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Resumen

Xanthomonas phaseoli pv. manihotis (Xpm) es el agente causal de la bacteriosis vascular de la yuca,
enfermedad que puede generar pérdidas considerables en este cultivo. Esta bacteria posee proteinas efectoras
gue son inyectadas al interior de la célula hospedera a través del sistema de secrecion tipo tres y que funcionan
como factores de virulencia. Los efectores llamados TALEs (del inglés, Transcription-Activator Like Effector),
ingresan al nucleo de las células hospederas, se unen de manera especifica a las secuencias de ADN del
hospedero, denominadas elementos de unidn al efector (EBE) y actian como factores de transcripcion para
modular la expresion de genes del hospedero. El conocimiento del modo de accién de los TALEs ha permitido
desarrollar estrategias biotecnolégicas para generar resistencia de amplio espectro a patdgenos de plantas. En
este estudio se elabord un promotor trampa activado por tres TALEs predominantes en cepas de Xpm para
inducir la expresion del gen de resistencia RXam2(MHV). Los resultados de los experimentos de expresion
transitoria muestran que la co-infiltracion de los TALEs 14, 20 y 22 junto con el promotor trampa que contiene
los EBEs para estos tres efectores causan una respuesta hipersensible en el area infiltrada en hojas de

N.tabacum.
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Abstract

Xanthomonas phaseoli pv. manihotis (Xpm) is the causal agent of cassava bacterial blight, a disease that can
generate considerable losses in this crop. This bacterium possesses effector proteins that are injected into the
host cell through the type-three secretion system and that function as virulence factors. Some of these effectors,
called TALEs (Transcription-Activator Like Effectors), enter the nucleus of host cells, bind specifically to host
DNA sequences, called effector-binding elements (EBES), and act as transcription factors to modulate host
gene expression. The knowledge of the mode of action for TALES in species as rice has allowed the
development of biotechnological strategies to generate broad-spectrum resistance to pathogens. In this study,
a trap promoter was developed that is activated by three predominant TALEs in Xpm strains that allow the
expression of the resistance gene RXam2(MHYV). Our results show that when TALEs 14, 20 and 22 are co-
infiltrated with the synthetic promoter that contains the EBEs for this TALES a hypersensitive response is
produced in the infiltrated area in leaves of N. tabacum. These results represent an important achivement for

the use of this strategy in future cassava breeding programs.

keywords: cassava bacterial blight, trap promoter, hypersensitive response.
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Introduccion

La yuca, Manihot esculenta Crantz, es la fuente calérica para alrededor de 1000 millones de personas en el
mundo (Suarez & Mederos, 2011). Actualmente, representa un recurso importante para la seguridad
alimentaria, siendo uno de los cultivos con mayor produccion y area cultivada (FAO, 2017). Ademas, es un
cultivo muy versatil utilizado por pequefios productores en mas de 100 paises (FAO, 2013), y tanto sus raices
como las hojas son una fuente de alimento y energia para humanos y animales (Aguilera, 2012)(FAO, 2008).
Si bien son variadas las ventajas que presenta este cultivo, también presenta diversas limitaciones, como el
manejo y bajos rendimientos, debido a los limitados insumos como fertilizantes, pesticidas y herbicidas (FAO,
2017).Adicionalmente, se han reportado virus, hongos y bacterias que causan enfermedades en este cultivo,
generando pérdidas considerables en el rendimiento (McCallum, Anjanappa, & Gruissem, 2017).

