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Resumen

Andlisis de la tolerancia al chancro bacteriano de una especie de tomate
comercial que sobreexpresa el gen SCEI

El tomate (Solanum lycopersicum), es una de las hortalizas de mayor produccion a
nivel mundial. Sin embargo, el cancer o chancro bacteriano causado por la bacteria
Gram positiva Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis (Cmm), constituye
uno de los factores limitantes mas importantes en su produccién. El control
convencional empleado para esta enfermedad implica el uso de agroquimicos, que
no siempre resultan efectivos contra Cmm, generando incluso poblaciones
bacterianas resistentes. La obtencion de cultivares de tomate resistentes a este
patdgeno seria una estrategia de control favorable para el ambiente.

En este trabajo se logré la sobreexpresion del gen que codifica para la enzima de
conjugacion E2 (SCEI) en una especie de tomate susceptible a Cmm. SCEI codifica
para una proteina que participa en la sumoilacién, proceso involucrado en los
mecanismos de defensa de la planta contra patdégenos. En nuestro grupo de trabajo
se demostré que SCEI participa en la resistencia a la infeccion por Cmm ya que su
silenciamiento por ARN interferente en una especie silvestre resistente a Cmm,
aumentd la susceptibilidad de las plantas a la infeccion por esta bacteria lo que
sugiere su participacion en la resistencia a la enfermedad.

La sobreexpresion de SCEI en S. lycopersicum var. Ailsa Craig se logré mediante
la transformacion de hipocotilos con Agrobacterium tumefaciens, que alberga un
vector binario de expresion del gen SCEI bajo la regulacién del promotor 35S CaMV.
La transformacion de las plantas se confirm6 mediante PCR, tanto para el transgén
SCEIlI como para el marcador de seleccibn NPTII. Las lineas transgénicas
sobreexpresantes fueron inoculadas con Cmm como reto, observandose una clara
resistencia a la infeccion, que contrasta con la elevada susceptibilidad a la
enfermedad de la linea silvestre. Esto demuestra que la sobreexpresion del gen
SCEI confiere a las plantas de tomate una mayor resistencia al desarrollo de la
enfermedad, lo que sugiere la participacion de SCEI en etapas tempranas post-
infeccion de Cmm como un mecanismo de defensa de la planta.

PALABRAS CLAVE: Sumoilacion, tolerancia al chancro bacteriano, Clavibacter
michiganensis subsp. michiganensis, plantas cisgénicas.
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Abstract

Analysis of bacterial canker tolerance of a commercial tomato species
overexpressing the SCEI gene.

Tomato (Solanum lycopersicum), is one of the most produced hortcrops worldwide.
However, cancer or bacterial canker caused by the Gram-positive bacterium
Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis (Cmm), represents one of the most
important limiting factors in its production. The conventional control method used for
this disease implies the use of chemicals, which not always turns out to be effective
against Cmm, even producing resistant bacterial populations. Obtaining resistant
tomato cultivars to this pathogen could be an environmentally friendly control
strategy.

In this work we achieved the overexpression of the SCEI gene which encodes for
the E2 conjugating enzyme (SCEI) in a tomato species susceptible to Cmm. SCEI
encodes proteins related to sumoylation, a process involved in the plant’s defense
mechanism against pathogens. Our research group demonstrated that SCEI
participates in the resistance to infection by Cmm, because its silencing by RNA
interference in a related wild tomato species resistant to Cmm, increased the
susceptibility of plants to this disease, which suggests its participation in disease
resistance. SCEI overexpression in S. lycopersicum var. Aisa Craig was performed
by transformation of hypocotyls with Agrobacterium tumefaciens harboring a binary
vector for the expression of the SCEI gene driven by the CaMV 35S promoter. The
plant transformation was confirmed by PCR assay for the SCEI and the NPTII
selection marker transgenes. The overexpressing transgenic lines were infected with
Cmm as a challenge showing a clear resistance to the infection contransting with the
high susceptibility to the disease in the wild type line. This demonstrate that
overexpression of the SCEI gene confers tolerance to the disease to a susceptible
species which suggests a possible participation of SCEI in early Cmm post-infection
stages as a defense mechanism of the plant.

KEY WORDS: Sumoylation, bacterial canker tolerance, Clavibacter michiganensis
subsp. michiganensis, cisgenic plants.
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1. Introduccién

La bacteria Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis (Cmm) es el agente
causal del chancro o cancer bacteriano del tomate (Solanum lycopersicum) (Balaji
et al., 2008). Esta enfermedad ha causado grandes pérdidas econdémicas que
pueden llegar a ser devastadoras para las regiones productoras de tomate en todo
el mundo. Cmm fue inicialmente aislado en Michigan, E.U.A., en 1909 y rapidamente
se extendi6 a estados cercanos incluyendo Nueva York. A partir del impacto en la
agricultura de Estados Unidos, Cmm fue incluida en la lista de organismos bajo
cuarentena para Europa, Asia, el Caribe y Africa (Dreier et al., 1997; Tancos et al.,
2013). En México, Cmm fue identificada en 1994 en el Valle de Culiacan
extendiéndose posteriormente a las principales areas horticolas de produccién
nacional y exportacién como Jalisco, San Luis Potosi, Baja California Sur y Baja
California Norte (Holguin et al., 2006). Las afectaciones agricolas por esta
enfermedad se han visto reflejadas en pérdidas econémicas de hasta 40 millones

de ddlares anuales (Borboa, 2009).

Cmm es un bacilo Gram-positivo, no moévil, aerdbico, cuya temperatura éptima de
crecimiento in vitro es de 25 a 28 °C (Borboa, 2009). La bacteria ingresa a la planta
a través de heridas, estomas, tricomas e hidatodos de la hoja (Carlton, et al., 1998).
Una vez dentro de la planta, la bacteria se multiplica en los vasos del xilema,
formando una biopelicula sobre las estructuras, lo que le permite la colonizar
gradualmente todos los 6rganos de la planta, desarrollando una infeccion sistémica
gue usualmente aparece a partir de los 30-40 dias (Chalupowicz et al., 2012; Chang

