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Resumen

La bacteria Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis (Cmm) perteneciente a la
familia Microbacteriaceae, es la causante de la enfermedad conocida como cancer
bacteriano del jitomate. Esta enfermedad tiene gran importancia econdmica ya que causa
pérdidas en la produccion de jitomate en todo el mundo. Actualmente este problema tiene
un manejo preventivo a través de estrictas préacticas culturales y el uso de semillas
certificadas; el diagndstico aun tiene algunas limitaciones tales como baja sensibilidad y
especificidad. Tampoco existe actualmente una estrategia para el control del cancer
bacteriano, y dado que las practicas culturales no aseguran la ausencia de Cmm en los
cultivos de produccion de jitomate, esta enfermedad causa grandes pérdidas econdémicas.
Durante los ultimos afios se han identificado algunos factores de virulencia de Cmm
codificados en plasmidos y en el cromosoma; estudios recientes de gendmica,
transcriptomica y protedmica, han permitido conocer algunos de los eventos moleculares
durante la interaccion jitomate-Cmm, proporcionado informacién a nuevos genes que
podrian ser Utiles para el diagndstico de Cmmy un posible control de la enfermedad.
También se sabe que Cmm tiene una alta variabilidad genotipica y que hay cepas no
patogénicas. Con este proyecto se buscoé tener conocimiento sobre la naturaleza de Cmm
en invernaderos de alta tecnologia de la Republica Mexicana. Durante los ultimos 6 afos,
Langebio en colaboracion con empresas mexicanas productoras de jitomate ha realizado
investigacion en torno a Cmm, y actualmente se cuenta con una coleccion de mas de 500
cepas con variabilidad en su origen geografico, afio de aislamiento, caracteristicas
genotipicas y fenotipicas, variedad de jitomate del cual fueron aisladas. Ademas se cuenta
con una coleccibn de enddéfitos de jitomate, especificamente asociados al cancer
bacteriano. El presente trabajo describe un proceso de investigacion en el que se
desarrollaron estrategias de diagnéstico y control de la
bacteria Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis (Cmm), mediante la integraciéon
de datos gendmicos y fenotipicos. Se encontr6 que el cancer bacteriano puede ser
causado por un comportamiento tipo “anfibionte” de las bacterias que conforman el
microbioma del Jitomate: es decir, éstas incluido Cmm pueden actuar manera benéfica o
dafina para las plantas segun las condiciones. Ademas se plantea como implementar el
plan para el enriguecimiento de las bases de datos actuales de modo que los diagndsticos
realizados sean cada vez més certeros. Los resultados obtenidos en este proyecto asi
como la vinculacién con los productores de jitomate permitiran en el corto plazo, el
desarrollo de estrategias innovadoras, sustentables y con mayor efectividad para el
diagnostico molecular temprano y el control bioldgico, basadas en el conocimiento del
microbioma y sus interacciones. Como perspectiva, se pretende integrar los conocimientos
adquiridos en una estrategia de control y una de diagnéstico que el mercado actual
demanda, teniendo impacto econémico, ambiental y técnico.



Abstract

The bacteria Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis (Cmm) belonging to the
family Microbacteriaceae, is the cause of the disease known as bacterial cancer of tomato.
This disease has great economic importance as it causes losses in the production of
tomatoes around the world. Currently this problem has a preventive management through
strict cultural practices and the use of certified seeds; the diagnosis still has some
limitations such as low sensitivity and specificity. Nor is there a strategy for the control of
bacterial cancer at present, and since cultural practices do not ensure the absence of Cmm
in tomato production crops, this disease causes great economic losses. During the last few
years, some virulence factors have been identified for Cmm codified in plasmids and in the
chromosome; recent studies of genomics, transcriptomics and proteomics, have allowed us
to know some of the molecular events during the tomato-Cmm interaction, provided
information to new genes that could be useful for the diagnosis of Cmm and a possible
control of the disease. It is also known that Cmm has a high genotypic variability and that
there are non-pathogenic strains. With this project we sought to have knowledge about the
nature of Cmm in high tech greenhouses of the Mexican Republic. During the last 6 years,
Langebio, in collaboration with Mexican tomato-producing companies, has carried out
research on Cmm, and currently has a collection of more than 500 strains with variability in
their geographic origin, year of isolation, genotypic and phenotypic characteristics, a variety
of tomatoes from which they were isolated. In addition there is a collection of tomato
endophytes, specifically associated with bacterial cancer. The present work describes a
research process in which strategies of diagnosis and control of the bacteria Clavibacter
michiganensis subsp. michiganensis (Cmm), through the integration of genomic and
phenotypic data. It was found that bacterial cancer can be caused by an "amphibion" type
of bacteria that make up the tomato microbiome: that is, these included Cmm can act as a
beneficial or harmful way for plants according to conditions. It also considers how to
implement the plan for the enrichment of the current databases so that the diagnoses are
made more and more accurate. The results obtained in this project as well as the linkage
with the tomato producers will allow, in the short term, the development of innovative,
sustainable and more effective strategies for early molecular diagnosis and biological
control, based on the knowledge of the microbiome and its Interactions. As a perspective, it
is intended to integrate the acquired knowledge into a control strategy and a diagnostic
strategy that the current market demands, having economic, environmental and technical
impact.



Introduccioén

Descripcion del problema

Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis, es causante de la enfermedad
conocida como cancer bacteriano del jitomate. Este fitopatégeno, distribuido
mundialmente (Figura 1), tiene alta importancia econdmica por las pérdidas que
causa (Eichenlaub & Gartemann 2011). Desde que se reporté por primera vez en
Michigan, EUA, en 1910, se han registrado diferentes grados de pérdida: méas del
20 % en Ontario, Canadéa (Dhanvantari, 1989; Dhanvantari and Brown, 1993), 20-
30 % en Francia (Rat et al., 1991), 46 % en lllinois, EUA (Chang et al., 1992c).

Figura 1. Distribucion mundial de Clavibacter michiganensis subsp michiganensis.

http://www.plantwise.org/knowledgebank/pwmap.aspx?speciesid=10358&loc=global

Importancia econ6mica

México se consolido en 2014 como el primer exportador de jitomate del mundo, de
acuerdo al SIAP durante 2014 la produccién anual fue de 2.8 millones de toneladas
y en datos del sistema producto las exportaciones fueron de 20 mil mdp. Para
mantener la posicion privilegiada debemos ser pioneros en el manejo del cancer
bacteriano, el principal patégeno de jitomate en invernadero que puede llegar a
causar la pérdida total de la produccion (manual de plagas y enfermedades del
jitomate CESAVEG).

Mundialmente el jitomate es el segundo vegetal mas consumido después de la

papa (Foolad 2007). México es el principal proveedor de jitomate a Estados Unidos


http://www.plantwise.org/knowledgebank/pwmap.aspx?speciesid=10358&loc=global

de América: en términos de valor monetario con 80 % del total en 2009. Y en
términos de volumen con 88 % del total importado (Agricola el Rosal S.A. de C.V.,

comunicacion personal).

Para el afio 2020 se estima que la composicion en edad de la poblacion cambiara,
bajando el porcentaje de poblacion entre los 20 y 44 afios e incrementandose el
namero de personas de 45 afios en adelante. Se espera que este envejecimiento
poblacional genere un mayor consumo de frutas y verduras. EUA depende de las
importaciones para poder satisfacer la demanda de sus consumidores. En el 2007,
en EUA, el consumo per capita de jitomate fresco llegd a las 20.3 libras, siendo asi,
el cuarto vegetal mas popular para consumo en fresco tras la papa, la lechuga y la
cebolla (Agricola el Rosal SA de CV, comunicacion personal).

Considerando la importancia que el mercado del jitomate tiene para México en
términos econdmicos, y el riesgo de la infeccion por Clavibacter michiganensis
subsp. michiganensis, es necesario tener herramientas de diagndstico y control de
dicha bacteria, que si bien se ha venido controlando por préacticas culturales, en
algunos casos esto no llega a ser suficiente y resulta en grandes pérdidas

econOmicas y en la generacion de nuevos focos de infeccion.

El género Clavibacter

El género Clavibacter pertenece a la familia Microbacteriaceae, en la cual estan la
mayoria de los actinomicetos fitopatdgenos, tales como Arthrobacter,
Curtobacterium, Leifsonia y Rathayibacter. ElI género Clavibacter s6lo contiene una
especie validamente reconocida, Clavibacter michiganensis. Las primeras 5
subespecies que se describieron: Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis
(Cmm), Clavibacter michiganensis subsp. sepedonicus (Cms), Clavibacter
michiganensis subsp. nebraskensis (Cmn), Clavibacter michiganensis subsp.
tessellarius (Cmt), Clavibacter michiganensis subsp. insidiosus (Cmi). Cmm es el
causante del cancer bacteriano en el jitomate (Solanum lycopersicum) y una de las
bacterias patégenas mas importantes de este género (Eichenlaub & Gartemann
2011).Cms da lugar a la necrosis bacteriana en la papa (Solanum tuberosum). El
marchitamiento y el retraso en el crecimiento de la alfalfa (Medicago sativa) son

causados por Cmi. Dada la severidad de los dafios que causan, Cmm, Cms y Cmi



son consideradas por la Union Europea como organismos de cuarentena
http://lwww.eppo.int/ QUARANTINE/listA2.htm. Mientras que Cmn causa el
marchitamiento y el tizén en el maiz (Zea mays). En trigo (Triticum aestivum) Cmt
causa pecas y manchas en las hojas. Cmm es un bacilo aerobio, no tiene micelio ni
genera esporas, forma colonias mucoides y amarillas, por la presencia de

exopolisacéaridos y carotenoides respectivamente (Eichenlaub & Gartemann 2011).

Genomas y variabilidad genética de Cmm

El primer genoma de Cmm fue reportado en el afio 2008 (Gartemann et al. 2008), y
algunos otros genomas cercanos se han secuenciado también: Cmi (Lu, y col.,
2015), Cms (Bentley et al. 2008), Cmn (Tambong et al. 2015), Cmc (Oh et al.
2016), CF11 (Du Ying, Yuann Bo 2015), LMG 26808 (Zatuga et al. 2014).

00
Figura 2. Filogenia basada en el concatenado de genes conservados, donde se diferencian

las subespecies Clavibacter michiganensis.
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Estudios en la cepa de referencia Cmm NCPPB382 demostraron que posee dos
plasmidos circulares, pCM1 (Jahr et al. 2000) y pCM2 (Meletzus et al. 1993), los
cuales tienen un rol importante en la virulencia. El plasmido pCM1 posee el gen
celA que codifica para una endo-B- 1,4 glucanasa (Jahr et al. 2000), mientras que
el pldsmido pCM2 posee el gen patl que codifica una serinproteasa (Jahr et al.
2000). Se han identificado ademas, genes ubicados en el cromosoma como chpC,
una serin-proteasa y tomA que codifica una endo-1,4-B-xilanasa que pueden estar
involucrados en la invasion al tejido vegetal y/o en la supresién de las respuestas
de defensa (Kaup et al. 2005). Interesantemente tomA no se encuentra en las otras
subespecies de Clavibacter michiganensis, pero si se ha reportado el gen ortélogo
en Streptomyces turgidiscabies (Bignell et al. 2010) y en Fusarium oxysporum (Ito
et al. 2004). El gen tomA codifica para una proteina denominada tomatinasa, la
cual degrada la a-tomatina, una saponina que produce la planta de jitomate para
inhibir el crecimiento bacteriano (Kaup et al. 2005). Por otro lado, el analisis del
genoma reveld que la regidn comprendida entre los genes chp/tomA (1.9 kb), esta
involucrada en la patogenicidad; en esta region hay genes que codifican
serinproteasas, reguladores, transportadores y en su mayoria genes involucrados

en el metabolismo de carbohidratos (Gartemann et al. 2008).
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Figura 3. Regién de genes de patogenicidad en el genoma de Cmm

Recientemente se han hecho estudios de la variabilidad genética de Cmm en

diversos paises como Iran (Nazari et al. 2007), Lituania (Burokiené 2006), Israel



(Kleitman et al. 2008) y las Islas Canarias (De Ledn et. al., 2009). Sin embargo, no
se ha encontrado correlacion directa entre los haplotipos encontrados y sus
caracteristicas de origen o virulencia, lo cual sugiere la existencia en Cmm de
capacidades eficientes de adaptacibn que le permitira colonizar nuevos
hospederos, tal es el caso del aislamiento de variantes fenotipicas de Cmm en
Capsicum annuum, que se diferencian fenotipicamente y genotipicamente de las
aisladas de jitomate (Yim et al. 2012). En Michigan, el primer lugar donde se
reportd la presencia de Cmm, se realizé un estudio de genética de poblaciones
tomando en cuenta seis genes de virulencia, los resultados mostraron que las
poblaciones de Cmm tienen una estructura poblacional segun su origen geografico,
y los autores sugieren una seleccion positiva y un bajo flujo génico actuando en

esas poblaciones (Quesada Ocampo, y col. 2012).

Con el objetivo de encontrar variaciones genémicas asociadas con la virulencia en
cepas de Cms se realiz6 un analisis de huella genémica. Se encontré baja
variacion entre cepas pero un grado de diferenciacion entre las cepas virulentas y
las avirulentas (Brown et al. 2002). El analisis de gen6mica comparativa entre
Cmm y Cms, revelé que aungque son subespecies muy cercanas, existe un gran
namero de genes especificos de cada especie, lo cual probablemente contribuya
con su especificidad de hospedero (Bentley et al. 2008). En cuanto a Cmn, se
analizé la diversidad genética y la estructura poblacional en cepas aisladas entre
los afios 1969 y 2009, encontrandose baja similitud, y ninguna relacion con la
patogenicidad. En general no existe correlacion entre el origen, historia o
morfologia de estas cepas, indicando posiblemente una historia reciente de

evolucion en Cmn (Agarkova et al. 2011).

Para conocer la diversidad de cepas no patogeénicas, se llevo a cabo un estudio en
el que 20 cepas aisladas de semillas y plantas asintomaticas, estas cepas no
fueron capaces de producir sintomas en plantas inoculadas, los analisis de
secuencias de gyrB y dnaA mostraron que pertenecen al clado de Clavibacter

michiganensis pero son distinguibles de Cmm (Zaluga et al. 2013).
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Sintomatologia

La enfermedad causada por Cmm en su interaccién con el jitomate, provoca
sintomas caracteristicos: costras es los frutos conocidas como ojo de pajaro; en las
hojas se presenta flacidez, areas necroticas, pudricion y manchas amarillas asi
como marchitez unilateral; en los tallos hay decoloracién, mancha amarillas y
chancros; también se ve retrasado el crecimiento de la planta y finalmente muere

(http://www.plantwise.org/KnowledgeBank/Datasheet.aspx?dsID=15338). Cmm es considerado

como un organismo biotrofico, al menos en las etapas tempranas de la enfermedad

(Eichenlaub & Gartemann 2011), sin embargo puede sobrevivir por largos periodos

de tiempo en el suelo cuando se asocia a restos vegetales, generando un foco de

infeccion latente (Jahr et al. 1999).

Figura 5. Sintomas causados por Cmm. A: Flacidez en hojas, B: Marchitez unilateral. C, D, E:

Necrosis en tallos.
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Figura 6. A: corte horizontal del tallo de una planta infectada con Cmm. The xylem vessel in
the middle shows two tylosis bulging into the lumen of the vessel. This is a potential
diference reaction of the plant to prevent the spreading of the bacteria. Light microscopy
x600. B: Corte longitudinal del xilema, de una planta de jiotmate infectada con Cmm,
microscopia electronica.

Figura 7. Sintomas en plantas de jitomate después de infeccion con Cmm. A: Pudricion
bacteriana. B: Chancro en el tallo. C: Ojo de pajaro. D: Corte en el xilema visto con
microscopia, la pared estd parcialmente destruida, se muestran agregados de bacteria.
(Gartemann et al. 2003).

La infeccién en la planta ocurre a través de heridas, aunque las bacterias también
pueden penetrar por estomas e hidatodos de las hojas para después establecerse
como una infeccion sistémica en el xilema (Carlton et al. 1998). Después de
algunos dias, las plantas desarrollan los sintomas caracteristicos del cancer
bacteriano. Durante una infeccion latente los sintomas no estan presentes o
pueden ser mas ligeros, en estos casos las semillas infectadas resultan la principal
forma de propagacion de la enfermedad.