Una de las enfermedades mas frecuentes que afecta al cultivo de yuca es el bacteriosis vascular, causada por
Xanthomonas phaseoli pv. manihotis (Xpm), un patdgeno bacteriano que coloniza los haces vasculares de la
planta (Lépez & Bernal, 2012). Xpm ingresa a las plantas de yuca por estomas o heridas en la superficie vegetal
y su multiplicacion se favorece en épocas de alta humedad y lluvias (Lépez & Bernal, 2012). Una vez la
bacteria ha logrado ingresar al tejido vegetal, se dirige hacia el xilema donde se acumula y obstruye el paso de
nutrientes lo que causa el marchitamiento de la planta (Verdier, 2002). El taponamiento de los haces vasculares
genera una progresion de sintomas que comienza con la aparicién de manchas angulares en las hojas, seguida
de la formacién de lesiones foliares y caulinares, y la secrecion de exudado gomoso en tallos y peciolos
(Lozano, 2008).Se han empleado medidas sanitarias para contrarrestar la enfermedad como lo son rotacion de
cultivos, cultivos intercalados con plantas de crecimiento rapido, siembras en temporada seca y uso y desarrollo
de variedades reconocidas como resistentes (Lopez, Restrepo, & Verdier, 2006). La resistencia de las plantas
de yuca se evidencia por un lento crecimiento y progreso del patégeno, reforzamiento de las barreras
estructurales, y principalmente se caracteriza por inducir cascadas de sefializacion a nivel intracelular como
una respuesta de defensa frente al patégeno (McCallum, Anjanappa, & Gruissem, 2017). Sin embargo, existe
un gran vacio en el conocimiento de los mecanismos moleculares que explican la resistencia en plantas como
la yuca.

La primera rama de defensa de las plantas se basa en el reconocimiento de moléculas presentes en patdégenos
con una estructura altamente conservada denominadas PAMPs (Pathogen-Associated Molecular
Patterns)(Yu, Feng, He, & Shan, 2017). La percepcion extracelular de los PAMPs es llevada a cabo por
receptores ubicados en la membrana plasmatica de las células hospederas Ilamados PRRs (del inglés, Pattern
Recognition Receptors). Estos receptores se categorizan como RLKSs (del inglés, Receptor Like Kinase) o0 RLPs
(del inglés, Receptor Like Protein) dependiendo de los dominios presentes en la porcion intracelular, que
permiten la activacion de cascadas de sefializacion en la planta que desencadenan la produccion de especies
reactivas de oxigeno, activacion de MAPKs (Mitogen Activated Protein Kinases), activacion de quinasas

dependientes de Calcio, deposicion de calosa, activacion de genes relacionados con la defensa y produccion
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de &cido salicilico, etileno o fitoalexinas confluyendo en un solo proceso denominado PTI (del inglés, Pattern
Triggered Immunity) (Wan et al., 2019; Yu et al., 2017)

En contraste, las bacterias fitopatdgenas se caracterizan por inyectar proteinas efectoras al interior de las
células hospederas por medio de un sistema inyector denominado sistema de secrecion tipo Il (del inglés,
Type-Three Secretion System) (Silva et al., 2018). Estos efectores tipo 111 se encargan de suprimir en diferentes
maneras la PTI causando virulencia (Pfeilmeier, Caly, & Malone, 2016;Jacques et al., 2016). Los efectores
tipo 11 suprimen la inmunidad de la planta mediante mecanismos moleculares como la degradacion de los
receptores PRRs, cambios en la regulacion hormonal, degradacion de quinasas en la cascada de sefializacidn
activada por PRRs, modificacion de proteinas por medio de enlaces con grupos alquilo y manipulacion del
transcriptoma evitando asi que se desencadene la respuesta de tipo PTI (Yu et al., 2017;Silva et al., 2018).
Por otro lado, plantas que presentan genes de resistencia (R) pueden reconocer los efectores de patdgenos
adaptados a nivel intracelular llevando a la activacion de una segunda rama de inmunidad conocida como
inmunidad desencadenada por efectores o ETI (del inglés, Effector-Triggered Immunity), la cual es mas rapida
y fuerte que la PTI y a menudo culmina en una respuesta hipersensible o0 HR (Hypersensitive Response) la
cual es una muerte celular programada en el area de infeccion (Noman, Ageel, & Lou, 2019;Zhang et al.,
2018). El reconocimiento intracelular de los efectores ocurre mediante la interaccion con proteinas codificadas
por genes R las cuales median el reconocimiento y la ejecucién de los mecanismos de defensa que conllevan
al desarrollo de la ETI (Silva et al., 2018). Estas proteinas poseen dominios de repeticiones ricas en leucina
(LRR) y de union a nucleotidos (NB), lo cual le permiten reconocer a los efectores e inducir cascadas de
sefializacion que converge en el desarrollo de la ETI (X. Zhang, Dodds, & Bernoux, 2017). Estas proteinas se
activan mediante el intercambio de ADP por ATP en el dominio NB (X. Zhang et al., 2017; Wang et al., 2019).
Se ha evidenciado que cambios en el motivo de aminoécidos metionina-histidina-aspartato (MHD) del
subdominio ARC2 (APAF-1, R proteins, and CED-4), se encuentra involucrada en la unién del ADP en el
estado inhibido (X. Zhang et al., 2017). Mediante mutacion en el dominio MHD en el aminoacido aspartato
conlleva a una actividad sin presencia del ligando, presentando una mayor afinidad por ATP, y
desencadenando la cascada de sefializacién que culmina en HR (X. Zhang et al., 2017).