et al., 1991).
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Los sintomas que se observan durante las etapas tempranas del desarrollo de la
enfermedad son el marchitamiento unilateral de las hojas (secado de los margenes
de los foliolos) que progresa tallo arriba (Gartemann et al., 2008). En etapas
avanzadas de la infeccion, se forman lesiones en los tallos conocidas como
chancros, mientras que en el fruto aparecen pequefios puntos negros rodeados por
un halo blanco, que se denominan “ojos de pajaro”, estos sintomas progresan hasta
la muerte de la planta (Smith, 1920). Cmm puede sobrevivir como enddfita activa
en el tomate pero al parecer necesita establecer una poblacién endofitica mayor a
108 UFC/ g de tejido de la planta para inducir los sintomas de la enfermedad
(Chalupowicz et al.,, 2012). La patogenicidad de Cmm estd dada por serin-
proteasas y otras enzimas que degradan la pared celular, las cuales se encuentran
codificadas en dos plasmidos, pCM1 y pCM2 (Meletzus et al., 1993; Savidor et al.,
2014). Ademas, en el cromosoma de la bacteria se ha delimitado una regién de
aproximadamente 129 Kb que estéa flanqueada por los genes chpC y tomA conocida
como isla de patogenicidad, ya que cepas mutantes carentes de esta regién son
incapaces de colonizar eficazmente a la planta (Gartemann et al., 2008). La
degradacion de las paredes celulares de los vasos del xilema resulta en la
disminucién en el transporte de agua y el consiguiente marchitamiento (Gartemann

et al., 2008).

Actualmente el control del chancro bacteriano se basa principalmente en el uso de
semillas certificadas libres de Cmm, practicas de trasplantes sanos y la rotacion de
cultivos. Sin embargo, una vez que la enfermedad se establece y debido a la

capacidad de Cmm de permanecer en el suelo por largos periodos de tiempo, se
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emplean tratamientos quimicos, como el uso de bactericidas a base de cobre o
antibioticos, los cuales tienen un impacto limitado en el control de la enfermedad y
generan ademas poblaciones bacterianas resistentes (Hausbeck, 2000). No existen
cultivares comerciales resistentes, pero si especies silvestres que poseen
resistencia a Cmm como Solanum peruvianum (van Heusden et al., 1999) y S.
habrochaites (Francis et al., 2001), que representan una alternativa viable al ser una
fuente de resistencia genética compatible con la especie susceptible comercial
susceptible (Solanum lycopersicum). Con base en esto, se ha propuesto la
obtencién de plantas cisgénicas de valor comercial tolerantes a Cmm como

estrategia de control favorable para el medio ambiente.

Las modificaciones postraduccionales de proteinas tienen un papel fundamental en
una variedad de procesos biolégicos como respuestas rapidas y concretas a
estimulos tanto enddégenos como exdgenos. Ademas de la fosforilacion,
glicosilacién y ubiquitinacion de proteinas, la sumoilacién ha surgido como tema

central en la diversificacion de la actividad del proteoma (Xiong y Wang, 2013).

La sumoilacion consiste en la unién covalente entre el carboxilo terminal de la glicina
de la proteina SUMO (del inglés Small Ubiquitin-like Modifiers), con el grupo amino
del residuo de lisina de una proteina diana. La via enzimatica de unién de SUMO a
sus proteinas blanco posee cierta similitud con el mecanismo de ubiquitinacion pero
las enzimas involucradas en la sumoilacion son SUMO-especificas. Las proteinas
SUMO se sintetizan como precursores y son procesadas por una isopeptidasa
SUMO-especifica que expone la glicina en el C-terminal de la SUMO madura. La

SUMO madura es activada por E1, una enzima especifica de SUMO. Una vez que
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SUMO es activada, es transferida al residuo de cisteina de la enzima de conjugacion
E2 y posteriormente transferida desde la E2 al residuo de lisina del sustrato diana
con la ayuda de la ligasa E3 también especifica de SUMO (Johnson, 2004). Esta
reaccion enzimatica de tres pasos es un proceso altamente dinamico y reversible
en el cual las proteinas SUMO se conjugan a una amplia gama de proteinas
celulares. (Guo et al., 2007; Xiong y Wang, 2013). En eucariotas, la sumoilacion

modifica la actividad de diversas proteinas blanco (Elrouby y Coupland, 2010).

Se ha demostrado que la sobreexpresion de SUM1, SUM2 o SUM3, variantes de
SUMO en Arabidopsis, resulta en la activacion constitutiva de la via de sefalizacién
del acido salicilico (SA) que incrementa la tolerancia a Pseudomonas syringae pv.
tomato DC3000 (PstDC3000). En las sobreexpresantes de SUMO se observa un
incremento de los niveles de SA y una disminucion del crecimiento bacteriano asi
como de los sintomas de la enfermedad, también se observo una floracion temprana

respecto a las plantas control (van den Burg et al., 2010; Lee et al., 2006).

Se cree que proteinas codificasas por genes involucrados con la respuesta a estrés
se encuentran sumoiladas y dos ejemplos soportan esta teoria. El patégeno
Xantomonas campestris, posee SUMO proteasas como AvrBst que entra a la planta
durante el proceso de infeccion e interfiere en la respuesta de defensa mediante la
desumoilacion de algun factor importante en la respuesta a estrés, favoreciendo asi
el proceso de colonizacién del huésped (Orth et al., 2000). De manera similar, se
observé que XopD, un efector de Xanthomonas campestris codifica una proteasa
que escinde conjugados de SUMO. Después de su ingreso a la planta, XopD se

localiza en el ndcleo, lo que indica que su sustrato son proteinas nucleares
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sumoiladas. La presencia de XopD suprime el desarrollo de sintomas en plantas de
tomate lo que permite a la bacteria multiplicarse con éxito en el tejido reduciendo
ademas los niveles de SA y modulando los niveles de ARNm de genes asociados
con senescencia y defensa. La escision de proteinas sumoiladas por accion de
XopD vy la represion transcripcional de genes del huesped indica que la sumoilacion
juega un papel importante en el mecanismo de defensa de la planta (Kim et al.,

2008).

La sumoilacién no solo ocurre en proteinas nucleares; en Arabidopsis por ejemplo,
ocurre en proteinas con una amplia gama de funciones y que pueden encontrarse
en el nucleo, citoplasma, cloroplasto y mitocondria (Elrouby y Coupland, 2010;
Watts, 2004). Incluso algunos conjugados de SUMO pueden participar también en

el transporte nucleo-citoplasma (Rangasamy et al., 2000).

