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Protocolo para Proyecto de Investigacion 2018

1 -Titulo del proyecto _ Presupuesto solicitado

':!Genes del tomate involucrados en el establecimiento de la interaccion del sistema | 75,000 :‘
‘}_Sgcifeﬂ_cgraj;%kereﬂi—Cand;da(us__l_}berlbact_er_sﬁo@nicg@nl@jeﬂum_I__y_copersp_qum 1 , !

2 - Introduccion

vE\ tomate (Solanum lycopersicum) es la principal hortaliza producida en México siendo Sinaloa, Michoacan y |
Zacatecas los tres estados de mayor produccion (INEGI, 2011) Tan solo en 2014 se produjeron 2. 875,164 08
toneladas con un valor comercial de 15,735,506 33 miles de pesos (SIAP. 2014) Dentro de las enfermedades que |
limitan su produccion se encuentra el permanente del tomate, causado por Candidatus Liberibacter solanacearum |
| (CLsol) Ademas del tomate. CLsol infecta a varias especies de la familia de las solanaceas. como papa (Solanum |
L tuberosum), chile (Capsicum annum) tomatillo (Physalis peruviana) y tabaco (Nicotiana tabacum), entre otros (EPPO, H
”2013) La prmqpal forma de dispersion de la bacteria es mediante su vector, el psilido Bactericera cockerelli Eii
| complejo bacteria-vector han causado serios dafos a la industria de la papa y el tomate en el continente americano |
!|(Munyaneza et al, 2007 Guenthner et al 2012) En la actualidad el uso de insecticidas para controlar al vector ha \
| sido el Unico medio efectivo de controlar la enfermedad (EPPO, 2013) y la busqueda o desarrollo de plantas tolerantes ”
| O resistentes parece ser el mejor mecanismo de control de la bacteria aunque aun no han sido identificadas plantas |
| con estas caracteristicas {(Munyaneza et al . 2011) '|
f| Bl analisis del transcriptoma del tomate al ser atacado por el complejo B cockerelli-Candidatus leenbacterU
| solanacearum es fundamental para identificar los genes clave en el establecimiento de Ia bacteria, y asi poder elucidar |
|‘ modificaciones en el hospedante mediante manipulacion genetica que deriven en la obtencién de una vanedad,‘
|lolerante o resistente a Clsol Una de las tecnicas moleculares mas usadas es la generacion de bibliotecas |
| sustractivas de ADN complementario (ADNc) por medio de la técnica de hibridacion sustractiva bajo condiciones de |
| supresion (Hirao et al 2012, Kushwaha et al . 2015 Legay et al 2011) Pero también la identificacion y cuantificacion
| de diversos genes mediante gPCR tomando como base o reportado en literatura

Objetivos

“ * Obtener colonias de Bactericera cockerell infectadas y ibre de Candidatus Liberibacter solanacearum. “
» Determinar el tiempo de inoculacion de Bactericera cockerelli minimo necesario para la transmision de |

|\ Candidatus Liberibacter solanacearum en tomate !\
= lIdentificar algunos de los cambios generados en el transcriptoma del tomate (Solanum lycopersicum) en

| estadios tempranos del establecimiento del sistema Bactericera cockerell-Candidatus Liberibacter "
solanacearum-tomate mediante la técnica de Hibridacion Sustractiva bajo condiciones de Supresion. N

Hipotesis
- e = . ; : =R _—
» Candidatus Liberibacter solanacearum puede ser eliminado de Bactericera cockerelli con el uso de antibiotico |

| » Existen genes expresados diferencialmente en tomate durante las primeras horas en que se establece la 'l
\r interaccion del sistema Bactericera cockerelli-Candidatus Liberibacter solanacearum-Solanum lycopersicum.

|

3 -Revision de Literatura

,I La respuesta de una planta al ataque de un patégeno o un sistema de patogenos, ya sea que se establezca la i‘
enfermedad o no, se da a través de una cascada de sefiales moleculares en tiempo variable, que va desde un par de

