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RESUMEN

Existen enfermedades producidas por diversos patégenos que afectan los cultivos,
causando graves pérdidas econdmicas, tales como el chancro bacteriano causado
por Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis (Cmm). Las estrategias
utilizadas para enfermedades de plantas hasta el momento han sido ineficientes
para su manejo. En el presente trabajo se emplearon dos técnicas biotecnologicas
para el manejo de estas enfermedades, una de las técnicas es la utilizacién de la
tecnologia de edicion génica CRISPR/Cas9 para el estudio de genes funcionales en
plantas, en donde no se logro la clonacion de vectores que contenian las guias de
para el gen SCEI en A. tumefaciens. Por otro lado también se transformaron plantas
de tabaco con A. tumefaciens que contenia el vector con guias de ARN de tomate
para el gen SCEI y el gen de la quelatasa, para generar el “knock-out”, se realizaron
extracciones de los explanes para corroborar la transformacién, no se obtuvo
transformantes y los explantes presentaron oxidacion. Otra estrategia que se llevo
acabo, fue el uso del extracto de la especie de Salvia en tres diferentes
concentraciones A, By C, en donde el mejor tratamiento se obtuvo con las plantas
tratadas a concentracion A, la cual tuvo un 33.4% de severidad 2, un 50 %
severidad 3 y el 16.6 % presentaron severidad 4. Estas técnicas empleadas
representan una gran posibilidad para el manejo de enfermedades.
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INTRODUCCION

México cuenta con una diversidad de climas y suelos en sus diferentes regiones
que hacen que sus tierras sean cultivables, ofreciendo una amplia gama de
productos vegetales, tales como, tomate, papas, frijoles, tabaco, entre otros. Existen
enfermedades producidas por diversos patdgenos que afectan los cultivos, tanto en
México como alrededor del mundo, causando graves pérdidas del cultivo y
econOmicas. Una de las enfermedades importantes en cultivos de tomate es el
“chancro o cancer bacteriano” causado por la bacteria fitopatégena Clavibacter
michiganensis subsp. michiganensis la cual ha causado grandes pérdidas de
cultivo, debido a la presencia sus mdltiples serina proteasas y enzimas
degradadoras de la pared celular, las cuales son codificadas por dos plasmidos
(pCM1y pCM2) y un isla de patogenicidad ubicada en el cromosoma, ocasionando
la marchitez de la planta y con ello su muerte.

En la actualidad, existen técnicas de manejo, como son la exclusion, la erradicacion,
la proteccion y la resistencia. La exclusion hace referencia al uso de semillas
certificadas, medidas de higiene dentro del area de cultivo. La erradicacion es la
eliminacién del patdgeno antes de que se establezca o de disemine. La proteccién
es el establecimiento de una barrera entre el patdgeno y la planta huésped, a
menudo es de naturaleza quimica, como fungicidas, bactericidas, nematicidas o el
uso de control biolégico. Por ultimo, se encuentra la resistencia, hace referencia a
aguellas plantas que disponen de cualidades satisfactorias, adaptadas a las
condiciones de la region. Sin embargo el uso de estas estrategias contra
fitopatdégenos, medidas sanitarias, semillas certificadas, no ha sido suficientes para
el manejo de las enfermedades en plantas. El presente trabajo se basara en estas
dos ultimas técnicas (proteccion y resistencia), ya que ofrecen una alternativa viable
para el control de enfermedades y de las cuales surgen los objetivos del presente
trabajo, el primer objetivo se basé en el uso de la tecnologia CRISPR/Cas9 para la
edicion del gen SCEI que previamente en trabajos del laboratorio de biologia
molecular de plantas, se sugiere que éste se encuentra involucrado en la defensa
temprana de la planta contra el chancro bacteriano, como segundo objetivo se
estudio el uso del extracto de la planta de Salvia como control biolégico contra el
chancro bacteriano.



1. GENERALIDADES DEL PROYECTO
1.1. Descripcion de la empresa

El Instituto Potosino de Investigacion Cientifica y Tecnolégica A.C., IPICYT, fundado
el 24 de Noviembre del afio 2000, es un Centro Publico de investigacion multi e
interdisciplinario del Sistema CONACYT y representa un esfuerzo importante en pro
de la descentralizacion de las actividades cientificas y tecnoldgicas en el pais. Esto
fue también posible gracias al interés explicito del Gobierno del Estado de San Luis
Potosi, quien aport6é recursos para la construccion de los primeros edificios que
albergan al Instituto.

El IPICYT cuenta con grupos de investigacion de alta calidad, que ademas de
generar conocimientos de frontera y formar recursos humanos a nivel posgrado,
interacciona con los diversos sectores de la sociedad para apoyar el desarrollo del
San Luis Potosi del siglo XXI.

El Instituto es una Asociacion Civil, y tiene como fundadores asociados al Gobierno
del Estado de San Luis Potosi, al Consejo Potosino de Ciencia y Tecnologia, a la
Universidad Autonoma de San Luis Potosi, a la Secretaria de Educacion Publica, al
Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia, al Centro de Investigacion en
Matematicas, A. C. y al Centro de Investigaciéon en Materiales Avanzados, S. C.

El IPICYT fue establecido con el propdsito de proveer a la regiébn de un espacio
alternativo para el cultivo de las ciencias naturales y exactas, asi como para
desarrollar tecnologias vinculadas a la solucién de problemas locales, regionales y
nacionales. El Instituto considera también entre sus objetivos estratégicos la
difusién y transferencia del conocimiento generado por sus actividades de
investigacién, asi como la formacién de recursos humanos de excelencia en campos
del conocimiento de frontera. En el IPICYT se cultivan lineas de investigacion en las
disciplinas de Biologia Molecular, Materiales Avanzados, Matematicas Aplicadas,
Ciencias Ambientales y Geociencias Aplicadas. Los requerimientos de la sociedad
asi como las oportunidades y limitaciones del entorno estan presentes en la
seleccion de estas areas de conocimiento. En este sentido, cabe destacar que una
de las caracteristicas distintivas del Instituto es abordar problemas de investigacion
de manera interdisciplinaria en las areas de ciencias exactas y naturales.

Aungue su compromiso inmediato esta ligado al Estado de San Luis Potosi, su
mision ciertamente le permite trascender la region y tener cabida en los ambitos
nacional e internacional, debido a la excelencia de sus productos de investigacion y
a la oportunidad existente para los proyectos estratégicos que desarrolla en las
areas de conocimiento de su ambito de competencia.



1.2. Areade trabajo
El experimento se llevd a cabo en el Instituto Potosino de Investigacion Cientifica 'y
Tecnoldgica (IPICyT), Laboratorio de Biologia Molecular de plantas, bajo la
direccion del Dr. Angel Gabriel Alpuche Solis.

1.3. Problemas aresolver
e Clonacion del vector en A. tumefaciens
e Reduccién de condensacién y oxidacion de explantes de tabaco

1.4. Objetivo general

e Utilizar la tecnologia CRISPR/Cas9 para la edicion génica del gen
relacionado con defensa bacteriana SCEI en plantas de tabaco.

e Estudiar en diferentes concentraciones extractos de Salvia (chia)
contra el cancer bacteriano en plantas de jitomate

1.4.1. Objetivo especifico

e Clonar los pladsmidos en A. tumefaciens que contienen la guia sencilla
del RNA del gen SCEI y del gen de quelatasa que se usa como control
de transformacion.

e Utilizar una construccion con una guia sencilla del RNA del gen SCEI
para transformar genéticamente plantas de tabaco y realizar a partir
del ADN extraido de explantes, un ensayo de PCR y secuenciacion
del producto para determinar si se editdé la secuencia del gen y se
obtuvo el Knock out.

e Evaluar si los extractos de Salvia sirven como control biolégico en
plantas de jitomate infectadas con la bacteria Clavibacter
michiganensis subsp. michiganensis responsable del chancro
bacteriano.



1.5. Justificacion

La agricultura en México es considerada una de las principales actividades de mayor
valor econdmico y social, ya que funciona como herramienta para el progreso, el
crecimiento productivo, y se ve beneficiado por la diversidad de climas y suelo. Sin
embargo, las crecientes enfermedades causadas por diversos patdgenos que
invaden los cultivos, no sélo a campo abierto sino también en invernaderos, se ha
convertido en un problema que causa pérdidas completas de cultivos, reducen
drasticamente la calidad de producto en el mercado, y con ello grandes pérdidas
econdmicas.

