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RESUMEN

Existen millones de secuencias de genes que han sido depositados en base de datos internacionales.
Asi, mediante el anlisis de esos datos, la gendmica funcional tiene su campo de accion. La cudl se
define como el estudio de la funcion de los elementos codificados en los genomas y el papel que

estos elementos juegan en los procesos celulares.

En el 2016; Licona-Judrez generé un banco substractivo que contiene clonas de fragmentos de
genes expresados diferencialmente (ESTs) durante la interaccion incompatible entre el ajo elefante
(Allium ampeloprasum L) y Sclerotium cepivorum B. Se ha elegido trabajar con el gen AaAlli, el
cual codifica para una alinasa, enzima que cataliza la conversion de aliina en alicina, a la cual, de
acuerdo a la literatura se le atribuyen propiedades antifingicas. En la bisqueda en blastx presenta
un valor E de 1e-135 respecto a la accesion AYN25506.1, primera alinasa reportada para A.

ampeloprasum L y el fragmento del gen AaAlli del banco; se ubica al extremo C terminal.

Para la construccion del V-VIGS, se generaron por PCR los sitios Bam HI y Sma | para que el
fragmento de 323 pb del gen AaAlli fuera clonado en el componente A de PHYVV, en todas las
digestiones enzimaticas se observd la liberacion del fragmento esperado. ElI mismo
comportamiento se presentd en la construccion V-VIGS::AaPR, con el fragmento de 280 pb del
gen AaPR al digerir con el par de enzimas Bam Hl y Sma I. Se validé el componente B con la
enzima Bam HI observandose una banda de 3 000 pb correspondientes al vector pBluescript y la
segunda de 2 571 pb de PHYVV B.

Los resultados del RT-PCR a las 60 h, indican una disminucion de la expresion del gen AaAlli,
durante la evaluacion fenotipica se observé la pérdida de resistencia del ajo elefante a los 22 dias
de interaccion con el patdgeno y mostré fenotipicamente diferencia estadistica significativa

respecto a los ajos no silenciados.



ABSTRACT

There are millions of gene sequences that have been deposited in international databases. Thus, by
analyzing these data, functional genomics has its action field. Which is defined as the study of the
function of the elements encoded in genomes and the role that these elements play in cellular

processes.

In 2016; Licona-Juarez generated a subtractive bank that contains clones of differentially expressed
gene fragments (ESTs) during the incompatible interaction between elephant garlic (Allium
ampeloprasum L) and Sclerotium cepivorum B. It has been chosen to work with the AaAlli gene,
which codes for an alliinase, an enzyme that catalyzes the conversion of alliin into allicin, to which,
according to the literature, antifungal properties are attributed. In the blastx search, it has an E value
of 1le-135 with respect to the accession AYN25506.1 the first alliinase reported for A.
ampeloprasum L, and the AaAlli gene fragment of the bank; is located at the C terminal end.

For the construction of the V-VIGS, the Bam HI and Sma | sites were generated by PCR so that
the 323 bp fragment of the AaAlli gene was cloned into the A component of PHYVYV, in all the
enzymatic digestions the expected fragment release was observed . The same behavior occurred in
the V-VIGS::AaPR construct, with the 280 bp fragment of the AaPR gene when digesting with the
pair of Bam HI and Sma | enzymes. Component B was validated with the Bam HI enzyme
observing a band 3,000 bp corresponding to the pBluescript vector and the second 2 571 bp of
PHYVV B.

The results of the RT-PCR at 60 h, indicate a decrease in the expression of the AaAlli gene, during
the phenotypic evaluation the loss of resistance of elephant garlic was observed at 22 days of
interaction with the pathogen and showed phenotypically significant statistical difference with
respect to the garlic not silenced.



INTRODUCCION

El ajo es una planta diploide de propagacion clonal (2n = 16) (Ipek, 2005) botanicamente pertenece
al genero Allium y a la familia Alliaceae, la cual incluye cultivos importantes como las cebollas.
Es una hortaliza perenne, la cual tiene su origen en Asia Central, en estado silvestre se encuentra
en la India, el Caucay la parte occidental, desde Asia Central, a través de Asia Menor y Egipto, se
difundié por toda Europa, de donde pasé a Africa y luego del descubrimiento, a América (Navarro,
2007).

Segun datos reportador por la FAOSTAT, México produce el 0.3 % mundial, el estado con mayor
produccidn es Zacatecas (53 105 ton) seguido por Guanajuato (12 906 ton). La produccién de ajo
en se ve afectada por la pudricion blanca ocasionada por el hongo Sclerotium cepivorum. Este
hongo afecta solamente a las especies de Allium y desarrolla estructuras de resistencia que
presentan la capacidad de sobrevivir en el suelo por més de 20 afios sin perder su patogenicidad
(Schwartz y Mohan, 2008). La pudricién blanca afecta directamente el bulbo causando pérdidas

que pueden llegar al 100 % (Crowe et al., 1980).

Las especies de Allium tipicamente contienen una alta concentracion de aminoécidos no proteicos
de azufre que son responsables de sus caracteristicas. Una de las clases de estos metabolitos
secundarios de azufre no volatil, los sulfoxidos de S-alk (en) il-L-cisteina, que también se conocen
como dialiltiosulfinatos, son los responsables del aroma caracteristico de estos cultivos (Lancaster
1988), un ejemplo de dialiltiosulfinato es la alicina.

La actividad antifungica de la alicina se ha reportado contra Aspergillus spp (Shadkchan et al.,
2004) y Candida albicans (Young-Sun et al., 2012); por lo tanto, el silenciar el gen que codifica
para alinasa, enzima que cataliza la conversion de aliina en alicina es de gran importancia para
determinar la participacion de este sulféxido en la resistencia de A. ampeloprasum L contra S.

cepivorum B.



I ANTECEDENTES

1.1 Elajo

El ajo como cultivo ha sido reconocido desde la antigiiedad y dentro del género Allium es el
segundo més importante después de la cebolla. A pesar de su importancia y el aumento de la
produccidn, el rendimiento se ve afectado por diversos factores bidticos y abioticos (Cheruth et al.,
2008). Debido a estas afectaciones; los costos de produccion son elevados y por lo tanto los
agricultores no estan dedicados en su totalidad a la produccion de dicha hortaliza (Fabara, 2012).
En la actualidad es valorado por su sabor y su impacto en la industria alimentaria, mientras que la

investigacion continda para descubrir y afinar su utilidad con fines medicinales (Boriss, 2006).

El ajo es una planta de nombre cientifico Allium sativum, el término Allium procede de la palabra
All, que significa “ardiente o caliente” mientras que el nombre “sativum” procede del latin que
significa “cultivado” (Garcia et al., 2000). Tiene origen en Asia Central, en estado silvestre se
encuentra en la India, el Caucay en la parte occidental, desde Asia Central, a través de Asia Menor
y Egipto, se difundi6 por toda Europa, de donde paso a Africa y luego del descubrimiento, a
América.

El género Allium contiene mas de 300 especies de plantas; entre ellas se encuentra Allium sativum
(ajo), que es un bulbo perteneciente a la familia Liliaceae y subfamilia Allioideae (Bender-Bojalil
et al., 2013). Es una planta bulbosa, vivaz y ristica cuyo sistema radicular consiste en una raiz
bulbosa, compuesta por 20 0 mas bulbos, reunidos en su base por medio de una pelicula delgada
(Alonso, 2007). El verdadero tallo del ajo es pequefio, de aproximadamente 3 cm de didmetro y
5 mm de altura, en forma de plato y de él nacen las hojas y las raices. Las hojas estan formadas por
una vaina y un limbo aplanado, estrecho, largo y fistuloso, con un nervio central desarrollado y
puntiagudo al final. Las vainas son de forma cilindrica y llegan a constituir el falso tallo o
pseudotallo corto y erecto, caracteristico de la planta. Las hojas alcanzan un tamafio de 20 a 50 cm
de longitud y de 1 a 3 cm de ancho. En las vainas de las hojas no se acumulan sustancias nutritivas
y al morir éstas, se convierten en protectoras de los bulbos. El bulbo del ajo estd compuesto por
varios bulbillos, denominados dientes, unidos a una base. En las axilas de las hojas se forman de

seis a siete dientes, por lo que reciben el nombre de hojas fértiles, y las hojas de la primera hasta la



quinta o sexta reciben el nombre de hojas estériles. Los dientes son envueltos por las tunicas
interiores y el bulbo completo por las exteriores. El tamafio de los dientes formados en las axilas
de las hojas fértiles de distintas categorias, es desigual. Como regla fundamental, los dientes mas
grandes se forman en las hojas fértiles y luego su peso promedio disminuye paulatinamente. El
namero de dientes en un bulbo no es igual para las diferentes variedades (Sarita, 2000). Las flores
son blancas o rosadas, conformando una umbela en el extremo del tallo que se cierra antes de la
floracién (Alonso, 2007).

Flores o

—_—
Dienies aéreos

Dienie de ajo
cosechado f’
s .:

Figura 1.1 Morfologia del ajo.

1.1.1 Composicion general y quimica del ajo

El ajo se compone principalmente de agua 56-68 % en peso, seguido de los carbohidratos 26-30
%. Los componentes con propiedades nutracéuticos, son los compuestos sulfurados (11-35 mg/100
g de ajo fresco). Otros componentes son las vitaminas (acido ascorbico 30 mg/100 g peso fresco;

vitamina E 9.4 pug/g) y minerales como el Selenio (0.014 mg/100 g) (Lawson, 1993).



Los compuestos sulfurados (azufrados) han sido considerados la clave de los beneficios para la
salud que este aporta. En el siguiente cuadro se enlistan los compuestos sulfurados y sus posibles

acciones biologicas.

Tabla 1.1 Compuestos sulfurados del ajo.

Caracteristica Compuesto Actividad bioldgica
Soluble en agua S-alil-cisteina Hipocolesterolemiantes,
S-alil-mercaptocisteina antioxidantes, quimioprotectores
S-metil cisteina contra el cancer.
y-glutamil cisteina Favorecen la accion desintoxicante
del higado frente a sustancia
quimicas.
Solubles en aceite Sulfuro dialilico
Disulfuro dialilico (dialil disulfuro) Antibidtico, antiflngico, antiviral
Alicina (Oxido de disulfuro dialilico) Desintoxicante.
Trisulfuro dialilico Anticancerigeno, previene dafios
Trisulfuro alilmetilico quimicos del ADN.
Aliina Hipocolesterolemiante, previene la
Ditiinas arterosclerosis antitumoral.
Viniloditiinas Hipotensora, hipoglucemiante.
Ajoeno Antiinflamatorio, vasodilatador,
hipotensor, antibidtico.

1.1.2 Allium ampeloprasum L

Allium ampeloprasum pertenece al género Allium y originalmente se encuentra en Asia Central y
el norte de Europa.Sin embargo, puede ser cultivado en otras regiones del
mundo. A. ampeloprasum es una planta bulbosa perenne utilizada en la industria alimentaria. Esta
planta se usa como agente antiasmatico, antiséptico, diurético, vasodilatador y expectorante en la

medicina tradicional irani (Lim, 2015).



En la Tabla 1.2 se muestra su clasificacion taxondmica.

Tabla 1.2 Clasificacion taxonémica del ajo elefante.

Reino Plantae
Filo Tracheophyta
Clase Liliopsida
Orden Asparagales
Familia Amaryllidaceae
Género Allium
Especie A. ampeloprasum

(Govaerts, 2017)

Las principales caracteristicas segin informacion obtenida del jardin botanico Cabildo de Gran
Canaria publicados en el 2013 (Meza, 2017), son subulbo esférico, con tlnica externa
membranosa, cuenta con escapo (tallo) de 130 a 150 cm, provisto de hojas planas, envainando en
la parte basal del tallo. La inflorescencia llega a medir de 8 a 9 cm, siendo esférica y densa.