Mecanismo de infeccion

Cmm posee dos plasmidos, pCM y pCM2, CelA que codifica para una celulasa se
encuentra e pCM1 y Patl que codifica una serin proteasa se localiza en pCM2. En
la cepa no virulenta CMM100 se vio que la insercion de cada uno de estos genes

por separado puede convertir a la cepa en virulenta (Gartemann et al. 2003).

La biologia del jitomate

El jitomate (Solanum lycopersicum) es una planta perteneciente a la familia de las
solanaceas y es hospedero de mas de 200 especies patdégenas que pueden causar
pérdidas econdémicas mundialmente, por ello un objetivo del mejoramiento del
jitomate ha sido tener cultivos resistentes a patdgenos. Para contrarrestar las
pérdidas se ha recurrido al uso intensivo de compuestos quimicos como pesticidas
o fungicidas, sin embargo estos métodos no han sido completamente efectivos,
aumentan costos de produccion y no todos son aceptados por ley, sumado a que

son de riesgo para los trabajadores, los consumidores y el ambiente.

Una alternativa al uso de agroquimicos es contar con cultivares de jitomate
resistentes a estrés tanto bidtico como abiotico (Bai & Lindhout 2007). Comparado
con el rico reservorio de las especies silvestres, los cultivares de jitomate
domesticado son genéticamente pobres, se estima que los genomas de cultivares
de jitomate contienen menos del 5 % de variacién genética. La domesticacion ha
generado un rango amplio de variacibn morfolégica distinguiéndose de sus

ancestros silvestres (Bai & Lindhout 2007).

Recientemente, el genoma del jitomate fue reportado, esta formado por 12
cromosomas Y fueron predichos 34 727 genes que codifican proteinas. Este hecho
es de gran importancia pues sera una herramienta para estudios de mejoramiento

genético basados en la biodiversidad. (Sato et al. 2012).

Interaccién planta-microorganismo

Las plantas son una rica fuente de nutrientes y agua para los microorganismos, y a
menudo son infectadas por muchas bacterias patdgenas, causando serias
consecuencias econdmicas. Estos patdgenos son difundidos por viento, lluvia,

insectos 0 practicas de cultivo; entran en los tejidos vegetales por heridas u



orificios naturales como los estomas, ocupando los espacios intracelulares
(apoplasto) o el xilema. El control de las enfermedades bacterianas es soélo
parcialmente efectivo, por lo que se ha hecho investigacion que ayude a elucidar
aspectos fundamentales de la patogénesis microbiana y la respuesta del
hospedero, permitiendo desarrollar métodos de control efectivos y sustentables.
Las plantas tienen una compleja pared celular que las bacterias deben superar
para obtener agua y nutrientes, atacando a esta barrera con factores de virulencia

extracelulares como enzimas que degradan la pared celular.

Las plantas constituyen vastos y diversos nichos para organismos endofitos
(microorganismos que no causan dafio a su hospedero e incluso pueden proveerle
beneficios). En general las bacterias endofiticas tienen densidades de poblacion
menores que las bacterias rizosféricas o las bacterias patdgenas. No se sabe cémo
es que las comunidades de endofitos interactian dentro de la planta, aunque se ha
especulado que los efectos benéficos son la combinacion del efecto de sus
actividades (Rosenblueth & Martinez-Romero 2006).

Estudios han determinado que la presencia de diferentes especies endofiticas
dependen del genotipo, edad de la planta, del tipo de tejido muestreado y de la
temporada del aislamiento. Se ha encontrado también que las poblaciones de
especies endofiticas en las plantas dependen de la especie vegetal y de la etapa
de desarrollo de la planta hospedera, entre otros factores (Rosenblueth & Martinez-
Romero 2006).

Estudios moleculares de la diversidad bacteriana endofitica han mostrado que hay
una gran riqueza de este tipo de especies. Algunos enddfitos son transmitidos por
semillas y otros tienen mecanismos para colonizar las plantas. Los genes de las
plantas expresados en presencia de endofitos proporcionan indicios acerca de los

efectos de los endéfitos en las plantas (Rosenblueth & Martinez-Romero 2006).

Interaccion jitomate-Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis
Se ha monitoreado la expresion génica de la planta de jitomate durante la
enfermedad causada por Cmm, encontrandose que se inducen genes relacionados

con la defensa, produccion de radicales libres de oxigeno, sintesis de hormonas e



induccion de genes involucrados en la sintesis de etileno (una hormona implicada
tanto en respuestas de defensa como de susceptibilidad a patégenos). Sin
embargo, la contribucion del etileno en el desarrollo del cancer bacteriano adn no
es claro (Balaji et al. 2008; Passam et al. 2007). Se conoce poco acerca de la
interaccion de jitomate-Cmm. Al respecto, la construccién de una cepa de Cmm
bioluminiscente ha permitido conocer sobre el movimiento sistémico de la bacteria
desde la semilla a la plantula (Xu et al. 2010). En un estudio reciente, se encontrd
gue la planta genera una respuesta a la interaccién produciendo fosfatasas,
guinasas, fosfolipasas, enzimas involucradas en el metabolismo de metionina y en

la biosintesis de etileno y peroxidasas, entre otras (Savidor et al. 2012).

Figura 8. Movimiento sistémico de Cmm, visto con luminiscencia.

En este mismo estudio, se encontraron algunas proteinas de Cmm que pueden ser
responsables del establecimiento de la enfermedad, especificamente miembros de
las familias de serinproteasas como Ppa, Sbt y Chp, junto con xilanasas, pectato
liasas y otras hidrolasas, involucradas en degradacion de pared celular vegetal
para la colonizacion de tejidos. (Savidor et al. 2012). Al analizar el transcriptoma de
Cmm durante la interaccién con su hospedero, se encontré la induccion de genes
gue codifican para polisacaridos extracelulares, proteinas de superficie y una
posible perforina (CMM_2382), la cual puede ser un nuevo factor de virulencia
(Flhgel et al. 2012).

En conjunto, estos estudios proporcionan informacion adicional referente a qué
genes seleccionar para el diagnostico de Cmm y cuales son los mecanismos
moleculares de defensa que se activan en la planta, proporcionando informacién
relevante para el desarrollo de una estrategia de control. Sin embargo, es

necesario realizar este tipo de estudios con cepas silvestres de Cmm debido a que



s6lo se tiene informacion de la cepa de referencia NCPPB382 (Gartemann et al.
2008).

Se ha visto como una posibilidad la transformacion genética de plantas de jitomate
para que tengan resistencia a la infeccibn por Cmm, una variedad de jitomate fue
transformada insertdndole dos genes: Snakin-2 (SN2), un péptido rico en proteinas
con espectro antimicrobiano in vitro y extensin like protein (ELP), una glicoproteina
rica en hidroxiprolina, componente de membrana. Estas lineas mostraron
tolerancia y un retardo en la aparicion de los sintomas por la infeccion con Cmm,

comparado con las plantas no transformadas (Balaji & Smart 2012).

Endoéfitos

Algunos endofitos estan en la semilla (asi aseguran su presencia en las nuevas
plantas) y otros tienen mecanismos para colonizar las plantas. Los enddfitos
promueven el crecimiento de la planta (fijacion de nitrdgeno o produccién de
fitohormonas), suprimen patdgenos, pueden ayudar a remover contaminantes,
solubilizan fosfato, contribuyen con la asimilacion de nitrégeno por las plantas. Se
ha especulado que el efecto benéfico es el resultado de sus interacciones. En soya
por ejemplo, la presencia de endoéfitos, depende del genotipo de la planta, edad,
tipo de tejido, época de muestreo. Endofitos de la papa han mostrado actividad
antagonista a hongos patégenos y también inhiben patdgenos bacterianos de los
géneros Erwinia y Xanthomonas. Los enddéfitos pueden expresan sus genes
diferencialmente dependiendo de la colonizacién, estimular el crecimiento, suprimir
patdbgenos o producir diferentes sustancias (Rosenblueth & Martinez-Romero
2006).

Algunos endofitos parecen ser patdgenos latentes y la infeccion puede
establecerse bajo ciertas condiciones, puede deberse a la presencia de otros
microorganismos interaccionando con el enddfito. Herbaspirillum rubrisubalbicans
puede causar mild mottled stripe en la cafia de azlcar pero no en todas las
variedades. Ademas en el caso de patdgenos de humanos que se comportan como

oportunistas, como el caso de cepas de Salmonella.



Microbioma del jitomate

Ottesen y col., publicaron en el 2012 un estudio acerca de la composicion del
microbioma del jitomate, en el que se buscaba Salmonella, se analiz6 la
composicién del microbioma por secciones: raices, frutos, hojas, flores; del DNA
total de cada una de estas partes se amplificaron regiones 16S y 18S para
identificar a los microorganismos presentes. Este estudio es de gran importancia ya

gue nos permite conocer el microbioma nativo de las plantas de jitomate.

TOMATOES

ROOTS

Figura 9. Diversidad bacteriana en raices, hojas, tallos, frutos y flores de plantas de jitomate,
usando 16SrRNA.

Microorganismos antagonistas
Se ha explorado la capacidad de algunos microorganismos de inhibir el crecimiento
de Cmm, (Boudyach et al. 2001), Bacillus subtilis (Jung et al. 2014), Pseudomonas



sp. (Lanteigne et al. 2012). En nuestra investigacion se han aislado
microorganismos del microbioma del jitomate como potenciales inhibidores del
crecimiento de Cmm, presentando como ventaja su capacidad de colonizar la
planta. Otra fuente de microorganismos inhibidores del crecimiento de Cmm son
los aislados de suelo, ya que se ha encontrado que algunos de estos

microorganismos tienen la capacidad de inhibir a Cmm.

Control actual

Michigan contintda sufriendo pérdidas esporadicamente, lo que puede llegar a
costar hasta $300,000 para un productor en un solo afio. La aplicacion del
hidréxido de cobre, estreptomicina y mancozeb ha demostrado que una aplicacién
a plantulas, puede reducir la cantidad de pérdidas (Hausbeck et al. 2000).

Para controlar la enfermedad se han usado antibiéticos y sales de cobre pero no
han sido efectivos, ademas del dafio ambiental que causan. Un método efectivo de
prevencion es el uso de semillas certificadas, medidas de higiene basadas en
estrictas practicas culturales y la erradicacion de las plantas infectadas; de aqui la
importancia que existan métodos eficientes y de alta sensibilidad para el

diagnoéstico temprano de la enfermedad.

Recientemente se encontré que el bacteriofago CMP1 tiene enzimas con
propiedades bacterioliticas especificas para Cmm, ademas de no afectar a otras
bacterias del suelo por lo que puede ser una posible herramienta para el biocontrol
de Cmm (Wittmann et al. 2011).

Actualmente para la prevencién y manejo del cancer bacteriano se recomienda el
uso de semillas certificadas y de practicas culturales desde la produccion de
plantula como de fruto. Se han utilizado también antibiéticos, hidroxido y sulfato de
cobre, entre otros, pero no son totalmente efectivos (Hausbeck et al. 2000).
Recientemente se ha explorado sobre la capacidad de algunos microorganismos
de inhibir el crecimiento de Cmm (Jung et al. 2014) (Deng et al. 2015) (Lanteigne et
al. 2012).



Un aspecto importante a considerar para el establecimiento de medidas de control
y diagnéstico de fitopatdgenos, es conocer la epidemiologia y diversidad genética
del agente etiolégico en cuestién, ya que son aspectos que tendran un impacto
directo en la efectividad de dichas estrategias, lo cual es un objetivo del presente

trabajo.

Diagnostico
Es importante generar un método de diagnéstico que distinga cepas de Cmm no
patogénicas, pues podrian causar falsos positivos y hacer que se descarten lotes

de semillas sanas (Yasuhara-Bell & Alvarez 2015).

Uno de los principales problemas es la dificultad para detectar la bacteria en
etapas tempranas de la enfermedad y para hacerlo de manera precisa evitando
falsos positivos 0 negativos. Los meétodos utilizados incluyen desde pruebas
inmunoldgicas que no tienen la sensibilidad suficiente hasta algunas técnicas
moleculares que no poseen la especificidad necesaria (de Le6n et al. 2006;
Kokoskova et al. 2010; Cho et al. 2012).

Los métodos convencionales usados para la deteccidén e identificacibon de Cmm
incluyen pruebas bioquimicas, ensayos seroldgicos y perfiles de metabolismo de
acidos grasos. Estos métodos tienen importantes limitaciones, tales como baja
sensibilidad y especificidad, ademéas de que son tardados de realizar (Cho et al.
2012). Para la detecciéon de Cmm por PCR se han usado oligonucle6tidos como
CMM-5 y CMM-6 que amplifican una region de patl, pero tienen la desventaja de
gue al ser de una region de plasmido puede dar falsos negativos, dada la movilidad

e inestabilidad de los plasmidos (Dreier et. al., 1995).

En un estudio comparativo se mostro la sensibilidad y especificidad de métodos
inmunoldgicos y PCR en el diagnéstico de Cmm, mostrando que el limite de
deteccién de los inmunnodiagndsticos es de 106 UFC/mL, mientras que con PCR
desde 104 UFC/mL son detectables. Es decir, la PCR es de 10 a 100 veces mas
sensible que los inmunnodiagndésticos. Ademas con los inmunnodiagnésticos se

obtienen inespecificidades, al dar reaccién cruzada con otras subespecies de



Clavibacter michiganensis, Curtobacterium flaccumfaciens y Dickeya sp.,
(Kokoskova et al. 2011).

Tomatinasa

Muchos hongos patdgenos de jitomate producen enzimas extracelulares, llamadas
tomatinasas. Tomatinasa degrada la alfa-tomatina en tomatidina (Td) vy
Lycotetraosa (Lt), sus roles fisiolégicos en la interaccidon planta patégeno aun son
desconocidos. Td y Lt suprimen el -oxidative burst- el cual se piensa que se
requiere para las respuestas subsecuentes de defensa en muchas especies de
plantas (Ito et al. 2004).

Michiganina

Las moléculas secretadas por bacterias, sean antibioticos o bacteriocinas pueden
tener un papel en la competencia, sefalizacion, virulencia y esporulacion
(Holtsmark et al. 2008). La michiganina A, lantibiético de tipo B, es una bacteriocina
producida por Cmm, recientemente fue reportada su purificacion y secuencia y se
vio que inhibe el crecimiento de Clavibacter michiganensis subsp sepedonicus, por
lo que puede tener un papel en su control biolégico (Holtsmark et al. 2006). Se
sabe que los genes que codifican para la michiganina: clvA, clvF y clvG son Unicos
de Cmm y no en otras subespecies de Clavibacter ni en otros géneros de bacterias

asociados a plantas (Yasuhara-Bell et al. 2014).

Analisis “6micos” en bacterias

Para evaluar por completo los sistemas bioldgicos y sus respuestas a factores
ambientales, es necesario conocer la complejidad de las interacciones moleculares
gue ocurren en la célula, para esto se hacen caracterizaciones fenotipicas y se
cuantifica ADN, mARN, proteinas y metabolitos, asi como su interaccion. Para lo
cual se han desarrollado las llamadas tecnologias “Gmicas” como gendmica
(determinacion y mapeo de secuencias de ADN), transcriptomica (nivel de
transcripcion de ARN), protedmica (medida de la abundancia de proteinas),
interactomica (interaccion molecular) y metabolémica (abundancia de metabolitos
celulares). Pero ninguna de estas tecnologias por si sola es suficiente para
caracterizar la complejidad de los sistemas biolégicos (Zhang et al. 2010). El

desarrollo y bajo costo de nuevas tecnologias “dmicas” ha proporcionado mucha



informacion sobre genomas, necesitando de forma paralela del desarrollo de

técnicas bioinformaticas para su analisis.

Las nuevas técnicas de secuenciacion de ADN son rapidas y de alto rendimiento,
tanto que los proyectos de secuenciacion que parecian tardar muchos afios con el
método Sanger (Sanger y col., 1977), ahora pueden realizarse en pocas semanas.
Un factor limitante de las nuevas tecnologias es el alto costo para generar
secuencias con alto rendimiento, la reduccion de errores en la secuenciacion es

otro factor, asi como las lecturas de corta longitud, entre otras (Ansorge, 2009).

La técnica denominada MALDI-TOF (Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization
Time-Of-Flight) ha contribuido al entendimiento de la quimica de las proteinas y la
biologia celular, identifica proteinas que se extraen de la célula, obteniéndose una
huella en forma de espectros, donde se visualizan sus masas. Esta técnica ha sido
aplicada recientemente para la caracterizacién taxonémica de microorganismos,
también se ha usado como herramienta de diagnéstico; dentro de sus ventajas
estd que las muestras pueden ser procesadas sin previa separacion por
cromatografia o electroforesis, la comparacion de los espectros de masas con
secuencias gendmicas enfatiza la validez de los patrones de picos como

marcadores taxonomicos (Welker, 2011).