Este trabajo tiene como objetivo principal la implementacion de nuevas técnicas
para el manejo de enfermedades, debido a que el uso desmedido de técnicas
tradicionales para combatir enfermedades como el uso de productos quimicos
(fungicidas, bactericidas, antibidticos, compuestos cupricos, etc.) con el paso del
tiempo se ha vuelto obsoletos para su manejo, debido a que muchos de los agentes
causales han ido evolucionando creando resistencia a estos productos, por otro
lado, el dafio que generan al ambiente y a la salud es alto.

El uso de nuevas técnicas para el manejo de enfermedades como el virus del
mosaico del tabaco y el chancro bacteriano, en el primero de los casos, con la
basqueda de nuevos genes resistentes a enfermedades se podran obtener plantas
mMas resistentes contra esta enfermedad que afecta a las solanaceas incluyendo el
tomate, para el segundo caso, el uso de productos extraidos de plantas representa
una alternativa ain mas amigable para el planeta y para la salud.



2. MARCO TEORICO

2.1. Cultivo de jitomate

Solanum lycopersicum, es una planta de la familia de las Solanaceae originaria de
América y cultivada en todo el mundo. La temperatura 6ptima de desarrollo del
cultivo de jitomate oscila entre los 20 y 30 °C. Es uno de los principales vegetales
cultivados en México, su produccion total hasta el 2017 era de 3 mil 056 toneladas
y el 50% del volumen nacional se concentra en cuatro entidades federativas, el
principal productor es Sinaloa, al generar 24% del total, le sigue San Luis Potosi con
11%, Michoacan 7% y Zacatecas que aporta 6%, (SIAP, 2017).

Produccion
Entidad
2017

Nacional 3,056
Sinaloa 745
San Luis Potosi 334
Michoacan 211
Zacatecas 192
Jalisco 179
Baja California 145
Puebla 122
Sonora 115
Morelos 108
Meéxico 103
Querétaro 103
Coahuila 101
Resto 597

Figura 1. Produccién (miles de toneladas) de tomate rojo, afios agricolas 2016-
2017 (SIAP).

2.1.1. Enfermedades en cultivo de jitomate
El tomate es uno de los cultivos horticolas méas populares y de mayor consumo en
todo el mundo, sin embargo la enfermedad de cancer o chancro bacteriano,
ocasionada por la bacteria Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis (Cmm)
la cual considerada una seria amenaza para este cultivo, ya que ha causado epifitias
en todo el mundo afectando a cultivos de tomates sembrados a cielo abierto como
en invernaderos (Sen et al., 2015); lo que ocasiona grandes pérdidas econémicas.

2.1.1.1. Caracteristicas del patégeno

Clavibacter puede crecer a temperaturas de 20 a 30°C, puede sobrevivir a 50°C y
su temperatura éptima de crecimiento es de 25°C. Su pH 6ptimo de crecimiento de
esta bacteria esta entre los 7 y 8, pero Calvibacter crece aun en el xilema de plantas
con pH 5. (31-12). Cmm es una bacteria Gram-positiva y su naturaleza patdgena se
derivada de sus multiples serina proteasas y enzimas degradadoras de la pared
celular, las cuales son codificadas por dos plasmidos (pCM1 y pCM2) y un isla de
patogenecidad ubicada en el cromosoma (Tancos et al., 2013).



2.1.1.2. Movimiento bacteriano en la planta

Los principales hospedadores de Cmm son cultivos solanaceos como tomate y
pimiento. Las principales fuentes para el brote de la enfermedad son semillas,
desechos de plantas infectados, practicas de cultivo como poda, contacto entre
plantas infectadas y sanas y las practicas de riego (Sen et al., 2015)
La bacteria Cmm una vez que infecta la planta, se extiende a través del xilema,
formando estructuras extensas similares a las biopeliculas, que ayudan en la
colonizacion y el movimiento del patégeno, causando la marchitez, decoloracion
vascular. Cuando la bacteria se encuentra presente en la superficie de la fruta puede
causar lesiones conocidas como "0jo de pajaro” que consisten en pequefios puntos
de color canela con halos blancos.

2.2. Manejo de enfermedades en plantas
Desde afios atras las plantas han sido afectadas alrededor de todo el mundo por
diversas enfermedades causando pérdidas de cultivares enteros, de la estética del
producto y econdmicas. Para poder contrarrestar la enfermedad existen practicas
de manejo de enfermedades en plantas que se basan en anticipar la incidencia de
la enfermedad y de atacar puntos vulnerables en el ciclo de la enfermedad (por
ejemplo, puntos débiles en la cadena de infeccién). La meta del manejo de
enfermedades en plantas es la de reducir el dafio (Maloy, 2005)

Whetzel (1980) agrupo el manejo de las enfermedades en 4 principios generales:
exclusion, erradicacion, proteccion y resistencia.

2.2.1. Exclusién
Este principio se define como cualquier medida que se toma para prevenir la
introducciéon de un agente causal de enfermedad (patégeno) dentro de una regién,
finca o plantacion. La estrategia basica asume que la mayoria de los patdgenos solo
pueden movilizarse distancias cortas, sin ayuda de agentes tales como el ser
humano u otros vectores.

Desafortunadamente, las medidas de exclusion solo retardan la entrada del
patébgeno, aunque la exclusion puede proporcionar el tiempo suficiente para
planificar como manejar el patégeno cuando finalmente incida.

Una estrategia para excluir fitopatégenos es la de producir semillas o material
vegetativo de siembra libre de patdégenos, a través de programas de certificacion de
semillas y de materiales vegetativos de propagacion. Estos programas utilizan
tecnologias que incluyen el aislamiento de areas de produccion, inspecciones de
campo y remocion de plantas sospechosas para producir y mantener material de
siembra libre de patégenos. La siembra de material libre de patégenos puede
mejorarse mediante cultivo de tejidos y técnicas de micropropagacion, al igual que
se le puede mantener en lugares protectores cerrados tal como invernaderos de
malla, para excluir a los patdgenos y sus vectores. La exclusion puede obtenerse
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mediante practicas tan simples como la limpieza del equipo agricola, para remover
restos de cosecha y suelo contaminado que pueden albergar patégenos,
nematodos u otros organismos de suelo y asi prevenir su introduccién en campos
no infestados.

2.2.2. Erradicacion
Este principio procura la eliminacion del patégeno luego de su introduccion en un
area, pero antes de que se establezca o se disemine ampliamente. Este principio
se puede aplicar a plantas individuales, lotes de semilla, campos o regiones, aunque
generalmente no es efectivo en areas geograficas grandes.

La erradicacion depende del tipo de patdgeno que infecte la planta, algunos
involucran la remocion de suelo infestado, la fumigacion de suelos, el quemado, la
remocioén de las plantas infectadas y rotaciones de cultivo. La erradicacion se puede
alcanzar también mediante la destruccion de malezas que son reservorios de
diversos patdgenos o de sus insectos vectores. Sin embargo la erradicacion
completa de los patdégenos, especialmente en areas grandes rara vez se alcanza.

2.2.3. Proteccion

Este principio depende del establecimiento de una barrera entre el patégeno y la
planta huésped o de la parte susceptible de la planta huésped. A menudo se le
considera que esta barrera es de naturaleza quimica, por ejemplo un fungicida,
bactericida o nematicida, pero también se pude considerar el caso de una barrera
fisica o espacial o temporal. Una desventaja de la implementacién de barreras
quimicas es que su modos de accion esta limitado a un solo sitio en particular (su
sitio de actividad especifica esta controlado por uno o pocos genes) por ello son
mas propensos a que se desarrollen casos de resistencia al fungicida por parte del
patdégeno.

La proteccion involucra algunas practicas culturales que modifican al medio
ambiente, tales como labranza, drenaje, irrigacion o modificaciéon del pH del
suelo. También involucra cambios en la profundidad de siembra, espaciamiento
entre plantas, podas y raleos u otras practicas que permitan a las plantas escapar
a la infeccién o reducir la severidad de una enfermedad.