Su sistema radicular se encuentra conformado por una raiz bulbosa; el bulbo alcanza de 8 a 10 cm
de didmetro y esta conformado por cuatro a seis bulbillos periféricos. Para la proteccion de los
bulbillos se encuentras las catafilas, que son capas espesas pero fragiles cuando estan secas o
también llamadas tdnicas. Las tanicas externas son blancas y se parten con facilidad, sobre todo
cuando se retrasa la cosecha, a su vez la tanica que envuelve el diente es de color blanco marfil.
Esta especie al igual que A. sativum L no produce semilla, se caracteriza por tener un desarrollo
inicial (brotacién) lento, pero posteriormente presenta un desarrollo de planta muy vigoroso y tiene

un periodo vegetativo de 210 a 230 dias aproximadamente (Rabinowitch y currah, 2002).

El sabor de los dientes es mas suave que el del ajo comun, por lo que se consume crudo (Stephens,
2003). Se produce comercialmente en Uruguay, Argentina, Estados Unidos, Chile, Rusia, Egipto,
Grecia e India. Se trata de una hortaliza “menor” comercializada por 1a via gourmet, consumida en

fresco y apreciada por el sabor suave y el gran tamafio de sus dientes (Lanzavechia, 2009).



1.1.3 Importancia del ajo

El valor del ajo como cultivo es reconocido desde la antigliedad. Se estima que ha sido cultivado
por més de 5 000 afios. En general, ha sido empleado como alimento, condimento y medicina por
muchas culturas en Asia y la region mediterranea (Ipek et al., 2005). Ha sido considerado valioso
debido a sus efectos antibacterianos, antioxidantes, anticancerigenos y reductores del colesterol
(Park y Kim, 2011). Segun datos publicados por la FAOSTAT (Tabla 1.3); la produccién mundial
para el afio 2017 fue de 28,164,055 Ton, siendo china el principal productor y México se ubicaba

en el lugar numero 20.

Tabla 1.3 Produccion mundial de ajo.

Produccién mundial 2017

Area cosechada (ha) 1577 779
Rendimiento (ton/ha) 17.8504
Produccién (ton) 28 164 055

(FAOSTAT, 2018)

Segun datos reportador por el SIAP, la produccion nacional hasta el 31 de Agosto del 2018 fue de

90 578 ton como se muestra en la Tabla 1.4.

Tabla 1.4 Produccion nacional general de ajo.

Produccion nacional 2018 (31 de Diciembre del 2018)

Superficie sembrada (ha) 7341
Superficie cosechada (ha) 6 976
Produccion (ton) 90 578
Rendimiento (ton/ha) 12.983

(SIAPa, 2018)

De la produccidn nacional, el principal productor fue Zacatecas como se muestre en la Tabla 1.5.



Tabla 1.5 Produccién nacional por estado.

Estado Superficie Superficie Produccion Rendimiento
sembrada (ha cosechada (ha) (ton) (ton/ha)

Zacatecas 3424 3358 55 552 16.543
Guanajuato 088 988 10732 10.854
Sonora 575 575 5296 9.211
Puebla 526 526 4132 7.855
Baja California 312 312 3242 10.391
Nuevo Ledn 257 253 2614 10.324
Aguascalientes 135 135 1694 12.552
Oaxaca 188 188 1384 7.364
Veracruz 80 80 1284 16.044
Querétaro 105 105 879 8.371

(SIAPb, 2018)

El rendimiento disminuye debido a factores bioticos y abidticos; dentro de los factores bioticos el
mas importante de ellos es la enfermedad de la pudricion blanca que ataca a especies del género

Allium.

1.2 Pudricion blanca

La pudricion blanca, es una de las enfermedades mas importantes para los cultivadores de ajo y
cebolla, ha causado problemas en paises de Europa, Africa Oceania y América, en los cuales ha
ocasionado pérdidas considerables en dichos cultivos. Se indicd que el punto para la diseminacion
de este hongo y que afecta a productores de cebolla en el mundo, esta en Europa (Granados, 2005).
La pudricién blanca es causada por el hongo fitopatdgeno Sclerotium cepivorum B, la cual, es

predominante en cultivos de alliaceas y trae consecuencias econdémicas devastadoras.

La enfermedad puede presentarse tanto en el crecimiento vegetativo como floracién e incluso
postcosecha. Los sintomas son caracteristicos, las plantas presentan un amarillamiento inicial
progresivo desde las puntas hasta la base de las hojas mas viejas, posteriormente se marchitan y
finalmente mueren (Valle, 1989). Tanto las raices como el bulbo son atacados por el hongo, mismo
gue se manifiesta en forma abundante de micelio blanco algodonoso en toda la superficie del bulbo.
El hongo penetra y crece a través de las raices y eventualmente penetra a la base del bulbo causando

una descomposicion semi-acuosa (APS, 1995). Una vez que se ha presentado el micelio en la base



de las plantas o sobre los bulbos, se pueden observar pequefios esclerocios de color blanquecino al
inicio y finalmente negros, los cuales serén liberados al suelo tan pronto como el tejido donde se

desarrollan se pudra por completo (Crowe, 1995).

La enfermedad puede ser transmitida a través de dientes de ajo usados como semillas para una
nueva siembra, suelos infestados, a través del agua de riego, el viento y movimientos mecéanicos

generados por la maquinaria, el calzado o implementos usados en la agricultura.

1.3 Stromatinia cepivora B

Segln datos reportado en la base de datos index fungorum (www.indexfungorum.org),
Sclerotiniaceae es una familia fangica del orden Helotiales dentro del filo Ascomicota (Tabla 1.6),
descrita por Whetzel (1945). La reproduccidn sexual de los hongos de esta familia, era desconocido
hasta principios de la década de 1930. Whetzel (1929) sugiri6 que los microconidios podrian actuar
como gametos masculinos y la reproduccion sexual se produce solo cuando se cruzan cepas
complementarias. Los esclerocios son la forma de diseminacién mas conocida de esta especie (New
et al., 1984), Stromatinia cepivora B es el teleomorfo de Sclerotium cepivorum B (Rivera-Méndez
et al., 2020), forma esclerocios y se ha reportado la formacion de microconidias cuando se cultiva
sobre agar agua (Schwartz y Mohan, 2008), en el desarrollo de la presente tesis se le seguira

nombrando Sclerotium cepivorum B.

Tabla 1.6 Taxonomia de Stromatinia cepivora B.

Reino Fungi

Filo Ascomicota
Subfilo Psicomicotina
Clase Leotiomicetes
Orden Helotiales
Familia Sclerotiniaceae
Género Stromatinia
Especie S. cepivora

Produce abundante micelio, de color blanco, marrén o grisaceo. Las hifas son ramificadas y cada
ramificacion se divide mediante septos. Establece un tipo de estructura de resistencia a la que se le
da el nombre de “esclerocio” y presenta coloraciones desde pardo oscuro hasta negro, es globosa

0 subglobosa y de apariencia himeda en su superficie. Los esclerocios pueden sobrevivir en el
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suelo hasta por 20 afios sin perder su viabilidad (Coley- Smith et al., 1990) y su germinacion
responde a los exudados de compuestos sulfatados y a los grupos tiol (Davis, 2002).

Este patdgeno coloniza las raices de sus hospederos y en estadios avanzados puede infectar
completamente el bulbo, provocando una descomposicion blanda del tejido, que se recubre de un
micelio blangquecino. A medida que la enfermedad avanza sobre las raices y bulbos, la planta
muestra signos de marchitez, enanismo y las hojas terminan completamente necrosadas (Velasquez
y Medina, 2004).

1.4 Gendmica funcional

La gendmica funcional consiste en la recoleccion sistematica de informacion sobre la funcion de
los genes, mediante la aplicacién de aproximaciones experimentales globales que evallen la
funcion de dichos genes haciendo uso de la informacion y elementos de la gendmica estructural.
Se caracteriza por la combinacion de metodologias experimentales a gran escala con estudios
computacionales de los resultados y también de la informacion obtenida mediante la secuenciacion
de genomas (genémica comparativa y bioinformatica). Con la genémica funcional el objetivo es
llenar el hueco existente entre el conocimiento de las secuencias de un gen y su funcién, para de
esta manera desvelar el comportamiento de los sistemas bioldgicos. Se trata de expandir el alcance
de la investigacion bioldgica desde el estudio de genes individuales al estudio de todos los genes

de una célula al mismo tiempo, en un momento determinado (Encarnacion-Guevara, 2006).

La forma de evaluar la funcién e un gen es a través de interrumpir su funcion; las herramientas
moleculares que se han utilizado para la evaluacion de la funcion de genes es a través de
mutagénesis quimica, con metilsulfonato (EMS), mutagénesis insercional (transposones o T-DNA)
o también por medio de la sobreexpresion con un promotor diferente (Tiessen, 2012).

1.5 Mutagénesis quimica
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La interaccion de ciertos compuestos quimicos ambientales y el metabolismo celular puede
resultar en cambios genéticos en laestructura del ADN, afectando a uno 0 mas
genes. Estas mutaciones inducidas quimicamente se conocen como mutagénesis quimica. Los
productos quimicos capaces de inducir mutaciones genéticas (es decir, mutagenos quimicos o

compuestos genotoxicos) estan presentes en ambientes y productos naturales y artificiales.

Los mutagenos quimicos tienden a causar cambios de un solo par de bases (pb), o polimorfismos
de un solo nucledtido (SNP), ya que se los denomina mas cominmente, en lugar de deleciones y
translocaciones. De los mutadgenos quimicos, el EMS (metanosulfonato de etilo) es hoy en dia el
mas utilizado. EI EMS alquila selectivamente las bases de guanina, lo que hace que la ADN
polimerasa favorezca la colocacion de un residuo de timina sobre un residuo de citosina opuesto a
la O-6-etil-guanina durante la replicacion del ADN, lo que da como resultado una mutacion puntual
aleatoria. La mayoria de los cambios (70-99 %) en poblaciones con mutacion de EMS son
transiciones de pares de bases de GC a AT (Till et al., 2004). Las mutaciones en las regiones de
codificacion pueden ser silenciosas, sin sentido o sin sentido. En las regiones no codificantes, las
mutaciones pueden cambiar las secuencias promotoras u otras regiones reguladoras, lo que resulta
en una regulacién hacia arriba o hacia abajo de la transcripcion de genes. EI empalme aberrante del
ARNmM, la estabilidad alterada del ARNm y los cambios en la traduccion de proteinas también

pueden ocurrir como resultado de la mutagénesis.

Otros mutagenos como la azida sodica (Az) y la metilnitrosourea (MNU) también se utilizan y, a
menudo, se combinan en una solucién de Az-MNU. Genéticamente, Az-MNU causa
predominantemente cambios de GC a AT, o cambios de AT a GC. Por lo tanto, al contrario de
EMS, un cambio puede ocurrir en cualquier direccion (Till et al., 2007). Los tres mutagenos
quimicos son, como se puede esperar, fuertemente cancerigenos y deben manejarse con extremo

cuidado.

1.5.1 Mutagénesis insercional

Mientras que la mutagénesis por agentes quimicos o fisicos modifican parte del genoma de la planta

sin que se pueda saber facilmente qué gen o genes se han visto afectados, gracias a la utilizacion
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de la mutagénesis insercional, cuyo agente mutagénico es un fragmento de ADN de secuencia
conocida, el gen alterado queda etiquetado por lo que es mas sencillo llegar a su identificacion y

clonacion.

Las técnicas de transformacion genética mas utilizados son la transformacion indirecta con
Agrobacterium tumefaciens y el método biobalistico mediante el bombardeo de células vegetales
con particulas recubiertas con ADN. Los vectores que se utilizan para obtener los mutantes

insercionales son los transposones y el T-DNA (Baum et al., 1997).