La sumoilacion ocurre también bajo condiciones de estrés abiotico. Los niveles de
los conjugados de SUMO1 y SUMO 2 incrementan transitoriamente bajo ciertos
tipos de estrés como la exposicion a choque térmico, H202, etanol y canavanina.
Cuando las condiciones de estrés disminuyen, aumentan los niveles de SUMO1 y
SUMO?Z2 libres lo que sugiere que la conjugacion es reversible y que la sumoilacion
ocurre rapidamente como respuesta a sefiales de estrés. Se sugiere también que la
conjugacion SUMO 1y SUMO 2 pudiera aumentar la solubilidad de proteinas que
han sido desnaturalizadas durante condiciones de estrés, y esto incrementaria su
remocién mediante vias proteoliticas como la que ocurre en el proteasoma.
Cualquiera que sea su funcién, un incremento en los conjugados de SUMO es, por

si solo, suficiente para aumentar la tolerancia al estrés en Arabidopsis. La
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conjugacion de SUMO a sustratos proteicos es significativamente inducida por
choque térmico, estrés por frio, por oxidacion y sequia. El analisis de la pérdida y
ganancia de funcién revelan que la sumoilacién esta implicada en la respuesta de

las plantas a las sefales ambientales y vias de sefializacion (Kurepa et al., 2003).

Incluso se ha mostrado que la presencia de SUMO1 (E1) y SUMO2 (SCE1 E2) es
esencial en Arabidopsis pues en mutantes que carecen de estas proteinas SUMO
se observa un arresto embrionario temprano que se traduce en letalidad. En este
mismo estudio se demostré que bajo condiciones de estrés por calor en plantas de
Arabidopsis, existe un aumento de los conjugados nucleares de SUMO1/2
indicando que la sumoilacién inducida por estrés de proteinas nucleares puede
representar un paso temprano importante en el mecanismo de defensa de la planta

(Saracco et al., 2007).

Con el fin de obtener informacion sobre las diferencias en la expresion génica entre
una especie de tomate resistente a Cmm respecto a una susceptible, Lara-Avila et
al. (2012), llevé a cabo un perfil de expresion diferencial mediante cDNA- AFLP, de
algunas especies silvestres de tomate resistentes a Cmm. En este trabajo se mostrd
gue la expresion del gen SCEI, que codifica a la enzima de conjugacion SUMO E2
que participa en el proceso de sumoilacion, fue altamente inducida a 8 horas post-
infeccion en las especies resistentes estudiadas mientras que en la especie
susceptible no hubo cambios, sugiriendo asi una posible participacién de SCEI en

las etapas tempranas post-infeccion de Cmm como un mecanismo de defensa.

Posteriormente Esparza-Araiza et al. (2015), evalud6 el papel de SCEI en plantas
resistentes a la infeccion por Cmm. Mediante silenciamiento génico inducido por

6
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virus (VIGS) fue suprimida parcialmente la expresion del gen SCEI en plantas de
Solanum peruvianum. Este silenciamiento no tuvo ningun efecto aparente sobre el
fenotipo de la planta, pero se asocié con un aumento en la susceptibilidad a la
enfermedad del chancro bacteriano causado por Cmm y con un aumento de las
poblaciones de la bacteria en las plantas inoculadas. El silenciamiento de SCEI en
S. peruvianum produce plantas susceptibles a Cmm sugiriendo un papel importante
de SCEI en el mecanismo de defensa de la planta. Basado en estos resultados,
Rodriguez-Gonzalez (2014) llevé a cabo la sobreexpresion de SCEI (SUMO E2) en
plantas de S. lycopersicum con el fin de evaluar la tolerancia al chancro bacteriano.
La transformacion nuclear se realiz6 en hipocotilos mediante co-cultivo con
Agrobacterium tumefaciens, la cual albergaba un plasmido que contiene el gen
SCEI bajo el control del promotor 35S y que ademas posee un gen de resistencia a
Kanamicina para seleccionar los tejidos transformados. Se obtuvo la generacién TO

de plantas putativas transgénicas.

En el presente trabajo, se dio seguimiento a las plantas sobreexpresantes de SCEI
mediante la obtencién de la generacién T1 y T2, la identificacion del transgén y la

evaluacion de la susceptibilidad a Cmm.
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2. Metodologia

2.1 Obtencidn de semillas, esterilizacién y germinacion en medio de cultivo.

Se obtuvieron semillas del fruto de la generacion TO. Cada fruto representa una
linea trasgénica distinta. Las semillas fueron esterilizadas superficialmente
empleando cuatro lavados con Extran en agitacion durante 5 min, lavado con agua
destilada, lavado con etanol al 70 % por 30 segundos, lavado con agua destilada,
lavado con Cloro al 10% en agitacion por 15 min y por ultimo lavado con agua
destilada. Las semillas se dejaron secar en papel filtro estéril y fueron germinadas
en medio de cultivo MS (Murashige y Skoog, 1962). Los cultivos fueron mantenidos

a 25° C con un fotoperiodo de 16 h luz, 8 h oscuridad.

Para elaborar un litro de medio MS se emplearon 30 gramos de sacarosa 'y 500 mL
de cada solucion MS (MSI, MSII, MSIII, MSIV y MSV), se ajusto el pH a 5.7 y se
agrego 3.7 gramos de Phytagel (Soria-Guerra, 2007). Se ajust6 el volumen a 1 litro
con agua destilada. EI medio MS se esteriliz6 a 15 Ib/ pulgada? durante 15 min. Los
componentes de las sales MS se enlistan en la Tabla 1, se preparé una mezcla de

sales MS 2X concentrada en agua destilada y se almacen6 a 4° C.

Plantas de 10 dias fueron trasplantadas a suelo estéril (turba sunshine) para
aclimatarlas a invernadero. Fueron mantenidas bajo condiciones controladas de
temperatura y humedad hasta obtener fruto correspondiente a la generacion de
transgénicas 1y generacion 2. Las semillas de cada generacion fueron esterilizadas

y germinadas bajo el mismo protocolo.
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2.2 Extraccion de ADN e identificacién del transgén y marcador de selecciéon
por PCR.

La extraccion de ADN gendmico de la planta se realiz6 mediante el protocolo de
Dellaporta (1983), la concentracién de ADN en cada muestra se ajustd a 100 ng. La
presencia del transgén fue confirmada por PCR usando oligonucle6tidos especificos
para un fragmento del gen SCElI de secuencia SCEI-F (5-
GCTAAGCCGGAGACACTTCC-3’) y SCEI-R (5'- ATGGAAAAAGCCTGGTGGGA-
3’). La presencia del marcador de seleccion NPTIl se determiné usando el par de
oligonucleétidos NPTII-F (5'— TATTCGGCTATGACTGGGCA — 3') y NPTII-R (5’ -
GCCAACGCTATGTCCTGAT — 3’). La mezcla de reaccion de PCR contiene Buffer
1x, MgCI2 25 mM, dNTPs 10 mM, Tag DNA polimerasa 5U/ pL y 10 uM de cada
oligonucledtido, a un volumen de mezcla final de 25 puL. La temperatura de
alineamiento de los oligonucleétidos para SCEI fue de 58.3°C mientras que para
NPTII fue de 54°C. Los productos de PCR fueron analizados por electroforesis en
gel de agarosa al 2%, tefiidos con bromuro de etidio (1 pg/mL), observados y

digitalizados en fotodocumentador.