El término control biolégico o también conocido como biocontrol ha sido usado en
diferentes campos de la biologia, frecuentemente utilizado en la entomologia y en
la patologia de plantas. En el primero de los casos el término hace referencia al uso
de organismos vivos para controlar a otros. En patologia de plantas este término ha
sido aplicado al uso de los productos naturales extraidos o fermentados de varias
fuentes. Inhibiendo asi su reproduccion, crecimiento o infeccion (Cook, 1993).



2.2.3.1. Extractos de plantas como control bioldgico

El control biol6gico de la enfermedad en los ultimos afios parece ser una solucion
prometedora, pues diversos estudios realizados en todo el mundo han dado
resultados alentadores, (El kinany et al., 2017) pues se considera una alternativa
amigable con el ambiente, la salud, y se sabe que reduce la probabilidad de que el
patdbgeno desarrolle resistencia a ellos (Barda et al., 2015), comparados con
alternativas sintéticas. Tal es el caso del uso de extractos de plantas que a lo largo
del tiempo han sido utilizadas como anti fingicos, insecticidas y antimicrobianos (El-
Mougy et al., 2007), estos pueden ser mezclas simples con efectos especificos o
mezclas complejas con multiples efectos sobre el patégeno.

Los extractos de origen vegetal se caracterizan por la presencia de determinados
metabolitos secundarios los cuales forman parte de las estrategias defensivas de
las plantas, y que pueden ser agrupados en compuestos nitrogenados, fendlicos y
terpenoides. Dichos compuestos le proporcionan importantes caracteristicas a los
extractos, como son antivirales, antimicrobianos y repelentes.

2.2.3.2. Caracteristicas de metabolitos secundarios en plantas
Los metabolitos secundarios son compuestos de bajo peso molecular que no sélo
tienen una gran importancia ecoldgica, sino que también, una sintesis activa de
estos compuestos se induce cuando las plantas son expuestas a condiciones
adversas de estrés bittico o abidtico.

Estos compuestos son clasificados en dos grupos principales nitrogenados y no
nitrogenados. En el grupo de metabolitos nitrogenados se encuentran los alcaloides,
aminoacidos no proteicos, aminas, glucosidos cianogénicos y glucosinolatos. Los
metabolitos no nitrogenados se dividen en terpenoides, poliacetilenos, policétidos y
fenilpropanoides (Jiménez et al., 2004).

Los precursores de la biosintesis de metabolitos se derivan de rutas del
metabolismo primario, tales como la glucolisis, el ciclo de Krebs o la via del
shikimato. Una sintesis constitutiva y especifica de estos compuestos puede existir
para cada tipo de 6rgano, tejido o tipo celular.
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Figura 2. Eventos en los cuales, los metabolitos secundarios se inducen
durante la respuesta de defensa de las plantas. (Dudareva, 2007).

2.2.3.3. Metabolitos secundarios de plantas con actividad
antimicrobiana

El reino vegetal es sin duda el que ofrece sustancias potencialmente (Utiles
aplicables a diversas enfermedades tanto humanas como en las plantas mismas.
Globalmente las plantas producen méas de 100 000 productos naturales de bajo
peso molecular, también conocidos como metabolitos secundarios, que se
diferencian de los primarios en que no son esenciales para la vida de la planta. Esta
diversidad tan rica resulta, en parte de un proceso evolutivo conducido por la
seleccion para adquirir una defensa mejorada frente a los ataques de
microorganismos, insectos y otros animales.

2.2.3.3.1. Compuestos fenélicos
Los fenoles mas simples consisten en un anillo fenélico sustituido. Algunos ejemplos
los constituyen el catecol, el pirogalol y los acidos cindmicos y cafeico. Los lugares
y el namero de grupos hidroxilo (OH) en el anillo parece que estan relacionado
directamente con la toxicidad frente a los microorganismos, de forma que un
aumento en la hidroxilacion esta ligado a una mayor toxicidad. Su mecanismo
parece estar ligado con la inhibicion enzimatica (Domingo et al. 2003).



Las quinonas son ubicuas en la naturaleza y son causantes del color marron que se
produce en las frutas cuando son dafiadas. Su alta reactividad, formando complejos
con los aminoacidos hidrofilicos de las proteinas, la mayoria de las veces
inactivando la proteina y anulando su funcion, esto le confiere potencial
antimicrobiano, compuestos como la hipericina (Elisha et al., 2017).

Las cumarinas tienen un mecanismo de accion que parece estar relacionado con la
interaccion con el ADN eucariota, algunos compuestos como la esculetina, la
umbeliferona y la escopiletina.

Las flavonas son estructuras fendlicas que contienen un grupo carbonilo, su
actividad frente a los microorganismos probablemente se debe a que forman
complejos con las proteinas solubles y extracelulares y con las células de la pared
bacteriana, de forma similar a las quinonas. La mas conocidas son las catequinas,
presentes en el té verde (Camellia sinensis) (Domingo et al. 2003).

2.2.3.3.2. Alcaloides
Reciben esta denominacién los compuestos nitrogenados heterociclicos. El
mecanismo de accion de los alcaloides parece ser mediante intercalacion entre la
pared celular y el ADN del microorganismo (Cushnie et al., 2014).

2.2.3.4. Terpenos

Constituyen el grupo mas numeroso de metabolitos secundarios (mas de 40, 000
moléculas diferentes). La ruta biosintetica de estos compuestos da lugar tanto a
metabolitos primarios como secundarios de gran importancia. Entre los metabolitos
se encuentran hormonas, carotenoides, clorofilas y plastoquinonas.

Suelen ser insolubles en agua y derivan todos ellos de la unién de unidades de
isopreno (5 atomos de C). De esta forma, los terpenos se clasifican por el nimero
de unidades de isopreno (C5): monoterpenos (2 unidades C5), sesquiterpenos (3
unidades C5), diterpenos (4 unidades C5) (Garcia et al., 2009).

El canfor, alfa-tujona y 1,8-cineol, son compuestos conocidos por tener potencial
antimicrobiano, el mecanismo de accion de estos, es mediante la disrupcion de la
integridad de la membrana de la bacteria (Knobloch et al., 1989).

2.2.3.5. Planta de Salvia microphylla como control biol6gico
Salvia es el género mas numeroso de la familia de las lamiaceas, con 700 a 900
especies de arbustos, herbaceas perennes y anuales. Comunmente también se
denominan salvia, aunque generalmente este nombre se asocia mas a la
especie Salvia officinalis, conocida popularmente por su uso en gastronomia, como
planta ornamental y medicinal.
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El efecto antimicrobiano del extracto de Salvia ha sido objeto de varias estudios
(Talibi et al., 2011), previamente se ha reportado que existe una relacion entre la
composicion quimica de los componentes mas abundantes en aceites esenciales
de Salvia y la actividad antimicrobiana. En este contexto, el canfor, a-tujona y 1,8-
cineol son conocidos por tener potencial antimicrobiano (Knobloch et al., 1989).
También otros estudios sugieren que estas sustancias tienen un mecanismo de
disrupcién de la integridad de la membrana de la bacteria (Deans et al, 1990). Los
aceites esenciales de esta especie han sido probados contra algunas bacterias,
como: Staphylococs aureus, Listeria monocytogenes y Escherichia coli, arrojando
resultados alentadores (Haziri et al., 2018).

Ademas, se ha demostrado la presencia de inhibidores de crecimiento volatiles
producidos por especies de Salvia que se llevaron a cabo en S. leucophylla y S.
apiana por Muller (1964). También revelaron que las bacterias Gram-positivas son
mas sensibles al aceite esencial de Salvia officinalis que las bacterias Gram-
negativas (Kheder, et al., 2017).

2.2.4. Resistencia
Este principio hace referencia a aquellas plantas que disponen de cualidades
satisfactorias, adaptadas a las condiciones de la region. El uso de plantas
resistentes a enfermedades elimina la necesidad de esfuerzos adicionales para
reducir las pérdidas causadas por enfermedades, a menos que adicionalmente
estén presentes otras enfermedades. Las plantas resistentes se obtienen con
meétodos estandares de mejoramiento mediante seleccion y/o hibridacion.

La importancia del desarrollo de plantas resistentes a enfermedades es la insercion
de genes de otros organismos dentro de la plantas para transmitir alguna
caracteristica.