1.6 Silenciamiento génico postranscripcional (PTGS)

El silenciamiento génico es un complejo sistema de regulacién génica que en plantas controla
procesos de crecimiento y desarrollo, estabilidad gendémica, adaptacion a condiciones de estrés y
defensa frente a patdgenos (Chapman et al., 2004). Este sistema esta dirigido por pequefias
moléculas de RNA (small RNAs, sRNAs) de 21 a 25 nucledtidos de tamafio, que guian al
silenciamiento de genes especificos a nivel post-transcripcional (posttranscriptional gene silencing,
PTGS) o transcripcional (Transcriptional gene silencing, TGS) (Baulcombe, 2004). El
silenciamiento se activa en respuesta a RNAs de doble cadena (dsSRNAs) o de RNAs de cadena
sencilla (ssSRNAs) con una estructura secundaria compleja (Figura 1.2). Estas moléculas son
reconocidas y procesadas por ribonucleasas (RNasas) de tipo 111 denominadas Dicer (en plantas
Dicer-like, DCL) en duplex de RNAs de 20 a 24 nts de longitud que son estabilizados por la
metilacién en sus extremos 3" hidroxilos por la metiltranferasa HUA ENHANCER 1 (HEN1)
(Bologna y Voinnet, 2014). Los sRNAs actuan asociandose a los complejos efectores de
silenciamiento a traves de su union con las proteinas ARGONAUTA (AGO) proporcionandoles
especificidad por sus moléculas de DNA o RNA objetivo a través de mecanismos dependientes de
homologia de secuencia (Vaucheret, 2008). La interaccion funcional de estos complejos efectores
con las moléculas de RNA objetivo conduce a una regulacion post-transcripcional negativa a traves
del corte endonucleolitico de este RNA o de la represion de su traduccion (Brodersen et al., 2008).
La interaccién con las moléculas de DNA blanco da lugar a su represion transcripcional a través

de la modificacion por metilacién del DNA y/o las histonas (Baulcombe, 2015) La biogénesis y/o
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carga de los SRNAs en proteinas AGO se facilita gracias a la actividad de una proteina de union a
dsRNA (dsRNA-binding protein, DRB) que interacciona directamente con DCL (Liy Ding, 2006).
Ademas, en plantas, hongos y nematodos el silenciamiento requiere de la actividad de RNA
polimerasas celulares dependientes de RNA (RNA-dependent RNA polymerases, RDRs) que
generan precursores de RNA bicatenario a partir de RNAs molde de cadena sencilla (Voinnet,
2008). Las enzimas RDR son esenciales en la formacion de sRNAs secundarios que refuerzan el
efecto del silenciamiento génico iniciado por los inductores primarios (Wassenegger y Krczal,
2006). Los sRNAs actuan ademas como elementos moviles de silenciamiento desplazandose entre
células adyacentes a través de los plasmodesmos o a larga distancia usando los haces vasculares
del floema (Melnyk et al., 2011). Algunos miRNAs y siRNAs de 21 nts pueden promover la
degradacion de mRNAs objetivos en tejidos distantes (Carlsbecker et al., 2010) mientras que los

SiRNAs de 24 nts activan mecanismos de metilacion del DNA (Molnar et al., 2010).
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Figura 1.2 Representacion esquematica del proceso de silenciamiento postranscripcional (PTGS) en plantas
(Martinez, 2016).

1.6.1 Silenciamiento génico inducido por virus

En el caso de los virus de RNA, la replicacion se lleva a cabo generalmente en el citoplasma de la
celula infectada catalizada por una RNA polimerasa viral dependiente de RNA (Heinlein, 2015).

La replicacion de los virus de ssDNA transcurre normalmente en el nacleo utilizando la maquinaria

15



celular de sintesis de DNA del hospedero (Hull et al., 1987). En cambio, la replicacion de los virus
de dsDNA presenta una fase nuclear donde se lleva a cabo la transcripcion viral y otra
citoplasmatica en la que se producen nuevas moléculas de dsSDNA mediante transcripcion inversa
por una DNA polimerasa dependiente de RNA viral (Hanley-Bowdoin et al., 2000).

Cualquiera que sea la naturaleza de su genoma, los virus de plantas son capaces de activar el
mecanismo de silenciamiento por RNA en la célula infectada a traves de la formacién de dsSRNA
por tanto, de sSRNAs de origen viral (vsiRNAs) (Ding, 2010). Los vsiRNAs comparten
caracteristicas similares con los sSiRNAs y miRNAs enddgenos lo que les posibilita el acceso a los
mismos complejos efectores de silenciamiento y por tanto a regular la expresion de genes con
secuencias complementarias (Ding y Voinnet, 2007). De este modo, los vsiRNAs formados durante
una infeccion tienen el potencial de guiar el auto silenciamiento de los genomas virales de los que
se originan y reprimir o limitar la proliferacion viral. Al mismo tiempo, pueden potencialmente
modular la expresion del genoma del hospedero a través de interacciones funcionales con
secuencias complementarias endogenas de RNA y DNA (Llave, 2010).

El silenciamiento por RNA inducido por virus se produce en tres fases distintas: iniciacion,
amplificacion y dispersion sistémica (Ding, 2010; Llave, 2010; Voinnet, 2009). La iniciacion se
activa con la formacién de dsRNAs a partir de ssSRNA viral. Estas moléculas inductoras son
reconocidas por las mismas proteinas DCL que acttan en la biogénesis de SRNAs enddgenos y a
continuacion procesadas para dar lugar a vsiRNAs primarios de 21, 22 y 24 nts de longitud. La
amplificacion se caracteriza por la produccion de vsiRNAs secundarios procedentes de dsSRNAS
cuya sintesis es dependiente de la accién de proteinas RDR del hospedero. Estos vsiRNAs
secundarios participan en la dispersion sistémica del silenciamiento, que implica el transporte de
la sefial de silenciamiento célula a célula y a través del floema (Molnar et al., 2010) inmunizando
asi a las células adyacentes y a tejidos distantes situados delante del frente de infeccién
(Baulcombe, 2004).

VIGS ha sido utilizado en muchas especies de plantas para caracterizar genes involucrados en
varios procesos de desarrollo, resistencia a enfermedades, estrés abidtico, resistencia a nematodos
e insectos entre otros (Dagnachew et al., 2019). Para la aplicacién de VIGS deben cumplirse tres

pasos; construccion de genomas virales para incluir genes del hospedero destinados a ser

16



silenciados, la infeccion de la planta y el silenciamiento del gen objetivo como parte del mecanismo
de defensa de contra el virus (Senthil-Kumar y Myrose, 2011).
Algunos de los vectores utilizados para silenciamiento génico inducido por virus en plantas

monocotiledones y dicotiledoneas se muestran en la Tabla 1.7:

Tabla 1.7 Lista de VIGS empleados en plantas.

VIGS vector Planta Gen silenciado Referencia

BSMV Trigo TaBTF 3(Basic Kang et al., 2013
Transcription Factor 3)

Cebada HvDhn6(Dehidrina) Liang et al., 2012
BPMV Soya GmRPA3 (Proteina 3 de la Atwood et al., 2014
replicacion)
PEBV Chicharo TRX-F, TRX-M Luo et al., 2012

(Tioredoxina)

TRV Jitomate SIMPK4(Protein kinasa Virk. et al., 2013

activada por mitégeno 4)

PHYVV Chile Comt, pAmt y Kas Abraham-Juéarez et al., 2007

1.7 PHYVV

El vector viral que se utilizard para el silenciamiento génico del gen AaAlli el Begomovirus
PHYVV (Virus Huasteco de la Vena Amarilla del Chile).

PHYVV junto a otras 322 especies corresponden a los Begomovirus los cuales infectan
principalmente a plantas dicotiledoneas. Su genoma es bipartita integrado por dos componentes
gendémicos denominados ADN-A y ADN-B, el tamafio molecular oscila entre 2.7 y 3.0 kb,
respectivamente (Yudava et al., 2010). Ambos componentes estan organizados en unidades de
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transcripcion divergentes separadas por una region intergenica o region comun (RI o RC), la cual
contiene el origen de replicacion del virus y dos promotores que dirigen la transcripcion genética
en direcciones opuestas, con excepcion de una secuencia de RI de aproximadamente 200 pb que se
encuentra en ambos ADN virales y es denominada como region comun (RC) (Hanley-Bowdoin et
al., 2000). Los dos componentes, a pesar de ser completamente diferentes, presentan una region
comun (RC) homdloga entre ellas. EI ADN-A contiene toda la informacidn que se requiere para la
replicacion y formaciéon de la capside del virus, mientras que el componente ADN-B codifica para

las proteinas involucradas en el movimiento viral de célula a célulay en el rango de hospederos.

En 1993, en México se reporto por vez primera la aparicion de PHYVV en la zona de las Huastecas
(Tamaulipas), al cual se le denomind virus huasteco del chile (PHV) (Torres-Pacheco et al., 1993)
y posteriormente se modifico el nombre a virus huasteco vena amarilla del chile (Pepper Huasteco
Yellow Vein Virus, PHYVV), por los sintomas que causa en la hoja de las plantas infectadas. En
estudios anteriores, se han silenciado monocotiledéneas (Allium ampeloprasum L y Allium sativum
L).

Al vector VIGS-PHYVV componente A (Figura 1.3) se le elimin6 el 80 % del gen que codifica
para la cépside (PC) mediante una digestion parcial del componente A con la enzima Sty |y se
sustituyo por un sitio de clonacion multiple (SCM). También contiene secuencias que codifican
para una proteina asociada a la replicacion (Rep), una proteina activadora de la transcripcion
(TrAP) y una proteina potenciadora de la replicacion (REn). Por su parte el componente B consta
de secuencias de genes que codifican para una proteina de movimiento (MP) y una proteina de
transporte nuclear (NSP). Cabe mencionar que otra de las ventajas que caracteriza al vector
PHYVV es que el promotor de la capside Avl es divergente, por lo cual es una excelente

herramienta como vector de silenciamiento (Abraham-Juarez et al., 2007).
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Figura 1.3 Componente A y modificaciones realizadas al begomovirus PHYVV.

1.8 Gen AaAlli

Licona-Juarez en el 2016, generd un banco sustractivo de 115 clonas obtenidas a 60 h, por medio
de Hibridacion Sustractiva bajo condiciones de supresion (SSH) implicadas en la reaccion
incompatible de Allium ampeloprasum L con Sclerotium cepivorum B, del banco SSH se trabajé
con la clona 716; la cual codifica para una alinasa.

El fragmento consta de 609 nucle6tidos cuya secuencia se encuentra a continuacion:

ACATGAGTTGATCAAAATCATCCTTTGTTTTGATCAAACTTAAACGCACGTAACGAC
TGCCTGCTTCGAAACCCACTCCACTTTGGGTGTTGATACGTCCATTCTGAAATGTCTG
GTAGCAATCTTTGTCTTCTTCCCATTCACATTTCACCCATGCATAAGATGGGGATGGA
GGTCTCATTCTTCTGAAGTAATTGCAGTATTCACTTTGAGGAAGCTCTTGATAGGAGA
ATCTGTCGGATTGATCGAGCAGTGCAGTGATATTTACCCATCTCTCCCTTAGTTTCAG
AAAAGCGAATGTGTTGAGGTCGCGCATGGTGCCCTTTTGCGTTTTCACCATCGCTAC
AACTTCTTTTAGAACTTTGAGCGATCGTAGTTGTGTTTCACGAGGTGTGCCCTCCGTG
TTCTTCACCATGTATTCCAACAACTTATGATACACAGATTCATCCTTTATCAACGCCC
ACCCAAATCGACTACCAGAGTGTCCAGTGAATTTAGACATTGTAAAGAGCAAGATAT
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CTTCATCGGCTTTGTACTTGATTGGGGTGTAATGAGGCCAGTAGTAAACCATATCGT
AAATGGATTTGCATCCCTTGATTACTTCATGAC

1.8.1 Alinasa

Si la célula es dafiada por plagas o fisicamente, la enzima vacuolar Alinasa es liberada (Aliin:liasa
EC. 4.4.1.4); la cual induce la conversién de Aliina a Alicina. Esta enzima pertenece a la familia
de liasas, especificamente a carbon-sulfurilasas. En cuestion de segundos se lleva a cabo la reaccion

encontrandose entre los productos de la misma; piruvato y amonio.