Antecedentes

Desde 2010, se comenzd con la construccion del cepario de Cmm, haciendo
diagndstico a plantas de jitomate con sintomas de cancer bacteriano. Las cepas
fueron seleccionadas haciendo crecer colonias en el medio semiselectivo CMM1, a
partir de tejido vegetal infectado; las colonias con el morfotipo de Cmm que
amplificaron el gen tomA se consideraron como positivas. Durante la conformacion
del cepario han participado: Dr. José Pablo Lara Avila, Dra. Karina Verdel Aranda,
M.C. Hilda Eréndira Ramos Aboites.

Figura 10. Construccion del cepario de Cmm. A: Plantas de jitomate infectadas. B:
Aislamiento de colonias de Cmm. C: PCR de genes especificos de Cmm.

Las primeras 20 cepas fueron caracterizadas fenotipicamente, y se secuenciaron 2
genomas, para conocer la diversidad genotipica y fenotipica que ya habia sido
reportada en colecciones de otros lugares: se han hecho estudios de la variabilidad
genética de Cmm en diversos paises como Iran (Nazari et al. 2007), Lituania
(Burokiené 2006), Israel (Kleitman et al. 2008) y las Islas Canarias (De Leon y col.,
2009). Sin embargo, no se ha encontrado correlacion directa entre los haplotipos
encontrados y sus caracteristicas de origen o virulencia, lo cual sugiere la
existencia en Cmm de capacidades eficientes de adaptacién que le permitira
colonizar nuevos hospederos, tal es el caso del aislamiento de variantes
fenotipicas de Cmm en Capsicum annuum, que se diferencian fenotipicamente y
genotipicamente de las aisladas de jitomate (Yim y col.,, 2012). En Michigan, el
primer lugar donde se reportd la presencia de Cmm, se realizé un estudio de
genética de poblaciones tomando en cuenta seis genes de virulencia, los
resultados mostraron que las poblaciones de Cmm tienen una estructura

poblacional segun su origen geografico, y los autores sugieren una seleccién



positiva y un bajo flujo génico actuando en esas poblaciones (Quesada-Ocampo y
col., 2011). Es importante tener en cuenta esta diversidad para la correcta

seleccion de marcadores empleados en el diagndstico molecular.

Con el apoyo del CESAVEG, logramos iniciar una coleccion con 20 cepas
mexicanas de Cmm en un periodo aproximado de 2 afios (2010-2012). En este
periodo, se desarrollé6 una metodologia molecular para el diagndstico por PCR de
cancer bacteriano del jitomate, logrando sustituir para la empresa la prueba
inmunoldgica. El gen utilizado para diagnosticar la presencia de Cmm en esta
etapa, fue el que se suponia especifico de esta bacteria, tomA, que codifica para
una endo 1,4-B-glicosidasa. Posteriormente, nuestros estudios gendmicos
demostraron que Cmm no es la Unica bacteria poseedora de esta secuencia
génica, lo que ha dado lugar a una serie de planteamientos que se desarrollan mas

adelante.
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Partiendo de las secuencias completas del gen 16S rRNA, se realizd una
reconstruccion filogenética que mostré alta variabilidad genética entre las cepas;
esto fue congruente con un analisis de electroforesis de campo pulsado (PFGE), el
que reveld una diversidad del 83% a nivel de cromosoma, concluyéndose que
existia en potencia una alta dinamica genémica como respuesta a procesos de

adaptacion a condiciones de invernadero en México.

Por otro lado, se evalu6 el grado de resistencia y susceptibilidad a antibiéticos y
productos agroquimicos de las 20 cepas aisladas. Los antibidticos analizados
fueron la Higromicina B, Cloranfenicol, Apramicina, Kanamicina, Ampicilina y
Tioestrepton; ademas de la Gentamicina y Estreptomicina, y los desinfectantes

agroquimicos VirkonS y Gerklin, éstos de uso comercial.

Estos estudios demostraron que las cepas analizadas poseen diferente grado de
respuesta a antibiéticos y agroquimicos, destacandose la resistencia en algunos
casos a antibiéticos que pertenecen a la familia de los aminoglucésidos (por
ejemplo, apramicina y gentamicina), los cuales son usados en condiciones de
produccién. Se confirmd, sin embargo, que VirkonS y Gerklin tuvieron el mismo
efecto de inhibicion en todas las cepas, por lo que se recomendoé el uso de éstos
en los procesos de desinfeccion de maquinaria, herramientas y estructuras, asi
como limitar el uso de antibiéticos comerciales pertencientes a los aminoglucésidos
(Figura 11).
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Figura 11. Dendrograma de inhibicion de Cmm por diferentes agentes. El color negro
significa resistencia y las tonalidades de verde son mas claras cuando la inhibicion es
mayor, la escala es la distancia euclidiana. Horizontalmente se observa la variacion entre

cepas y verticalmente las diferencias entre agentes de inhibicién.



Al analizar el grado de virulencia de seis aislados de Cmm en cultivares de jitomate
de tres cultivares distintos, inoculando plantulas de cada cultivar de
aproximadamente 30 dias de edad, en condiciones semi-controladas de
laboratorio, se evalu6 el dafio producido hasta los 20 dias post-infeccion (dpi). Un
cultivar mostrd sintomas al dia siguiente de la infeccién, lo cual sugiere un grado
de susceptibilidad mayor que el de los otros dos. El indice de virulencia de cada
cepa proporciona informacion acerca del dafio en el tejido vegetal que produce
cada cepa en un determinado lapso de tiempo, lo cual se podria traducir al estadio
de la infeccion. Algo muy interesante es que una de las cepas resultdé mas agresiva
solo en uno de los cultivares, y fue la menos agresiva en los otros dos. Esto
sugiere la existencia de factores de virulencia en las cepas mexicanas que no han
sido reportados en la cepa de referencia Cmm NCPPB382 y/o elementos de
regulacion génica cuya actividad biologica pueda ser diferente en cada cultivar. Se
seleccionaron dos cepas de Cmm para secuenciar sus genomas, encontrando que
en comparacion con la cepa NCPPB382 presentan una alta variabilidad a nivel de

genoma, figura 12.

NCPPB382

Figura 12. Comparativa gendémica, que revela algunas regiones diferenciales entre cepas de
Cmm. Los nameros indican la regién que se describe en la tabla.

Durante el analisis de cepas de un invernadero se encontré que habia cepas con
las caracteristicas morfolégicas de Cmm, y tenian el gen tomA, amplificado por

PCR, pero una vez secuenciado su genoma se vio que se trataba de otros



géneros, estas resultaron de importancia dada su abundancia en los tejidos de las
plantas enfermas, sus caracteristicas morfologicas y la presencia del gen tomA,
gue hasta ahora no se habia encontrado en cepas cercanas a Cmm, solamente en

Streptomyces scabies (Seipke & Loria 2008).

Se continué con el aislamiento de Cmm de plantas de jitomate con cancer

bacteriano, con el medio semiselectivo CMM1, tabla 2.

Tabla 2. Cepas aisladas en este proyecto, de plantas de plantas enfermas, de invernaderos de alta
tecnologia.

Genome

. Fecha de . Job ID RAST
Identidad 16S Estado X i clvF-clvG Genoma sequencing .
aislamiento methodology Annotation

Mic79 Clavibacter michiganensis si Michoacan ago-13 NE NE NE
Mic80B  Clavibacter michiganensis st Michoacan ago-13 NE NE NE

Mic84B  Curtobacterium citreum_100 Michoacan nov-13 NE si MiSeq 301131
Mic85C  Clavibacter michiganensis st Michoacdn nov-13 NE NE NE
Mic86A  Clavibacter michiganensis st Michoacan nov-13 + NE NE
Mic86B  Clavibacter michiganensis st Michoacan nov-13 NE NE NE
Mic87A  Clavibacter michiganensis st Michoacan nov-13 + NE NE
Mic87B  Clavibacter michiganensis st Michoacan nov-13 + NE NE
Mic87C  Clavibacter michiganensis st Michoacan nov-13 NE NE NE
Mic87D  Clavibacter michiganensis s1 Michoacan nov-13 NE NE NE
Mic87E  Clavibacter michiganensis st Michoacan nov-13 NE NE NE
Mic87F  Clavibacter michiganensis st Michoacan nov-13 NE NE NE
Mic87G  Clavibacter michiganensis st Michoacan nov-13 + NE NE
Mic91A  Clavibacter michiganensis st Michoacan nov-13 NE NE NE
Mic91B  Clavibacter michiganensis st Michoacan nov-13 NE NE NE
Mic91C  Clavibacter michiganensis st Michoacan nov-13 NE NE NE

Mic93B  Clavibacter michiganensis st Michoacdn nov-13 NE si MiSeq 175718
Mic94  Clavibacter michiganensis s\ Michoacdn nov-13 NE NE NE
Mic95 Clavibacter michiganensis si Michoacan nov-13 NE NE NE
Mic96A  Clavibacter michiganensis s1 Michoacan nov-13 NE NE NE
MicB Clavibacter michiganensis si Michoacan nov-13 NE NE NE
Mic97A  Clavibacter michiganensis st Michoacan nov-13 + NE NE
Mic97B  Clavibacter michiganensis st Michoacan nov-13 NE NE NE
Mic99A  Clavibacter michiganensis st Michoacan nov-13 NE NE NE
Mic99B  Clavibacter michiganensis st Michoacan nov-13 NE NE NE
Micl00A Clavibacter michiganensis st Michoacan nov-13 + NE NE
Mic100B  Clavibacter michiganensis st Michoacan nov-13 + NE NE
Mic103  Clavibacter michiganensis st Michoacan dic-13 NE NE NE

Micl06A  Micrococcus luteus strain Nt Michoacan mar-14 NE NE NE 300756
Micl06C  Clavibacter michiganensis s\ Michoacan mar-14 NE NE NE
Mic106D  Clavibacter michiganensis si Michoacan mar-14 NE NE NE
Micl06E  Clavibacter michiganensis st Michoacan mar-14 NE NE NE
Micl06F Clavibacter michiganensis s\ Michoacan mar-14 + NE NE
Mic106G  Clavibacter michiganensis st Michoacan mar-14 NE NE NE
Mic106l  Clavibacter michiganensis si Michoacan mar-14 NE NE NE
Micl06L  Clavibacter michiganensis st Michoacan mar-14 + NE NE




Hipotesis
El cancer bacteriano del Jitomate, causado por Cmm, estd mediado por otras

bacterias que también se comportan como anfibiontes.

Objetivo general

Explorar el microbioma de plantas de jitomate asintomaticas y con céancer
bacteriano, para elucidar estrategias de diagnostico y control de Cmm.

Objetivos particulares

e Seleccionar muestras de semillas, plantas enfermas, y plantas asintomaticas
y aislar sus endofitos.

e Secuenciar 16S de cepas seleccionadas.

e Hacer andlisis genémicos de cepas seleccionadas de Cmm y de otras
bacterias del microbioma del jitomate.



Meétodos

Formato de solicitud de diagndstico

Se elaboré un formato para que los productores soliciten el diagnostico, en el que
se incluyen los siguientes datos: fecha de toma de la muestra, fecha de envio,
parte vegetal enviada, variedad de jitomate, sintomas observados, edad de la
planta, localizacion de la planta en el invernadero, del solicitante: nombre, correo

electrénico, teléfono.

Diagnoéstico y aislamiento de Cmm

Una vez que se recibid la planta se observaron los sintomas en hojas, tallos y
frutos. Se colocan trozos de menos de un centimetro sobre una caja Petri con
medio de cultivo CMM1 (Kaneshiro et al. 2006), incluyendo las zonas con sintomas
y las que no los presentan. El medio CMM1 contiene sacarosa como fuente de
carbono, cloruro de amonio y casaminoacidos como fuente de nitrégeno, cloruro de
litio, acido nalidixico y sulfato de polimixina que inhiben el crecimiento de
microorganismos Gram negativos, y cicloheximida que inhibe el crecimiento de
hongos, de modo que este medio resulta muy util, ya que reduce el espectro de
bacterias u hongos que pudieran estar presentes en la planta y potencialmente
crecer en el medio de cultivo y pudieran llegar a inhibir el crecimiento de Cmm. Se
incubd durante 48 a 72 horas a 28 °C, pasado ese tiempo se podran observar
colonias con el morfotipo de Cmm: amarillas, mucoides, lisas, redondas; en este
punto se pueden realizar tinciones de Gram (en un portaobjetos se coloca una
asada de bacterias, se fijan con calor y se procede a realizar la tincion: teniendo el
portaobjetos de manera horizontal se agregan unas gotas de solucion de cristal
violeta y después de un minuto se lava con agua, se agregan unas gotas de
solucion de yodo y se lava con agua después de un minuto, con el frotis inclinado
se lava con una solucion alcohol-acetona hasta que no se vean hilos de color, se
agrega safranina y después de un minuto se lava con agua, una vez que se ha
secado la muestra esta lista para observarse al microscopio); y las que resulten
Gram positivas se aislan en una nueva caja con medio de cultivo LB, y se hizo
PCR de colonia para tomA vy clvF, o algun otro gen especifico de Cmm. Cada cepa
aislada identificada como Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis se

conservo a -80 °C haciendo una mezcla de 500 pL de un cultivo bacteriano y 500



pL de glicerol que se congela con nitrdgeno liquido e inmediatamente se almacena
en un ultracongelador. Para confirmar la identidad de la cepa, se puede hacer PCR

para el gen 16S rRNA y secuenciar.

Extraccion de DNA de plantas

Se seleccion6 una muestra de tejido vegetal (aprox 0.1 g), se congel6 en nitrogeno
liguido y se moli6é con la ayuda de un pistilo de plastico en el tubo, se agregaron
300 pL de Plant DNA ZOL ® vy se continué moliendo, se agregaron 300 pL de
cloroformo, ys se mezclé por inversion. Se centrifugé a 12 000 rpm durante 10
minutos, se separo el sobrenadante y se pas6 a un tubo nuevo, se agregaron 100
pL de etanol absoluto y se centrifugar a 5 000 rpm durante 4 minutos. Se descart
el sobrenadante y se agregaron 100 uL de etanol al 70%, se centrifugé a 5 000 rpm
durante 4 minutos y se descartd el sobrenadante. Finalmente se dej6é secar la

pastilla a temperatura ambiente y se resuspendio en 50 uL de agua.

Extraccién de DNA de bacterias

Se preparé buffer de extraccion: Tris 50 mM, pH 8, EDTA 50 mM, SDS 3%. Se
resuspendi6é en 500 pul de amortiguador de lisis calentado previamente a 65 °C y se
continud triturando. Se incub6 a 65 °C durante al menos 40 minutos. Se
adicionaron 500 pl de fenol/cloroformo/alcohol isoamilico (25:24:1) y se mezcl6 por
inversion. Se centrifugo a 13,000 rpm durante 5 min, se separ6 la fase acuosa
(superior) y se paso a otro tubo. Se adicionaron 100 ul de acetato de sodio 3M y se
mezclé por inversion. Se adicion6 un mililitro de etanol absoluto y se incubd en
hielo 25 min. Se centrifugdé a 13,000 rpm durante 15 min, se eliminé el etanol y la
pastilla se lavé con 400ul de etanol al 70%. Se centrifugé a 13,000 rpm durante 2
min, se elimind el etanol y se sec6 a 37 °C. Se resuspendio en 100 ul de H20 miliQ

y se almacené a —20 °C (Alves y col., 2001).