De manera particular, bacterias del género Xanthomonas se caracterizan por presentar un grupo de efectores
de tipo 111 llamados TALEs (Transcription Activator-Like Effectors) que constituyen un grupo importante de
efectores que manipulan el transcriptoma de la planta (White & Yang, 2009). Estructuralmente, los TALEs
poseen tres dominios: el dominio N-terminal (NTD) que contiene una sefial de secrecién de tipo Ill, la region
de repeticion central (CRR) responsable del reconocimiento y union al ADN del hospedero, y el dominio C-
terminal (CTD) que contiene sefiales de localizacion nuclear (NLS) y el dominio de activacion transcripcional
(AD), los cuales controlan el ingreso al nlcleo de los TALEs y la interaccion con la maquinaria basal de la
transcripcion (Micke et al., 2019). Los TALEs difieren predominantemente en su region central, que esta

compuesta de repeticiones casi idénticas ordenadas en tandem (Boch, Bonas, & Lahaye, 2014). Las
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repeticiones estan constituidas de 33-35 aminoécidos altamente conservados, exceptuando los residuos 12 y
13 conocidos como RVDs (Repeat Variable Diresidue), los cuales son hipervariables y establecen una
interaccion directa y especifica con las bases nitrogenadas del ADN del hospedero (Grau et al., 2013). Al ser
traslocados a la célula vegetal los TALEs son importados al nucleo donde se unen de manera especifica a
secuencias de ADN en la region promotora de genes blanco, denominadas elementos de unién al efector
(EBEs)( (Effector Binding Elements), y activan la transcripcion de genes de susceptibilidad (S) cuya expresion
promueve la enfermedad (Boch et al., 2014). Con el conocimiento de los efectores y el uso de genes S por
parte del patdgeno para causar enfermedad en la planta, se ha implementado la edicion génica para generar
resistencia por pérdida de susceptibilidad frente a los TALES de patgenos de arroz (Blanvillain-Baufumé et
al., 2017). Se ha evidenciado que los genes SWEET son objetivos blanco de Xanthomonas oryzae pv. Oryzae
(Xo0) causante del tizon bacteriano en plantas de arroz (Yang, Sugio, & White, 2006). Mediante modificacién
del EBE del promotor del gen SWEET14 perteneciente a esta familia disminuia su susceptibilidad causando
resistencia hacia el tizén bacteriano (Yang et al., 2006; Antony et al., 2010).

En contraparte, las plantas han desarrollado mecanismos de resistencia a los TALEs que se han descrito con
anterioridad en arroz y pimentén (J. Zhang, Yin, & White, 2015). La resistencia dominante dependiente de la
actividad transcripcional de los TALEs es una estrategia en la cual la interaccién de un TALE con su respectivo
EBE lleva a la activacion de genes ejecutores (E) de los mecanismos de defensa de la planta (J. Zhang et al.,
2015). De este modo los casetes de los genes E funcionan como una estrategia de ganancia de resistencia que
funciona a manera de activadores trampa, con la capacidad de activar la defensa vegetal en presencia de
bacterias que contengan TALEs. A partir de dicha estrategia se ha planteado el desarrollo de activadores trampa
sintéticos (promotores trampa) para desarrollar una resistencia de amplio espectro frente a patégenos del
género Xanthomonas (Hummel, Doyle, & Bogdanove, 2012). La construccion de los promotores trampa
presenta un modulo sensor capaz de interactuar con los TALES y un modulo ejecutor capaz de activar los
mecanismos de defensa de la planta (Diaz, 2016; Sanchez Ferro, 2020). Este sistema se ha implementado
previamente en arroz, donde se modificé el promotor del gen de resistencia Xal0, agregando cinco EBEs
dispuestos en tandem que reconocen a TALEs especificos de Xanthomonas oryzae pv. oryzae (Xoo)(Zeng et
al., 2015). En este trabajo se evidencid la resistencia dependiente de los TALES presentes en 27 cepas de Xo0
colectadas en 11 paises (Zeng et al., 2015). Lo anterior indica que la estrategia basada en promotores activados
por multiples TALESs puede ser utilizada como herramienta biotecnoldgica para causar resistencia de amplio
espectro frente a varias cepas de patdgenos del género Xanthomonas.