La enzima es una glucoproteina homodimérica formada por dos subunidades idénticas de 51.1 kDa
cada una que contiene cuatro sitios de glicosilacion (Kuettner et al., 2009). Hay diez residuos de
cisteina por mondmero de alinasa, ocho de los cuales forman cuatro puentes disulfuro y dos de los
cuales son tioles libres. Los residuos Cys368 y Cys376 forman un puente S - S cerca del extremo
C, que desempefia un papel importante en el mantenimiento de la rigidez del dominio catalitico y
la orientacion relativa del sustrato - cofactor (Weiner et al., 2009).

La actividad de esta enzima depende de las condiciones de reaccion, como el pH, la temperatura y
las concentraciones de iones. Puede encontrar en otras especies Allium que contienen azufre. Esta
enzima se activa a pH de 4.5 hasta 9.0, pero se inactiva rapidamente y de forma irreversible a pH
1.5-3. La actividad enzimatica decrece rapidamente a la temperatura de 42 °C, indicando que la
temperatura 6ptima de activacién de la enzima alinasa, se encuentra entre 35 °C hasta 47 °C y su
inactivacion se produce de 42 °C a 60 °C, a temperaturas mayores de 60 °C la enzima es destruida
en su totalidad (Krest y Keusgen, 2000).

Las primeras secuencias de cDNA alinasa fueron publicadas por Van Damme et al. (1992). Desde
entonces, se han descrito y publicado secuencias que se originan de varias especies, incluidas varias
especificas de los tejidos de las hojas, los bulbos y las raices. Se ha informado que su secuencia
tiene una longitud de aproximadamente 2 200 nucleétidos, que codifica un polipéptido de 486

aminoacidos.
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1.8.2 Aliina

La aliina o S-alilcisteina sulfoxido es el compuesto sulfurado mas abundante en el ajo fresco, es
inodora y estable. El ajo contiene 7-14 mg por gramo de peso fresco y de 18 - 42 mg/g de peso

SeCo.

o) NH,
PP
Hzc/\/ =

HO

Figura 1.4 Composicion quimica de la aliina.

Laaliina es estable en soluciones acuosas y a temperaturas elevadas (Stoll y Seebek, 1951). Cuando
las células se rompen, reacciona y en aproximadamente diez segundos toda la aliina expuesta se
convierte en tiosulfinatos que emiten el aroma caracteristico del ajo fresco (Lawson y Wang, 2005).

1.8.3 Alicina

La alicina (S-2-propenil éster del acido 2-propenol-1- sulfinotiotico) representa tipicamente el 70
% de los compuestos sulfurados presentes en ajo fresco, siendo asi el tiosulfinato de mayor
abundancia en la planta (Lawson, 1998). Este es un compuesto que se forma a través de la
interaccidn de su precursor (aliina) con la enzima alinasa (Figura 1.5).

0 NH, o
| I

Alinasa

5 0 s CH o
e > e aF T TN TN HC

+ H,0
HO : HO

Aliina Alicina Acido Piravico
Figura 1.5 Reaccion quimica de la formacion de la alicina.

Es un componente oxidante producido por el ajo crudo cuando sus células se rompen por la accion
de un corte o triturado, permitiendo la interaccion de la enzima alinasa. La reaccion se completa de

0.2 a 0.5 minutos después de haber iniciado (Lawson, 1993).
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1.8.3.1 Actividad antifungica de la alicina

La actividad antifingica de la alicina ya se ha reportado en otros hongos, tales como Aspergillus
spp y Candida albicans.

Como se observa en la Figura 1.6; en 2004, Shadkchan y colaboradores evaluaron el efecto de la
alicina en la inhibicién del crecimiento de Aspergillus fumigatus, Aspergillus niger, Aspergillus
terreus, Aspergillus flavus, a una concentracién de 16 mg/L el crecimiento de las 4 especies de
Aspergillus desciende a 0 desde las 12 horas después de ser inoculados en presencia de alicina.

Young-Sun et al. (2012) evaluaron a la alicina como agente antifingico contra la candidiasis
ocasionada por Candida albicans. Su objetivo fue evaluar la actividad de la alicina sola y en
combinacién con uno 'y con dos farmacos (Flucitosina y Anfotericina B). Emplearon 1 pg/mL como
MICyo y sus resultados demuestran que el uso de alicina tiene un efecto potenciador cuando se

aplica en conjunto con Flucitosina y Anfotericina B.

Supervivencia (%)

4 : ' ' .y
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24

Tiempo de incubacién con alicina (h)

Figura 1.6 Supervivencia de Aspergillus fumigatus(e) , Aspergillus niger(m), Aspergillus
terreus( A ), Aspergillus flavus(#) respeto al tiempo a una dosis de alicina (16 mg/L).
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JUSTIFICACION

El cultivo de ajo comdn (Alliun sativum L) es una importante actividad de interés econémico; sin
embargo, la pudricién blanca causada por Sclerotium cepivorum B; afecta a este cultivo generando

un impacto negativo en la demanda y en la economia de los productores.

La resistencia natural que presenta Allium ampeloprasum L a la pudricion puede utilizarse como
modelo para elucidar el gen o set de genes que le confieren dicha propiedad, de ahi la importancia
de conocer la funcion del gen AaAlli el cual se expresé diferencialmente durante la resistencia de

Allium ampeloprasum L contra Sclerotium cepivorum B.
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HIPOTESIS

El vector VIGS::AaAlli dirige el silenciamiento del gen AaAlli y provoca un fenotipo susceptible a

la infeccion por Sclerotium cepivorum B.
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OBJETIVO GENERAL

Silenciar el gen AaAlli en Allium ampeloprasum L empleando V-VIGS derivado del begomovirus
PHYVV.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

I. Disefiar un V-VIGS para el silenciamiento del gen AaAlli en Allium ampeloprasum L.
Il. Comprobar el silenciamiento del gen AaAlli por medio de RT-PCR a las 60 h después de

interaccion con Sclerotium cepivorum B.

I1l. Analizar el fenotipo de los ajos silenciados mediante mediciones de fuerza de los tejidos

infectados por Sclerotium cepivorum B.
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Il MATERIALES Y METODOS

Cepas y Semillas

Ajo elefante (Allium ampeloprasum L) variedad complex, proporcionado por INIFAP

Cepa C2 de Sclerotium cepivorum B aislada de Cortazar, Guanajuato, Proporcionada por

INIFAP.
Ajo susceptible (Allium sativum var Texcoco tipo taiwan).

Células competentes de Escherichia coli DH5a.

Medios de cultivo

Papa-Dextrosa (PDA).
Luria Bertani (LB).
Czapeck.

SOC.

Plasmidos

pGEM-T easy de Promega.
V-VIGS::AaPR.

PHYVV -ACap.

PHYVV B.

Oligonucleotidos

o AaAlliS: 5" - CCCGGGGAAGATATCTTGCTGTTTACACT -3
o AaAlliAS: 5" - GGATCCTCTTGATAGGAGAATCTGTC - 3

e GAPDHS: 5 - CAAGGTCATCCATGACAACTTTG -3

e GAPDHAS:5 - GTCCACCACCCTGTTGCTGTAG - 3
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METODOLOGIA

2.1. Construccion del vector

2.1.1. Disefio de oligonucle6tidos

De las secuencias proporcionadas por Licona-Juarez (2016), se empled la clona 716, la cual, de
acuerdo a la base de datos NCBI codifica para una Alinasa; el disefio de oligonucleotidos se realizo
con el apoyo del algoritmo OLIGO-CALC. Los oligonucledtidos disefiados presentaron una

longitud de 20 a 24 pb y en dicho programa se determind la temperatura de alineamiento.

2.1.2 Crecimiento de la clona 716
El procedimiento se llevo a cabo bajo condiciones de esterilidad, en campana de flujo laminar

1. Se tomd un indculo con un asa bacterioldgica de la clona 716 que se encuentra almacenada a
80 °C en una suspension de glicerol en el Laboratorio de Biologia Molecular del Tecnolégico
Nacional de México en Celaya.

2. Se sembro por estria en medio de cultivo solido Luria Bertani con ampicilina como antibiético
de seleccion (concentracion final de 50 pg/mL).

3. Se incubd la caja Petri a 37 °C durante 16 h.

4. Transcurridas las 16 h se tom6 una muestra de la caja Petri y se inocularon en tubos Falcon con
5 mL de medio liquido LB y ampicilina como antibiético de seleccion (concentracion final de
50 pug/mL).

5. Se incubaron los tubos a 37 °C en agitacion (250 rpm) durante 16 h.
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2.1.3 Extraccion de ADN plasmidico por precipitacion

8.
9.

Se etiquetaron tubos Eppendorf de manera que permita identificar cada colonia y su
respectivo tubo Falcon.

Bajo condiciones de esterilidad, en campana de flujo laminar se vaciaron 1.5 mL de cultivo
de los tubos Falcon a los tubos Eppendorf y se centrifugard a 13 000 rpm durante 5 min. Se
desecho el sobrenadante y se colocaron nuevamente 1.5 mL de cultivo, repitiéndose este paso
3 veces.

Se adicionaron 250 pL de solucion de suspension P1 a la pastilla y se agitaron en Vortex
hasta homogeneidad.

Se adicionaron 250 uL de solucidn de lisis P2, se mezcld por inversion 5 veces e incubo a
temperatura ambiente durante 5 min.

Se afiadieron 350 pL de solucion de neutralizacion P3, se mezclaron los tubos por inversion
5 veces y se incubaron por 5 min.

Se centrifugaron los tubos a 13 000 rpm durante 15 min y se transfirieron 750 pL
aproximadamente del sobrenadante a un tubo nuevo y estéril con ayuda de una micropipeta
para evitar contaminacion con la proteina precipitada.

Se agreg6 a cada tubo una cantidad de isopropanol igual al sobrenadante recuperado, se
homogenizaron por inversion e incubaron a temperatura ambiente durante 15 min.

Se centrifugaron a 13 000 rpm por 15 min.

Se retird el sobrenadante y se agregaron 500 L de etanol al 70 %. Se resuspendio la pastilla

por medio de aparato tipo Vortex y se centrifug6 a 13 000 rpm durante 5 min.

10. Se descartd el sobrenadante y se secaron las pastillas a temperatura ambiente colocando los

tubos de manera inclinada por 1 h.

11. A cada tubo se agregaran 20 pL de agua destilada estéril.

12. Se comprobaron las extracciones mediante una electroforesis en gel de agarosa al 1.2 %

tefiido con SYBR Safe DNA gel stain® y se almacené el ADN restante a -20 °C.
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2.1.4. Amplificacion por PCR del fragmento del gen AaAlli

1. Setomod 1 uL de ADN plasmidico de la clona 716 obtenido por precipitacion y se realizo la

mezcla para la reaccion de PCR en tubos estériles, como se muestra en la Tabla 2.1.

Tabla 2. 1 Mezcla de reaccion de PCR para la amplificacion del fragmento AaAlli.

Mezcla Global vol/rx (uL)

Agua 17.4

Regulador de Dream Taq polimerasa 2.5
Cloruro de Magnesio (MgCly) 1.5
Oligonucle6tido Sentido (AaAlliS) 1.0
Oligonucledtido Antisentido (AaAlliAS) 1.0
Mezcla de dNTPs (10 mM) 0.5

ADN 1.0

Taq polimerasa 0.1

Volumen Total 25.0

2. Se mezcld por resuspension suave e inmediatamente se colocé en el termociclador.
3. Las condiciones de amplificacién calculadas respecto a las indicaciones de la enzima son las

siguientes:
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Tabla 2. 2 Condiciones de PCR para la amplificacién del fragmento AaAlli.