PCR

Con el ADN obtenido se hizo PCR para amplificar un fragmento de 219 pb del gen
tomA (Gene ID 5175749), en la mezcla de reaccion se incluyo buffer MgCI2 a una
concentracion final de 1X, MgCI2 a una concentracién final de 3 mM, dNTP a

concentracion final de 0.2 mM, 0.13 pL de oligonucleétidos F y R 10 uM, 1 unidad



de Taq polimerasa, 2 pL de una dilucion 1:10 de ADN vy la cantidad de agua
suficiente para completar 25 puL de la mezcla de reaccién. En un termociclador se
realizé la desnaturalizacion inicial a 94 °C durante 5 min, seguido de 35 ciclos de
tres segmentos: 94 °C por 30 segundos, hibridacion a 57 °C por 30 segundos y
extension a 72 °C durante un minuto, la polimerizacion final se hizo a 72 °C por 5
min. Para visualizar los fragmentos amplificados se realizé un gel de electroforesis
con agarosa en TAE 1X al 1.5 % que fue tefiido con GelRed. Ademas, para
verificar la confiabilidad de este analisis, se amplifico por PCR el gen 25S rARN
(GenBank EU161982.1) del jitomate, siendo el control de calidad de la extraccion.
Si la reaccion para el gen 25S y para tomA es positiva en ambos casos, indica que
la muestra es positiva para Cmm. Si la reaccion es positiva para 25S, pero no para
tomA indica que la muestra es negativa para Cmm, si la reaccién es negativa en
ambos casos, el resultado no es confiable porque indicaria que el ADN extraido no
es de buena calidad, probablemente debido a la presencia de inhibidores de la
reaccion. Ademas para cada gen deben hacerse los respectivos controles positivos
y negativos. En el caso del gen 16S rARN en la mezcla de reaccion se incluyo
buffer MgCI2 a una concentracion final de 1X, MgCI2 a una concentracion final de 3
mM, dNTP a concentracion final de 0.2 mM, 0.13 uL de oligonucleétidos Fy R 10
MM, 1 unidad de Taqg polimerasa, 2 pL de una dilucién 1:10 de ADN, 2.5 pL de
DMSO vy la cantidad de agua suficiente para completar 25 pL de la mezcla de
reaccion. En un termociclador se realizo la desnaturalizacion inicial a 94 °C durante
5 min, seguido de 35 ciclos de tres segmentos: 94 °C por 45 segundos, hibridacion
a 55 °C por 45 segundos y extension a 72 °C durante un minuto y medio, la
polimerizacion final se hizo a 72 °C por 5 min. Para visualizar los fragmentos
amplificados se hizo un gel de electroforesis con agarosa en TAE 1X al 1 % que
fue tefido con bromuro de etidio. Posteriormente los fragmentos amplificados
fueron secuenciados con Sanger, confirmando la identidad de las cepas aisladas al

realizar un analisis de BLASTn con las secuencias obtenidas.

Secuenciacion, ensamblado y anotacion genémica
El ADN gendomico de cepas seleccionadas, fue secuenciado con la tecnologia
MiSeq. Las lecturas obtenidas se ensamblaron de novo con el programa Velvet, los

contigs generados se ordenaron con el programa r2cat (Husemann & Stoye 2010),



tomando como referencia el genoma de Cmm NCPPB382. La prediccion y

anotacion de genes se realizo en el servidor RAST.

Ensayos de virulencia

Para conocer el grado de virulencia de cepas de Cmm aisladas de invernaderos de
alta tecnologia, en dos diferentes cultivares de jitomate, se utilizaron plantas de
jitomate que fueron infectadas con cepas de Cmm. Para ello se obtuvieron cultivos
de estas cepas en medio liquido LB durante 48 h a 30 °C. Se ajusto la absorbancia
de cada una medida a 600 nm con amortiguador salino de fosfatos (PBS), a 0.2. El
PBS se utilizd en lugar del medio de cultivo como diluyente del cultivo bacteriano
para evitar la infeccion de las plantas por otros microorganismos. Se utilizaron 6
plantas para cada cepa. A cada planta se le inyectaron 100 pyL (aprox. 6 x 107
UFC) con ayuda de una jeringa de insulina, haciendo heridas en los tallos e
inyectando la suspension de bacterias. Se midié el dafio en los siguientes 36 dias
después de la infeccion, a intervalos de dos o tres dias de acuerdo a la siguiente
escala de dafno: 0, no hay dafo; 1, una hoja afectada; 2, dos a cuatro hojas
afectadas; 3, mas de cuatro hojas afectadas; 4, una o mas ramas completas
afectadas; 5, dafio generalizado (mas de la mitad de la planta). NOTA: Las hojas

afectadas pueden estar en diferentes o en la misma rama.

Identificacion de endofitos.

Para el aislamiento de enddfitos se utilizaron 7 plantas enfermas y 9 asintomaticas,
en total se aislaron 264 endofitos de los cuales 136 tuvieron el morfotipo de Cmm,
y para estas se realiz6 PCR de los genes clvF y tomA, 20 de ellas resultaron
positivas, 4 de ellas provenian de plantas asintomaticas y fueron seleccionadas

dos cepas para secuenciar sus genomas.



Analisis de resultados

Capitulo 1. Cepario de Cmm y de endofitos

De manera constante se amplia el cepario, aislando cepas de plantas con
sintomas de céncer bacteriano, en el medio semiselectivo CMM1. La siguiente

tabla muestra los aislados del periodo de abril de 2015 a de 2016.

Tabla 3. Cepas aisladas de plantas con cancer bacteriano, de invernaderos de ala

tecnologia.
. Fecha de Genom.e Job ID RAST
Identidad 16S Estado . . ppaC tomA clvF-clvG Genoma sequencing R
aislamiento Annotation
methodology

N23A  Microbacterium sp. 141-3_99% NL abr-15 - = NE Si MiSeq 294413
N23B Curtobacterium citreum strain S5-280_99% NL abr-15 - - NE NE NE
N23C Curtobacterium citreum strain S5-280_99% NL abr-15 - - NE NE NE
N23D Curtobacterium citreum strain S5-280_99% NL abr-15 - - NE NE NE
N23E Curtobacterium citreum strain S5-280_99% NL abr-15 - - NE NE NE
N23F Curtobacterium citreum strain S5-280_100% NL abr-15 - - NE NE NE
N23G Curtobacterium citreum strain S5-280_100% NL abr-15 - - NE NE NE

N23H Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis strain | NL abr-15 + + + Si MiSeq 294414
N23I Curtobacterium citreum strain S5-280_100% NL abr-15 - - NE NE NE
N23J Curtobacterium citreum strain S5-280_99% NL abr-15 - - NE NE NE
N23K Curtobacterium citreum strain S5-280_99% NL abr-15 - - NE NE NE
N23L Curtobacterium citreum strain S5-280_99% NL abr-15 - - NE NE NE
N23M  Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis strain ( NL abr-15 + + + NE NE
N230 Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis strain | NL abr-15 NE NE NE NE NE
N23P  Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis strain | NL abr-15 + + NE NE NE
N23Q  Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis strain | NL abr-15 NE NE NE NE NE
N23R Curtobacterium citreum strain S5-280_100% NL abr-15 - - NE NE NE
N23S Curtobacterium citreum strain S5-280_100% NL abr-15 - - NE NE NE
Mic122C Curtobacterium flaccumfaciens strain KAR62_99% Michoacan jul-15 NE NE NE NE NE
Mic122D  Curtobacterium flaccumfaciens strain KAR62_100% Michoacan jul-15 NE NE NE NE NE
Mic122E  Curtobacterium flaccumfaciens strain KAR62 _100% Michoacan jul-15 NE NE NE NE NE
Mic122F Curtobacterium flaccumfaciens strain KAR62 165_100% Michoacan jul-15 NE NE NE NE NE
Mic122G  Curtobacterium flaccumfaciens strain KAR62_100% Michoacan jul-15 NE NE NE NE NE
Mic123A  Microbacterium trichothecenolyticum strain N3G-5_10( Michoacan jul-15 NE NE NE NE NE
Mic123B  Microbacterium trichothecenolyticum strain N3G-5_10( Michoacan jul-15 NE NE NE NE NE
Mic123E  Microbacterium sp. FXJ8.202_99% Michoacan jul-15 NE NE NE NE NE
Mic123F  Microbacterium sp. FXJ8.202_99% Michoacan jul-15 NE NE NE NE NE
Mic124A  Microbacterium esteraromaticum strain BA1109_99%  Michoacan jul-15 NE NE NE NE NE
Mic124C  Curtobacterium citreum strain $2-120_100% Michoacan jul-15 NE NE NE NE NE
Mic125A Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis strain ( Michoacan jul-15 NE NE + NE NE
Mic125C Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis strain ( Michoacan jul-15 NE NE + NE NE
Mic125D Microbacterium sp. FXJ8.202_99% Michoacan jul-15 NE NE NE NE NE
Mic125E  Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis strain ( Michoacan jul-15 NE NE + NE NE
Mic125F Microbacterium sp. FXJ8.202_99% Michoacan jul-15 NE NE NE NE NE
Mic125G Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis strain ( Michoacan jul-15 NE NE NE NE NE
Mic125H Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis strain ( Michoacan jul-15 NE NE NE NE NE
Mic127A NE Michoacan sep-15 NE - NE NE NE
Mic127B NE Michoacan sep-15 NE - NE NE NE
Mic127C NE Michoacan sep-15 NE - NE NE NE
Mic127D NE Michoacan sep-15 NE + NE NE NE
Micl127E  NE Michoacan sep-15 NE + NE NE NE
Mic128A Curtobacterium_|luteum_strain_S8-742 Michoacan oct-15 NE NE NE NE NE
Mic128B Curtobacterium_luteum strain S8742 Michoacan oct-15 NE NE NE NE NE
Mic128C NE Michoacan oct-15 NE NE NE NE NE
Mic128D Curtobacterium_sp.HBUM178879 Michoacan oct-15 NE NE NE NE NE
Mic128D NE Michoacan oct-15 NE NE NE NE NE
Mic128F NE Michoacan oct-15 NE NE NE NE NE
Mic129A NE Michoacan nov-15 NE NE NE NE NE
Mic129B NE Michoacan nov-15 NE NE NE NE NE
Mic129C NE Michoacan nov-15 NE NE NE NE NE
Mic129D NE Michoacan nov-15 NE NE NE NE NE
Mic129E NE Michoacan nov-15 NE NE NE NE NE
MIc129F NE Michoacan nov-15 NE NE NE NE NE
QBIA NE Querétaro abr-16 NE + + NE NE
QB1B NE Querétaro abr-16 NE + + NE NE
QBIC  NE Querétaro abr-16 NE + + NE NE
Mic139A NE Michoacan jun-16 NE + + NE NE
Mic139B NE Michoacan jun-16 NE + + NE NE
Mic139C NE Michoacan jun-16 NE + + NE NE
Mic143 NE Michoacan ago-16 NE + + NE NE




Evento del invernadero N

Fueron colectadas de un invernadero de alta tecnologia, 28 muestras de plantas
con sintomas de cancer bacteriano. El analisis microbiolégico revel6 40 cepas
distintas sospechosas de tratarse de Cmm, y bacterias relacionadas, mediante su
crecimiento en medio de cultivo semi-selectivo, y en la mayoria de los casos la
amplificacion de alguno de los cinco genes de patogenicidad conocidos para Cmm,
y usados en este estudio. En total, se realizaron 308 pruebas de PCR con
oligonucledtidos especificos para dichos genes, disefiados usando secuencias de
Cmm disponibles. De las 19 cepas aisladas, se han confirmado 17 como positivas
para contener genes patogénicos caracteristicos de Cmm. Algunas de las 40 cepas
aisladas fueron caracterizadas a nivel de género y especie mediante la
secuenciacion de aproximadamente 1 Kbp del marcador molecular 16s rRNA,
demostrandose que 2 de las cepas analizadas al momento son Cmm y 9 son
especies pertenecientes a géneros cercanos también conocidas por ser
fitopatogénicas. Se secuenciaron 3 genomas de cepas semi-aisladas y
confirmadas por PCR (presencia el gen tomA) utlizando la técnica de

Secuenciacion por Sintesis (SBS) con el sistema MiSeq de lllumina.

Para cada una de las muestras se usaron 2 medios de cultivo semi-selectivos
(CMM1 y BCT) para el aislamiento de Cmm. Las colonias obtenidas, las cuales
mostraron caracteristicas visibles y al microscopio, (asi como tincién positiva para
Gram) propias de Cmm, fueron aisladas (de 1 a 6 para cada muestra), y
almacenadas para su estudio posterior. El resto del material fue descartado. En
total, se aislaron 40 cepas, provenientes de las 28 muestras; es decir, para algunos
aislados / muestras se cuenta con mas de una cepa capaz de dar lugar a una

unidad formadora de colonia.

Para la identificacion de las cepas aisladas, se purificO6 DNA gendmico de cultivos
liquidos de cada microorganismo, y dicho DNA se empled para la amplificaciéon por
la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) de genes de Cmm especificamente
relacionados con la patogenicidad de este microorganismo. Los cinco genes
seleccionados son tomA, ppaC, ppaH, pelAl y celA, y los oligos utilizados fueron

previamente disefiados usando secuencias disponibles en las bases de datos



publicas, y confirmados con las secuencias disponibles en nuestro laboratorio a la

fecha del andlisis.

Para cada aislado se amplificaron al menos 2 de los genes de patogenicidad
seleccionados, y se consideraron positivas aquellas muestras en las que al menos
uno de los genes se pudo amplificar. De aquellas cepas consideradas positivas
bajo el parametro anterior se amplific6 y secuencio el gen 16S rRNA para su
andlisis taxonomico. Para este analisis también se ech6 mano de las secuencias

gendmicas generadas por nosotros, durante este analisis como en otros proyectos.

Las secuencias tanto de genes especificos como gendmicas fueron analizadas
mediante herramientas bioinformaticas, incluyendo reconstrucciones filogenéticas,
alineamientos multiples de secuencia, desciframiento de secuencias gendmicas
(ensamblaje), y gendbmica comparada con énfasis en genes funcionales asociados

a la patogenicidad y el metabolismo.

Derivado de este analisis hemos determinado que a pesar de la identificacion
positiva por PCR, especificamente del gen tomA, el diagndstico demuestra que no
en todos los casos se trata de Cmm. Debido a que durante nuestros esfuerzos
para el aislamiento del agente causal de la infeccion, se han aislado
microorganismos con caracteristicas similares a las de Cmm y estos son
abundantes y prevalentes en todas las muestras en nuestras condiciones de
aislamiento, es probable que una bacteria relacionada taxon6micamente a Cmm

(Microbacterias y/o Micrococaceas) sean también responsable de la infeccién.



Tabla 4. Cepas aisladas de plantas con cancer bacteriano, de invernaderos de ala tecnologia, en

septiembre de 2014.