2.2.4.1. Estudio de genes involucrados en laresistencia a
enfermedades

Las plantas genéticamente modificadas se han convertido en una estrategia que ha
beneficiado a mas de un agricultor, aportando beneficios a diferentes cultivares. Las
modificaciones genéticas surgieron debido a la susceptibilidad de las plantas a
diversos patdgenos y a la resistencia que muchos de estos han creado a diversas
sustancias que hoy en dia se utilizan. Estas modificaciones se basan en el estudio
de genes que estén relacionados a la resistencia contra enfermedades, mediante
su insercion a la planta para dotarla de resistencia, codificando proteinas que actuan
directamente o indirectamente contra la virulencia del patogeno (Anand et al, 2012)
Se aplica comunmente en variedades de cultivos de alto rendimiento para mejorar
la resistencia a patdgenos de importancia agronomica (Parker et al., 2001) y son
efectivos contra patdgenos bacterianos, virales y fungicos (Martin, 1999).
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El analisis de genes se realiza mediante la supresion génica del gen de interés o
mejor conocido como silenciamiento génico postranscripcional, el cual es un
fendmeno natural que ocurre en plantas, este fendmeno involucra el corte de ARN
de doble cadena en ARNs pequefios de 21 a 26 nucleétidos por una enzima
ARNasa tipo Ill. En plantas, han sido descubiertas tres rutas del silenciamiento
segun los analisis genéticos y moleculares; silenciamiento mediado por ARNs de
interferencia en el citoplasma, silenciamiento de ARNs mensajero enddégenos por
mMiRNAs y silenciamiento asociado con la metilacion del ADN y la represion de la
transcripcion (Fiallo, 2012). Sin embargo, esta estrategia genera “knock-downs”, es
decir, no permite realizar la inactivacion completa del gen, por otro lado, existe una
técnica de edicion génica denominada CRISPR/Cas9 (Repeticiones palindromicas
cortas agrupadas y regularmente interespaciadas), el cual permite generar la
inactivacion completa del gen (knock-out)

2.2.4.2. CRISPR/Cas9 como estrategia para el analisis funcional
de genes

La tecnologia CRISPR/Cas (repeticiones palindromicas cortas agrupadas y
regularmente interespaciadas asociadas a proteinas Cas) es un mecanismo de
defensa inmune adaptivo presente en bacterias y arqueas el cual incorpora ADN de
bacteriéfagos y plasmidos invasores entre sus secuencias palindromicas, y
posteriormente generan crRNA (RNA transcrito de CRISPR), por consiguiente
cuando un virus de algunos de los tipos semejantes a los ARNcr introduce su ADN
en la célula bacteriana, la molécula reconoce al intruso y provoca la intervencién de
la proteina Cas9 que corta el material genético y lo elimina (Wang et al., 2016)

El sistema CRISPR se puede dividir en tres etapas (Doudna, 2016):

1. Fase adaptiva: Insercion de una secuencia corta de ADN invasor
(protoespaciador) al locus de CRISPR como una secuencia (espaciadores}
seguido de una repeticion y en posicion 5 respecto a la secuencia
espaciadora y siempre tras la secuencia lider. En esta fase las proteinas Cas
1 y Cas2 son las encargadas de escindir el protoespaciador del resto del
material genético foraneo e incluirlo dentro del locus. En esta etapa se otorga
la memoria genética para poder realizar las dos siguientes fases.

2. Fase de expresion: Transcripcion de crRNA precursor (pre-crRNA) que sufre
maduracién para generar crRNAs individuales, cada uno compuesto de una
porcién de repeticién y una porcién espaciadora de orientacién de invasor.
Este pre-crRNA es procesado mediante la endonucleasa RNAasa Il, dando
lugar a secuencias de ARN constituidas por una uUnica region espaciadora
flanqueada por una corta secuencia repetitiva, que servira como zona de
anclaje de Cas9 en la etapa posterior.
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3. Fase de interferencia: Esta etapa tiene lugar cuando el genoma de un
organismo foraneo reincidente intenta de nuevo infectar la célula. Entonces
la escision es dirigida por el crRNA de &cido nucleico el cual se une mediante
complementariedad de bases Watson-Crick a la secuencia activadora
tracrRNA, Cas hacia la secuencia diana del material genémico invasivo que
debe degradar.

Existen diferentes sistemas CRISPR que utilizan distintos mecanismos moleculares
para lograr el reconocimiento y el corte de doble cadena del ADN exdgeno y se han
clasificado en 2 sistemas, los sistemas de clase 1 (tipo I, Il y IV) requieren un gran
complejo de varias proteinas efectoras, pero en los sistemas de clase Il (tipo Il, Vy
VI) solo requieren de una endonucleasa guiada por ARN (Wang et al., 2016). La
Cas9 del sistema CRISPR tipo Il de Streptococcus pyogenes, requiere de la
presencia de una secuencia especifica PAM (Motivo protoespaciador adyacente)
gue es adyacente a al sitio blanco, (NGG, donde N es cualquier nucleétido).
Estos cortes de doble cadena se pueden reparar mediante la union de extremos no
homologos (NHEJ) para generar inserciones y eliminaciones aleatorias o se pueden
reparar de manera precisa mediante reparacion dirigida por homologia (HDR) con
plantilla de ADN exdgeno para generar inserciones, eliminaciones o sustituciones
disefiadas a medida.

2.2.4.3. Utilizacién de CRISPR/Cas9 en ingenieria genética
La mas utilizada es la del tipo Il, una nucleasa Cas9 asociada a CRISPR, cuyas
actividades de escision son programadas por ARN, creando roturas de doble
cadena.
Para su utilizacion el sistema CRISPR/Cas9 utiliza una secuencia guia de ARN de
20 nucledtidos, la cual es creada mediante programas bioinformaticos disponibles
en la web, tales como CHOPCHOP, CRISPOR y CCTop, estas plataformas ayudan
a elegir la guia mas adecuada de acuerdo al tipo de Cas9 de cada organismo que
detecta un PAM distinto, la mas comunmente usada es la de Streptococcus
pyogenes que detecta la secuencia previa al motivo 5’-NGG. La correcta eleccién
de la guia de ARN recae en el segmento de 12 nucleétidos mas cercanos a la
secuencia PAM o al extremo 3’, que deben tener completa complementariedad (en
los restantes 8 nucled6tidos pueden permitir mismatches) para aumentar la eficiencia
del corte (Doudna et al., 2014).

Una vez que a la guia de ARN se une por complementariedad de bases a la
secuencia blanco, la Cas9 reconoce el motivo protoespaciador adyacente (PAM) y
genera el corte 3 bases aguas arriba del borde 3’ (Figura 3). LA escision se produce
en ambas cadenas de DNA (DSB) gracias a los dominios RuvC y HNH de la Cas9
(Wang et al., 2016).
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Figura 3. Esquema de la nucleasa Cas9 guiada por ARN (Ran et al., 2013).

2.2.5. Métodos de expresion en células objetivo
La ingenieria genética de plantas esta dirigida a la produccion de genotipos que
expresen caracteristicas de interés, mediante la integracion en el genoma vegetal,
de segmentos de ADN foraneo proveniente de cualquier origen. Este ADN altera las
caracteristicas de la planta, mediante la modificacion dirigida y controlada de su
genoma, al afadir, eliminar o modificar alguno o algunos de sus genes (Danilova,
2007; Karimi et al., 2007).

Se han desarrollado diferentes métodos de transformacion genética, se clasifican
en métodos indirectos y métodos directos, de acuerdo con el mecanismo utilizado
para la transferencia del material genético hacia la célula vegetal.

2.2.5.1. Métodos indirectos
Estos métodos se basan en la utilizacion de vectores bioldgicos, empleando sus
caracteristicas naturales de patogenicidad en plantas, para la introduccion de los
genes de interés al genoma vegetal.