Temperatura (°C) Tiempo (min) Ciclos

94 4

95 0:30

66 0:45 34
72 0:45

72 5

4 o)

4. Se analizaron 4 pL del producto de PCR en un gel de agarosa al 1.2 % tefiido con SYBR Safe
DNA gel stain®

5. Se almacenaron los productos de la reaccién a -20 °C.
2.1.5. Purificacion de ADN en producto de PCR mediante elucién
La metodologia de purificacion de ADN a partir del producto de PCR, se realiz6 conforme al

protocolo del fabricante: Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System.

Purificacion por centrifugacion
A. Disolver la fraccion del gel
1.Despues de la electroforesis, se cortd la banda de ADN del gel y coloco la fraccion del gel en un
tubo de microcentrifuga de 1.5 mL.
2. Se agrego6 10 pl de solucion de unién a membrana por cada 10 mg de la fraccion del gel. Se
homogeneizd mediante aparato tipo VVortex e incub6 a 60 °C hasta que el gel estuvo completamente

disuelto.

B. Union de ADN

1. Se insertd la mini columna SV en el tubo de recoleccion.

2. Se transfirio la mezcla de gel disuelto o el producto de PCR preparado a la mini columna. Se
incubd a temperatura ambiente durante 1 minuto.

3. Se centrifugd a 13 000 rpm por 1 minuto. Se descartd el sobrenadante y se reinserto la

minicolumna en el tubo de coleccion.
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C. Lavado

4. Se agreg6 700 pL de solucion de lavado de membrana (etanol afiadido). Se centrifug6 a 13 000
rpm durante 1 minuto. Se descartd el sobrenadante y se reinsertd la minicolumna en el tubo de
coleccion.

5. El paso 4 se repitio con 500 pL de solucién de lavado de membrana. Se centrifugé a 13 000 rpm
durante 5 minutos.

6. Se vacio el tubo de recoleccion y se volvio a centrifugar el conjunto de la columna durante 1
minuto con la tapa abierta.

7. Se paso la mini columna a un tubo Eppendorf limpio de 1.5 mL.

8. Se agregaron 50 pL de agua libre de nucleasas a la mini columna. Se incub6 a temperatura
ambiente durante 1 minuto. Se centrifugd a 13 000 por 1 minuto.

9. Se desechd la mini columna y fue almacenado el ADN purificado a—20 ° C.

2.1.6 Ligacion al vector pPGEM®-T Easy

El producto de elucion del fragmento del gen AaAlli obtenido por amplificacion por PCR fue ligado
al vector pGEM®-T Easy Promega de acuerdo al protocolo establecido por el fabricante.

1. Serealiz6 la reaccion de ligacion afiadiendo a un tubo estéril los siguientes reactivos en el orden

en que se muestra (Tabla 2.3):

Tabla 2. 3 Mezcla de reaccidn de ligacion al vector pGEM - T Easy.

Reactivos Vol/rxn

Regulador T4 ADN ligasa 5puL
Producto de elucién 1pL
T4 ADN Ligasa 1lpL
Agua estéril 2 uL
Vector pPGEM®-T Easy 1uL
Volumen Total 10 uL
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2.
3.

Se mezcld por pipeteo suave.

Se incubo la reaccion a 4 °C durante 18 h.

2.1.7. Transformacién de células quimicamente competentes de Escherichia coli (DH5a)

© ®© N o g B~ w DR

Se descongelaron las células (50 pL) por 5 min en hielo.

Se centrifugd el producto de ligacién brevemente.

Se adicionaron 2 pL de producto de ligacion a la alicuota de células, se mezcla suavemente.
Posteriormente, se incubd el tubo en hielo por 30 min.

Concluidos los 30 min se realizo el choque térmico a 42 °C durante 45 seg en termoblock.
Se incub6 nuevamente el tubo en hielo durante 15 min.

Se adicionaron 250 pL de medio LB a 4 °C.

Se incubaron en agitacion (250 rpm) a 37 °C durante 1 h.

Antes de cumplirse el tiempo de incubacidon se afiadieron los reactivos de seleccion a cajas

Petri con agar LB y ampicilina (concentracion final de 50 pg/mL), se esparcieron con una varilla

de

vidrio, 12.5 pL de IPTG (100 mM) y 10 uL de X-gal por toda la superficie del agar y se

incubo la caja durante 30 min a 37 °C.

10.

11.
12.

El cultivo celular se centrifug6 a 5 000 rmp durante 5 min. Se retiraron 100 pL de la parte
superior.
El resto se mezclé por pipeteo suave.

Se sembraron las células en la caja Petri suavemente para evitar dafio celular y se incubaron

durante 16 h a 37 °C.

13

. Se observd el crecimiento de colonias blancas y azules, siendo las blancas las de interés.

2.1.8. Digestion de ADN plasmidico con la enzima de restriccion Eco RI

A manera de comprobacion, se libero el inserto del fragmento del gen AaAlli del vector mediante

digestion con la enzima Eco RI ya que pGEM®-T Easy cuenta con sitios de restriccion para esta
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enzima, liberandose el inserto y 18 pares de bases mas correspondientes al corte generado por Eco
RI.

1. Se preparo la siguiente mezcla de reaccion como se indica en la Tabla 2.4 para cada muestra a

digerir.

Tabla 2. 4 Mezcla de reaccion para la digestion con Eco RI.

Reactivos Vol/rxn

Agua libre de nucleasas 12 uL
Regulador Anza 10x 1.5 L
Eco RI (Anza) 0.5 4L
ADN 1uL
Volumen Total 15 L

2. Se incubaron los tubos a 37 °C durante 1 h 'y se comprobé la digestion mediante electroforesis
en un gel de agarosa al 1.2 % tefiido con SYBR Safe DNA gel stain®.

2.1.9. Digestién con las enzimas de restriccion Bam HI y Sma | para liberar el fragmento
del gen AaAlli.

Se realizo la digestion con las enzimas Bam HI y Sma | para liberar el fragmento del gen AaAlli,

los cuales fueron empleados para clonar el fragmento en el componente A del vector PHYVV.

1. Se preparé la mezcla de reaccion (Tabla 2.5) por cada muestra a digerir:
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Tabla 2. 5 Mezcla de reaccion para la doble digestion con Bam HI 'y Sma | para liberar el fragmento AaAlli.

Reactivos Vol/rxn

Agua estéril 125 UL

Regulador Anza 10x | 1.5 uL

Bam HI (Anza) 0.5 uL

Sma | (Anza) 0.5 uL

ADN 1.0 pL (1 000 ng/pL)
Volumen total 15 pL

2. Se incubaron los tubos a 37 °C durante 1 h y se comprobo la digestién mediante electroforesis

en un gel de agarosa al 1.2 % tefiido con SYBR Safe DNA gel stain®.

2.1.10 Extraccion del vector VIGS::AaPR y eliminacion del fragmento AaPR para liberar el
vector (PHYVV)

1. En condiciones de esterilidad (campana de flujo laminar estéril) se tomé una muestra del stock
de células de la construccién V-VIGS::AaPR con un asa bacterioldgica previamente esterilizada
y se procedio a la siembra por estria en medio sélido LB con ampicilina (concentracién final
de 50 pg/mL).

2. Se incubaron las cajas Petri a 37 °C durante 16 h y se seleccionaron 4 colonias para ser
transferidas a medio liquido LB con ampicilina (concentracion final de 50 pg/mL).

3. En tubos Falcon de 15 ml con un contenido de 5 ml de medio LB + ampicilina; se inocularon
mediante puncién las colonias seleccionadas y se incubaron a 37 °C durante 16 h con
agitacion de 250 rpm.

4. Se realiz6 la extraccion de ADN plasmidico por precipitacién y se comprobd su integridad
mediante electroforesis en un gel de agarosa al 1.2 % tefiido con SYBR Safe DNA gel stain®.

5. Se realizo la digestion del vector con las enzimas Bam HIl y Sma | para liberar el fragmento del

gen AaPR y obtener el componente A del vector PHYVV con los sitios Bam HI y Sma I libres.
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6. Se prepar0 la siguiente mezcla de reaccion (Tabla 2.6) por cada muestra a digerir:

Tabla 2. 6 Mezcla de reaccion para la doble digestion con Bam HI y Sma | para el vector PHYVV.

Reactivos Vol/rxn

12.5 UL

Regulador Anza 10x 1.5 uL

Bam HI (Anza) 0.5 uL

Sma | (Anza) 0.5 UL

ADN 1 pL (1 000 ng/uL)
Volumen total 16 ML

7. Se incubaron los tubos a 37 °C durante 1 h, se comprobd la digestion mediante electroforesis en
un gel de agarosa al 1.2 % tefiido con SYBR Safe DNA gel stain®.
8. Se realizo la purificacion del ADN perteneciente a la banda de 5 000 pb en geles de agarosa

mediante elucion como se establece en el método de purificacion.
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2.1.11 Obtencion del V-VIGS

Tanto el ADN que se obtuvo de las clonas, como el del vector PHYVV; contienen los sitios de
restriccion Bam HI y Sma I. Por lo tanto, s6lo restara unir ambas partes, para ello se realizé una

ligacion con la siguiente composicion en un tubo para PCR de 200 pL:

Tabla 2. 7 Componentes para reaccién de ligacion.

Relacion de inserto/vector 31
Thermo Scientific 10x T4 ADN Ligasa buffer 2 uL
Solucion 50 % PEG 4000 2L
T4 ADN Ligasa 2 uL
Agua libre de nucleasas Para 20 pL

La reaccion de ligacion se realizé a 22 °C durante 1 h. Una vez terminada la reaccién, se utiliz6 el
material resultante para transformar células quimicamente competentes siguiendo los pasos
descritos en el apartado: Transformacion de células quimicamente competentes de Escherichia
coli. Se realizo extraccion de ADN plasmidico como lo indica la metodologia, posterior a esto se

realizé digestion con las enzimas de restriccion Bam HI y Sma | para la confirmacion del V-VIGS.

2.2 Lavado y desinfeccidn de ajo

Los bulbos de Allium ampeloprasum L se sometieron a un proceso de lavado y desinfeccion el cual
consiste en sumergirlos en etanol al 70 % durante 5 min, posteriormente en hipoclorito de sodio al
0.6 % durante 15 min y una vez transcurrido el tiempo correspondiente lavar con agua destilada

esteéril.
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2.3. Cultivo del hongo Sclerotium cepivorum B

Para realizar la interaccion incompatible con Sclerotium cepivorum B, debemos recuperarlo desde

los esclerocios almacenados en el laboratorio de Biologia Molecular bajo los siguientes pasos:

1.-Se esteriliz6 el medio PDA y colocé en cajas Petri.
2.- En el centro de cada caja Petri se coloco un esclerocio con ayuda de pinzas estériles.

3.- Se observo crecimiento y formacién de nuevos esclerocios.

2. 4. Establecimiento de la interaccion planta-patdgeno

1. Una vez finalizado el lavado de los bulbillos se colocaron en frascos (previamente etiquetados)
estériles con agua destilada estéril y se incubaron a 16 °C durante 3 dias para promover el
crecimiento de la raiz de éstos.

2. En el caso del hongo, se inocularon en placas con medio Czapek durante 7 dias.

3. Posterior a los 3 dias de germinacion se tom6 un disco de micelio de Sclerotium cepivorum B
inoculado en agar Czapek con 7 dias de crecimiento y se introdujo uno en cada uno de los frascos
en el extremo opuesto a donde se ubica el ajo. Los discos siempre deben permanecer con el
micelio en la parte superior.