Genome JobIDRAST  planta sana o
Identidad 16S Estado ppaC ppaH tomA  clvF-clvG Genoma sequencing f
Annotation enferma
methodology
NO Microbacterium sp. 33_99% NL NE NE NE NE NE NE Enferma
NO slowl Microbacterium sp. 33_99% NL NE NE NE NE NE NE Enferma
NO slow2 Microbacterium sp. 33_99% NL NE NE NE NE NE NE Enferma
NO slow5 Microbacterium sp. 33_100% NL NE NE + NE si MiSeq Enferma
NO fastl  Microbacterium sp. HBUM178903 NL NE NE + NE si MiSeq Enferma
Nfast 143 Microbacterium sp. 33_99% NL NE NE NE NE NE NE Enferma
NA1A Microbacterium schleiferi strain ZJY-902_99% NL NE NE + NE si MiSeq NA
NA1B Microbacteriumsp.CO128_99% NL NE NE + NE NE NE NA
NA1C Microbacterium sp. FXJ8.035D_99% NL NE NE + NE NE NE NA
NA1D Microbacterium schleiferi strain 2PR54-18_99% NL NE NE + NE NE NE NA
NA1F Microbacterium oxydans strain MNSH2-PHGII-1_99 NL NE NE + NE NE NE NA
NA2A Microbacterium thalassium strain JQZLG-1_99% NL NE NE + NE NE NE NA
NA2B Microbacterium paraoxydans strain PJM2_100% NL NE NE + NE NE NE NA
NA3A Microbacterium sp. RRC_26_98% NL NE NE + NE NE NE NA
NA3B Microbacterium sp. NC165_100% NL NE NE + NE NE NE NA
NA3C Microbacterium sp. NCCP-569_100% NL NE NE + NE NE NE NA
NA3D Pantoea dispersa strain TBRh9 NL NE NE + NE NE NE NA
NA3E Microbacterium sp. 141-3_99% NL NE NE + NE NE NE NA
NA4A Pantoea_dispersa_strainTBRh9 NL NE NE + NE NE NE NA
NA4B Microbacterium sp. 141-3_100% NL NE NE + NE NE NE NA
NA4C Microbacterium sp. 141-3 NL NE NE + NE NE NE NA
NA4D Microbacterium sp. CT 6-04 _99% NL NE NE + NE NE NE NA
N1A Microbacterium sp. HBUM178903 NL + NE NE NE NE Enferma
N4A Microbacterium imperiale strain LH-Y2_100% NL = + NE NE NE NE Enferma
NSA Curtobacterium citreum_100% NL - + NE NE NE NE 294399 Enferma
N9A Pseudoclavibacter sp. JSM 2175001_99% NL NE NE NE NE NE NE 294403 Enferma
N9D Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis st NL NE NE NE NE NE NE 301134 Enferma
N10A Microbacterium sp. 37_99% NL NE NE NE NE NE NE Enferma
N10B Pseudoclavibacter sp. HP10L_100% NL NE NE NE NE NE NE Enferma
N11B Plantibacter sp. SR 5-10_100% NL NE NE NE NE NE NE 294409 Enferma
N11C Microbacterium sp. 37_99% NL NE NE NE NE NE NE 294410 Enferma
N15B Sanguibacter sp. b222 NL NE NE NE NE NE NE 294411 Enferma
N16B Microbacterium testaceum strain 38A_99% NL NE NE NE NE NE NE Enferma
N16D Microbacterium sp. 37_99% NL NE NE NE NE NE NE Enferma
N18B Microbacterium sp. Vr21_100% NL NE NE NE NE NE NE Enferma
N20A Microbacterium sp. Ld14_100% NL NE NE NE NE NE NE Enferma
N20B Frigoribacterium sp. PDD-24b-20_100% NL NE NE NE NE NE NE 294412 Enferma
N22A Curtobacterium sp. SE30_99% NL NE NE NE NE NE NE Enferma
N22B Pseudoclavibacter sp. HP10L_100% NL NE NE NE NE NE NE Enferma
N22C Microbacterium schleiferi strain NSH14_100% NL NE NE NE NE NE NE Enferma
N22D Curtobacterium sp. SE30_Flavobacterium sp. 110A-( NL NE NE NE NE NE NE Enferma
GNB Microbacterium sp. CT 6-04_99% Gto NE NE NE NE NE NE Sana
GNC Microbacterium sp. G1Dc3_99% Gto NE NE NE NE NE NE Sana
GND Bacillus sp. 3HH-8_98% Gto NE NE NE NE NE NE Sana
G4G Microbacterium sp. UIWRF0250_100% Gto NE NE NE NE NE NE Sana
G6A Leifsonia sp. 8_1Ka_98% Gto NE NE NE NE NE NE 294415 Sana
G8H Microbacterium oleivorans strain Ransu 1_100% Gto NE NE NE NE NE NE Sana
G11A Microbacterium oleivorans strain BJC15-A40_99% Gto NE NE NE NE NE NE Sana
G11B Microbacterium oleivorans strain BJC15-A40_100% Gto NE NE NE NE NE NE Sana
G11C Microbacterium oxydans strain MNSH2-PHGII-1_10 Gto NE NE NE NE NE NE Sana
G13A Microbacterium paraoxydans strain PJM2_100% Gto NE NE NE NE NE NE Sana
G13D Microbacterium oleivorans strain Ransu 1_99% Gto NE NE NE NE NE NE Sana
G13C Microbacterium sp.CC2D_99% Gto NE NE NE NE NE NE Sana
G14B Pantoea dispersa strain TBRh9_100% Gto NE NE NE NE NE NE Sana
G15A Microbacterium sp. CT 6-04_99% Gto NE NE NE NE NE NE Sana
Mic111l  Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis st ~ Mich NE NE NE NE NE NE Enferma
Mic112  Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis st~ Mich NE NE NE NE NE NE Enferma
Mic113  Microbacterium sp. CC2D_99% Mich NE NE NE NE NE NE Enferma
Mic114  Microbacterium sp. MDT1-31-1_99% Mich NE NE NE NE NE NE Enferma
Mic116A Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis st  Mich NE NE NE + NE NE Enferma
Mic118C Microbacterium sp. CBUO32H_99% Mich NE NE NE NE NE NE Enferma
Mic119A  Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis st ~ Mich NE NE NE NE NE NE Enferma
Mic119B Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis st ~ Mich NE NE NE NE NE NE Enferma
Mic119C Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis st~ Mich NE NE NE + NE NE Enferma
Mic119D Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis st  Mich NE NE NE + NE NE Enferma




Se considerd importante la presencia de cepas cercanas taxondmicamente a
Cmm, y que forman parte del microbioma del jitomate, por su posible
comportamiento como anfibiontes. Un anfibionte es un organismo que puede tener
una relacion patogeénica o simbidtica con otro organismo dependiendo del contexto
(Cho & Blaser 2012).

Evento 4 invernaderos

Fueron visitados 4 invernaderos: MB, Q, Z, A. En cada uno, se tomaron 4 plantas
de la misma variedad de jitomate: 2 asintomaticas y dos enfermas. Teniendo un
total de 16 plantas. De estas se aislaron en un medio de cultivo semi-selectivo para
Cmm, 93 cepas, con el morfotipo buscado, se les extrajo DNA y se les hizo PCR
para dos genes marcadores. De las 17 cepas que dieron reaccion positiva para
ambos genes, se seleccionaron 11 para secuenciar su genoma mediante la
plataforma de lllumina MiSeq, y las secuencias obtenidas fueron analizadas

mediante métodos filogenéticos y de gendmica comparativa.

Figura 13. Ubicacion de los invernaderos



Tabla 5. Cepas aisladas de plantas con cancer bacteriano, de invernaderos de ala tecnologia,
en diciembre de 2015.

Genome
Agro- sequencing Job IDRAST Plantasanao
Estado ambgiente tomA  clvF-clvG  Genoma m:thodulf Annotation  enferma
Mic130A  Michoacan Enferma
Mic130B  Michoacan IAT = = NE NE Enferma
Mic130C  Michoacan IAT = = NE NE Enferma
Mic130D  Michoacan IAT = = NE NE Enferma
Mic130E  Michoacan IAT = = NE NE Enferma
Mic130F  Michoacan IAT = = NE NE Enferma
Mic130G ~ Michoacan IAT = = NE NE Enferma
Mic130! Michoacan IAT + + si MiSeq 326020 Enferma
Mic131A  Michoacan IAT = = NE NE Enferma
Mic131B  Michoacan IAT = = NE NE Enferma
Mic131C  Michoacan IAT = = NE NE Enferma
Mic131E  Michoacan IAT = = NE NE Enferma
Mic132A  Michoacan IAT = = NE NE Enferma
Mic132B  Michoacan IAT = = NE NE Enferma
Mic132C  Michoacan IAT = = NE NE Enferma
Mic132E  Michoacan IAT = = NE NE Enferma
Mic132F  Michoacan IAT = = NE NE Enferma
Mic132G  Michoacan IAT = = NE NE Enferma
Mic132H  Michoacan IAT = = NE NE Enferma
Mic132l  Michoacan IAT = = NE NE Enferma
Mic133A  Michoacan IAT = = NE NE Enferma
Mic133B  Michoacan IAT = = NE NE Enferma
Mic133C  Michoacan IAT = = NE NE Enferma
Mic133D  Michoacan IAT = = NE NE Enferma
Mic133F  Michoacan IAT = = NE NE Enferma
Mic133G ~ Michoacan IAT = = NE NE Enferma
Mic133H  Michoacan IAT = = NE NE Enferma
Mic133l  Michoacan IAT = = NE NE Enferma
Mic133)  Michoacan IAT = = NE NE Enferma
Z1A Zacatecas IAT = = NE NE Enferma
Z18 Zacatecas IAT = = NE NE Enferma
z1c Zacatecas IAT = = NE NE Enferma
22A Zacatecas IAT + + NE MiSeq 326344 Enferma
728 Zacatecas IAT + + NE MiSeq 326022 Enferma
22C Zacatecas IAT = = NE NE Enferma
Z3A Zacatecas IAT o o NE NE Sana
38 Zacatecas IAT o o NE NE Sana
23D Zacatecas IAT + + NE NE Sana
Q1A Querétaro IAT = = NE NE Sana
Q1B Querétaro IAT = = NE NE Sana
Q2A Querétaro IAT - - NE NE Enferma
Q28 Querétaro IAT = = NE NE Enferma
Q2C Querétaro IAT = = NE NE Enferma
Q20 Querétaro IAT = = NE NE Enferma
Q3A Querétaro IAT + + NE NE 326740 Sana
Q3B Querétaro IAT = = NE NE Sana
Q3D Querétaro IAT + + NE MiSeq 326741 Sana
Q4A Querétaro IAT = = NE NE Enferma
Q48 Querétaro IAT = = NE NE Enferma
AlA \guascaliente IAT - - NE NE Enferma
A1B \guascaliente IAT = = NE NE Enferma
A2A \guascaliente IAT = = NE NE Enferma
A3A \guascaliente IAT + + NE MiSeq Enferma
A3A \guascaliente IAT - - NE NE 326023 Enferma
A3B \guascaliente IAT + + NE MiSeq 326024 Enferma
A3B \guascaliente IAT - - NE NE Enferma
A3C \guascaliente IAT + + NE MiSeq 326025 Enferma
A3C \guascaliente IAT + + NE MiSeq 326027 Enferma
A3D \guascaliente IAT + + NE MiSeq 326030 Enferma
AdA \guascaliente IAT - - NE NE Sana
A4C \guascaliente IAT - - NE NE Sana
A4D \guascaliente IAT = = NE NE Sana
MB1A Michoacan IAT = = NE NE Enferma
MB1B Michoacan IAT = = NE NE Enferma
MB1C Michoacan IAT = = NE NE Enferma
MB1D Michoacan IAT = = NE NE Enferma
MB1E Michoacan IAT = = NE NE Enferma
MB1F Michoacan IAT = = NE NE Enferma
MB1G Michoacan IAT = = NE NE Enferma
MB1G Michoacan IAT = = NE NE Enferma
MB1H Michoacan IAT = = NE NE Enferma
MB1I Michoacan IAT = = NE NE Enferma
MB2A Michoacan IAT = = NE NE Sana
MB2B Michoacan IAT = = NE NE Sana
MB2C Michoacan IAT = = NE NE Sana
MB3A Michoacan IAT = = NE NE Enferma
MB3B Michoacan IAT = = NE NE Enferma
MB3C Michoacan IAT + + NE MiSeq 326032 Enferma
MB3D Michoacan IAT + + NE NE Enferma
MB3E Michoacan IAT + + NE MiSeq 326742 Enferma
MB3F Michoacan IAT + + NE MiSeq 326035 Enferma
MB4A Michoacan IAT e = NE NE Sana
MB4A Michoacan IAT = = NE NE Sana
MB4B Michoacan IAT + + NE NE 326037 Sana
MB4B Michoacan IAT = = NE NE Sana
MBSA Michoacan IAT = = NE NE Enferma
MBS5B Michoacan IAT = = NE NE Enferma
MBS5C Michoacan IAT = = NE NE Enferma
MB5D Michoacan IAT = = NE NE Enferma




Aislamiento de endofitos.

Se seleccionaron plantas de dos diferentes variedades de jitomate. De cada una
de las plantas usadas para el aislamiento de endofitos se extrajo DNA gendmico.
En el tiempo 1 se tomaron 2 plantas de la variedad M (M1 y M2) y 2 de la
variedad K (K1 y K2) y se aislaron sus enddfitos; enseguida se infectaron con
Cmm las plantas M2 y K2, una semana después, en el tiempo 2, se aislaron
enddfitos de M2 y K2, llamandose ahora M4 y K4 respectivamente. También se
aislaron endofitos de M1 y K1, ahora M3 y K3 respectivamente. Ademas se
incluyé un tercer tiempo en el que se aislaron enddfitos de dos plantas infectadas
con Cmm: K5 y M5. También se hizo este tipo de aislamiento para una planta
proveniente de invernadero, E1.

Igualmente, se realizo el aislamiento para las plantas del evento 4 invernaderos.

Las siguientes tablas muestran las cepas aisladas por el método de endofitos.

Figura 14. A: Plantas de las cuales fueron aislados los endéfitos. B: Sintomas

caracteristicos del cancer bacteriano.



Tabla 6. Endéfitos de plantas de jitomate enfermas y asintomaticas.