|
I
I

“, minutos hasta varias horas posteriores al inicio del patosistema (Oyto-Ramos y Portal, 2010; Ordefana, 2002) ‘
' Varios autores han realizado investigaciones para determinar tanto el tiempo de adquisicion como el de inoculacion de
| CLsol por su vector B. cockerelli Garzon-Tiznado et al (2009) reportan un tiempo de adquisicion por el estadio adulto ”
del insecto que va de 30 min a 48 h, mientras que el periodo de inoculacion va de 15 min a 24 h Sengoda et al (2013) |
ireportan que el tiempo de adquisicion va de 8 a 72 h mientras que el de inoculacion va de 4 a 72h Sus resultac_ﬁos !‘
sugieren que entre mayor sea el tiempo que pasen los psilidos en contacto con las plantas de tomate. mayor sera el |
| porcentaje de plantas infectadas por CLsol ‘:
La deteccion de la bacteria en los tejidos de sus hospedantes se ha realizado mediante PCR en punto final y tiempo
real, mostrando que ambas pueden ser tecnicas confiables para detectar al patogeno dentro de la planta Los primers
ﬂ usados mas frecuentemente son los que amplifican el gen 16S del RNA ribosomal (Liefting et al. 2009, Gutlerrez-‘

| Ibafiez et al 2013) e _ |
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| La Hibridacion Sustractiva bajo condiciones de Supresion (HSS) es una técnica propuesta por Diatchenko et a/ (1__990) :‘
|y ha sido til para identificar genes expresados diferencialmente, como lo demuestran diferentes investigaciones
| (Hirao et al 2012, Kushwaha etal, 2015 Legay et al 2011) Mediante esta tecnica, se compara RNA mensajero de |:
' dos poblaciones y se obtienen fragmentos de genes que son expresados en una de las poblaciones pero no en la otra “
”Una de las muestras (de la que se Quieren obtener los genes expresados diferencialmente) es denominada como |
‘\muestra problema, mientras que la otra es denominada muestra control) Tanto el problema como el control son |
\; hibridados, y las secuencias hibridas son removidas Por consecuencia, el cDNA que permanece representa los genes |
| Que se expresan en la muestra problema pero que no se encuentra en Ia muestra control (Diatchenko et al . 1990) |
J‘ Comunmente, los resultados obtenidos por la tecnica de HSS se validan y cuantifican mediante otra tecnica molecular :‘
jcomo la RT-gPCR  La PCR en tiempo real ha mostrado ser una metodologia robusta y ampliamente utilizada en |
| Investigacion biologica ya que puede detectar y cuantificar cantidades muy pequefas de secuencias especificas de
| acidos nucleicos Como herramienta de investigacion. la principal aplicacion de esta tecnologia es la rapida y precisa |
| valoracion de cambios en la expresion de genes como resultado de la fisiologia, la fisiopatologia o la evolucion Esteﬂ
|| metodo puede ser aplicado a sistemas modelo para medir respuesta a estimulos de tipo experimental y para|
|adentrarse en los cambios potenciales a nivel proteico y funcional De este modo. la fisiologia puede ser!
“' correlacionada con eventos moleculares para tener un mejor entendimiento de los procesos biologicos La
cuantificacion relativa permite determinar cuantas veces mas o MeNos, se expresa un gen problema respecto a un |
h gen endogeno de referencia (Rodriguez y Rodriguez, 2008) |
| Sin embargo, para realizar investigaciones como la presente se necesitan colonias del tridzido libres de Candidatus
Liberibacter solanacearum En la naturaleza, es dificil encontrar a Insectos vectores libres de organismos parasitos o |
| simbiontes Una de las tecnicas desarrollada desde hace varios afios para eliminar a los organismos endosimbiontes |
| de algunos insectos ha sido la aplicacion de antibidticos El siguiente resume algunas de estas investigaciones |

|| Ampicilina Bemisia tabaci Candidatus Portiera aleyrodidarum, |
tetraciclina, Welbachia ||

“ rifampicina ”
J\ . |
| Ampicilina Afidos Buchnera, Serratia I
| nfampicina I-
| Tetraciclina Folsemia candida Wolbachia “
“ nfampicina ‘
\

|| Penicilina, Cilricos Candidatus Liberibacter asiaticus
| estreptomicina |'

Ampicilina, Vastago/brotes de Candidatus Liberibacter asiaticus ”

” carbeniciling, citricos |
penicilina, cefalexina,

| rifampicina, .
' sulfadimetoxina |

Tetraciclina Brugia malay: Wolbachia
| |
W Tetraciclina, Acyrthosiphon pisum Buchnera ‘
h rifampicina, "

| clortetraciclina
‘;Autores como Koga ef al (2007), quienes administraron ampicilina y rifampicina a afidos para eliminar Serratia y“
| Buchnera de afidos, recomienda usar dosis de acuerdo al peso de los insectos Asi. para la ampicilina recomiendan de |
| 10 a2 1000 ng/mg del afido y nfampicina de 2 a 20 ng/mg del insecto. con buenos resultados Hasta el momento, noI
|e><|sten investigaciones sobre la administracion de antibioticos a Bactericera cockerelli para eliminar a Candidatus !i