4. Se sellaron los frascos para evitar contaminacion y se incubaron a 16 °C durante 60 h y hasta

22 dias; se observo la interaccion entre el patdgeno y el ajo.

2.5 Silenciamiento del gen AaAlli.

El silenciamiento del gen AaAlli se realizé inoculando 12 ajos germinados, utilizando 2.5 pg del
V-VIGS + 2.5 yug de PHYVV B a los que denominaremos silenciados, del mismo modo, 12 ajos
elefantes utilizando 2.5 pg de PHYVV A silvestre (PHYVV-ACap) + 2.5 ug de PHYVV B a los
que denominaremos no silenciados (6 ajos para el RT-PCR y 6 de los ajos para evaluacion

fenotipica), se colocaron en interaccion con S. cepivorum B como se indica en el paso 2.4 . Los 12
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ajos elefantes (no silenciados) inoculados con componentes silvestres (A y B) serdn utilizados

como control para demostrar que los sintomas que se desarrollaron en el resto de los ajos no se

debieron a la inoculacion con el V-VIGS. Una vez infectados todos los ajos se incubaron

nuevamente a 16 °C hasta que pase el tiempo previsto para cada analisis.

Para confirmar que el gen de interés fue silenciado se utilizd la técnica de RT-PCR a las 60 h.

También se evalud el fenotipo resultante después de 22 dias haciendo una medicién de fuerza con

una méaquina universal Zwick/Roell Z050.

2.5.1 Extraccién de ARN: Método del TRIzol® Reagent

Este método se utiliz6 para todas las extracciones de ARN de ajo y esta basado en el protocolo de

Invitrogen incluido en los paquetes de reactivos TRIzol® Reagent.

© © N o

Se tomo tejido del ajo y se pulverizé con N2 liquido hasta que se formo un polvo fino en un
mortero tratado previamente con una solucién de etanol y dietilpirocarbonato (DEPC),
esterilizado y congelado a -20 °C, el polvo obtenido se coloco en tubos Eppendorf de 1.5 mL
tratados con etanol y DEPC.

Se adicion6 1 mL de TRIzol® Reagent y se homogenizé por inversion hasta su completa
suspension.

El tubo se centrifug6 a 12 000 rpm por 10 min a 4 °C, el sobrenadante fue trasferido a un tubo
nuevo e incubd a temperatura ambiente durante 5 min.

Se agregaron 0.2 mL de cloroformo y se agit6 por inversion durante 15 s.

La muestra se incubd por 3 min a temperatura ambiente y se centrifugd a 12 000 rpm por 15
min a 4 °C formando dos fases.

La fase acuosa se transfiridé otro tubo limpio tratado con etanol y DEPC (en esta fase se
encuentra el ARN).

Se agregaron 0.5 mL de isopropanol y se incubaron por 10 min a temperatura ambiente.

Se centrifugd a 10 000 rpm por 10 min a 4 “C y el sobrenadante se desechd.

Se adiciond 1 mL de etanol al 75 % y se centrifugd a 7 500 rpm por 5 min a 4 °C.

Se deseché el sobrenadante.
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10.
11.
12.
13.
14.

Los pasos 8 y 9 se repitieron una vez mas.

Se colocd el tubo de manera inversa sobre una sanita, y se seco la pastilla por 15 min.
Finalmente, se resuspendid la pastilla en 25 uL en agua destilada tratada con DEPC.

Se termind la extraccion calentando a 58 °C por 10 minutos.

El producto de la reaccion se analizé en un gel de agarosa desnaturalizante (DEPC) al 1.2 %.

2.5.2 Sintesis de ADN complementario

1. Enun tubo para PCR estéril tratado con DEPC, en hielo se agregaron los siguientes reactivos:

2. Se mezclé centrifugando brevemente e incubd a 65 °C por 5 minutos. Después se colocé en

3. Se agregaron los siguientes componentes en el orden indicado:

Reactivos Vol/rxn

4.
S.

Reactivos Vol/rxn
Agua libre de nucleasas | Aforo
Oligo (dT)1s iniciador 1.0 uL
ARN total 700 ng
Volumen total 11uL

hielo nuevamente.

5x Regulador 4.0 uL
Inhibidor RiboLock RNasa | 1.0 pL
Mezcla 10 MM dNTP 2.0 L
M-MuLV RT 2.0 L
Volumen total 20.0pL

Se mezcl6 centrifugando brevemente.

Fue incubado a 37 °C por 60 minutos.

6. Se termino la reaccion calentando a 70 °C por 5 minutos.
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2.5.3 Confirmacion del silenciamiento

Para llevar a cabo la confirmacion del silenciamiento se emple6 la técnica de RT-PCR a las 60 h

posteriores a la infeccion de los ajos elefante silenciados y no silenciados.

A continuacion se describe el procedimiento que se realiz6 para la confirmacion en cada tiempo.

1.

Después de 60 h posterior a la infeccion se retiraron de incubacion los ajos silenciados y los

no silenciados.

Se les elimind el micelio desarrollado hasta el momento y se les extrajo el ARN como se

describe en el apartado 2.5.1 .

Después de haber extraido el ARN se realiz6 la sintesis ADNc (apartado 2.5.2).

El ADNCc sintetizado se utilizé como templado para el PCR.

Los productos del PCR se corrieron en un gel de agarosa al 1.2 % para confirmar.

Como control en las reacciones de RT-PCR se utiliz6 GAPDH (Gliceraldehido-3-fosfato

deshidrogenasa) y las condiciones para amplificar son las siguientes:

94 °C
3:00

34 X
95 °C
' 0:30 22 °C 72°C
\ s8°C / o085 6:00
“0:30

Figura 2. 1 Condiciones de PCR para GAPDH.

2.5.4 Analisis del fenotipo.

Pasado 15 y 22 dias de la inoculacion de los ajos de Allium ampeloprasum L con el patogeno, se

realiz6 andlisis contrastando el fenotipo. Se elimind el micelio con ayuda de sanitas, pinzas y bisturi
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procurando no lastimar el tejido. Después de retirar el micelio, se les tomaron fotografias
mostrando el dafio ocasionado por Sclerotium cepivorum B o la ausencia de éste. Para confirmar
la maceracidn, se realizaron mediciones de fuerza utilizando una méaquina universal Zwick/Roell

Z050 bajo las siguientes condiciones: 22 °C, 43 % de Humedad relativa, velocidad de 10 mm/min.

2.6 Analisis estadistico

El andlisis estadistico se realizé con el programa Minitab version 19.2, se efectuaron pruebas de
comparacion de medias (a = 0.05). Las Tablas y Figuras se elaboraron en una hoja de calculo de
Microsoft Excel 2016.
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111 RESULTADOS

3.1 Recuperacion de Sclerotium cepivorum B

Para realizar la interaccion planta-patdgeno, se sembraron esclerocios en el centro de cajas Petri
que contienen medio PDA. La germinacién del esclerocio se observo a los 3 dias después de

inoculacion como se muestra en la Figura 3.1.

i

Figura 3.1 Germinacion de esclerocios de Sclerotium cepivorum B

Segun Prieto en el 2016 el crecimiento tipico de S. cepivorum B es algodonoso, de bordes
uniformes, radial regular de color blanco que se torna pardo con el paso del tiempo. Esta

morfologia coincide con el resultado obtenido que se muestra en la Figura 3.2.
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Figura 3.2 Crecimiento de Sclerotium cepivorum B en medio PDA.

Una vez transcurridos 15 dias después de inoculacion; comenzé a formar esclerocios; por lo tanto

la caja se torna marron en lugar de blanco algodonoso.

3.2 Analisis in silico

Dentro del banco SSH (Licona-Juarez, 2016), se encuentran 5 clonas que codifican para alinasa,
por lo tanto; se realizo en analisis in silico para confirmar la identidad de los candidatos y elegir la
gue mas se ajusta al objetivo. Para ello, se compararon los resultados de Blastx de las clona con
mayor tamafio del banco SSH con la primera alinasa (Allium sativum) reportada por Van Damme
en 1992 y la primera alinasa reportada en Allium ampeloprasum por Sayadi et al. en 2017 . Se
realiz6 la comparacion de aminoécidos de la primer alinasa respecto a la clona candidato (716), lo
anterior, empleando el algoritmo de ClustalW2, los resultados se muestran en la Tabla 3.1y Figura
3.3.
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Tabla 3. 1 Resultados de la bisqueda en Blastx.

Descripcion Accesion Valor E
Alinasa (Allium sativum) Q01594.1 5e-140
Alinasa (Allium ampeloprasum) AYN25506.1 1e-135
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Figura 3.3 Resultados del alineamiento mdaltiple de la clona 716 de alinasa, respecto a la primer secuencia
reportada en Allium sativum (Van Damme, 1992) y la primera reportada en Allium ampeloprasum (Sayadi

etal., 2017).

44



De las 5 clonas se decidio trabajar con la rotulada en el banco SSH como 716, debido a que es la
que comparte mayor identidad con la primera secuencia del gen codificante para alinasa. Ademas,
se identifico que el fragmento del banco SSH se encuentra en el extremo carbono terminal y tiene

un valor E de 5e-140 lo cual garantiza que se trata de un fragmento del gen alinasa.

3.3 Construccion de V-VIGS

Una vez seleccionada la clona, se recuperé del banco y mediante transformacion en células
guimicamente competentes, se sembrd en agar LB con ampicilina, de las colonias que crecieron se
resembraron 4 en caldo LB y de dicho crecimiento se realizd extraccion de ADN plasmidico. Los

resultados de la extraccién de ADN plasmidico se muestran a continuacion:

Figura 3.4 Electroforesis en gel de agarosa de ADN plasmidico. Carriles: MT,
Marcador de tamafio; 1-4, ADN plasmidico.

Se puede observar en la Figura 3.4 las diferentes formas del ADN plasmidico de las 4 colonias
seleccionadas.
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Una vez determinado que la extraccion fue correcta, se confirmd que el ADN obtenido
correspondiera a la clona 716. Para ello, se digirié el ADN plasmidico con la enzima de restriccion
Eco RI para liberar el fragmento AaAlli del vector pGEM T-Easy. La digestion se comprobd

mediante electroforesis en gel de agarosa como se muestra a continuacion.

3000 pb
750 pb
500 pb 627 pb
250 pb

Figura 3.5 Comprobacién del inserto AaAlli mediante digestion. Carriles: MT,
Marcador de tamafio; 1-4, producto de la digestion con Eco RI.

La digestion con la enzima de restriccion Eco RI liber6 el fragmento del vector, por lo tanto, se
observa la banda de aproximadamente 3 000 pb correspondiente al vector y la banda de 627 pb
correspondiente al fragmento del gen AaAlli. Lo anterior, confirma que las colonias seleccionadas

contienen el inserto correspondiente al gen que codifica para la Alinasa.

Una vez confirmado que se contaba con la clona correcta; se procedié a definir la temperatura
Optima de alineamiento para los oligonucleétidos disefiados para amplificar un fragmento de 323
pb del gen AaAlli, cabe mencionar que en los oligonucle6tidos se generaron por Ingenieria Genética
los sitios de restriccion Bam HI'y Sma I, los cuales son necesarios para la ligacion del fragmento
en antisentido en el V-VIGS. La ficha técnica proporcionada por el proveedor, indica una

temperatura de alineamiento de 68 °C y se confirmd realizando un gradiente (60 °C -70 °C)
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Las condiciones programadas en el termociclador, se indican en la Figura 3.6.

34X
94°C 95 °C
4:00 0:30 72 °C 72 °C
60-70 °C 0:45 5:00
0:45
4°c
[ ]

Figura 3.6 Condiciones programadas para el gradiente de temperatura de alineamiento.

Se comprobaron las reacciones de PCR mediante electroforesis en gel de agarosa al 1.2 % (Figura

3.7), e interpretando la imagen, se determind 66 °C como temperatura éptima de alineamiento.