2.3 Bioensayos de tolerancia a Cmm

Para los ensayos de tolerancia bacteriana, la cepa AcR42 de Cmm (aislada de
cultivos de S. lycopersicum en Pénjamo, Guanajuato), fue crecida en medio LB
(Luria- Bertani) durante 36 h a 28°C en agitacidon constante. La concentracion

bacteriana fue ajustada a 1x108 ufc/mL en medio LB o en 10 mM de MgCl2 para
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emplearla en la inoculacion de las plantas. Plantas de la generacion T2 (4 semanas
de edad) de cada linea transgénica (tres plantas por linea) asi como plantas control
silvestres o wild type (WT), que no fueron transformadas, fueron inoculadas en el
tallo mediante inyeccion y en hoja por infiltracion usando una jeringa de insulina.
Fueron inoculados 0.1 mL de la suspension que contiene a Cmm. Adicionalmente,
plantas control (WT) fueron inoculadas con medio LB o MgCl2 sin Cmm, para
descartar algun efecto a los componentes de ambas soluciones. Las plantas fueron
mantenidas en invernadero bajo temperatura y humedad controlada. La
susceptibilidad de las lineas transgénicas y las plantas control fue estimada
mediante la aparicién de sintomas caracteristicos de la infeccién por un periodo de

40 dias.

2.4Evaluacién del fenotipo de las plantas transgénicas.

Se analizaron las diferencias fenotipicas entre las plantas putativas transgénicas y
las plantas WT mediante la observacion del crecimiento y desarrollo de las lineas
correspondientes a la generacién T2. Tanto para las plantas T2 transgénicas como
para las plantas control WT fueron registrados los datos de longitud y diametro del
tallo, dosel y nimero de hojas. Las mediciones iniciaron para ambos grupos a partir
de los 10 dias, desde que fueron trasplantadas a suelo estéril y hasta los 55 dias de

edad.
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2.5Extraccion de ARN y sintesis de ADNc

Se realiz6 la extraccion de ARN total de cada planta retada con Cmm asi como de
plantas control empleando el reactivo Trizol® y siguiendo el protocolo del fabricante.
La concentracion de ARN en cada muestra fue cuantificada con ayuda del
espectrofotometro  Nanodrop2000. Las muestras fueron almacenadas
inmediatamente a -70° C. Para la obtencion de ADNc, las muestras fueron
previamente tratadas con 1 Ul de DNAsa (Thermo Scientific) durante 10 min
siguiendo las recomendaciones del proveedor. El ADNc se sintetiz6 a partir de 200
ng de ARN tratado con DNAsa en un volumen de reaccion final de 20 pL. Fue
empleada la enzima Super Script® Il Transcriptase reverse (Invitrogen) del kit para

sintesis de cDNA siguiendo el protocolo del fabricante.

2.6 Confirmacion de la sobreexpresion del transgén SCEI por PCR en tiempo

real (QRT-PCR)

La confirmacién de los niveles de expresién de SCEI por PCR tiempo real, se llevo
a cabo a partir del ADNc obtenido previamente. La cuantificacion se realizé en el
equipo Applied Biosystems 7500 Fast Real time PCR system version 2.0, en formato
de 96 pozos. El programa de ciclado incluy6 una desnaturalizacion inicial 94°C por
5 min; 40 ciclos de 94°C durante 25 s, 60°C por 30 s, la mezcla de reaccion para
cada muestra se basa en las condiciones del kit SYBR Green Master Mix (Applied
Biosystems). Los niveles de expresion fueron normalizados con el gen de actina y

los cambios en los niveles de expresion fueron determinados utilizando el ciclo

11



256  umbral (Ct) con el método de AACt (Livak y Schmittgen, 2001); cada determinacion
257  se realizo por duplicado y los valores reportados representan el promedio mas la
258  desviacion estandar.

259

260

261

262

263

264

265

266

267

268

269

270

271

272

273

274

275

12



276

277

278

279

280

281

282

283

284

285

286

287

288

289

290

201

292

293

294

295

296

297

298

299

3. Resultados

3.1 Obtencién de semillas, germinacion, crecimiento y maduracion del fruto.

De la generacion TO (transformada con el vector binario pBl121que alberga al gen
SCEIl y al marcador de selecciéon NPTII) se obtuvieron unicamente 4 lineas (39.1,
39.2,41.1y41.2), las cuales fueron resistentes al medio de cultivo de seleccion que
contiene kanamicina (100 mg/L); estas lineas dieron origen a la generacion de
transgénicas T1. De la generacion T1 se obtuvieron un total de 38 lineas, de las
cuales solo 12 lineas fueron evaluadas respecto a su susceptibilidad a infecciones
por Cmm. De las 12 lineas correspondientes a la generacion T2, hasta el momento
solo se han obtenido semillas de 3 lineas (Tabla 2). Cada linea representa un fruto
diferente y de cada fruto se obtienen no menos de 50 semillas (Figura 1). Para cada
experimento de tolerancia se emplearon 6 repeticiones por linea, que se traducen
en 6 eventos independientes pues cada uno es una semilla diferente del mismo

fruto.

3.2 Identificacion del transgén SCEI y el marcador de seleccion NPTIl en las

plantas de la generacién Tl y T2 de las plantas transformadas.

Para determinar si las plantas de las generaciones T1 y T2 poseen el transgén
SCEI, y el marcador de seleccion NPTII, se llevd a cabo la extraccion de ADN
genomico de las plantas transformadas de S. lycopersicum. La integridad del ADN

de cada una de las muestras fue confirmada en gel de agarosa al 1% (Figura 2). Se
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321

llevo a cabo la amplificacién por PCR del fragmento correspondiente al gen SCEI
asi como NPTII y los resultados muestran la presencia del transgén SCEI y el
marcador de seleccidbn NPTII en las plantas transformadas con el vector binario
pBlI121 (Figura 3). En los geles se observa la presencia de la banda de 600 pb
correspondiente al marcador de seleccion NPTII para las lineas 41.24, 41.25y
41.2.17 (Figura 4a) asi como la banda de 180 pb correspondiente al transgén SCEI
para las mismas lineas de la generacion T2 (Figura 4b). Para las lineas 41.2.18,
41.1.3,41.2.2 (1) y 41.2.2 (2) se observa la banda de 600 pb para NPTII asi como

la de 180 pb para SCEI.