Con el fin utilizar los promotores trampa como una medida de control para la bacteriosis vascular en yuca, es
necesario emplear un gen que funcione como gen ejecutor. En otros estudios previos de la Universidad
Nacional, se encontré un gen mediante la estrategia de gen de resistencia candidato, el cual explica el 61,6%
de la resistencia a la cepa ClO151 (Lépez et al., 2003). Este gen, denominado RXam2, codifica para una
proteina tipica de resistencia de tipo NB-LRR cuya expresion es constitutiva pero baja. Estudios en plantas

con el gen RXam2 silenciado muestran una mayor susceptibilidad a las cepas Cl0151, Xam306, Xam232,
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Xam571 y Xam686, y su sobreexpresion ha mostrado conferir resistencia a dichas cepas (Diaz et al., 2020,
unpublished results). Este gen se ha empleado con anterioridad como mddulo ejecutor en un sistema de
promotor trampa inducido por TALE1xpm, pero con una modificacion en el dominio MHD cambiando el
amino&cido aspartato por una valina quedando asi en su forma activa sin presencia de los TALEs, el cual se
nombré RXam2 auto-activo (RXam2[MHV]) (Diaz, 2016). Estos resultados indican que RXam2 que puede
funcionar como un gen E bajo el control de un promotor trampa para generar resistencia de amplio espectro
hacia la bacteriosis vascular en yuca.

Por otro lado, en estudios recientes enfocados en el entendimiento de los mecanismos moleculares que explica
la interaccion yuca-Xpm han logrado estudiar el contenido de TALES en cepas de Xpm de Colombia y han
encontrado una presencia frecuente de los TALE 14, TALE 20 y TALE 22 en los aislamientos del patdgeno
colectados en cultivos de yuca en la region Caribe y la regién Orinoguia entre 1966 y 2012 (Zéarate et al.,
2015;Trujillo et al., 2014). Por otro lado, los TALEs 14 y 20 han mostrado ser importantes para la progresion
de los sintomas y de la enfermedad (Cohn et al., 2014). Mientras que la presencia del TALE 22 se correlaciona
levemente con la virulencia de las cepas de Xpm (Zarate, 2015). Estos datos sugieren que estos tres efectores
pueden ser importantes para la virulencia de cepas de Xpm.

Basados en la informacion de frecuencia de los TALE 14, TALE 20 y TALE 22 en cepas colombianas, en el
grupo de investigacién Manihot biotec se han generado recientemente promotores sintéticos que contienen las
secuencias de unién para los TALEs 14, 20 y 22 (promotor denominado TriEBE) para inducir la expresion del
gen reportero GUSPLUS (Sanchez Ferro, 2020). Los resultados de la coexpresion transitoria de los TALES
con el promotor TriEBE en Nicotiana Tabacum, muestran una activacion transcripcional significativa por parte
de los TALEs 14 y 20. Por lo tanto, este promotor trampa se perfila como un casete de reconocimiento para
las cepas de Xpm que presenten a TALE 14 o TALE 20 en su repertorio de efectores (Sanchez Ferro, 2020).
De esta manera, el objetivo de este trabajo fue emplear el gen de resistencia RXam2(MHV) como médulo
ejecutor en un promotor trampa con los sitios de unién a los TALEs 14, 20 y 22 de Xanthomonas phaseoli pv.
manihotis y la evaluacién funcional de dicha construccion, con miras a ser implementado en el desarrollo de
una herramienta biotecnoldgica alternativa para el control de la bacteriosis vascular para la generacién de

resistencia de amplio espectro a cepas de Xpm que contienen los TALES respectivos.