Fecha de PI; Fecha di Medio d Fecha de Plant: Fecha d Medio d
! - . A antasanao  Fecha de edio de )
Identidad 165 Estado aislamient "o o Teefe  Wedbde Morfotipo Identidad 165 Estado  aislamient |0 L eento Morfotipo
o
E111  NE Gto 02-oct Enferma ND cMML amarillo claro k454 NE Gto 2-sep  Enferma  15-sep M9 amarillo claro
E112  NE Gto 02-0ct Enferma ND CMML amarillo K511 NE Gto 02-oct  Enferma  2l-sep M1 amarillo
e @ g a— - e amarillo K512 NE Gto 02-oct  Enferma  2l-sep cMML amariflo
E114  NE Gto 02-oct  Enferma ND cmMML amarillo claro :z;i zi 2:: g;zg E:::::z ﬁz:z O:C'\?l lfk:acr:::
E115 NE Gto 02-oct Enferma ND CMM1 amarillo K522 NE Gto 02-oct Enferma 21-sep BCT like Cmm
E116 NE Gto 02-oct Enferma ND CMM1 amarillo K523 NE Gto 02-oct ., 21-sep BCT like Cmm
E121  NE Gto 02-oct Enferma ND BCT amarillo K531 NE Gto 0-oct  Enferma  21-sep p1 blanco
E122  NE Gto 02-oct Enferma ND BCT amarillo K541 NE Gto 02-oct  Enferma  2l-sep 1SPS. blanco
E123 NE Gto 02-oct Enferma ND BCT amarillo K542 NE Gto 02-oct Enferma 21-sep ISP5 transparente
E131 NE Gto 02-oct Enferma ND D1 amarillo K543 NE Gto 02-oct Enferma 21-sep ISP5 like Cmm
E132  NE Gto 02-oct Enferma ND D1 blanca Ks51  NE Gto 02-oct  Enferma  2l-sep M9 blanco
E133 NE Gto 02-oct Enferma ND D1 blanca K552 NE Gto 02-oct Enferma 21-sep M9 blanco
E134 NE Gto 02-oct Enferma ND D1 amarillo K553 NE Gto 02-oct Enferma  21-sep M9 blanco
E141  NE Gto 02-oct  Enferma ND 1SP5 blanca k554 NE Gto O2oct  Enferma  21-sep M blanco
E42  NE Gto 02-oct  Enferma ND ISP5 amarillo vam R o e & N G (L@
E143  NE Gto 02-oct  Enferma ND 1SP5 amarillo xﬁ; xi 3:2 ii:z z::: m Exm :::: g::
E144  NE Gto 02-oct Enferma ND 1SP5 blanca I OB Gto B Sana m vy blanco
E145  NE Gto 02-oct Enferma ND 1SP5 amarillo claro M121  NE Gto 15-sep sana NA BCT blanco
E1S1  NE Gto 02-oct Enferma ND M9 amarillo claro M122  NE Gto 15-sep &mm NA BCT (D
E152 NE Gto 02-oct Enferma ND M9 amarillo claro M123 NE Gto 15-sep Sana NA BCT blanco
E153  NE Gto 02-oct Enferma ND M9 blanca M124  Microbacteriumsp. MCCC  Gto 15-sep Sana NA BCT blanco
E154 NE Gto 02-oct Enferma ND M9 amarillo claro mi3l  NE Gto 15-sep Sana NA D1 transparente
K111 NE Gto 15-sep Sana NA CMML sl MI132  NE Gto 15-sep Sana NA D1 transparente
K112 NE Gto 15-sep Sana NA VML amarillo MI134  NE Gto 15-sep sana NA D1 transparente
K113 NE Gto 15-sep sana NA cMML amarillo mz; xi 2:" 155 g za“a :2 :;':z "E”S’I’I”e"“e
3 -se| ana amarillo claro
K4 NE Gto 15sep Sana NA CMML HlEmes M143  NE Gto m!; sana NA 1SPS amarillo claro
(s D= G e bals £ @R amarillo M144  NE Gto 15-sep Sana NA 1sP5. transparente
K116 NE Gto 15-sep Sana NA CMM1 amarillo e OE e 15-sep o mn o blanco
K117 NE Gto 15-sep Sana NA CMM1 amarillo M152 NE Gto 15-sep Sana NA M9 blanco
K118 NE Gto 15-sep Sana NA cMM1 amarillo M153  NE Gto 15-sep sana NA M9 -
K121 NE Gto 15-sep Sana NA BCT amarillo M154 NE Gto 15-sep Sana NA M9 blanco
K122 NE Gto 15-sep Sana NA BCT blanco M155 NE Gto 15-sep Sana NA M9 blanco
K123 NE Gto 15-sep Sana NA BCT amarillo Mi56  NE Gto 15-sep Sana NA M9 blanco
K131 NE Gto 15-sep sana NA D1 transparente/nada M211  Microbacterium sp. MCCC  Gto 15-sep sana NA cvMM1 like Cmm
K132 NE Gto 15-sep Sana NA D1 amarillo M212  NE Gto 15-sep sana NA cmmt like Cmm
K133 NE Gto 15-sep - NA D1 el M213  NE Gto 15-sep sana NA cMML like Cmm
K134  NE Gto 15-sep sana NA b1 blanco M214  NE Gto 15-sep Sana NA cMM1 amarillo claro
K141 NE Gto 15-sep sana NA 1SP5 blanco M221  Microbacterium sp. MCCC  Gto 15-sep Sana NA BCT like Cmm
ae v Go  mmn  Smo M ws e | M2 FE-
RIS Gt e o N 555 blanco M224  Microbacterium sp. MCCC  Gto 15-sep Sana NA BCT like Cmm
K44 NE Gto 15-sep Sana NA 1SPS blanco M231  NE Gto 15-sep Sana NA D1 transparente
k151 NE Gto 15-sep Sana NA M9 blanco M232  NE Gto 15-sep sana NA b1 transparente
kis2  NE Gto 15-sep Sana NA M9 blanco M233  NE Gto 15-sep sana NA D1 transparente
K153 NE Gto 15-sep Sana NA M9 blanco M234  NE Gto 15-sep Sana NA D1 transparente
K211 NE Gto 15-sep Sana NA CMM1 amarillo M235 NE Gto 15-sep Sana NA D1 transparente
K212 NE Gto 15-sep Sana NA CcMM1 amarillo claro M241  NE Gto 15-sep sana NA 1sPS amarillo claro
K213 NE Gto 15-sep sana NA cMM1 blanco M242  NE Gto 15-sep Sana NA 1SPS amarillo claro
K214 NE Gto 15-sep Sana NA cMM1 amarillo claro M243  Uncultured Acinetobacter  Gto 15-sep sana NA 1sPS amarillo claro
K215 NE Gto 15-sep Sana NA CMML exells M244  NE Gto 15-sep Sana NA 1SPS amarillo claro
K216 NE Gto 15-sep Sana NA cMM1 amarillo M251  NE Gto 15-sep Sana NA M9 blanco
K217 NE Gto 15-sep Sana NA cMM1 blanco h2o o Bep Sana (S D planco
K221 NE Gto 15-sep Sana NA BCT blanco EEE  OE Eo B £ G2 (9 blanco
M254  NE Gto 15-sep sana NA M9 blanco
K222 NE Gto 15-sep Sana NA BCT blanco e e 15cep i o - r—
k223 NE Gto 15-sep Sana NA BCT blanco M311  NE Gto 21-sep Sana NA cMML like Cmm
k231 NE Gto 15-sep Sana NA D1 amarillo M312  NE Gto 21-sep Sana NA cMML like Cmm
K232 NE Gto 15-sep Sana NA D1 amarillo M313  NE Gto 21-sep Sana NA cMML like Cmm
K233 NE Gto 15-sep Sana NA D1 amarillo M314  NE Gto 21-sep Sana NA CMM1 like Cmm
K234 NE Gto 15-sep Sana NA D1 blanco M315 NE Gto 21-sep Sana NA CcMM1 like Cmm
K235 NE Gto 15-sep Sana NA D1 amarillo M316 NE Gto 21-sep Sana NA CMM1 like Cmm
K236 NE Gto 15-sep Sana NA D1 blanco M321  NE Gto 21-sep Sana NA BCT amarillo claro
K237 NE Gto 15-sep Sana NA D1 transaparente M331  NE Gto 21-sep Sana NA D1 blanco
K241 NE Gto 15-sep Sana NA ISPS amarillo claro M332  NE Gto 21-sep Sana NA D1 blanco
K242 NE Gto 15-sep Sana NA 1SPS amarillo claro M351  NE Gto 21-sep Sana NA M9 blanco
K243 NE Gto 15-sep sana NA 1S5 amarillo claro MBSLERNE Gto, 2Lsep 5ana NA M) blanco
K244 NE Gto 15-sep Sana NA 1SP5 amarillo claro x;:; zi g: ;iz:z z::: :2 m: l;:::zz
K251 NE Gto 15-sep sana NA M9 ol M353  NE Gto 21-sep sana NA v transparente
k252 NE Gto 15-sep Sana NA M9 blanco M353  NE Gto 21-sep Sana NA M9 transparente
K253 NE Gto 15-sep Sana NA M9 blanco M354 NE Gto 21-sep Sana NA Mo GERE
K254 NE Gto 15-sep Sana NA M9 blanco M4ll  NE Gto 23-sep Enferma  15-sep VML amarillo claro
K312 NE Gto 21-sep Sana NA CMM1 amarillo M412  NE Gto 23-sep Enferma 15-sep cvMML amarillo claro
K313 NE Gto 21-sep Sana NA cMmL naranja M413  NE Gto 23sep  Enferma  15-sep cvMM1 amarillo claro
K321 NE Gto 21-sep Sana NA BCT amarillo claro M414 NE Gto 23-sep Enferma 15-sep CcMM1 amarillo claro
K331  NE Gto 21-sep Sana NA D1 amarillo claro M421  NE Gto 2sep  Enferma  15-sep BCT naranja
K332 NE Gto 21-sep Sana NA D1 amarillo claro m422 NE Gto 23-sep Enferma 15-sep BCT amarillo claro
K341 NE Gto 21-sep Sana NA 1SP5 amarillo claro M423  NE Gto 23-sep Enferma  15-sep BCT like Cmm
K342 NE Gto 21-sep Sana NA 1sP5 amarillo claro M431  NE Gto 2sep  Enferma  15-sep D1 amarillo claro
K343 NE Gto 21-sep sana NA 15 amarillo claro M432  NE Gto 2-sep  Enferma  1S-sep D1 blanco
as e Go e Smoom wbea | M G me mhmome o e
e Ll ) e SRl NA e BlFmes M435  NE Gto 23sep  Enferma  15-sep D1 transparente
e OB G 2 Saba R ) blanco M44l  NE Gto 23-sep  Enferma  15-sep 15P5. amarillo claro
kail - NE Gto 23-sep  Enferma  15-sep CMML amarillo M442  NE Gto 23sep  Enferma  15-sep 15PS amarillo claro
k412 NE Gto 23-sep Enferma 15-sep CMM1 amarillo M443  NE Gto 23sep  Enferma  15sep 1sP5. amarillo claro
K413 NE Gto 23sep  Enferma  15-sep cMM1 amarillo M4S1  NE Gto 23sep  Enferma  15-sep M9 N —
K414 NE Gto 23-sep Enferma 15-sep CMM1 amarillo M452 NE Gto 23-sep Enferma 15-sep M9 blanco
K415 NE Gto 23-sep  Enferma  15sep cMML amarillo M4s3  NE Gto 2sep  Enferma  15-sep M9 blanco
K416 NE Gto 23sep  Enferma  15-sep cMML amarillo claro Mds4  NE Gto 23sep  Enferma  15-sep M9 amarillo claro
K417 NE Gto 23-sep Enferma 15-sep cMm1 transparente M511 NE Gto 02-oct Enferma 21-sep CMM1 like Cmm
K418 NE Gto 23-sep Enferma 15-sep cMML amarillo M512 NE Gto 02-oct Enferma  21-sep VM1 like Cmm
Ka21  NE Gto 23sep  Enferma  15-sep BCT - M513  NE Gto 02-oct  Enferma  2l-sep cvMM1 like Cmm
Ka23  NE Gto 23sep  Enferma 15-sep BCT blanco Ms514  NE Gto 02-oct  Enferma  21-sep cMML like Cmm
K424 NE Gto 23-sep Enferma 15-sep BCT amarillo xz; x: Etz zizz E::ZE:: S’Z:z zg ::tz g::
K431 NE Gto 23-sep  Enferma  15sep D1 transaparente — e Ten o ke e rp—
K432 NE Gto 23-sep Enferma 15-sep D1 transaparente M531 NE Gto 02-0ct o 21-sep 01 —
K433 NE Gto 23sep  Enferma  15-sep D1 transaparente =R R . 020t  Enferma  2i-sep o blanco
K434 NE Gto 23sep  Enferma  15-sep 1SP5 transaparente M523 NE Gto 0ot Enferma  21-sep p1 blanco
ka1l NE Gto 23-sep Enferma 15-sep 1SP5 blanco M534  NE Gto 02-oct  Enferma  21-sep D1 blanco
K442 NE Gto 23-sep Enferma 15-sep ISP5 blanco M541 NE Gto 02-oct Enferma 21-sep ISP5 amarillo claro
K443 NE Gto 23-sep Enferma 15-sep ISPS blanco M542 NE Gto 02-oct Enferma 21-sep ISP5 amarillo claro
Kas1  NE Gto 23sep  Enferma  15-sep M9 amarillo claro Ms51  NE Gto 02-oct  Enferma  2l-sep M9 amarillo claro
K452 NE Gto 23-sep Enferma 15-sep M9 amarillo claro M552 NE Gto 02-oct Enferma 21-sep M9 blanco
K453 NE Gto 23-sep Enferma 15-sep M9 amarillo claro M553 NE Gto 02-oct Enferma 21-sep M9 transparente
Ms54  NE Gto 02-oct  Enferma  2l-sep M9 blanco
Mss7 _ NE Gto 02-oct _ Enferma _ 21-sep M9




Tabla 7. Endéfitos de plantas del evento 4 invernaderos.

Fecha de Plantasanao Fechade Medio de
Identidad 165 Estado aislamiento  enferma infeccion aislamiento Morfotipo
C152 (C15X) NE Queretaro 04-nov Sana NA M9
C151 NE Queretaro 04-nov Sana NA M9
C112 NE Queretaro 04-nov Sana NA CMM1
C113 NE Queretaro 04-nov Sana NA CMM1
C111 NE Queretaro 04-nov Sana NA CMM1
C241 NE Queretaro 04-nov Enferma NA ISP5
C244 NE Queretaro 04-nov Enferma NA ISP5
C243 NE Queretaro 04-nov Enferma NA ISP5
C213 NE Queretaro 04-nov Enferma NA CMM1
C214 (C21X) NE Queretaro 04-nov Enferma NA CMM1
C212 NE Queretaro 04-nov Enferma NA CMM1
C211 NE Queretaro 04-nov Enferma NA CMM1
M631 NE Queretaro 04-nov Sana NA D1
M633 NE Queretaro 04-nov Sana NA D1
M634 NE Queretaro 04-nov Sana NA D1
M643 NE Queretaro 04-nov Sana NA ISP5
M614 NE Queretaro 04-nov Sana NA CMM1
M613 NE Queretaro 04-nov Sana NA CMM1
M653 NE Queretaro 04-nov Sana NA M9
M642 NE Queretaro 04-nov Sana NA ISP5
M612 NE Queretaro 04-nov Sana NA cMMm1
M611 NE Queretaro 04-nov Sana NA CcMM1
M641 NE Queretaro 04-nov Sana NA ISP5
M661 NE Queretaro 04-nov Sana NA D3
M651 NE Queretaro 04-nov Sana NA M9
M652 NE Queretaro 04-nov Sana NA M9
M712 NE Queretaro 04-nov Enferma NA CMM1
M751 NE Queretaro 04-nov Enferma NA M9
M741 NE Queretaro 04-nov Enferma NA ISP5
M743 NE Queretaro 04-nov Enferma NA ISP5
M711 NE Queretaro 04-nov Enferma NA CMM1
M713 NE Queretaro 04-nov Enferma NA CMM1
M753 (M75X) NE Queretaro 04-nov Enferma NA M9
M742 NE Queretaro 04-nov Enferma NA ISP5
M752 NE Queretaro 04-nov Enferma NA M9
B164 NE Michoacan 15-dic Sana NA D3 amarillo
B145 NE Michoacan 15-dic Sana NA ISP5
B152 NE Michoacan 15-dic Sana NA M9 like Cmm
B162 NE Michoacan 15-dic Sana NA D3 amarillo
B163 NE Michoacan 15-dic Sana NA D3 amarillo
B144 NE Michoacan 15-dic Sana NA ISP5 amarillo claro
B113 NE Michoacan 15-dic Sana NA CMM1 like Cmm
B111 NE Michoacan 15-dic Sana NA CMM1 like Cmm
B143 NE Michoacan 15-dic Sana NA ISP5 amarillo claro
B161 NE Michoacan 15-dic Sana NA D3 amarillo
B141 NE Michoacan 15-dic Sana NA ISP5 amarillo claro
B142 NE Michoacan 15-dic Sana NA ISP5 amarillo claro
B114 NE Michoacan 15-dic Sana NA CMM1 like Cmm
B151 NE Michoacan 15-dic Sana NA M9 like Cmm
B112 NE Michoacan 15-dic Sana NA CMM1 naranja
B115 NE Michoacan 15-dic Sana NA CMM1 like Cmm
B153 NE Michoacan 15-dic Sana NA M9 like Cmm
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Figura 15. Filogenia de 16S, de la coleccion de cepas aisladas de plantas de jitomate.

Aislados de endéfitos de plantulas de jitomate

Con el objetivo de conocer qué bacterias se encuentran presentes en la semilla, sin
gue el sustrato tenga influencia, se crecieron plantulas a partir de semillas de 4
variedades distintas, en medio MS. Para cada variedad se utilizaron 9 semillas (3
en cada frasco) que fueron desinfectadas, y se crecieron durante dos semanas con
fotoperiodo. Una vez que se tuvieron las plantulas, se aislaron sus endéfitos en 5
medios de cultivo para tener la mayor cantidad posible de colonias, CMM1, BCT,
D1, ISP5, M9, D3, CMM1sa, MH.



Se logaron obtener 7 colonias: M852, M841, S141, P171, W131, M842, P121.

Figura 16. Aislamiento de endéfitos de plantulas de jitomate

Aislados de endoéfitos de semillas de jitomate

De semillas de sélo una variedad de jitomate se extrajo DNA, se colocé 1 g de
semillas en buffer de extraccion y se incub6 a 4 °C por 14 horas, luego se macero y
el sobrenadante se coloc6é en medio CMM1 y BCT. Se incub6 por 3 dias y se
aislaron las colonias. Se seleccionaron 5 colonias (MSeedl a MSeed5) y se

identificaron por secuenciacion del gen 16S rRNA, resultando ser Curtobacterium

sp.

Figura 17. Colonias de Curtobacterium sp. en medio semiselectivo.



Capitulo 2. Genomas Cmm y endofitos

Para secuenciar los genomas, se seleccionaron las cepas por su virulencia,
cobertura geogréafica, temporalidad o variedad de jitomate de la que fueron

aisladas.

Evento del invernadero N

Se secuenciaron los genomas de tres de los aislados obtenidos, seleccionados por
ser morfologicamente similares a Clavibacter, poseer tomA y provenir de esfuerzos
de aislamiento tempranos (primeros tres dias) de tejido infectado. Las secuencias
obtenidas, después de ser tratadas, proveyeron de ensambles gendmicos con la
suficiente profundidad (22X a 48X), en un numero de contigs razonable (259 a 532)
para llevar a cabo andlisis mas detallados. En todos los casos se encontraron mas
de un organismo, muy cercanos entre ellos (todos pertenecientes a la familia
Micrococacceae), lo que si bien proveyo indicios del tipo de infeccion, dificulté el

analisis de las secuencias.

Tabla 8. Resultados de la secuenciacién genémica de 3 semi-aislados

Cepa Pureza Tamafio Contenido N's Contigs Profundidad
(Basada en % del de GC totales totales
de GC) ensamble
NFAST Una sefial & 5882188 0.71520533 123727 259 48.734
NSLOW Doble sefial * 2546322 0.7258627 232744 238 30.79
NAGUA Una sefial & 3563820 0.70487226 443317 532 22.607

* Después de filtrar por GC; & Los genomas no se pudieron separar por GC, aunque se encontré

evidencia de diversidad genética de mas de un organismo muy cercano a Micrococcoceae.

Anélisis taxonomicos

Se elaboraron tres arboles filogenéticos para realizar la identificacion taxonémica
de las cepas cuyo genoma fue secuenciado (NAgua, NFast y NAbove). El primer
arbol consistié en secuencias del 16S rRNA; posteriormente se realiz6 un segundo
arbol con secuencias de rpoB, y finalmente, al no obtenerse suficiente resolucion
con éstos, se realiz6 un tercer estudio concatenando los genes rpoB, gyrB, ppk,

dnakK, recA y atpD de acuerdo a la metodologia de Jacques y col., 2012.