2.2.5.1.1. Sistema Agrobacterium
Debido a la capacidad y a la eficiencia de este género en infectar diversos
organismos vegetales surgi6 la idea de utilizar esta bacteria. EI segmento de DNA
transferido es conocido como a region T-DNA (ADN de trasferencia) y se encuentra
en el plasmido residente de la bacteria llamado plasmido Ti (inductor de tumores).
Esta region contiene genes que codifican para la biosintesis de fitohormonas y
opinas (carbohidratos unicamente metabolizables por la bacteria). Para que se dé
una transferencia efectiva de esta regién es necesaria la expresion de los “genes
Vir” contenidos en la region Vir (region de virulencia), la cual, se encuentra en el
plasmido TI. Para utilizar este tipo de sistema de transformacion se requiere de
cepas desarmadas, que son aquellas, en las que el T-DNA ha sido eliminado. Para
esto es introducido a la cepa de Agrobacterium a desarmar, un plasmido foraneo
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con regiones de homologia con el T-DNA y un gen para resistencia a antibioticos.
Dado el proceso de recombinacién entre el plasmido Tiy el plasmido Ti el gen para
resistencia a antibioticos que, posteriormente, va a permitir identificar la bacteria
desarmada, mientras que el plasmido foraneo con la region T-DNA es eliminado
(Gelvin, 2003).

En la transferencia de genes a través de este sistema, se emplean dos tipos de
vectores: los de co-integracion y los binarios. Los vectores co-integrados resultan
de la integracion de un plasmido Ti de la cepa desarmada de Agrobacterium,
mediante un proceso de recombinacion. Los vectores mas empleados son los
binarios. Estos vectores, se derivan de plasmidos que se replican en E. coliy en A.
tumefaciens no se necesitan integrarse al plasmido Ti y se mantienen como
plasmidos independientes, dentro de la célula bacteriana. Consisten en el uso de
dos plasmidos en la bacteria, uno de ellos el vector binario, contiene los bordes del
T-DNA en el que incluye el casete de expresion o genes de interés y, el otro, el
plasmido residente que es el contiene lo genes “Vir’, que son los encargados de
mediar la transferencia efectiva del cassette de expresion hacia las células
vegetales (Hellems et al., 2000).

El proceso inicia cuando se producen heridas en las células de la planta, se liberan
al medio compuestos fendlicos y monosacaridos, que son reconocidos por
Agrobacterium induciendo una unién entre la bacteria y las células vegetales. Este
tipo de trasformacion requiere de un periodo de co-cultivo (periodo de oscuridad en
medio sin antibioticos), en el cual la cepa de A. tumefaciens que contiene el vector
con los genes de interés, es puesta en contacto con el tejido vegetal a transformar,
para que se realice la transferencia de T-DNA a algunas de las células vegetales
expuestas a la infeccion. El co-cultivo, se debe dar en un medio apropiado que
favorezca el proceso de transformacion, como la presencia de moléculas sefial,
como la acetosiringona y las heridas en el tejido vegetal que activa el sistema de
virulencia de Agrobacterium

Después del co-cultivo, el tejido vegetal es transferido a un medio de cultivo de
tejidos vegetales que propicie la regeneracion, que consiste en la obtenciéon de una
planta completa a partir de una célula vegetal. Para la regeneracion de plantas
completas es necesaria la adicion de hormonas vegetales o reguladores de
crecimiento al medio de cultivo. Estos reguladores son del tipo citoquininas, que
promueven la divisién celular en el cultivo de tejidos no meristeméticos e inducen la
formacion de organos en una gran variedad de cultivo de tejidos o auxinas, que
promueven la division y crecimiento celular, y las giberilinas involucradas en la
regulacion de la elongacion celular especificamente auxinas y citoquininas
(Pitzscheke, 2010).

15



Este tipo de sistema presenta varias ventajas, ya que es posible emplear diferentes
tipos de tejidos vegetales, la integracion del T-DNA es un proceso relativamente
preciso, permite la introduccién de segmentos largos de ADN.

2.2.5.1.2. Vectores virales

Algunos virus que afectan especies vegetales han sido empleados como vectores
para la transformacion de plantas. Los virus deben ser modificados para que sean
capaces de transportar el gen de interés al interior de la célula vegetal. Se han
desarrolla dos estrategias para la construccion de vectores virales. En la mas
empleada, el gen fordneo, es introducido dentro del virus completo, por lo general,
precedido por el promotor duplicado de la proteina de la capside del virus (promotor
fuerte) o fusionado a ésta, para que el gen de interés sea expresado como un RNA
subgenomico separado. La segunda estrategia y las mas recientemente
desarrollada, el virus es completamente reconstruido eliminando o sustituyendo
regiones virales, ademas de la insercién del gen de interés. Finalmente, estos
vectores virales pueden ser empleados en la transfeccion de la planta, como una
particula viral madura o como copias del vector viral (Gleba et al. 2007).

Los mayores avances se han logrado con Geminivirus y Caulimovirus, debido a que
estos son virus DNA y se pueden clonar directamente; dentro de estos ha sido
especialmente utilizado el virus del mosaico de coliflor, con el cual, se ha logrado
transferir genes con resistencia a antibioticos (Sattar et al. 2006).

LA utilizacién de vectores virales facilitan la infeccion, el rango de hospedadores es
méas amplio y los genes transmitidos no se limitan a una célula, sin embargo el
tamafio del gen de interés debe ser limitado para que no afecte la inefectividad
(Granados et al., 2012).

2.2.5.2. Métodos directos

Los métodos directos surgen debido a la dificultad de transformar monocotiledéneas
por medio de A. tumefaciens, es por ellos que se desarrollaron sistemas de
transferencia de genes, en los que se emplean procedimientos de naturaleza
qguimica, fisicoquimica y mecanica. Los liposomas, y la utilizacion de biobalistica,
por mencionar algunos, son métodos directos utilizados para la transformacion
vegetal (Granados et al., 2012).

2.2.5.2.1. Liposomas
Entre los métodos para transformacion vegetal, la transferencia de genes, mediada
por liposomas, es uno de los mas dificiles y aunque en un principio éste mostrd ser
eficaz, su utilizacién ha sido muy limitada. En este método, el casete de expresion
es encapsulado en una esfera lipidica (liposoma), que permite o facilita su paso, a
través de la célula vegetal por endocitosis, ya sea por el plasmodesma o
directamente por la pared celular, hasta el nacleo (Rao et al. 2009).
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2.2.5.2.2. Biobalistica
Esta técnica, se basa en la utilizacion de microproyectiles recubiertos del DNA que
se desea transferir, que son disparados sobre los tejidos vegetales a altas
velocidades, atraviesan la pared y la membrana celular y llevan al interior de la
célula los genes de interés para su posterior integracion en el genoma vegetal
(Sanford, 2000; Vasil, 2007). El casete de expresion con los genes de interés puede
ir 0 no en un vector, ya que no es requerido para el proceso de transformacion.

Este sistema de transformacion requiere de un dispositivo mecanico que permita
realizar el bombardeo de los tejidos vegetales. Para que los microproyectiles
puedan atravesar las membranas celulares y llegar al nacleo de las células blanco,
deben ser impulsados a velocidades supersonicas. Para ello, se desarrollaron tres
sistemas: por explosion de poélvora seca, por variacion de fuerza de aceleracion, a
través de descarga eléctrica o por liberacion de gas comprimido a alta presion: aire,
helio, CO2 o0 N2 (Granados et al., 2012).

2.2.5.3. Gen SCEI

Existen especies silvestres de tomate resistentes a la bacteria Clavibacter
michiganensis subsp. michiganensis, tales como S. pimpinelifolium, S. peruvianum
y S. habrochaites. En S. peruvianum se observo que la expresion del gen SCEI
incrementd durante las primeras horas de la infeccién en plantas, el cual codifica
una enzima involucrada en la modificacion de la proteina a través de la sumoilacion,
gue es una modificacién post-traduccional que conjuga covalentemente a otra
pequefia proteina modificadora del tipo ubiquitina (SUMO) a lisinas en proteinas
diana. Esta modificacion puede alterar la localizacion sub-celular, la actividad y/o
estabilidad de la proteina blanco (Esparza et al., 2015).