Cada fruto representa una linea diferente. La seleccion de las lineas para los retos
de tolerancia a Cmm se realizé al azar, comprobando primero la presencia del

transgén SCEI y del marcador de seleccién NPTIl mediante PCR.

3.3 Bioensayos de tolerancia a Cmm y evaluacion del fenotipo de la

generacion T2.

Una vez confirmada la presencia del transgén SCEI en las sobreexpresantes, se
llevdo a cabo la infeccion de las plantas de la generaciébn T2 para evaluar la
susceptibilidad a Cmm. Plantas de 4 semanas de edad fueron inoculadas con Cmm.
La susceptibilidad de las plantas transgénicas, las que no integraron el transgén
SCEIl y las plantas control sin transformar (WT), fue estimada por la aparicion de
sintomas en un periodo de 40 dias. Las plantas transgénicas que contienen tanto

el transgén SCEI como el marcador de seleccion NPTII inoculadas con Cmm,
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mostraron diferencias respecto a las plantas que no integraron el transgén (que solo
poseen el marcador de seleccion) y a las plantas control WT. Los sintomas de la
infeccion aparecieron en las plantas control WT y en las plantas no transgénicas
progresando hasta la muerte de la planta. El primer sintoma visible caracteristico
del chancro bacteriano es el amarillamiento unilateral de las hojas que progresa tallo
arriba hasta el marchitamiento de todas las hojas de la planta. En las plantas WT y
no transgénicas, todas las hojas marchitan mientras que en las plantas transgénicas
el marchitamiento Unicamente ocurre en las hojas cercanas al sitio de inoculacién
gue terminan por caerse. Las hojas de la parte superior de la planta, lejanas al sitio
de inoculacién permanecen intactas (Figuras 5 y 8). Cuando la infeccion paso a las
etapas tardias, en el tallo de las plantas control WT y de las no transgénicas
aparecieron los chancros tipicos de la enfermedad; el sitio de inoculacién de Cmm
no sano6 favoreciendo la formacion del chancro, mientras que en el tallo de las
plantas transgénicas el sitio de inoculacién sand y no se observa ningun chancro
(Figura 6). La progresion de los sintomas conduce a la planta a la muerte con el
marchitamiento total de la misma debido a la necrosis del sistema vascular,
resultado de la colonizacion del tallo por Cmm. Si se observa el interior de un tallo
enfermo puede notarse la de necrosis del tejido vascular que impide el transporte
de agua favoreciendo el marchitamiento de la planta, mientras que en un tallo sano

se puede apreciar la estructura intacta del sistema vascular (Figura 7).

Las diferencias fenotipicas entre las plantas transgénicas, no transgénicas y plantas
control WT, abarcan la presencia o ausencia de sintomas de la enfermedad, la

longitud y diametro del tallo y el nUumero de hojas (frondosidad). A pesar de que
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todas las plantas para los ensayos de tolerancia fueron germinadas al mismo tiempo
y bajo las mismas condiciones, el fenotipo no es el mismo. Las plantas transgénicas
muestran un crecimiento significativamente mayor que las plantas no transgénicas
o las plantas control, el nUmero de hojas aumenta significativamente en las plantas
transgénicas respecto a las plantas control y no transformadas (Figura 10). Dentro
de la generacion T2, existen plantas transformadas en las que solo fue posible
detectar el marcador de seleccion, que exhiben un retraso en el crecimiento,
diametro y longitud del tallo (Figura 11). Estas plantas no transgénicas resultan
susceptibles a la infeccion por Cmm del mismo modo que una planta control WT,
mientras que las plantas transgénicas que muestran una mayor frondosidad,
crecimiento, diametro y longitud del tallo, son tolerantes a Cmm. En dichas plantas
se detectd la presencia del transgén SCEI asi como del marcador de seleccion
NPTII (Figura 8). Cabe mencionar que no hay diferencia visible respecto al uso de
medio LB o MgCI2 para la inoculacion e infeccion. Ambas soluciones permiten la

infeccion y son inocuas para la planta por si solas (Figura 9).

3.4 Validacién de la expresion del transgén SCEI en lineas transgénicas de la

generacion T2

Las lineas transgénicas positivas para el transgén SCEI y el marcador de seleccién
NPTII, tolerantes a la infeccion por Cmm, muestran un ligero incremento en la
expresion de SCEI respecto al valor de la WT (Figura 12). La validacion se realizo
en la planta 5 de la linea 41.2.18 (182), en la planta 1 de la linea 41.2.2 (B1) y en la
planta 5 de la linea 41.1.3 (B3), con oligonucledtidos especificos.
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4. Discusion

En este trabajo se demostro la tolerancia que la sobreexpresion del transgén SCEI
confiere a las plantas susceptibles de la variedad comercial Solanum lycopersicum
ante la infeccion por Cmm. En estudios previos de nuestro grupo de trabajo (Lara-
Avila et al., 2012), se obtuvo informacién acerca de las diferencias en la expresion
génica entre una especie de tomate resistente a Cmm respecto a una susceptible,
mostrando que durante la infeccion con Cmm, la expresién del gen SCEI (que
codifica para la enzima SUMO E2, involucrada en sumoilacion) en la especie
silvestre resistente, es altamente inducida durante las etapas tempranas de la
infeccion mientras que en una especie susceptible no hay cambios en la expresion.
Basado en estos resultados, Esparza-Araiza et al. (2015), mediante silenciamiento
génico inducido por virus (VIGS) suprimié la expresién de SCEI en plantas de S.
peruvianum resistentes a Cmm, observando en dichas plantas susceptibilidad a la
infeccion por la bacteria. El silenciamiento del gen permite un aumento en las
poblaciones de Cmm y la aparicion de sintomas. Ambos estudios permiten inferir la
importancia de SCEI en etapas tempranas del mecanismo de defensa de la planta
ante la infeccién por Cmm, sugiriendo que la sobreexpresion SCEI pudiera conferir

tolerancia a Cmm.