66.3 °C
68.1°C
69.3°C

60 °C
61°C
62 °C
64 °C
70 °C

MT

323 pb

Figura 3.7 Determinacion de temperatura de alineamiento Carriles: MT, Marcador de

tamafio, 2-9; temperaturas de 60-70 °C.

A temperatura de 66.3 °C es la temperatura mas elevada en la que se observa mayor amplificacion

del producto de PCR, por lo cual se decidi6 trabajar a un Tm de 66 °C.
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Se realiz6 PCR empleando el ADN plasmidico como templado, se realizaron 4 repeticiones para
que fuera reproducible y de esta manera obtener mayor cantidad del fragmento amplificado.

MT 1 2 3 4

500 pb 123
pb
250 pb

Figura 3. 8 Electroforesis de los productos de PCR a 66 °C. Carriles: MT,
Marcador de tamafio; 1-4, producto de PCR.
Del producto de PCR se corrieron 20 pL en electroforesis en gel de agarosa y de ellos se purificd
mediante el kit Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System, a dicho producto eluido se le realiz6

electroforesis y el resultado se muestra en la Figura 3.9.

500 pb

250 pb 323 pb

Figura 3. 9 Electroforesis en gel de agarosa del producto de elucién.
Carriles: MT, Marcador de tamafio; 1, producto de elucidn del fragmento del
gen AaAlli.
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Se puede observar en la Figura 3.9 una banda de 323 pb, correspondiente al fragmento del gen
AaAlli y no se observan impurezas ni dimeros.
Se utiliz6 1 pL del producto de elucion para realizar la ligacion en pPGEM como se describe en la

metodologia.

De la reaccion de ligacion una vez transcurridas las 16 h, se tomaron 2 pL para transformar células
quimicamente competentes (DH5a). De las transformantes se seleccionaron 4 colonias blancas y
se realizd extraccion de ADN plasmidico. Para comprobar que la ligacion fuera realizada

correctamente; fueron digeridas las 4 muestras con la enzima Eco RI esperando observar dos

bandas.

3000 pb
500 pb
250 pb 339 pb

Figura 3. 10 Digestién con Eco RI. Carriles: MT, Marcador de tamafio; 1-4,
digestiones con Eco RI.

Como se observa en la Figura 3.10; en las muestras 2-4 aparece | banda de 3 000 pb
correspondiente al vector pGEM y en la parte inferior una banda de aproximadamente 339 pb

correspondiente al fragmento del gen AaAlli mas los sitios de restriccion de Eco RI.
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Una vez comprobados el vector e inserto, se procedi6 a realizar la liberacion del fragmento de 323
pb, al cual, por Ingenieria Genética se les generaron los sitios de restriccion Bam HI 'y Sma I, para

la digestion con ambas enzimas, se tomaron las muestras de los carriles con numero 3y 4.

MT 1 2

3000 pb

323 pb

Figura 3. 11 Digestion con el par de enzimas Bam HI, Sma I. Carriles: MT,;
Marcador de tamafio, 1-2; digestiones con Bam HIl y Sma 1.
En la Figura 3.11 se observa que en los carriles marcados con los numeros 1y 2 la banda superior
de 3 000 pb correspondiente al vector pPGEM y una banda inferior correspondiente al fragmento

del gen AaAlli con los sitios que se generaron Bam HI'y Sma |

Una vez confirmadas las clonas que contenian el fragmento, se procedio a trabajar en la obtencion
del vector PHYVV A, desde la construccion de V-VIGS::AaPR.

Se tom6 1 pL de V-VIGS::AaPR almacenado a -20 °C y se transformaron células quimicamente
competentes de Escherichia coli (DH5a), las transformantes se sembraron en agar LB y ampicilina.
Se seleccionaron las colonias mas aisladas y se resembraron en caldo LB. Al cultivo se le realizé

extraccion de ADN plasmidico, el resultado se muestra en la siguiente Figura 3.12.
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Figura 3. 12 ADN plasmidico de la construccién V-VIGS::AaPR.
Carriles: MT, Marcador de tamafio; 1-3, muestras de ADN plasmidico.

Como se observa en la Figura 3.12, se obtuvo ADN plasmidico en las 3 clonas seleccionadas, se

eligio la muestra 3 para las pruebas posteriores.

Para confirmar que la muestra 3 corresponde a la construccion V-VIGS::AaPR se realiz6 digestion
con el par de enzimas Bam HIl y Sma | (Figura 3.13), sitio en el cual fue clonado el fragmento del
gen AaPR.

5000 pb

280

Figura 3. 13 Digestién con Bam HI y Sma I. Carriles: MT, Marcador de
tamafio; 1, ADN plasmidico digerido.
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La Figura 3.13 muestra el resultado de la digestion con el par de enzimas, se observa una banda
en la parte superior correspondiente al vector PHYVV A de 5 000 pb aproximadamente y en la

parte inferior la banda de 280 pb correspondiente al fragmento del gen AaPR.

Una vez comprobados la liberacion de los fragmentos por parte de los vectores pGEM y PHYVV
A, se procedid a digerir ambos elementos con el par de enzimas Bam HI y Sma |, para obtener

PHYVV A linealizado y el fragmento del gen AaAlli con los sitios Bam HI y Sma | (Figura 3.14).
MT 1 2 3 4 5

5000 pb
3 000 pb

323 pb
280 pb

Figura 3. 14 Digestion de V-VIGS::AaPR y pGEM::AaAlli con Bam Hl 'y Sma I.
Carriles: MT, Marcador de tamafio; 1-3, digestion de V-VIGS::AaPR; 4-5, digestiones de
pPGEM::AaAlli.

En la Figura 3.14 se observan en los carriles marcados 1-3 la digestion de V-VIGS::AaPR con las
enzimas Bam HI y Sma I, en la parte superior la banda de 5 000 pb corresponde al vector PHYVVA
y en la parte inferior una banda de 280 pb correspondiente al fragmento del gen AaPR, de los
carriles 1-3 fueron escindidas las bandas de 5 000 pb para su purificacion. Los carriles rotulados
como 4-5 corresponden a la digestién de pGEM::AaAlli, con el mismo par de enzimas y aparece
en la parte superior una banda de 3 000 pb correspondiente al vector pPGEM vy en la parte inferior

la banda del gen AaAlli de 323 pb, ésta fue escindida del gel de agarosa para su purificacion.
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5000 pb

323 pb

Figura 3. 15 Electroforesis en gel de agarosa del producto de elucion del
vector PHYVV Ay el fragmento del gen AaAlli. Carriles: MT, Marcador
de tamafio; 1, vector PHYVV A; 2, fragmento del gen AaAlli.

En la Figura 3.15 se observa en el carril 1 la banda de 5 000 pb correspondiente al vector PHYVV
A linealizado y purificado; en el carril 2 el fragmento del gen AaAlli de la misma manera que el

vector, esto para ser ligados en una relacion 1/3 de vector/inserto.

Se realizé la ligacion y transformacion en células de E. coli, las transformantes se cultivaron en
medio LB con ampicilina para realizar extraccion de ADN plasmidico y posteriormente la digestion
con Bam HI y Sma |, ademas de un PCR para validar el fragmento usando los oligonucle6tidos

especificos. MT 1 )

5000 pb

323 pb

Figura 3. 16 Comprobacidn de la construccion V-VIGS::AaAlli.
Carriles: MT, Marcador de tamafio; 1, digestion con Bam HI y Sma
I; 2, PCR de la construccién.
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Como se observa en la Figura 3.16; en el carril 1 existen dos bandas; la de mayor tamafio (5 000
pb) corresponde al vector PHYVV A, y la de 323 corresponde al fragmento del gen AaAlli. En el
carril 2 la banda de 323 pb corresponde a la amplificacion por PCR del fragmento; comprobandose

asi la construccion mediante PCR y digestion enzimatica.

Par realizar el silenciamiento se requiere también del componente B de PHYVV; por lo tanto, de
obtuvo PHYVV B transformando células quimicamente competentes de E. coli (DH5a) con ADN

almacenado en el laboratorio de Biologia Molecular.

Las transformantes se seleccionaron y resembraron en caldo LB con ampicilina, a este cultivo se
le realizd extraccion de ADN plasmidico y posteriormente electroforesis en gel de agarosa (Figura
3.17).

Figura 3. 17 ADN plasmidico de PHYVV B. Carriles: MT, Marcador de
tamafio; 1-2, ADN plasmidico de PHYVV B.
Las dos colonias seleccionadas muestran alta concentracion de ADN plasmidico, de ambas se tomo
1 pL para confirmar mediante digestion enzimatica, empleando la enzima de restriccion Bam HI.
En la Figura 3. 17 se observa que ambas colonias dos bandas, la banda del vector pBluescript de
aproximadamente 3 000 pb, la segunda banda de 2 571 pb que contiene al componente B de
PHYVV B.
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3000 pb
2571 pb

Figura 3. 18 Digestién con Bam HI de PHYVV B. Carriles: MT,
Marcador de tamafio; 1-2, digestiones de PHYVV B.

3.4 Interaccion planta-patogeno

Se realizd una interaccion para determinar la incompatibilidad entre Sclerotium cepivorumy Allium
ampeloprasum, utilizando como control, bulbillos de Allium sativum var Texcoco tipo Taiwan.

De Sclerotium cepivorum crecido en medio Czapeck durante 7 dias se tom6 un disco de
aproximadamente 1 cmy se colocé en un frasco que contenia un diente de ajo elefante o ajo comin
con raices generadas durante 3 dias; en ese punto se realiz6 la interaccidn entre ambos organismos
y se incubd a 16 °C, observandose el fenotipo a las 60 h y a los 22 dias después de interaccion. En

la Figura 3.19 se observan los resultados fenotipicos de dicha interaccion.
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Figura 3. 19 Interaccion planta-patdgeno a los 15 dias. a: Allium sativum var jaspeado-
Sclerotium cepivorum, b: Allium ampeloprasum-Sclerotium cepivorum.

Se pude observar en el panel que el ajo comun es susceptible a la pudricion blanca, a los 15 dias es
notoria la invasion del hongo causandole maceracion e incluso comienza con la formacion de
esclerocios. Por el contrario, en la especie resistente se logra distinguir en la parte radical poco
micelio, el cual logra invadir, pero a los 15 dias después de interaccidon no logra infectarlo. Este

resultado confirma que Allium ampelorasum L es resistente a la pudricion blanca

3.5 Expresion del gen AaAlli alas 60 h

El banco generado por Licona-Juarez en 2016 fue obtenido por Hibridacion Sustractiva bajo
condiciones de Supresion (SSH); a las 60 h de interaccion. Para confirmar la expresion diferencial

del gen AaAlli en Allium ampeloprasum; se realizé la interaccion durante el tiempo indicado.

Una vez transcurrido, se extrajo ARN total (Figura 3.20) y se corrio en electroforesis en gel de
agarosa desnaturalizante al 1.2 % y se observa la integridad de las subunidades ribosomales 28 S
y 18 S.
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Figura 3. 20 Extraccién de ARN total a las 60 h. Carriles; MT,
marcador de tamafio; 1-3, ARN de los ajos en interaccién.

Por lo tanto, se procedio a la sintesis de ADNc utilizando 1 000 ng de ARN total, se cuantifico en
Nanodrop 2000 y del ADN sintetizado se utilizaron 1 000 ng para realizar RT-PCR (Figura 3.21).