3. PROCEDIMIENTO Y DESCRIPCION DE LAS ACTIVIDADES REALIZADAS
3.1. Edicién génica del gen SCEI en plantas de tabaco mediante
CRISPR/Cas9
3.1.1. Protocolo de desinfeccion de semillas de N. tabacum

En un tubo eppendorf de 1.5 mL llenar menos de 0.1 mL con semillas de N. tabacum,
agregar 1 mL de etanol al 70%, agitarlo por 1 min y retirar el etanol con pipeta,
posteriormente hacer 2 lavados con agua destilada estéril, por altimo hacer un
lavado con 1 mL de Cloro al 20% mas una gota de Tween, en agitacion constante
por 10 min, realizar de 3 lavados con agua destilada. Sembrar las semillas en medio
MS.

3.1.2. Guias unicas utilizadas
Las guias de ARN utilizadas fueron 2, que corresponde al gen SCEI, seleccionadas
mediante la plataforma CRISPOR:

Guia Gscntl
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4. Forward: 5-ATTGATCAGGTTCACTGACCCATC
5. Reverse: 5-AAACGATGGGTCAGTGAACCTGAT

Guia Gscnt2

e Forward: 5-ATTGTATCTCTCCACAGCCAGGGG
¢ Reverse: 5-AAACCCCCTGGCTGYGGAGAGATA

3.1.3. Hibridacién de guias
Se colocé 10 pL de cada una de las guias unicas (forward y reverse) a una
concentracion de 100 uM, posteriormente se colocaron en un termociclador el cual
se programo desde una temperatura de 95°C hasta bajar gradualmente a los 10°C
(un grado por minuto).

3.1.4. Ligacion de guia al vector
Una vez que las guias fueron hibridadas se procedi6 a ligar la guia al vector, para
esto se hizo una mezcla afladiendo 10 pL de la guia hibridada, 1 pL del vector pKSE
(figura 4), 1.5 pL de Bsal, 1.5 yL de ligasa, 2 pL de Bsa, 2 pL del buffer de ligasa y
se afor6 a 20 pL con agua. Posteriormente se metié al termociclador para generar
la ligacion con el programa “Golden gate”.

Cuadro 1. Protocolo de ensamblaje de “Golden Gate”.

Componentes Volumen Condiciones de reaccion
Vector pKSE (~100 ng/ul) 2 ul -(37°C por 5 min, 16°C por 5 min) x 30 ciclos
Inserto (guia hibridada) 8 ul -55°C por 5 min
T4 ADN ligasa buffer (10x) 2 pl -80°C por 5 min
BSA (10x) 2 ul
T4 ADN ligasa 1ul
Bsal 1l Enzimas y reactivos de NEB
H20 4 ul
Volumen total 20 pl
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Figura 4. Vector pKSE.

3.1.5. Transformacion de células calcio competentes por choque térmico
Se colocaron células calcio componentes en hielo y se dejaron reposar por 10
minutos, se le afiadieron 10 pL de la ligacién y se mezclaron por pipeteo, se dejaron
reposando en hielo por 30 min, posteriormente se llevo a bafio maria por 1 min a
42°C, pasado este tiempo se regresaron inmediatamente a hielo por 10 min, se
afadieron 200 uL de medio LB sin antibi6tico y los tubos se incubaron por 1 h a
37°C a 150 rpm, después se centrifugaron por 5 min a 8000 rpm, se eliminé el
sobrenadante y se resuspendio en 100 pL de medio LB, las células recuperadas se
sembraron en placas con medio LB que contenian Kanamicina a 100 mg/L, se
incubaron a 37°C toda la noche (16 h aproximadamente). Por ultimo se picaron
colonias y se traspasaron a placas nuevas de medio y posteriormente se realizé
PCR de las colonia picadas, se utilizaron los oligos MpxH que amplifican una region
aproximadamente de 700 pares de bases (promotor U6, guia de 20 nucleotidos,
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scaffold y terminador), posteriormente para corroborar que se tuviera clonada la
guia se mando a secuenciar.

3.1.6. Preparacion de células electro competentes

Se inocul6 una dilucién 1:50 del precultivo en 200 mL de medio YEP sin antibiotico
y se incubd a 28°C en agitacion constante aproximadamente 8 horas hasta alcanzar
una densidad 6ptica entre 0.5y 1.0, se colocoé en hielo por 15 minutos y se transfirid
a tubos sorvall estériles frios, posteriormente se centrifugd a 5000 rpm por 15 min
a 4 °Cy se eliminé el sobrenadante, la pastilla se resuspendié en 20 mL de glicerol
al 10% frio, se centrifugd nuevamente a 5000 rpm por 15 min a 4 °C, esto ultimo se
repitié posteriormente 2 veces mas, se elimino el sobrenadante, se agregaron 800
pL de glicerol al 10% frio y se resuspendieron las células, como ultimo paso se
hicieron alicuotas de 80 uL en tubos eppendorf de 1.5 L previamente frios y se
almacenaron a -80°C hasta su uso.

3.1.7. Transformacion de Agrobacterium tumefaciens mediante
electroporacion

Se coloc6 50 ng/uL de plasmido de interés mezclandose con una alicuota de 80 L
de células competentes de A. tumefaciens, se incubaron por 2 min en hielo y
posteriormente se colocaron dentro de las celdas para electroporacion, los
parametros utilizados fueron los siguiente: 2500 V, 25 uF, 400Q), cubeta de 2 mm.
Se dio un pulso y posteriormente se afiadié 1 mL de medio YEP y se incub6 a 28°C
con agitacion constante por 2 h. Pasado este tiempo se centrifug6 por 5 min a 8000
rpm, se resuspendio la pastilla en 200 pL de medio y se sembré en placa de medio
LB suplementado con 100 mg/L de Kanamicinay 50 mg/L de Rifampicina, se incubo
en oscuridad por dos dias y se realiz6 PCR de las colonias para comprobar que
estuvieran transformadas, amplificando una banda de aproximadamente 700 pares
de bases (promotor U6, guia de 20 nucleotidos, scaffold y terminador).

3.1.8. Transformacion de hojas de Nicotiana benthamiana y Nicotiana
tabacum

Para la transformacion se utilizaron las guias gC1 del gen de la quelatasa que sirve
como control, gS1 (mayor porcentaje de edicién) y gs2 (guia con terminacion GG)
del gen SCEI correspondientes a guias de tomate. Se utilizaron hojas de 4 semanas
de edad, se cortaron en fragmentos de 5 x 10 cm sobre papel filtro estéril y se
colocaron en medio MSO para evitar la deshidratacion. Posteriormente se
transfirieron a 3 solucidn que contenia a A. tumefaciens que portaban el plasmido
de interés durante 10 minutos. Se elimind el exceso de bacterias con un papel filtro
y se coloco en medio RMOP si antibiotico durante dos dias (periodo de cocultivo)
suplementado con ANA a 0.1 mg/L y BA 1 mg/L. Pasados los dos dias se trasfirieron
los explantes a medio RMOP complementado con 100 mg/L de kanamicina y 250
mg/L de cefotaxima. Se subcultivaron cada dos semanas, seleccionando sélo los
explantes resistentes a la seleccion.
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3.1.9. Analisis de explantes transformados
Se hicieron extracciones de ADN gendmico de los explantes que previamente se
habian sometido al proceso de transformacion y se amplificaron con los oligos
MpxH mediante PCR y se visualizaron en gel de agarosa esperando una banda de
700 pares de bases que corresponderian a plantas exitosamente transformadas.

3.2. EXTRACTO DE Salvia
3.2.1. Material vegetal
Se utilizaron 36 plantas de jitomate Solanum lycoperscum var Ailsa craig de 31 dias
de edad.

3.2.2. Microorganismo fitopatdgeno
Para la posterior infeccion se utilizd a la bacteria fitopatbgena Calvibacter
michiganensis subsp. michiganensis (Cmm) cepa AcR42.

3.2.3. Tratamientos
Para el experimento se montaron 6 tratamientos diferentes que se describen en el
cuadro 2. Se emplearon 3 concentraciones diferentes y por cuestiones de privacidad
seran identificadas como: A, By C, donde; A es la concentracién mas alta, B es una
concentracion intermedia y C es la concentracion mas baja.