Rodriguez- Gonzélez,et al. (2014), llevé a cabo la sobreexpresion de SCEI (SUMO
E2) en hipocotilos de plantas de S. lycopersicum, estableciendo un protocolo de
transformacion eficiente de tomate y obteniendo la generacidon TO de plantas
transgénicas en corto tiempo. En el presente estudio, se dio seguimiento a las

plantas transformadas con el fin de obtener la generacion T2 para poder llevar a
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cabo los experimentos que permitirian evaluar la tolerancia al chancro bacteriano

de las plantas transformadas.

Como primer paso se realizo la identificacion del transgén SCEI y el marcador de
seleccion mediante PCR en las lineas transformadas. Un total de 12 lineas
sobreexpresantes resultaron positivas para ambos genes y estas lineas fueron
retadas con Cmm para evaluar su capacidad de tolerar la infecciébn. También se

realizé el andlisis del fenotipo de las lineas transformadas respecto a plantas WT.

Los sintomas de la enfermedad aparecen en las plantas que no integraron el
transgén (no transgénicas) y en las plantas control WT, los cuales son el
marchitamiento unilateral de las hojas que termina por marchitar todas las hojas de
la planta y en el sitio de inoculacion aparecen los chancros tipicos de la enfermedad
que permiten observar la necrosis en el tejido vascular de la planta debido a la
presencia de Cmm, como consecuencia el paso de agua se ve limitado y el tallo
pierde estructura, la enfermedad progresa hasta la muerte de la planta. Sin
embargo, en las plantas transgénicas sobreexpresantes de SCEI, los sintomas
aparecen retardados Unicamente en la cercania al punto de inoculacién, es decir,
las hojas cercanas al sitio de inoculacién sufren de marchitamiento pero ni el tallo ni
las hojas superiores presentan sintomas y se producen frutos con semilla fértil. Las
hojas cercanas al sitio de inoculacion terminan por desprenderse del tallo de la
planta mientras el sitio de inoculacion sana exitosamente. Posterior a una ronda de
fertilizacion, nuevas ramas con hojas intactas y sanas comienzan a salir
sustituyendo a las que marchitaron inicialmente. Posterior a los 25-30 dias, no se

observa ningun sintoma de marchitamiento ni lesion en el tallo. Incluso se
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obtuvieron frutos de las primeras lineas transgénicas evaluadas, que no presentan
ningun sintoma de la enfermedad como el caracteristico “ojo de pajaro” en la dermis
del fruto o sintomas internos como decoloracion vascular como se observa en la
Figura 13. La planta 5 de la linea 41.2.18 y la planta 2 de la linea 41.2.5 son las mas

tolerantes a la infeccion.

Existen también diferencias fenotipicas atribuidas a la sobreexpresion de SCEI. El
crecimiento de las plantas transformadas es significativamente mayor respecto al
de plantas WT. Con la misma edad, las plantas transgénicas (positivas para SCEIl y
NPTIl) poseen mayor numero de hojas, mayor longitud y didmetro del tallo. De
hecho, la floracién en las transgénicas ocurre primero posiblemente como resultado
del desarrollo temprano y acelerado de las plantas. Ademas, se observé que
algunas plantas, en las que solo fue identificado el marcador de seleccion y que
mostraron ser susceptibles a la infeccion por Cmm (no transgénicas) retardaron su
crecimiento (plantas enanas) exhibiendo un fenotipo contrastante con las
transgénicas al observarse un numero de hojas y longitud del tallo incluso menor

gue el de las plantas WT de la misma edad.

Los resultados de la validacién en la expresion del transgén por gR-PCR, muestran
un valor superior en las plantas transgénicas respecto a la planta control WT. Y
aunque el nivel de expresion del ARNm para SCEI se esperaba significativamente
mayor al de la planta control debido a la presencia del promotor 35S, en las 3
muestras analizadas correspondientes a plantas que toleraron la infeccion el valor
es ligeramente mayor que el de la WT. Se pretende analizar un mayor nimero de

lineas transformadas mediante qRT-PCR.

19



438

439

440

441

442

443

444

445

446

447

448

449

450

451

452

453

454

455

456

457

458

459

460

El mecanismo por el cual la sobreexpresion de SCEI confiere a las plantas tolerancia

a Cmm no esté claro, pero se sugieren al menos dos teorias que podrian explicarlo.

Se sabe que Cmm posee una variedad de enzimas que degradan la pared celular
de las vesiculas del xilema impidiendo el movimiento de agua. La maceracion del
tejido vascular le facilita la obtencién de nutrientes, su crecimiento, movimiento y

colonizacion del huésped (Tancos et al., 2013). En un estudio en plantas de tomate,

se llevé a cabo la sobreexpresion de ELP, una glicoproteina de la pared celular
vegetal. Esta sobreexpresion modifica la composicion de la pared celular que junto
con otras proteinas pueden favorecer la aglutinacion de Cmm ayudando a prevenir
su proliferacion desde las primeras etapas de la infeccion. De hecho, uno de los
mecanismos de defensa de las plantas involucra el remodelado de la pared celular
para fortalecerla y prevenir la proliferacién de patégenos. Si la degradacion de la
pared celular disminuye, la baja disponibilidad de nutrientes para Cmm limita su
crecimiento y colonizacion, y por lo tanto los sintomas en las plantas transgénicas
disminuyen. También se sugiere que dichas proteinas podrian estar inmovilizando
al patébgeno mediante la unién a su superficie modificando la carga negativa de
Cmm y posiblemente interviniendo en la estabilidad de los componentes de la pared
bacteriana modificando su fisiologia y limitando la invasion del huésped (Balaji y
Smart, 2012). Nuestra primera hipotesis basada en el fenotipo de las transgénicas,
sugiere que la sobreexpresion de SCEI, gen también involucrado en crecimiento y
desarrollo ademas de sumoilacion, lo que le confiere a la planta resistencia a Cmm
mediante la aglutinacion de la bacteria. La sobreexpresion de SCEI le permite a la

planta regenerar tejidos de manera mas rapida, la destruccion del tejido vascular se
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ve compensada mediante la reposicion casi inmediata de las células afectadas
impidiéndole a Cmm colonizar y avanzar hacia tejidos adyacentes. Lo anterior
limitaria la disponibilidad de nutrientes resultando en la muerte de la poblacién de
Cmm. Las plantas transgeénicas desprenden las hojas marchitas infectadas y sanan
el sitio de inoculacion eficientemente previniendo la progresion de Cmm hacia otras

zonas de la planta.