MT 1 2 3 4

500 pb
250 pb

496 pb
323 pb

Figura 3. 21 RT-PCR a las 60 h. Carriles; MT, Marcador de tamafio; 1,Control
positivo GAPDH; 2-4, RT-PCR de ajos en interaccion

La banda de 323 pb producto del RT-PCR confirma la expresién diferencial del gen AaAlli a las
60 h (Carriles 2-4) aunque comparado con el gen constitutivo GAPDH; la expresion de AaAlli es

menor.
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3.6 Silenciamiento del gen AaAlli

3.6.1 Confirmacion del silenciamiento del gen AaAlli a las 60 h mediante RT-PCR

Una vez confirmada la expresion diferencial del gen AaAlli, la construccion de V-VIGS::AaAlli y
los componentes silvestres; se procedi6 a inocular los ajos (3 silenciados y 3 controles) con 2.5 pg
de la construccion + 2.5 pg de PHYVV B silvestre para los ajos silenciados y 2.5 ug de PHYVV

A silvestre + 2.5 de PHYVV B silvestre para los controles del silenciamiento.

Una vez inoculados se colocd un disco de micelio de Sclerotium cepivorum B para la interaccion

y se incubaron a 16 °C.

Una vez transcurridas las 60 h se realizd extraccién de ARN total de los ajos y se cargd en

electroforesis de gel de agarosa desnaturalizante al 1.2 % (Figura 3.22).

MT 1 2 3 4 S 6

N W b ) S
-oe o

Figura 3. 22 Extraccion de ARN a las 60 h. Carriles; MT, Marcador de tamafio;
1-3, ARN de ajos no silenciados; 4-6, ARN de ajos silenciados.

En las 6 muestras las subunidades ribosomales 28 Sy 18 S se observan integras y la concentracion

de cada extraccion de muestra en la Tabla 3.2:
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Tabla 3. 2 Cuantificacion del ARN obtenido a las 60 h.

Tratamiento  Repeticion | Concentracién (ng/uL)

No silenciado 1 1182.6

No silenciado 2 2 206.5

No silenciado 3 28434
Silenciado 1 712.6
Silenciado 2 28724
Silenciado 3 6 396.6

Como indica en la metodologia se sintetiz6 ADNCc utilizando 1 000 ng de ARN. Dicho ADNc se

usé como molde para RT-PCR (Figura 3.23) utilizando 1 000 ng de cada muestra y del gen
constitutivo GAPDH como control.

500 pb

250 pb 323 pb
500 pb 496 pb
250 pb GAPDH

Figura 3. 23 RT-PCR del silenciamiento a las 60 h. Carriles; MT, Marcador de tamafio;
1-3, RT-PCR de ajos no silenciados; 4-6; RT-PCR de ajos silenciados. GAPDH en cada
carril como control.

Como se observa en la Figura 3.23 en los carriles 4-6; la expresion del gen AaAlli en los ajos

silenciados se ve disminuida comparado con los no silenciados, respecto al gen constitutivo
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GAPDH se observa un el panel inferior una banda de 496 pb expresandose constitutivamente en

todas las muestras silenciadas y no silenciadas.

El resultado de la disminucion de la expresion del gen silenciado coincide con lo reportado por
Portillo-Nava en 2012 con el gen AsPPR silenciado, asi como por lo reportado por Meza-Reyes
(2017) con los genes AaPPR, AaPR, ambos con el V-VIGS derivado del vector PHYVV en Allium

sativum blanco perla y Allium ampeloprasum elefante, respectivamente.

3.6.2 Fenotipo de los ajos a los 15 dias

Una vez confirmado el silenciamiento del gen mediante RT-PCR; para conocer el fenotipo
resultante del silenciamiento del gen AaAlli, se incubaron durante 15 dias los ajos en interaccién a

una temperatura de 16 °C en una camara de crecimiento Biotronette.

En la Figura 3.24 se muestran los resultados de la evaluacién fenotipica a los 15 dias después del
silenciamiento mas interaccion, en el panel a se observa un ajo susceptible (Allium sativum var
Texcoco tipo taiwan) infectado y macerado por Sclerotium cepivorum B, en el panel b se observan
la parte radicular necrética y de la misma forma la parte de la puya pero alin no se macera por
completo; en contraste, el ajo elefante no silenciado (c) fue resistente y no sufri6 maceracién

alguna.

Para confirmar lo observado se realiz6 la medicion de la fuerza aplicada para deformar a cada uno
de los ajos. Para ello; se registrd el primer punto en el cual hubo una caida de fuerza durante la

medicion de fuerza estandar (Figura 3.25) respecto a la deformacion del ajo.

Los datos de la fuerza necesaria para romper cada muestra de ajo, se registraron en la Tabla 3.3y
como se observa; los ajos susceptibles presentan mayor maceracion y por lo tanto requirié menor

fuerza, en contraste, los ajos no silenciados tienen los valores mas altos (130 — 161 N).
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Figura 3. 24 Evaluacion fenotipica a los 15 dias después de interaccion. a: Allium sativum var
Texcoco tipo Taiwan, b: Allium ampeloprasum silenciado, c: Allium ampeloprasum no
silenciado.

Tabla 3. 3 Resultados de la medicion de fuerza aplicada a los 15 dias después de interaccion.

Tratamiento Repeticion Fuerza (N)
Control 1 39.20
Control 2 18.69
Control 3 25.42

Silenciado 1 110.62
Silenciado 2 41.45
Silenciado 3 80.23

No silenciado 1 154.73

No silenciado 2 161.34

No silenciado 3 130.62
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Figura 3. 25 Deformacion generada por la fuerza aplicada sobre el ajo utilizando la maquina universal Zwick/Roell
Z050.

3.6.3 Fenotipo de los ajos a los 22 dias

Bajo las mismas condiciones descritas en el apartado 3.6.2, se evalud el fenotipo generado a los 22

dias después de la interaccion con Sclerotium cepivorum B.

En la Figura 3.26 se muestran los resultados de la evaluacién fenotipica a los 22 dias despues del
silenciamiento, en el panel a se observa un ajo susceptible invadido y macerado por Sclerotium
cepivorum B, en el panel b el ajo elefante silenciado mostré el mismo comportamiento; en contraste
el ajo elefante no silenciado (c) fue resistente y no sufrié maceracion, solo se observa el micelio

comenzando a invadir la raiz.
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En comparacion con el andlisis fenotipico a los 15 dias; el ajo susceptible en ambos casos se
observa macerado, el ajo elefante silenciado a los 15 dias esté infectado, macerado y con partes
necraticas, similar a los 22 dias que se observa maceracion incluso en la parte central y la formacion
de abundantes esclerocios El ajo no silenciado en ambos casos mostro resistencia observandose

solo el inicio de la invasion de la raiz (22 dias) por Sclerotium cepivorum B.

Este resultado confirma la resistencia de Allium ampeloprasum contra Sclerotium cepivorumy que
la construccion que no contiene ningun EST (PHYVV-ACap) no produce dafio (Figuras 3. 24 y
3.26 panel (c) al ajo.

La efectividad de PHYVV como vector de silenciamiento génico inducido por virus ha sido
reportado por Abraham-Juarez en el 2008 al silenciar los genes Comp, pAmt, y Kas en plantas de
chile (Capsicum anuum) y no observo sintomas por infeccion viral al inocular el vector (PHYVV)

vacio, resultados similares fueron obtenidos en el presente trabajo (Figura 3.26).

a b

= /
Figura 3. 26 Evaluacion fenotipica a los 22 dias después de interaccidn. a: Allium sativum var Texcoco

tipo Taiwan, b: Allium ampeloprasum silenciado, c: Allium ampeloprasum no silenciado.
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Como se indico el andlisis fenotipico a los 15 dias; se realiz6 la medicion de la fuerza aplicada para

deformar a cada uno de los ajos.

Tabla 3. 4 Resultados de la medicion de fuerza aplicada a los 22 dias después de interaccion.

Tratamiento Repeticion Fuerza (N)

Control 1 44,13
Control 2 40.62
Control 3 43.18
Silenciado 1 40.45
Silenciado 2 40.62
Silenciado 3 26.11
No silenciado 1 89.01
No silenciado 2 50.70
No silenciado 3 82.80

Los datos de la fuerza necesaria para romper cada muestra de ajo, se registraron en la Tabla 3.5y

como se observa; la repeticion 1 del ajo elefante no silenciado necesitd mayor fuerza por lo que se

confirma la nula maceracion ocasionada por Scerotium cepivorum B, en contraste, la repeticion 3

de los ajos silenciados mostré el mayor signo de maceracion y por lo tanto requirié menor fuerza.
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3.7 Andlisis estadistico

3.7.1 Analisis estadistico de los ajos a los 15 dias

Una vez observado el fenotipo resultante al silenciar el gen AaAlli, y registrada la fuerza necesaria

para deformar a los ajos, se realizd un ANOVA de un solo factor (Fuerza) y comparacién de medias

de Tukey con un nivel de

confianza de 95 %.

En los resultados de andlisis de varianza (Tabla 3.5), el valor de p=0.002 indica la existencia de

diferencias altamente significativas entre los tratamientos (silenciado, no silenciado y control).

Tabla 3. 5 Resultados del analisis de varianza a los 15 dias.

Fuente

GL | SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p

Silenciamiento 2 22 159 11 079.6 | 21.79 0.002
Error 6 3152 525.4
Total 8 25311
Mediciones de fuerza
160 - a
140
120 -
= 100 -
= b
N 80 A
T 60 -
40 b
20 -
0
Control Silenciado No silenciado

Figura 3. 27 Comparacion de medias de Tukey de la variable Fuerza a los 15 dias.

Valores co

n la misma letra son estadisticamente similares (o= 0.05).
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Durante la comparacion de medias de Tukey de los 3 grupos; como se indica en la tabla 3.5, los
datos tienen diferencias altamente significativas. De los cuales, los ajos no silenciados (Figura
3.27) tienen los valores mas altos (a), seguido de los silenciados y el control (b). Estadisticamente
respecto a la variable fuerza; los ajos silenciados tienen un comportamiento similar al control, lo

que confirma el fenotipo susceptible de Allium ampeloprasum L al silenciar el gen AaAlli.

3.7.2 Andlisis estadistico de los ajos a los 22 dias

Para confirmar si existen diferencias significativas entre la fuerza necesaria para deformar a los
ajos respecto a los tratamientos; se realiz6 un ANOVA de un solo factor (Fuerza) y comparacion
de medias de Tukey con un a de 0.05, utilizando el programa estadistico Minitab 19 y graficando

en excel.

En los resultados de andlisis de varianza (Tabla 3.6), el valor de p=0.022 indica la existencia de

diferencias significativas entre los tratamientos.

Tabla 3. 6 Resultados del analisis de varianza a los 22 dias.

Fuente GL \ SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p
Silenciamiento 2 2519.7 1259.8 7.63 0.022
Error 6 990.9 165.1
Total 8 3510.5
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Control Silenciado No silenciado

Figura 3. 28 Comparacion de medias de Tukey de la variable Fuerza a los 22 dias. Valores con la misma letra son
estadisticamente similares (o= 0.05).

En la comparacién de medias de Tukey (Figura 3.28), existen diferencias significativas entre los
3 grupos, sin embargo, no entre el ajo control (ab) y el ajo elefante.

Entre el ajo no silenciado (b) y el silenciado, existen diferencias significativas, lo cual indica la
maceracion del ajo elefante y por lo tanto el fenotipo susceptible generado a partir del
silenciamiento del gen AaAlli.
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CONCLUSIONES

V-VIGS derivado del begomovirus PHYVV dirige el silenciamiento del gen AaAlli en Allium

ampeloprasum L.

AaAlli le confiere resistencia a Allium ampeloprasum L ante Sclerotium cepivorum B, el

silenciamiento de dicho gen genera un fenotipo susceptible a la pudricion blanca.
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PERSPECTIVAS

Clonar el gen AaAlli para su secuenciacion.

Analizar el mecanismo antifingico de la alicina respecto a Sclerotium cepivorum B,
mediante el cultivo de dicho hongo a dosis conocidas de alicina y observacion al
microscopio.

Analizar la regulacion del gen Alli en Allium ampeloprasum L respecto a Allium sativum
L.

Realizar la construccién V-VIGS::AaAlli utilizando un fragmento de una regién 5no

traducida.
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