H Liberibacter solanacearum reportadas en la bibliografia ‘|
| J

4 - Procedimiento Experimental -

|! Debido a la dificultad de obtener en la naturarl_gézia colonias del insecto libres c;eiiﬁjaétenajp_rmero se han disefiado las |
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%estrategas para obtener una colonia con esas caracteristicas S i|
\

j‘ Obtencion de colonias de Bactericera cockerelli libres de Candidatus Liberibacter solanacearum \(
| |
| Se probaran tres antibidticos reportados en bibliografia como sistémicos, de amplio espectro y que han mostrado ser |
'efectivos para eliminar bacterias gram-negativas de Insectos como lo es Candidatus Liberibacter solanacearum Los |
i antibioticos seran ampicilina, tetraciclina y rifampicina; y se probaran dos métodos aplicacion, que es por esqueje y por |
| pelicula residual i?
| . |
.“ Se partira de una colonia de Bactericera cockerelll que se encuentre infectada por Candidatus Liberbacter !
| solanacearum verificada esta infeccion previamente por PCR en punto final ‘i
i| |
| Bioensayo 1. i|

|
!‘ Se trabajara con insectos de Bactericera cockerelli en etapa adulta y se realizaran ambos métodos de aplicacion de‘
| los antibiticos, tanto por esqueje de acuerdo a Perez - Gonzalez et a/ (2017) como por pelicula residual de acuerdo a |
| IRAC (2017) El montaje del experimento se realizara con plantas de chile morron sanas (Capsicum annuum) para '|
| mantener alimentandose a los insectos durante el tiempo del bioensayo l‘
| Para este primer bioensayo se utilizaran los tres antibioticos con cinco dosis correspondientes para cada uno de ellos
|y 3 repeticiones, con un total de 45 unidades experimentales por metodo de aplicacion Se evaluara durante el tiempo |
| del bioensayo (7 dias) la mortandad del insecto. y al final del bioensayo se verificara Ia presencia, ausencia o|
| disminucion de la cantidad relativa de bacterias dentro de los insectos mediante PCR y gPCR |
|

| Bioensayo 2 “
“} Se usaran insectos del 4to y 5to instar y solo un método de aplicacion de antibidtico, de acuerdo al que haya resultado |
” mas efectivo en el bioensayo 1 Nuevamente se utilizaran plantas de chile morrén sanas para mantener a las ninfas |
| alimentandose durante el tiempo del bioensayo Para este segundo bioensayo se utilizaran los dos antibioticos gue ‘[
| resulten mas efectivos del primer bioensayo y Unicamente tres dosis. con cuatro repeticiones cada una, dando un total
'de 24 unidades experimentales por etapa ninfal Se evaluara durante el tiempo del bioensayo (7 dias) la mortandad del |
| insecto, y al final del bioensayo, se verificara la presencia, ausencia o disminucion de la cantidad relativa de bacterias |

dentro de los insectos mediante PCR y gPCR I|

|| Bioensayo 3

‘? . . [
“ Se disefiara y probara una estrategia de aplicacion de antibidticos usando mas de un periodo de alimentacion (p g 5I
dias de administracion de antibidtico 7 de descanso y 5 de administracion de antibiotico) y dos etapas del insecto (p |
| el 4to instar y adulto) para obtener una colonia de Bactericera cockerelli libre de Candidatus Liberibacter
| solanacearum, de acuerdo a los resultados de los 2 bioensayos obtenidos anteriormente

\ ; S .
“ Debido a que la cascada de sefiales en la planta como respuesta a un estimulo es muy rapida, se realizara un H
| bioensayo previo para determinar el tiempo minimo necesario de inoculacion del insecto para transmitir a CLsol en i‘

I |

H plantas de tomate

| Fuente de inoculo I‘
| El inoculo a usar de Candidatus Liberibacter solanacearum (CLsol) se obtendran de plantas de tomate sembrada; en |
| campo con sintomas del permanente del tomate Estas plantas se trasladaran a mvemadero y se ver|f|cara E_a!
presencia de la bactera mediante PCR en punto final usando los primers QA2/0i2c (5 - ;.
GCGCTTATTTTTAATAGGAGCGGCA-37/5'-GCCT CGCGACTTCGCAACCCAT-3") que amplifican un fragmento de |
| 1160 pb del gen 16S rRNA de C Liberibacter solanacerum, siguiendo el protocolo descrito por Liefting et al | (2009). El |
! producto de PCR se mandara a secuenciar y se comparara en el GenBank para asegurar que la secuencia pertenece |

|
a Clsol |

;| Determinacion del periodo minimo de inoculacion.