La segunda hipdtesis basada en las funciones reportadas para SCEI relacionadas
con sumoilacién, sugiere que la sobreexpresion de SCEI le permite a la planta
“sumoilar” proteinas con diversas funciones. La sumoilacion podria ocurrir en
proteinas involucradas en la activacion de factores de transcripcion tipo WRKYS
(Esparza-Araiza, 2015) que activan genes de defensa como respuesta al ataque por
Cmm. Algunos patdégenos poseen SUMO proteasas que escinden los conjugados
de SUMO, la escision de estas proteinas resulta en la represion transcipcional de
genes de defensa como el caso de XopD de Xanthomonas campestris (Kim et al.,
2008). Esto ultimo permite inferir que la sumoilacion estd, directa o indirectamente,
involucrada en la activacién de genes de defensa de la planta. La sobreexpresion
de SCEI permite a la planta hacer frente a la infeccibn por Cmm mediante la
activacion temprana de genes de defensa y probablemente en especies silvestres

de tomate resistentes a la enfermedad, este mecanismo es mas eficiente.

Una hipotesis alterna se basa en un estudio reciente en el cual demuestran que
SUMO puede asumir el papel de activador transcripcional de genes. Se observo
que algunos factores de union a promotores son sumoilados despejando la region

del promotor y permitiendo la activacion de genes que deben transcribirse
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Tabla 1. Componentes de la mezcla basal de sales MS

Solucioén

MS |

MS I

MS 1l

MS IV

MS V

Compuesto

Nitrato de amonio
Nitrato de potasio
Sulfato de magnesio
Sulfato de manganeso
Sulfato de zinc
Sulfato de cobre
Cloruro de calcio
Yoduro de potasio
Cloruro de cobalto
Fosfato de potasio
monobasico
Acido borico
Molibdato de sodio
dihidratado
Sulfato ferroso
heptahidratado

EDTA dihidratado

30

Concentracion
final (mg/L)
1650.0
1900.0
342.5
16.9
8.6
0.025
440.0
0.83

0.025

70.0

6.2

0.25

27.8

37.3

Concentracion del
stock 100X (g/L)
165.0
190.0
34.25
1.69
0.860
0.0025
44.0
0.083

0.0025

7.0

0.62

0.025

2.78

3.73



Tabla 2. Descripcion de las lineas transgénicas de tres generaciones de

plantas de S. lycopersicum var. Ailsa Craig

Lineas T2
Generaciéon T1 Generaciéon T2 evaluadas ante Generacion T3
Cmm
391 39.1.1,— 39.1.6
(6 lineas)
392 39.2.1 - 39.2.7
(7 lineas)
41.1.2
41.1 41-1-(% l;]jai)-l-“ 41.1.3
41.1.4
41.2.1
41.2.2
41.2.4
51
41.2.5 52
41.2 41.2.1 - 41.2.22 53
(22 lineas)
41.2.15
41.2.17
41.2.18
41.2. A
41.2.B
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|

411y 41.2 39.1 y 39.2

Figura 1. Semillas de diferentes lineas transgénicas sobreexpresantes del gen
SCEly aparienciade una planta adulta. Cada fruto representa una linea diferente.
La seleccion de las lineas para los retos de tolerancia a Cmm se realizo al azar,
comprobando primero la presencia del transgén SCEI y del marcador de seleccion

NPTIl mediante PCR.
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Figura 2. Integridad del ADN de las muestras de plantas sobreexpresantes de
la generacién T2. Gel de agarosa al 1% de la extraccion de ADN de 7 lineas de
plantas para la identificacion del transgén SCEI y el marcador de seleccion NPTII

mediante PCR. 1 pL de ADN/muestra.
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Promotor (Virus del Mosaico de la Coliflor)
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Figura 3. Representacion esquematica de la construccion pBIl121-5’ UTR-
SCEI. Representacion del vector binario de expresion pBl121, que contiene al gen
SCEI bajo la regulacién del promotor 35S CaMV y al gen NPTII que confiere
resistencia a kanamicina para la seleccion de los explantes transformados

(Rodriguez- Gonzalez, 2014).
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pBI121-5’ UTR-SCE/

! 600 pb l I | 180 pb
— {05 15 L o - camusss | e —
! ! il

NPTII-F NPTI-R SCEI-F SCEI-R

1000 pb
500 pb

—, 200pb

NPTII 600 pb

21 22

SCEI-F: 5'- GCTAAGCCGGAGACACTTCC-3’ NPTII-F: 5'— TATTCGGCTATGACTGGGCA — 3’

SCEI-R: 5'— ATGGAAAAAGCCTGGTGGGA-3’ NPTII-R: 5’ — GCCAACGCTATGTCCTGAT — 3’
Figura 4. Analisis de PCR de las plantas transformadas para el transgén SCEI
y el marcador de seleccion NPTII. El producto de PCR se observa en un gel de
agarosa al 2%. (A), Fragmento de 600 pb correspondiente a NPTII para plantas de
la generacion T2: 41.2.4, 4125 y 41.2.17. (B), Fragmento de 180 pb
correspondiente al transgén SCEI para las mismas lineas de la generacion T2,
41.2.4, 41.2.5, 41.2.17 y 41.2.18. (C), Fragmento de 600 pb correspondiente a
NPTII asi como el fragmento de 180 pb para SCEI de las lineas 41.2.18, 41.1.3,
41.2.2 (1) y 41.2.2 (2). M, marcador de peso molecular de 100 pb. C+, control

positivo, pBI121-5’'UTR-SCEI. C-, control negativo de PCR, agua.
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Figura 5. Sintomas caracteristicos del chancro bacteriano a los 19 dias post-
infeccion. (A y C), Sintomas de la infeccion por Cmm en plantas control, puede
observarse el marchitamiento unilateral de los foliolos que comienza con el
amarillamiento de las hojas de un lado y avanza al siguiente progresando tallo
arriba, sintoma caracteristico de la enfermedad. (B y D), Plantas transgénicas

positivas para SCEI y NPTII mediante PCR, sin sintomas.
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Figura 6. Progresion de los sintomas en el tallo. (Ay B), En las plantas control
(sin transformar), la enfermedad progreso hasta la aparicion de los chancros tipicos
de la enfermedad en el sitio de inoculacién, fotos de ambas condiciones a los 32
dias post- infeccion. (C y D), presencia de los chancros tipicos de la enfermedad en
tallos de plantas susceptibles, fotos de ambas condiciones a los 40 dias. (Ey F), los
tallos de las plantas putativas transgénicas sanaron en el sitio de inoculacion, no se
observa la presencia de chancros, 32 dias post- infeccion. (G y H), tallos de plantas
putativas transgénicas que sanaron en el sitio de inoculacion, 40 dias post-

