher modelo CS

. Campana de flujo laminar Fisher Alder

. Centrifuga BECKMAN COULTER modelo Avanti J-301
. Centrifuga de mesa megafuge 1.0 modelo Heraeus

. Centrifuga Eppendorf modelo MiniSpin

. Centrifuga refrigerada Hettich modelo UNIVERSAL 320 R

. Electroporador BTX modelo ECM 630

. Espectrofotdmetro BIO-RAD modelo smartspec plus

. Espectrofotdmetro Thermo Scientific modelo NanoDrop 2000
. Fotodocumentador BIO-RAD modelo ChemiDocMP
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Fotodocumentador BIO-RAD modelo Gel Doc XR+

Fuente de poder BIO-RAD modelo PowerPac Basic
Termociclador Applied Biosystem 7500 Fast

Fuente de poder Thermo EC

Horno de microondas Mabe

Incubadora agitadora HIPOTECH modelo H20cX300
Microcentrifuga refrigerada Kendro Laboratory Producs modelo Heraeus
Micropipetas Gilson

Microscopio estereoscopico Leica

Potenciometro Thermo modelo Orion Star

Procesador ultrasonico SONICS modelo Vibra cell

Refrigerador a 4°C TORREY

Congelador vertical a -21°C FRIGIDAIIRE modelo FFFH21F6QW
REVCO Thermo Scientific modelo Value plus

Rotador Benchmark Scientific modelo Roto-MiNi

Incubadora para laboratorio Lumina modelo IRO-65

Sistema de transferencia BIO-RAD modelo Trans-Blot Turbo
Vortex Scientific Industries modelo genie 2

Camara bioclimética de plantas Lumistell modelo MAC-510

Cuarto acondicionado para cultivo in vitro Lumistell modelo AS-016

Invernadero
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