Los analisis taxonémicos de los aislados NAgua, NFast y NAbove confirmaron que

éstos no son Cmm, sino que pertenecen a otros géneros bacterianos. Asi mismo,



gue sus genomas contienen diversidad genética proveniente de mas de un
organismo. NFast es un aislado de dos genomas de los géneros Micrococcus y
Microbacterium, mientras que en NAgua sélo se detectaron marcadores del género
Microbacterium, y en NAbove del género Micrococcus, claramente de dos especies
distintas en ambos casos. Esto se soporta por el tamafio de los genomas que se
encontraron antes del depurado de los genomas (Tabla 9), en particular en NAgua.
Todos estos géneros estan estrechamente relacionados a Clavibacter y pertenecen
al suborden Micrococcineae, el cual incluye otras actinobacterias patégenas de
plantas, por ejemplo, Leifsonia (muy cercano a Herbiconiux, también identificado
como N11b) y Curtobacterium.

Para la construccion del arbol de 16S se consideraron ademas de NAgua, NFast y
NAbove, las secuencias N9 (Cmm), N11 y N16 provenientes de aislados de este
proyecto. Se utilizaron también las secuencias historicas Micl, Mic2, Mic4, Mic8,
Mic9, Mic43, Mic93, Micll2, Micll9, provenientes de otros invernaderos de alta
tecnologia en México; y finalmente secuencias de la base datos, publica (NCBI) del
género Clavibacter; asi como de otros organismos cercanos a NFast y NAgua

detectados mediante el uso de BLAST.



513019182, Clavbacter michiganensis subsp tesellaiusstrain BGB30 165
34745153 Cluvlhnclermichi i michianensisslruin 15006 168

 subsp mchiganensis strain PS003 165
347451531 Clavnhacler  michiganenss subsp michigenensis strin PSO05 165
) Clmbnctar mmluganensns suhsp nnchlgunensls s PROT 165

f 9.
r{ﬁlﬁ Rl Clmbccber mlchlganensns slbgp sepedamcus strain DSM 20744 165
30176 Clvibecter michigenensis subsp sepedenicus
Cm sepedonicus ATCC33113 NC 010407 1
{306753l83_CIavibucter_michigunensis_suhsp_michiganensis_struin_Cmm.VTl4_165
306753164 Clavibacter michiganensis subsp michiganenss stran Com VTS

0108 16s

1560 16s

1387 165

=3 165

FNC3 165

F=1045.16s

P2 16s

14SF 165

423873351, Clvibacter michigenensis subsp michiganensis stran VCTI60 2 1 165
425873350 Clmbacter rmchxganensus subsp mchlgunensis sran PYCTIG1 6 1 165

213389991_C]av1bacter_mlclnganensls,suhsp‘nu'chiganensis_strainil6S
_[—33995Bﬂ.Cluvibucter_nﬁchigauensis_subsp_michiganensis  gene for 165 TRNA.
39003519 Cloibecte michiganenss subsp michigenensis gene for 165 tRNA,
{.347431525 et  michigenensis subsp michiganensis strain IMG 3657 16§
347431526 Clovbacter michiganensis subsp michiganenss trin LMG 3635 16§
§00 16
254726760 Clovbacter michigunenss subsp insidious isolae CmilBb2. 169
728739 Clovibacer michigenensis subsp fnsidious selate CrilBa2 165
104728758 Clavbacter michiganensis subsp insidioss iolate ClBal 165
4728757 Clavibacter michiganensi subsp nsidiosus isolate Cmi 165
15728761 Clovibacter michiganensi subsp insdiosus isolate CrilBb1 168
117644177 Clavibacter michiganensis subsp insidiosus
"6365539&2_C|uvihacter_michiganensis_subsp_insidiosus_slrain.DSM}Ol57_165
310975083 Cledbacter michigenensis subsp insidioss sren Burkholder P 165
117644175 Clavidecter michiganensis subsp teselarius
(136356980 Clovibacter michiqanensis subsp tessellrus strain DSM 20741 16§
1344993 CMUY6181 Clovibacter michiganensis subsp tesellarius 165
210846385 Clavibecter michiganensis subsp tessallrius strain 78181 165
(43322032 Clavibacer michigunensis subsp tessellrus strain ATCC 33366 169
Q07278 CAMU30234 Clsibacter michiganensi subsp tsselaius strin ATCC 33566 169
344312332 Claibacter michigenenss subsp sepedonicus
34431239 Clovbacter michiganenis subsp sepedonicus
SA7431523 Cvbacter michigenensis subsp, michiganensis strein LNG 7333 16
_{34745l523‘Clavibacter_michiganensis_suhsp.michigenensis_strmmﬁu.168
347451529 Clavibacter michiganensis subsp michiqanensi strain 7S004_ 165
645321300 Cbacter michigenensi strain LG 7333 165

i
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Figura 17. Arbol de 16s de secuencias de Clavibacter michiganensis y organismos cercanos

(Continta)




0.0
347451529 Clavibacter michiganensis subsp michiganensis strain TS004 165 P

643321300 Clavibacter michiganensis strain LMG 7333 16§

310975151 Clavibacter michiganensis subsp nebraskensis strain 11296 165

117644179 Clavibacter michiganensis subsp nebraskensis

636558984 Clavibacter michiganensis subsp nebraskensis strain DSM 7483 165

2344994 CMU6182 Clavibacter michiganensis subsp nebraskensis 165
ghraskenss NCPPB 2581 NC 020891 1

1FO_ 165

3191 16
AeRd3 16s

1 165

Ari 16

117644178 Clavibacter michiganensis subsp michiganensis
189014903 Clavibacter michiganensis subsp michiganensis strain BC2643 165
300249661 Clavibacter michiganensis subsp michiganensis strain_FQ 2506 168
347451524 Clavibacter michiganensis subsp michiganensis strain LMG_3681 165
347451527 Clavibacter michiganensis subsp michiganensis strain LMG 3679 16§
306753172 Clavibacter michiganensis subsp michiganensis strain Cmm VT2 165
306753173 Clavibacter michiganensis subsp michiganensis strain Cram VT4 16
306753174 Clavibacter michiganensis subsp michiganensis strain Cmm VT3 168
306753175 Clavibacter michiganensis subsp michiganensis strain Cmm VT6 165
306753176 Clavibacter michiganensis subsp michiganensis strain Cmm VT7 168
306753177 Clavibacter michiganensis subsp michiganensis strain Cmm VT8 165
306753178 Clavibacter michiganensis subsp michiganensis strain Crm VT9 165
306753170 Clavibacter michiganensis subsp michiganens strain Cmm VT10 165
306753180 Clavibacter michiganensis subsp michiganensis strain Cmm VT11 168
306753181 Clavibacter michiganensis subsp michiganensis strain Cmm VT12 168
306753182 Clavibacter michiganensis subsp michiganensis strain Cmm VT13 165
306753185 Clavibacter michiganensis subsp michiganensis straim VI3 1
NCPPB Clavivacter Referencia gi 147629108 emb AM711867 1 9 11530
26808 Clavibacter no patogeno AZQZ01000004 8 11530
UF Clavibacter NODE 24 length 3857 cov 1696 634907 7 11501
L—PFGVD 110 99 92 Microbacterium sp TSI
__{PFNG_LSZ_99_92_chrobacwnum,ololvonns

PFI1B 124 99 92 Microbacterium oleivorans

GV AT NODF 67 Lenath 1204 cov 303 072266 10 1074
PF33D L3799 92 Arthrobacter sp AD7
Micrococcus luteus str_modasa AMYK02000277 19 11530
Micrococcus luteus RIT305 JFYQ01000028 17 11530
Micrococcus luteus SUBGO06 JOKPO1001496 15 11530
Micrococcus luteus SK58 ADCD01000049 20 11530
Micrococcus Juteus RIT304 JFYP01000057 18 11530

! **yus RIT324w JFYU01000050 14 11530

AR 118B 14 98 72 Rhizobium sp L616

[ !

L i 91 length 1549 cov 357 894135 12 11201 ]

Figura 18. Arbol filogenético de secuencias de 16S. En rojo estan marcados los aislados
correspondientes a cepas de N con genoma secuenciado, en verde se encuentran cepas de
N sin genoma secuenciado y en azul cepas historicas Mic. A) En esta figura se observa que
el aislado N9 se agrupa con secuencias de Clavibacter michiganensis michiganesis. B) Las
cepas provenientes de N: NAgua, N11B, N11C y N16B se agrupan cerca de cepas de
Microbacterium. En el mismo cluster observamos la secuencia Mic114, un aislado histérico
del género Microbacterium. NFast queda sin agruparse, y se ubica entre los clusters de
Microbacterium y Micrococcus. La cepa NAbove se coloca cerca de secuencias de
Micrococcus luteus.

terium




Al ser Clavibacter un género con alta identidad de secuencia en 16S, a pesar de
proporcionar un panorama general de la ubicacion de las cepas, este arbol no
alcanza a resolver totalmente las relaciones taxondémicas de estas cepas. Por ello,
para ubicar con mayor precision los aislados con genoma disponible se realiz6 el
arbol, a nivel de nucledtidos, del gen rpoB. Estas secuencias fueron editadas para
poder incluir las secuencias correspondientes de los genomas NAbove y NAgua.
En dicho arbol se incluyen las cepas histéricas de Cmm Micl, Mic2, Mic4, Mic8,
Mic9, Mic93, la de Microbacterium Micl114, el Cmm no patdogeno 26808 reportado
por Zaluga et al, el Cmm de referencia NCPPB382, asi como también secuencias
de Microbacterium y Micrococcus de genomas disponibles en la base de datos
publica de NCBI.

Como puede observarse en la Figura, falta resoluciéon a la regién del arbol donde
se agrupan los Cmm. Si se quisiera resolver esta seccion del arbol, se puede
realizar un analisis basado en el estudio de Jacques y col., 2012, donde usando un
concatenado de marcadores moleculares adecuados para genética de
poblaciones, especificamente rpoB, gyrB, recA, dnaK, ppK y atpD, se logré la
identificacion eficiente de nuevos aislados a un nivel de género y especie. Este
enfoque de concatenado de marcadores incluso permitié identificar cepas de Cmm
no patogénicas, las cuales se agrupan en clados diferentes a las cinco
subespecies de Clavibacter michiganensis conocidas por su patogenicidad. Cada
subespecie es patdgena de una planta diferente: nebraskensis afecta al maiz,
tesselarius al trigo, insidiosus a la alfalfa, sepedonicus a la papa, y michiganensis

al jitomate.



AER114 Microbacterium

515771127 Microbacterium_barkeri

533227039 Microbacterium maritypicum MF109
640679874 _Microbacterium_paraoxydans

GVAGUA
323357422 Microbacterium_testaceum_StLBO37
518011226 _Microbacterium_yannicii
612070295_Microbacterium_oleivorans
380774685_Microbacterium_laevaniformans_OR221
656162267 _Microbacterium_luticocti

656180551 Microbacterium_gubbeenense
_I:656172333_Microbacterium_indicum
551269539 Agromyces italicus
551273760_Agromyces_subbeticus
551263089 _Glaciibacter_superstes
653817078_Rathayibacter_toxicus
500981333 _Clavibacter_michiganensis
546167557 Leifsonia rubra
544260796_Leifsonia_aquatica_ATCC_14665
499500113_L eifsonia_xyli
551280874 Humibacter_albus
551262774 Gryllotalpicola_ginsengisoli
653268785 Curtobacterium sp UNCCL17
516497104 Curtobacterium_flaccumfaciens
640710973_Leucobacter_sp_PH1c
651232481 _Agrococcus_lahaulensis
654791950 _Pseudoclavibacter_soli

488943711 Micrococcus luteus
4[ GVSLOW
GVFAST

e 4977829086 _Citricoccus_sp_CH26A

I:501366lOQ_Kocuria_rhizophiIa
493242594 Kocuria palustris

503367177_Arthrobacter_phenanthrenivorans
_E651443974_Arthrobacter_nicotinovorans
501202565_Renibacterium_salmoninarum

502882909 _Cellulomonas_flavigena
503648763 Celivibrio givus

517966112 Cellulomonas_massiliensis
——— §56320165_Paraoerskovia_marina
660686932 _Georgenia_sp_SUBGO03

0.2

Figura 19. Arbol filogenético construido usando el marcador rpoB de secuencias gendémicas
disponibles en la base de datos NCBI. Este arbol demuestra que la filiacion taxonémica de
los aislados NAbove y NFast (marcadas en rojo) es la familia de las Micrococcaceae,
especificamente Micrococcus luteus, mientras que NAGUA pertenece a la familia
Microbacteriaceae y se agrupa con diversos Microbacterium (también en rojo), entre ellos el
aislado histdrico Mic114 (recuadro azul).

Tabla 8. Cepas histéricas utilizadas en el analisis taxondmico.

ID Clasificacién taxonémica Procedencia
Micl, Mic2, Mic4, Mic8, Clavibacter michiganensis michiganensis Coleccion Langebio
Mic9, Mic93
UF Clavibacter michiganensis michiganensis Universidad de Florida
Micl14 Microbacterium Coleccion Langebio
NCPPB Clavibacter michiganensis michiganensis NCBI
26808 Clavibacter michiganensis michiganensis NCBI, [2]
RIT305, RIT324, SUBGO006, Micrococcus Luteus NCBI
NCTC2665, modasa
StLB037 Microbacterium testaceum NCBI

PF11, PF27 Microbacterium Coleccion Langebio
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Figura 20. Analisis taxonémico de los aislados cuyo genoma fue secuenciado. Se muestra un
arbol concatenado de los marcadores genéticos rpoB, recA, dnakK, y atpD. Las subespecies
de Clavibacter michiganensis se han ubicado en recuadros punteados con su respectivo
identificador. En recuadros rojos se muestran los aislados de las cepas NAGUA, NFAST y
NABOVE provenientes de N, nuevamente estas cepas se agrupan con Micrococcus y
Microbacterium respectivamente.

Evento 4 invernaderos
El andlisis microbioldgico revelé 93 cepas con morfotipo caracteristico de Cmm, y

bacterias relacionadas, mediante su crecimiento en medio de cultivo semi-



selectivo. En total, se realizaron 186 pruebas de PCR con oligonucléotidos
(primers) especificos para un par de genes (tomA y clvF), disefiados usando
secuencias de Cmm disponibles. Se confirmaron 17 cepas de Cmm. Se
secuenciaron 11 genomas de esas 17 cepas confirmadas por la presencia de los
genes tomA y clvF, dicha secuenciacion se realiz6 utilizando la técnica de

secuenciacion por sintesis (SBS) con el sistema MiSeq de Illumina.

Para cada una de las muestras se uso6 el medio de cultivo semi-selectivo (CMM1)
para el aislamiento de Cmm. Las colonias obtenidas, las cuales mostraron
caracteristicas visibles propias de Cmm, fueron aisladas (de 1 a 6 para cada
muestra), y almacenadas para su estudio posterior. En total, se aislaron 93 cepas,
provenientes de las 16 muestras; es decir, para algunos aislados / muestras se
cuenta con mas de una cepa capaz de dar lugar a una unidad formadora de

colonia.

Para la identificacion de las cepas aisladas, se purific6 DNA genémico de cultivos
liquidos de cada microorganismo, y dicho DNA se emple6 para la amplificacion por
la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) de genes de Cmm especificamente
relacionados con la patogenicidad de este microorganismo. Los dos genes
seleccionados son tomA, clvF, y los oligos utlizados fueron previamente
disefiados usando secuencias disponibles en las bases de datos publicas, y
confirmados con las secuencias disponibles en nuestro laboratorio a la fecha del
analisis. Para cada aislado se amplificaron 2 genes de patogenicidad
seleccionados, y se consideraron positivas aquellas muestras en las que los dos

genes se pudieron amplificar.

Las secuencias tanto de genes especificos como gendmicas fueron analizadas
mediante herramientas bioinformaticas, incluyendo reconstrucciones filogenéticas,
alineamientos mdultiples de secuencia, desciframiento de secuencias gendmicas
(ensamblaje), y gendmica comparativa con énfasis en genes funcionales asociados

a la patogenicidad y el metabolismo.

Tabla 9. Aislados de Cmm, con presencia de los genes tomA y clvF por PCR

ID cepa Invernadero “Estatus” de




la planta

Q3D Q Enferma
Z2A z Enferma
Z2B 4 Enferma
MB3C MB Enferma
MB3E MB Enferma
MB3F MB Enferma
A3A A Enferma
A3B A Enferma
A3C A Enferma
A3C2 A Enferma
A3D A Enferma

Analisis taxonOmicos
Los reads de los genomas fueron ensamblados con el software Velvet, y anotados
en el servidor RAST. En la tabla 2 se muestran los datos para cada uno de los

genomas.