infeccion.
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Figura 7. Cortes del tallo que muestran la progresion del chancro bacteriano.
(A'y D), Corte longitudinal de un tallo sano y un tallo enfermo. A la izquierda tallo de
la planta 4 no transformada de la linea 41.2.5, a la derecha tallo de la planta 2 de la
linea 41.2.5. En el tallo sano se observa una estructura y sistema vascular intactos
mientras que, en el tallo enfermo, se observa necrosis de las células del sistema
vascular debido a la presencia de Cmm. La planta enferma es susceptible a la
infeccion mientras que la planta 2 de la linea 41.2.5 muestra tolerancia a Cmm. (B),
Presencia de chancros caracteristicos en el tallo de las plantas control. A la
izquierda, tallo enfermo de una planta control WT, a la derecha tallo sano. (C), corte

transversal de un tallo sano y uno enfermo.

38



Control - | ’ Control + ] ’ Control = ’ Control + ’ Transgénica H No Transgénica I

Figura 8. Diferencias fenotipicas entre una planta transgénica, una no
transgénicay una planta control. Las plantas transgénicas toleran la infeccion por
Cmm mientras que en las plantas control y no transgénicas, los sintomas progresan
hasta la muerte de la planta. Planta transgénica, positiva para SCEI y NPTII,
inoculada con Cmm. Planta no transgénica, positiva solo para NPTII pero no para
el transgén SCEI. Control +, planta WT inoculada con Cmm. Control -, planta WT

sin Cmm.
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Figura 9. Prueba de inocuidad parala planta de Medio LB o solucién de MgCl..
Tanto el medio LB como el MgClz son inocuos para la planta. Cuando ambas
soluciones contienen Cmm son efectivas para producir la infeccion. En las plantas
WT 17.1 y 17.5 se inoculé el medio LB y MgClz sin Cmm y no se observaron
sintomas de la infeccion. En las plantas 17.3 y 17.6 se inocul6 medio LB y MgClz

con Cmm, la infeccién ocurrié progresando hasta la muerte de la planta.
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Figura 10. Crecimiento diferencial de las plantas de la generacion T2 respecto
a las plantas WT. (A), Grafica que muestra el niumero de hojas en plantas de las
diferentes lineas de la generacion T2 respecto a la linea WT. Todas las plantas
tienen la misma edad, 55 dias, y fueron germinadas en medio MSO bajo las mismas
condiciones. Las plantas transgénicas (verde) muestran mayor crecimiento y son
mas frondosas que las plantas no transgénicas (rojo) y la planta WT (negro). Las
barras que se resaltan en color corresponden a las plantas en las fotografias B, C,
D y E. Plantas transgénicas, (verde) positivas para el transgén SCEI y el marcador
de seleccion NPTII: planta 5 linea 41.2.18, planta 5 linea 41.1.3, planta 1 linea

41.2.2, planta 2 linea 41.2.2 tolerantes a la infeccion por Cmm. Plantas no
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transgénicas, (rojo) positivas solo para NPTII: planta 1 linea 41.1.2, planta 4 linea
41.1.2, planta 4 linea 41.2.15, planta 3 linea 41.1.3 susceptibles a la infeccion por
Cmm. Planta WT (negro): planta 3 control silvestre, no transformada. (B), Planta 3
de la linea WT y planta transgénica 2 de la linea 41.2.2 (tolerante a Cmm) que como
se observa en las gréficas, es mas grande y frondosa respecto a la WT, ambas
plantas de la misma edad (55 dias). (C), Frondosidad de la planta transgénica 5 de
la linea 41.2.18 respecto a la planta no transgénica 4 de la linea 41.2.15, ambas
plantas de la misma edad (55 dias). (D), Vista aérea de tres plantas transgénicas
tolerantes a Cmm que permite observar la frondosidad. Planta 5 linea 41.2.18,
planta 1 linea 41.2.2, planta 2 linea 41.2.2. (E), Vista aérea de la frondosidad de la

planta transgénica 1 de la linea 41.2.2 respecto a la de la planta 3 WT.
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Crecimiento diferencial de plantas putativas transgénicas VS planta WT
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Figura 11. Fenotipo diferencial entre plantas transgénicas respecto a una
planta WT. Crecimiento diferencial entre plantas transgénicas (verde), no
transgénicas (rojo) y una planta WT (negro). Todas las plantas tienen la misma
edad, las medidas comenzaron a tomarse desde los 10 dias y hasta los 55 dias. La
longitud del tallo en las plantas transgénicas es significativamente mayor respecto
a la planta WT. Las lineas representadas en el grafico corresponden a las lineas
retadas con Cmm en los ensayos de tolerancia bacteriana. Plantas transgénicas,
(verde) positivas para el transgén SCEI y el marcador de seleccion NPTII. Planta 5
linea 41.2.18, planta 5 linea 41.1.3, planta 1 linea 41.2.2, planta 2 linea 41.2.2
tolerantes a la infeccion por Cmm. Plantas no transgénicas, (rojo) positivas solo para
NPTII. Planta 1 linea 41.1.2, planta 4 linea 41.1.2, planta 4 linea 41.2.15, planta 3
linea 41.1.3 susceptibles a la infeccion por Cmm. Planta WT, planta 3 control WT,

no transformada.
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Figura 12. Validacion por gRT-PCR de la sobreexpresion del gen SCEIl en las
lineas transgénicas. Diferencia en los niveles de expresion del gen SCEI de las
lineas transgénicas respecto a la planta control. Los datos fueron normalizados con
el nivel de expresion de actina. Se muestra el promedio de las réplicas y desviacion
estandar. WT, planta control no transformada. 182, planta 5 de la linea 41.2.18, B1,
planta 1 de la linea 41.2.2. B3, planta 5 de la linea 41.1.3, todas lineas transgénicas

positivas para SCEIl y NPTII, tolerantes a la infeccién por Cmm.
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Figura 13. Fruto sano de una planta transgénica tolerante a Cmm. Se observa
la ausencia de sintomas en el fruto de la planta 2 de la linea 41.2.5 positiva para
SCEIl y tolerante a la infeccién por Cmm. (A y B), Exocarpo (dermis) del fruto sin
sintomas, Floracién normal del fruto y hojas sanas sin marchitamiento. (C),

Pericarpo del fruto sin sintomas, sin decoloracion y consistencia normal.
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