Cuadro 2. Descripcién de tratamientos

NUmero de unidades

Nomenclatura Descripcion del tratamiento experimentales
T1 Control negativo: Plantas sin infectar 6
T2 Control positivo; Plantas infectadas 6
con Cmm

T3 Plantas infectadas y tratadas con 6
extracto de chia a una concentracion
A

T4 Plantas infectadas y tratadas con 6
extracto de chia a una concentracion
B

T5 Plantas infectadas y tratadas con 6
extracto de chia a una concentracion
C

T6 Plantas infectadas y tratadas con 6

Terra Q y Oximet

3.2.4. Infeccién
La bacteria Cmm fue cultivada 24 horas antes de la infeccidon en medio 702.Se midi6
la densidad éptica y se ajustdé a 3x10® UFC/mL. Posteriormente se realizd la
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infeccion tomando 100 pL de la suspension bacteriana y se inyectd en el primer
internodo del tallo.

3.2.5. Preparacién del extracto de Salvia
El extracto se disolvid en 5% de acetona (Sigma-Aldrich) tibia, posteriormente se

agreg6 5% del surfactante Break-Thru®.

3.2.6. Aplicacion del extracto
Los extractos se aplicaron después de dos dias de haber infectado con Cmm, las

plantas se asperjaron con 30 mL de cada una de las concentraciones de acuerdo al
tratamiento.

3.2.7. Aplicacién del control quimico
Se utiliz6 un compuesto cuproso (Terra Q®) a una concentracion de 3 g/L, se aplico
50 mL por drench por planta, y un antibiético (Oximet) a una concentracion de 1 g/L,
se asperjo 3.8 mL por planta. Los dos compuestos se aplicaron al ver los primeros
sintomas de la enfermedad.

3.2.8. Variables a medir
Se midieron tres variables: la altura de la planta, porcentaje de incidencia vy
severidad de la enfermedad.

e Laaltura de la planta se midi6 semanalmente por seis semanas a partir de la
infeccion con la bacteria
e El porcentaje de incidencia esta dado por la siguiente formula:

No.de plantas enfermas
= 100

No.total de plantas
Donde | representa el porcentaje de incidencia.
e La severidad de la planta se realizd bajo la siguiente escala:

0 = Plantas sanas

1 = 1-2 ramas enfermas

2 = 3-4 ramas enfermas

3 = 4 a mas ramas enfermas
4 = Planta muerta

3.2.9. Analisis de infeccion con Cmm
Al finalizar el experimento se realizé la extraccion de ADN gendmico de dos plantas
de S. lycopersicum de cada tratamiento. Para corroborar la presencia de Cmm y
posteriormente una PCR con los oligos Cmm 1 y 3, con lo cual se espera un
fragmento de aproximadamente 645 pares de bases que correspondes a un
fragmento del cromosoma de Cmm.
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4. RESULTADOS
4.1. Edicion génica del gen SCEI en plantas de tabaco mediante
CRISPR/Cas9

4.1.1. Clonacion del vector en células calcio-competentes
Se picaron colonias al azar para corroborar que tuvieran los plasmidos con las guias
de interés (Gscntl y Gscnt2), de las cuales sélo una de las colonias amplifico la
banda de 700 pb (Figura 5c) correspondiente a la guia Gscntl, mientras que las
demas clonas solamente contienen el vector vacio.

a)

700 pb

'.'d'- !l‘ C) gl‘ ‘ln. # “ I ,":

Figura 5. Electroforesis en gel de clonacion de vectores. M: Marcador de eso
molecular de 1 kb. C-: Control negativo. a) Clonas de la guia Gscntl. b) Clonas de
la guia Gscnt2. c¢) Clona que contiene el plasmido con la construccién de interés.

4.1.2. Secuenciacion de guia Gscntl
Una vez obtenida la clona transformada se procedio a enviar el producto de PCR
de la guia Gscntl, se comprob6 que la guia habia sido clonada exitosamente
(Figura 6).
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Figura 6. Secuenciacion de guia Gscntl mediante el software MEGA.

4.1.3. Transformacion de A. tumefaciens mediante electroporacion
Las células electrocompetentes fueron transformadas sin éxito.

4.1.4. Transformacion de hojas de Nicotiana benthamiana y Nicotiana
tabacum
Los explantes con la guia gS2, presentaron oxidacién en la mayoria de los
explantes (Figura 7a) por el contrario, los explantes transformados con la guia gC1
presentaron hinchazén y endurecimiento en todos los explantes (Figura 7b). Hasta
el momento no se han obtenido callos.
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Figura 7. Explantes de Nicotiana benthamiana transformados después de 36
dias. a) Explantes transformados con la guia gS2. b) Explantes transformados con
la guia gC1.

Las hojas transformadas de N. tabacum presentaron formacién de callos en todas
los explantes transformados con las diferentes guias (Figura 8b) por el contrario el
control negativo presenta engrosamiento en algunas partes de la planta y sé6lo un
explante presento formacion de brotes (Figura 8a).
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Figura 8. Explantes de N. tabacum transformados con guias de tomate
después de 26 dias. a) Control negativo sin antibiotico. b) Explantes con la guia
gS1. c) Explantes con la guia gS2. d) Explantes con la guia gC1. Las flechas rojas
indican la formacion de callos y los circulos rojos indican formacién de brotes.

4.1.4.1. Andlisis de explantes transformados con guias de tomate (gS2y
gC1l) de Nicotiana benthamiana.
Los extractos de N. benthamiana fueron analizados y los resultados de la
visualizacion en gel de agarosa no mostraron amplificacion del amplicon de 700 pb
esperado (Figura 9.)

25



M C- gC11 gC12 C- gS21 gS22

Figura 9. Electroforesis en gel de explantes. M: Marcador de peso molecular de
1 kilo base. C-: Control negativo. gCll y gCl12: Extractos de explantes
transformados con la guia de quelatasa. gS21 y gS21: Extractos de explantes
transformados con la guia del gen SCEI

4.2. Extracto de Salvia

4.2.1. Crecimiento de plantas

En la figura 10 se presenta la altura de las plantas después de 5 semanas de
tratamiento, el tratamiento T1 (control negativo) y T3 (concentracién A) mostraron
un crecimiento promedio de 83 cm y 82.4 cm, respectivamente, sin embargo, los
tratamientos T4 (concentracion B) y T5 (concentracion C) mostraron alturas
promedio de 68.5 cm y 73 cm, similares a las plantas del tratamiento T2 (control
positivo) que alcanzaron una altura de 69.6 cm, estos tratamientos (T1,T3,T4y T5)
mostraron una diferencia significativa con respecto a los tratamientos T2 y T6.
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Figura 10. Crecimiento de plantas 6 semanas después de infeccidn.
ANOVA simple con p< de 0.05.

4.2.2. Severidad
La severidad de las plantas fue monitoreada cada semana. En la figura 11 se

muestran las plantas sanas al inicio del experimento.

Figura 11. Plantas de 31 dias de edad. a) Plantas sin infectar. b) Plantas infectadas
con Cmm. c¢) Plantas tratadas con Oximety Terra Q. d) Plantas tratadas con extracto
de Salvia a concentracion A. e) Plantas tratadas con extracto de Salvia a
concentracion B. f) Plantas tratadas con extracto de Salvia a concentracion C.

En la Figura 13 se presentan los diferentes tratamientos, 6 semanas después de la
infeccion con Cmm. EIl tratamiento T3 (Figura 13d) que fue tratado con
concentracion A del extracto mostré menor dafio foliar, a diferencia del tratamiento
T6 (Figura 13c) tratado con Oximet y Terra Q el cual tuvo un similitud con el
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tratamiento T2 (Figura 13b) ya que todas las plantas en ambos tratamientos (T2 y
T6) se observaron marchitas y tiempo después se observé su descenso.

Con respecto a la severidad, que indica el grado en el cual el tejido de la planta es
afectado por la bacteria fitopatdgena (Figura 11), las plantas infectadas tratadas a
concentracion A de extracto tuvieron un 33.4% de severidad 2, un 50 % severidad
3y el 16.6 % presentaron severidad 4; para los tratamientos a concentracion By C
se observé un 33.3 % de severidad 3 y un 66.6% de severidad 4. Las plantas
infectadas con Cmm y el control quimico (T6) tuvieron un 100% de severidad 4
(Figura 12). Las plantas a las que se les aplicaron los quimicos mostraron severidad
4 a los 21 dias posteriores, comportandose igual que el control positivo (T2). Las
plantas tratadas a concentracion A del extracto presentaron una disminucién de la
enfermedad comparadas con las otras dos dosis y con las plantas infectadas solo
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TRATAMIENTOS

Figura 12. Severidad en plantas.