Colonia de insectos - o ] , e SR SR TS e JE SR
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‘Se establecera una colonia de B cockerelli en camas de siembra cubiertas con tela de org_énza ywrh-a.nte:nle'ﬁdoééi_a—é;:‘
fplantas de tomate sano Antes de iniciar los bioensayos de transmision. se analizara por PCR una muestra de 10|
‘} Insectos de cada una de las plantas colonizadas para verificar que CLsol no se encuentre presente. “

i Ensayo de transmision |
; Se expondran adultos de B cockerelli a las plantas de tomate enfermas por un pericdo de 24 h en camas de siembra

!l Pasado este tiempo, se colectaran y se pondran en ayuno por 1 h dentro de cajas Petri Posteriormente, se '|
| seleccionaran 30 adultos y se expondran a plantas de tomate sanas por 7 periodos de tiempo diferentes (15 min, 30 |
”mm_ 1h 2 h 4h 8h y 24h) de acuerdo a lo reportado por Garzon-Tiznado et al (2009) Se usara una cama de|
i| siembra con 5 plantas'para cada periodo de tempo Pasado este tiempo, las plantas se retiraran de la cama de I
| siembra y se conservaran en invernadero durante 30 dias verificando s/ fueron infectadas con CLsol mediante PCR en |
h punto final, gPCR y observando la aparicidn de sintomas de la enfermedad A partir de los resultados obtenidos, se “
‘ seleccionara el tiempo de transmision minimo a usar para la determinacion de los genes involucrados en la interaccion ”
|| Bactericera cockerelli-Candidatus Liberibacter solanacearum-tomate i|

| Determinacion de genes involucrados en la interaccion Bactericera cockerelli-Candidatus Liberibacter
| solanacearum-Solanum lycopersicum I‘
i| N|
| Fuente de inoculo y colonia de insectos ‘j
| La fuente de indculo seran plantas de tomate enfermas obtenidas mediante injerto de las plantas de tomate |
i| seleccionadas de campo del bioensayo previo Se mantendra la colonia de B8 cockerelll usadas en el bioensayo previo |
en plantas de tomate sano Antes de iniciar el bioensayo de transmision. se analizara por PCR una muestra de 10 |
| Insectos de cada una de las plantas colonizadas para verificar que ClLsaol no se encuentre presente “

' Montaje del expenmento y obtencion de muestras vegetales [
| Se expondran adultos de B cockerelll a plantas de tomate enfermas por un periodo de 24 h en camas de siembra. l|
“ Pasado este tiempo, se colectaran y se pondran en ayuno por 1 h dentro de cajas Petri Posteriormente. 30 adultos se |
'expondran a 5 plantas de tomate sanas por el tiempo de transmision minimo seleccionado en el bioensayo previo. |
H dentro de una cama de siembra Pasado este tiempo, se tomaran muestras de tallo y hoja de cada planta, se ”
| etiquetaran adecuadamente y se meteran en nitrogeno liguido para su posterior almacenamiento a -20°C  Las plantas |
!! muestreadas se retiraran y se conservaran en invernadero durante 30 dias verificando si fueron infectadas con CLsol ||
| mediante PCR en punto final, gPCR y observando la aparicion de sintomas de la enfermedad ;

De forma paralela, se tomaran al mismo tiempo muestras de tallo y hoja de plantas de tomate sanas que no hayan ‘
|‘ sido expuestas al insecto. Estas muestras se etiquetaran adecuadamente y se meteran en nitrogeno liquido, para sui
| posterior almacenamiento a -20°C Las plantas sanas también se conservaran en invernadero durante 30 dias|
l| verificando que no exista presencia de CLsol mediante PCR en punto final, gPCR y observando la aparicion de :‘
| sintomas de la enfermedad |
|