Tabla 10. Resultados de la secuenciacién genémica de 11 aislados

Cepa Pureza (Basada Tamafio del Contenido de Contigs

en % de GC) ensamble GC totales
Q3D Una sefial 3127677 73 603
Z2A Una sefial 3469296 73 211
Z2B Una sefial 3946091 73 1347
MB3C Una sefial 3493327 73 358
MB3E Una sefial 3253953 73 506
MB3F Una sefial 3602344 73 392
A3A Una sefial 3674205 73 1080
A3B Una sefial 3775389 73 1085
A3C Una sefial 3478495 73 118
A3C2 Una sefial 3806614 73 1047

A3D Una sefal 3397620 73 178




Ademas de estas cepas, se incluyeron los genomas de otras cepas previamente
secuenciados en nuestro laboratorio asi como las reportadas en la literatura para

dar contexto a los andlisis filogenéticos. Tabla 19.

Tabla 11. Cepas histéricas utilizadas en el andlisis taxonémico

Cepa Clasificaciéon taxondmica Procedencia

Micl, Mic2, Mic4, Mic8, Mic9, Clavibacter michiganensis subsp.

Mic93, Mic130I, N23H michiganensis Coleccion Langebio

Clavibacter michiganensis subsp.

UF A . Universidad de Florida
michiganensis
Clavibacter michiganensis subsp.
NCPPB382 michiganensis NCBI
26808 Clavibacter michiganensis subsp. NCBI

michiganensis

Ademas de las cepas de Cmm, fueron secuenciadas bacterias de otros géneros,
cercanas taxondémicamente, y asociadas al cancer bacteriano del jitomate. A

continuacion se enllistan las cepas seleccionadas

Tabla 12. Genomas de endo6fitos

ID Num Tamafio
contigs (bp)
1 Acinetobacter sp Q3A 881 9025456
2 Curtobacterium sp MB4B 335 3416245
3 Curtobacterium sp 1011 3376232
Mic842ab

4 Micrococcus sp Mic1061 318 2427968
5 Arthrobacter sp G33D 261 4466115
6 Leifsonia sp G6A 141 2747169
7 Microbacterium sp N23A 667 7506999
8 Frigoribacterium sp N20B 122 3415600
9 Sanguibacter sp N15B 149 3913774
10 Microbacterium sp N11C 171 2740659
11 Herbiconiux sp N11B 258 3461970
12 Pseudoclavibacter sp N9A 202 3405699
13 Curtobacterium sp N5A 91 3392826
14 Micrococcus sp NFast 418 5912389
15 Microbacterium sp Nagua 6931 7265669

16 Microbacterium sp PFL 118 3714177




Capitulo 3. Andlisis de filogenomicay de genGmica comparada

Anélisis de Gendmica Comparada

Los genomas fueron analizados con énfasis en los genes de patogenicidad
conocidos en Cmm, confirmandose la presencia de ortdlogos de tomA en NAgua y
NFast que comparten alta identidad en secuencia con los de Cmm (80% en
aminoacidos y 74 % en nucleotidos). Esta observacion es consistente con la
determinacién inicial de estas cepas como Cmm por PCR. No se detectaron en
estos aislados otros ortélogos asociados a patogenicidad en Cmm (Tabla 4). Sin
embargo, si se encontr6 la ruta metabdlica a la que pertenece tomA, misma que
esta formada por genes asociados a la utilizacion de xylan. El gen tomA es una
hidrolasa que pertenece a la ruta de utilizacion de xylosa. La incorporacion de esta
ruta metabdlica, atipica en el genoma de Micrococcus, puede interpretarse como
evidencia circunstancial de asociacion entre la planta y los aislados NAgua y
NFast; queda por determinar si esta asociacion es detrimento para la planta, es

decir, el nivel de patogenicidad de estos aislados.

En este sentido, analisis preliminares usando plantas provistas por el proveedor de
N, y un protocolo de infeccion previamente estandarizado en el Langabio, asi como
las cepas NAgua, NFast y Mic2 como control positiva, sugieren cierto nivel de
patogencidad similar entre Cmm y las cepas N secuenciadas. Sin embargo, este
resultado se debe de tomar con cautela dado que el andlisis se hizo Unicamente en
dos plantulas por tratamiento, y requiere ser confirmado mediante un experimento

en invernadero a mayor escala que permita hacer analisis estadicticos.

Al realizar gendmica comparativa utilizando el programa RAST, (Tabla 10) se
observd también que Microccocus, el género mas parecido a NFast, no tiene
ningun gen de esta ruta, y que en cambio la ruta de Xylosa esta casi completa en
Clavibacter. Ademas, los genomas NFast y NAgua a diferencia de los Clavibacter
poseen la enzima AxeA, esta enzima esta presente también en el género

Microbacterium, que es el mas afin a NAgua.



Tabla 13. Ruta de utilizaciéon de xylosa. Uno de los genes de patogenicidad tomA esta
comprendido en la ruta de xilosa. En esta tabla se observa el perfil de ocurrencia de esta ruta
en distintas familias bacterianas. En gris claro Microccocus luteus; en verde, NFast y NAgua,
en gris oscuro distintos Clavibacter michiganensis, y finalmente en azul Microbacterium.
Como se observa Microccocus carece totalmente de todas las enzimas de la ruta. El gen de
patogenicidad tomA esta presente en los genomas NAgua y NFast asi como en Clavibacter.
El gen AxeA es comun a Microbacterium y NFast, NAgua.

Organismo ¢Activo? XylA XylB R Xyl T Xyn_T tomA XL KSAD | AxeA
Ml SK58 no
MI RIT304 no
Ml RIT324w no
MI SUBG006 no
MI NCTC 2665 no
MI str. modasa no
MI RIT305 no
GV FAST yes + + + + + +
GVAGUA yes + + + + +
LMG 26808 yes + + + + + +
AER1 yes + A + + +
AER2 yes + A + + +
AER4 yes 4 1 4 4 1 4
AERS8 yes + + + + + +
AER9 yes + + + + + +
AER93 yes + + + + + +
NCPPB 382 yes + A + + A +
UF yes + ar + + ar ar
M PFL yes + + + + + +
Mp 77MFT yes + A + + A
Mp L14 yes + + +
Mt StLBO37 yes + + + + +
Mp DH1b yes + il i
M URHA0036 yes + i i

Core genome

Con los genomas de las tablas 2 y 3, se calcul6 el core genome, figura. En el que
se encontrd que el core estad formado por 1397 genes, mientras que el resto son
variables. Cada genoma estéa representado por un évalo, y el nimero en cada uno
indica los genes variables para cada genoma. Este resultado sugiere que estas
cepas tienen un pangenoma abierto, lo cual no es propio de las bacterias

patégenas.



Figura 20. Core genome de genomas de Cmm
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Figura 21. Cluster clv, los genes clvA y clvG son exclusivos de las cepas de Clavibacter,

comparadas con otros géneros aislados de plantas enfermas.

Con el core, se construy6 una filogenia, figura, en la que se observa la agrupacion

de las cepas 2015, las cuales tienen en comun el origen de la semilla.

Se analizaron los genes que son uUnicos de las cepas de 2015, encontrando que
hay 22. De estos genes se buscé el contexto genémico, es decir los genes vecinos,



figura. Algunos de estos, se encuentran agrupados y los hay tanto de cromosoma

como de origen plasmidico.

Tabla 14. Genes Unicos de las cepas del evento 4 invernaderos

Gen Funcién

1570 HypotheticalProtein
1571 HypotheticalProtein
65 HypotheticalProtein
1071 RelaxaseTrwCConjugalTransferProteinTraADNAPrimaseConjugative
1072 TwoComponentSystemResponseRegulator
1089 ChromosomePlasmidPartitioningProteinParA
1090 HypotheticalProtein
1302 HypotheticalProtein
1303 Lipase
1304 HypotheticalProtein
1305 HypotheticalProtein
1306 HypotheticalProtein
1308 TypelRestrictionModificationSystemRestrictionSubunitR
1310 TypelRestrictionModificationSystemDNAMethyltransferaseSubunitM
1440 HypotheticalProtein
2001 VeryShortPatchMismatchRepairEndonucleaseGTSpecific
2031 HypotheticalProtein
2039 HypotheticalProtein
2042 PutativeSecretedProtein
2048 HypotheticalProteinPutative TranscriptionalRegulatorArsRFamily

2050 FIG00512013HypotheticalProtein

2051 HypotheticalProteinPutativePartitioningProtein
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Figura 22. Contexto gendmico de dos ejemplos de genes Unicos de las cepas 2015
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Capitulo 4. Caracterizacion fenotipica de marcadores moleculares
para distincion entre Cmm y endofitos.

Genes que codifican para la michiganina, como marcadores moleculares

Se realizd un escrutinio mediante amplificacién por PCR del gen clvF de todas
las cepas de la coleccion que han sido identificadas por el gen 16S, encontrando
gue solo las cepas de Cmm, a diferencia de las de otros géneros, poseen este
gen; por lo que podemos inferir que este es un buen marcador molecular para
identificacion de Cmm.

Purificacion de michiganina
Se purificé la bacteriocina michiganina, de un cultivo de Cmm, mediante HPLC,
ademas se detectd por la técnica de MALDI TOF.

Michiganina

DADT B, Sig=214,4 Ref=31% 100 [FBGHILD AU2021 0202160000070
mall ]
50 = } @

40
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Capitulo 5. Caracterizacion funcional del microbioma

Para conocer el comportamiento de tres tipos de plantas: WT variedad Castlemart,
Prosistemina: sobreexpresante bajo el promotor constitutivo 35S de prosistemina y
SPR2: mutante afectada en la ruta de los octadecanoides; se infectaron plantas de
4 semanas de edad, y fueron monitoreadas durante un mes para seguir el proceso
de infeccion, sorprendentemente ninguna de las plantas mostro los sintomas del
cancer bacteriano, asi que al cabo de un mes se aisl6 Cmm de cada una de la
spalnats inoculadas en medio de cultivo CMM1, y se encontr6 que si hubo
colonizacion con Cmm. De manera paralela se desarroll6 este experimento por la
Dra. Kena Casarrubias, solo que a diferencia de este, las plantas se mantuvieron
en condiciones de temperatura constantes y en ese caso Si se encontraron plantas

con sintomas de cancer bacteriano.

Figura 23. A: plantas de jitomate: WT, Prosistemina, SPR2. B: colonias de Cmm, aisladas de

plantas asintomaticas.

Tabla 15. Cepas aisladas de plantas infectadas con Cmm

Fecha de Fecha de

ID Invernadero . tomA X s Variedad Jitomate
aislamiento infeccion
Prosistemina: Sobreexpresante bajo el promotor constitutivo
PS35SA Lab JDF 08-ene Positivo 09-dic 35S de prosistemina
Prosistemina: Sobreexpresante bajo el promotor constitutivo
PS35SB Lab JDF 08-ene Positivo 09-dic 35S de prosistemina
Prosistemina: Sobreexpresante bajo el promotor constitutivo
PS35SC Lab JDF 08-ene Positivo 09-dic 35S de prosistemina
SPRR2A Lab JDF 08-ene Positivo 09-dic SPR2: mutante afectada en la ruta de octadecanoides
SPRR2B Lab JDF 08-ene Positivo 09-dic SPR2: mutante afectada en la ruta de octadecanoides
SPRR2C Lab JDF 08-ene Positivo 09-dic SPR2: mutante afectada en la ruta de octadecanoides
SPRR2D Lab JDF 08-ene Positivo 09-dic SPR2: mutante afectada en la ruta de octadecanoides
SPRR2E Lab JDF 08-ene Positivo 09-dic SPR2: mutante afectada en la ruta de octadecanoides
SPRR2F Lab JDF 08-ene Positivo 09-dic SPR2: mutante afectada en la ruta de octadecanoides
SPRR2G Lab JDF 08-ene Positivo 09-dic SPR2: mutante afectada en la ruta de octadecanoides
WTA Lab JDF 08-ene Positivo 09-dic Castlemart
WTB Lab JDF 08-ene Positivo 09-dic Castlemart
WTC Lab JDF 08-ene Positivo 09-dic Castlemart
WTD Lab JDF 08-ene Positivo 09-dic Castlemart
WTE Lab JDF 08-ene Positivo 09-dic Castlemart
WTF Lab JDF 08-ene Positivo 09-dic Castlemart




Discusion de resultados

Es importante realizar diagnéstico molecular de alta precision en plantas y frutos
gue seran utilizados para produccion de semillas, ya que aunque las plantas no
muestren sintomas la infeccién puede estar presente en la semilla de manera

latente.

Datos genémicos de cepas mexicanas

Se han secuenciado 23 genomas de Cmm, que son parte de un cepario que ha
sido construido de invernaderos mexicanos con presencia de cancer bacteriano y
ha sido caracterizado fenotipicamente. Esta base de datos da el valor a la
propuesta debido a que permite hacer correlaciones genotipo-fenotipo y proveer de
diagnésticos especializados que ademas de saber si hay presencia de Cmm se
pueda conocer la virulencia de la cepa. Es importante enriquecer esta base de
datos, ya que mientras mas informacion se tenga de genomas y su relacién con el
cultivar del cual fue aislado y otros datos fenotipicos se podran hacer correlaciones
més acertadas, ademas debe tomarse en cuenta que Cmm presenta una gran
variabilidad genotipica y estos cambios pueden estar asociados a la localizacion

geografica, virulencia, cultivar del que fue aislado.

Los resultados de secuenciacién arrojaron datos por demas interesantes, ya que
no todas las cepas seleccionadas por el método de diagnéstico basado en tomA
fueron Cmm. Se aislaron ademas microorganismos con caracteristicas similares y
relacionados taxonémicamente a este patdégeno (microbacterias y micrococaceas).
De hecho, en los genomas de algunas de estas cepas (N), se encuentra el gen
tomA, concluyéndose que su amplificacion es insatisfactorio para fines de
diagndstico. A partir de este momento agregamos al diagndstico la amplificacion de
los genes clvA, clvG y clvF, recientemente confirmados por nuestros analisis de
gendémica comparativa como caracteristicos y especificos para Cmm. Estos genes
han sido anteriormente reportados como los responsables de la sintesis de una
bacteriocina (antibiético peptidico de espectro taxonémicamente limitado) llamado

michiganina o clavicidina.



Las cepas aisladas de plantas enfermas en el proyecto 4 invernaderos, en 2015, se
distinguen filogenéticamente de otras cepas de Cmm. Las cepas se distinguen
filogenéticamente de las que tienen diferente origen de la semilla. Las cepas
aisladas de plantas enfermas, de los 4 invernaderos, en 2015, presentan genes
Unicos, es decir que no se comparten con otras cepas historicas del laboratorio.
Estas firmas a nivel del genoma, asi como el origen comun de las semillas
sugieren que Cmm se adapta rapidamente a su nicho especifico, en este caso la
variedad de la planta y a la poblacién bacteriana con la que comparte éste espacio
fisico. Bajo esta observacion se hipotetiza que Cmm no es un patdégeno comun y
por tanto debe ser estudiado en base a los resultados que arrojan éste tipo de

andlisis genémicos.



Conclusiones

1. Cmm puede colonizar plantas de jitomate sin causar sintomas de cancer
bacteriano, puede deberse a que se trata de cepas no patogénicas de
Cmm o al microbioma que tiene como contexto.

2. El cluster clv, es exclusivo de las cepas de Cmm, comparado con
bacterias de otros géneros aislados de plantas de jitomate.

3. Mediante genémica comparativa se encontré que las cepas se agrupan de
acuerdo al origen de la semilla o bien de la variedad de jitomate y no asi
del afio de aislamiento o del invernadero del que provengan.

4. En un analisis de genomica con 20 cepas de Cmm, se pudo ver que
presenta un pangenoma abierto, es decir menos de la mitad de sus genes

forman el core o son compartidos por todos los genomas.



Perspectivas

1.

Aislar enddfitos de una muestra seleccionada de plantas de jitomate en
invernadero, que sean asintomaticas, y se haga un muestreo cada mes
durante su ciclo de produccién para observar el cambio en su microbioma.
Secuenciar por la técnica de iTags, 16S del DNA total de las plantas de
las que fueron extraidos los endofitos.

Explorar si en el microbioma del jitomate se pueden encontrar

microorganismos antagonistas de Cmm.
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