4.2.3. Incidencia
En todos los tratamientos se obtuvieron valores de incidencia del 100 % (Cuadro 3)
a excepcion de las plantas del tratamiento T1 (sin infectar) que se mostraron sanas
hasta el fin del experimento (Figura 13a).
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Figura 13. Plantas 6 semanas después de la infeccién con Cmm. a) Plantas sin
infectar. b) Plantas infectadas con Cmm. c) Plantas tratadas con Oximet y Terra Q.
d) Plantas tratadas con extracto de Salvia a concentracion A. e) Plantas tratadas
con extracto de Salvia a concentracion B. f) Plantas tratadas con extracto de Salvia
a concentracion C.

Cuadro 3. Porcentaje de incidencia.

Tratamiento Incidencia (%)
T1 0
T2 100%
T3 100%
T4 100%
T5 100%
T6 100%

4.2.4. Anélisis de infeccion con Cmm

Los resultados de la PCR se visualizaron en gel de agarosa (Figura 14). En la figura
14 se puede apreciar que la mayoria de los tratamientos amplificaron la regién para
cepas de Cmm, sin embargo, se obtuvieron resultados particulares, especialmente
en el tratamiento T3 (concentracion A de extracto de Salvia), en donde los extractos
del tallo de la planta si amplificaron dicha region (Figura.14, carril 8 y 10) y por el
contrario los extractos de las hojas de este mismo tratamiento no la amplificaron
(Figural4, carril 7 y 9), de igual forma, el extracto de hoja del tratamiento T4 no
presentaron amplificacion (Figura 14, carril 13).
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Figura 14. Electroforesis en gel de extractos de ADN gendomico de los
tratamientos amplificando una region de 645 pb para identificar cepas de
Cmm. M: Marcador de peso molecular de 100 pb. C-: Control negativo. C+: Control
positivo. 1) Planta 1, hoja del tratamiento T1. 2) Planta 1, tallo del tratamiento T1. 3)
Planta 2, hoja del tratamiento T1. 4) Planta 2, tallo del tratamiento T1. 5) Tallo del
tratamiento T2. 6) Tallo del tratamiento T6. 7) Planta 1, hoja del tratamiento T3. 8)
Planta 1, tallo del tratamiento T3. 9) Planta 2, hoja del tratamiento T3. 10) Planta 2,
tallo del tratamiento T3. 11) Planta 1, hoja del tratamiento T4. 12) Planta 1, tallo del
tratamiento T4. 13) Planta 2, hoja del tratamiento T4. 14) Planta 2, tallo del
tratamiento T4. 15) Planta 1, hoja del tratamiento T5. 16) Planta 1, tallo del
tratamiento T5. 17) Planta 2, tallo del tratamiento T5.

5. Discusién de resultados
El objetivo de la edicidén génica con CRISPR no se alcanzd, esto podria deberse a
un error en el procedimiento o en los reactivos utilizados.

La induccién de callos en hojas de N. benthamiana no se obtuvieron después de 36
dias, estudios anteriores en ese mismo laboratorio mostraron que los explantes
transformados tienden a morirse cuando estos no se transforman exitosamente. Las
hojas de N. tabacum presentaron formacion de callos y posteriormente formacion
de brotes, los posteriores analisis del ADN de los explantes nos mostraran si estos
presentan transformacion o no.

Otro de los objetivos de este estudio fue evaluar el extracto de Salvia contra la
enfermedad causada por Cmm. La cual es una enfermedad que hasta ahora ha
causado grandes pérdidas econdmicas en cultivares de jitomate. Existen diversos
estudios sobre biocontroles para reducir la enfermedad. En este estudio, por
ejemplo, se evaluaron en las plantas tres factores diferentes: altura, severidad e
incidencia, las cuales primeramente fueron sometidas a una infeccion con Cmm y
luego tratadas con extractos de Salvia.

El principal objetivo de este estudio fue evaluar el extracto de Salvia contra la
enfermedad causada por Cmm. La cual es una enfermedad que hasta ahora ha
causado grandes pérdidas economicas en cultivares de jitomate. Existen diversos
estudios sobre biocontroles para reducir la enfermedad. En este estudio, por
ejemplo, se evaluaron en las plantas tres factores diferentes: altura, severidad e
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incidencia, las cuales primeramente fueron sometidas a una infeccion con Cmm y
luego tratadas con extractos de Salvia.

Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis es una bacteria que se aloja
principalmente en el xilema ocasionando de coloracion en el tallo, en las hojas que
se tornan de color amarillo o marrén (Sen et al., 2015). Bajo las condiciones de este
estudio, las plantas tratadas con concentraciones A del extracto de Salvia
presentaron un menor ndmero de plantas muertas en comparacion con las otras
dos concentraciones, lo que sugiere que el extracto podria estar inhibiendo el
crecimiento de la bacteria, mediante un mecanismo de disrupcién de la integridad
de la membrana de la bacteria tal como lo reporta Deans y col. (1990), por otra
parte, se ha reportado que las bacterias Gram-positivas son sensibles a los
componentes de aceites esenciales de Salvia (Pattanaik et al, 1997;Khedher et al.,
2016). La ausencia de Cmm en hojas del tratamiento T3, igualmente sugiere que
hubo una inhibicion de la bacteria, aunque una inhibiciébn en hojas podria ser un
resultado alentador, se necesitan mas estudios sobre el potencial del extracto, ya
que la bacteria se aloja principalmente en el xilema. Las plantas que fueron tratadas
con cobre y un antibiético presentaron una respuesta desfavorable, pues se observé
el descenso de estas, existen reportes sobre la resistencia de Cmm a compuestos
cuprosos, como Tambong (2017) que reporta que las cinco especies conocidas de
Clavibacter codifican una proteina de resistencia al cobre y una proteina de
membrana conservada en la captacion de cobre, creando asi sistemas efectivos de
homeostasis y resistencia para mantener las cantidades funcionales requeridas de
metales como selenio y cobre, mientras desintoxican los excesos. Existen otros
reportes que hacen referencia a que el uso de compuestos cupricos podria resultar
en efectos fitotdxicos en las plantas (Sen et al. 2015).

Lo obtenido en el presente estudio establece que con el extracto de Salvia a una
concentracion A puede inhibir del crecimiento de Cmm y con ello la disminucién de
la severidad de la enfermedad. Los resultados aqui presentados facilitaran estudios
adicionales sobre el control de esta enfermedad.
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6. CONCLUSION

Las técnicas biotecnolégicas para el control de enfermedades descritas en el
presente trabajo tuvieron un impacto positivo en el residente, ya que se comprobdo
la funcionalidad del extracto de Salvia contra la enfermedad del chancro bacteriano,
que aparentemente logré una inhibicién de la bacteria en hojas de tomate, esto
representa un avance para estudios futuros sobre dicho extracto.

Aunque el objetivo de la edicién génica con CRISPR/Cas9 no se completo, se
obtuvieron resultados, un conocimiento amplio sobre la técnica, y se reforzaron
algunas técnicas vistas en aula, como el cultivo de tejidos, preparacion de medios
de cultivo, técnicas de PCR, electroforesis, extraccion de ADN, entre otras.

Todo lo aprendido y logrado durante la residencia profesional representa un avance
hacia nuevas etapas en la vida profesional del alumno.

7. COMPETENCIAS DESARROLLADAS
A continuacién se enlistan las competencias desarrolladas durante la estancia en el
centro de investigacion.

e Adaptabilidad
e Tenacidad
e Trabajo en equipo

e Integridad
e Flexibilidad
e Energia

e Automotivacion
e Compromiso
e Tolerancia al estrés
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9. ANEXOS
- Medio RMOP por litro

Vitaminas B5

Acido naftalen Acético - 0.1 mg/L
Bencilaminopurina - 1 mg/L
Cefatoxina - 250 mg/L

Kanamicina - 100 mg/L

pH 5.8

Sales MS

- Medio RMOP sin antibiéticos por litro (Medio de co-cultivo)

Vitaminas B5
Sales MS

ANA - 0.1 mg/L
BA -1 mg/L
Fitagel - 3 g

pH 5.8
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