|

‘ Obtencion de las bibliotecas sustractivas y secuenciacion .
l‘ La extraccion de ARN total de las plantas sanas y de las enfermas se realizara por la tecnica de Trizol (Invitrogen). A |
| partir del ARN obtenido. se seguiran las instrucciones del fabricante del kit comercial PCR-Select cDNA Substraction |
| (Clontech). para obtener dos bibliotecas sustractivas En la primera se usard como muestra problema el ARN de las !|
plantas de tomate infectadas con ClLsol y B cockerelll y como muestra control el ARN de las plantas de jitomate no |
infectadas De esta manera se obtendran los genes que se expresan o sobreexpresan en la interaccion del sistema en |
H cuestion Para la segunda biblioteca suslractiva. se usara como muestra problema el ARN de las plantas de jtomate ‘
no infectadas, y como muestra control el ARN de las plantas de tomate infectadas con CLsol y B. cockerelli De esta !‘
| manera se obtendran los genes que se reprimen o subexpresan en la interaccion |
?‘ El producto de cada una de las dos hibridaciones sustractivas se correran en un gel de agarosa al 1.5% y de éste se !.
|cortaran las bandas iguales o mayores a 250 pb. las cuales se purificaran usando el kit QUIAEX Il (QIAGEN) El |
iproducto purificado se usara para transformar células de Escherichia coli quimiocompetentes usando el kit comercial \
TOPO TA cloning for sequencing, with One Shot TOP10 Chemically competent Escherichia coli (ThermoFisher
| Scientific) Las clonas obtenidas se multiplicaran por separado en tubos Falcon de 15 ml con medio LB y los |
| antibioticos ampicilina y kanamicina y se seleccionaran algunas para mandar a secuenciar Se generaran dos |
: genotecas sustractivas preservando las clonas mandadas a secuenciar en tubos Eppendorf de 2 ml con glicerol y a - |

ﬂ 80°C para referencia posterior Las secuencias obtenidas se compararan en el GenBank para determinar su posible |
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H papel en el establgmmento de la interaccion del sistema Bactericera cockerelli-Candidatus Liberibacter solanacearum- 1‘
‘ Solanum lycopersicum, y se registraran en el GenBank |
Verificacion de la expresion diferencial de los genes obtenidos ‘i
Se realizara una cuantificacion relativa mediante gPCR de algunas de las secuencias obtenidas y comparadas en el |

igfpne?ﬂ:n?ara verificar la expresion diferencial de éstas en el ADNc de las plantas sanas y enfermas usadas en el
(0]

Cronograma de Actividades para el 2018

A . . e 9 ! — I I pz ==y e — —

}[___ptlvrdad por realizar || E 'F | M A M [JTJ] A ]S JO [N |D

| Bicensayo1 [X X X [x | 1] [ [ T 1

-i Bioensayo 2 - ’ ) ' T t f X 1% x = 11T ~+—
! Bioensayo 3 | ' ' | 1T 71 X X % l X H

{‘ Publicacion de un articulo l' ' ' ' ' 7 l X l S p

| Congreso - - T A 1

L g = e =St ==Tmue SRR SN TN 1 _i ol .__L‘,xf L SR ,__.._,..Z.J, ,._==.=
Cronograma de distribucion de presupuesto para el 2018 R

| Actividad por realizar E |F [M JA ] a0l VA& 18 Td [H |0 |

‘ Bioensayo 1 n ) ' | 5750 | 5750 | 5750 | 5750 Y [ - h S i i s

1 Bloensayb 2 B - ' l | ; | 5750 ' 5750 5750 ' 5750 | | ‘ ”

' Bioensayo3 | ' i | ' ' [ T | 5750 | 5750 | 5750 | 5750 i

‘5 Publicacion de un articulo | | ‘ ' l | 3000 | [ l !

| Congreso S (N N N N A N N I O
Duracion total del proyecto = )

|Afio de Incio 2016 _ |Afoestimadode conclusion [2018 ]

ﬁf@g&ﬁsperados R B )

= Se obtendra una estrategia para obtener colonias de Bactericera cockerelli ibres de Candidatus Liberibacter
solanacearum ‘

« Se obtendran dos genotecas sustractivas de los genes de tomate expresados diferencialmente en el

" establecimiento de la interaccion del sistema Bactericera cockerelli-Candidatus Liberibacter solanacearum- |

Solanum lycopersicum

. * Se publicaran dos articulos en revistas indexadas nacionales o internacionales de acuerdo a los resultados‘

H obtenidos ,
» Se graduara al menos a un estudiante de Maestria con una tesis derivada de este proyecto de investigacion vy |
a un estudiante de licenciatura - . - J
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