1. Materiales y Métodos

1.1 Construccion del promotor sintetico

Digestion v ligacion del gen RXam2(MHV)

Para la clonacién del gen de resistencia RXam2(MHV) se parti6 de dos vectores p35S::RXam2(MHV) (Diaz,
2016), y el promotor trampa con los EBEs de los TALEs 14, 20, y 22 de Xpm con el gen reportero GUSPLUS
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(Sanchez Ferro, 2020) que se encuentran en el vector pENTR/D-TOPO® con lo cual se genero el constructo
PENTR/D-TOPO® EBES taL14,2022:: RXam2(MHV) mediante doble digestion con las enzimas Kpnl'y Ascl.
Para obtener esta construccion, tanto al constructo de p35S::RXam2(MHV) como a EBES taL14,20,22::GUS, se
les realizd6 una doble digestién con enzimas de restriccion para liberar RXam2(MHV) y el gen GUS. Las
digestiones se realizaron a 37°C durante 3 h en un volumen final de 20uL: 2uL de buffer 10X, 1ug de plasmido
y 10U de enzima de restriccion Kpnl y Ascl las cuales tienen sitios de corte que flanquean el gen reportero y
también el gen RXam2(MHV). Una vez se liberaron estos dos fragmentos, se visualizé el producto en un gel
de agarosa 1% para separar el vector con los tres EBES (~3000pb) y RXam2(MHV) que presenta un tamafio de
4000pb. Luego se eluyeron las dos bandas y se purificaron con el Kit The Wizard™ SV Genomic
DNAPurification System (Promega, Madison, Wisconsin, U.S.).

La ligacidn en el vector pPENTR/D-TOPO® EBES TaL14,20,22 Se llevl a cabo a una temperatura de 22°C durante
2 hcon la enzima T4 DNA Ligase (Thermo Fisher Scientific, Whaltham, Massachusetts, U.S.) en un volumen
de 20pL: 2uL de Buffer 10X T4 DNA Ligase Buffer, 6L de vector (~40ng), 11uL del inserto (~165ng) y 5U
de Ligasa. El producto de ligacion se transformo con un electroporador en E. coli cepa DH10B, las colonias
positivas fueron seleccionadas con el antibidtico kanamicina (50pug/mL) en medio LB (Triptona 10 g/L,
Extracto de levadura 5 g/L, Cloruro de Sodio 5 g/L) con agar bacterioldgico (15 g/L). Para la confirmacion de
los clones, se picaron colonias al azar con palillos estériles y se resuspendieron en 20uL de agua y fueron
incubadas a 95°C durante 5min. Las PCRs se realizaron en un volumen final de 10uL: 2uL de suspension,
0,1uL de cada primer especifico, 5uL DreamTaq Master Mix 2X (Thermo Fisher Scientific, Whaltham,
Massachusetts, U.S.). Se realiz6 una desnaturalizacidn inicial a 95°C por 5 minutos, seguido de 32 ciclos de
amplificacion (desnaturalizacion a 95°C por 30 segundos, hibridacion a 55°C por 30 segundos, extension a
72°C por 2minutos) y una extension final por 72°C de 5 minutos. Para la PCR del EBETAL14Xpm fue llevada
a cabo con los primers Del UPT Fw (5°- ATAGTCAAGCTAACGAAAC -3’) y EBEI4Rv (5
GCGGGATTGATTTGTTTATAATAG-3%), para EBETAL22Xpm con la pareja de primers EBE22 Fw (5°-
TATCTTTCCTTCTCCTTCTTC-3") y RXam2inicioRv (5‘-ATAGGCAATGACTGCTGTAGCTTCTC-3°),
la del EBETAL20Xpm con los primers EBE20 Fw (5’-GAATTCCTCGAGTATTATAAACAAATCAC-3")y
RXam2inicioRv (5‘-ATAGGCAATGACTGCTGTAGCTTCTC-3), y por Ultimo para el gen RXam2(MHV)
los primers 179ECN_RXam2-XV.F (5‘--TGTGGTGGTTTTAATCAACTG-3¢), 172ECN_RXam2-XI.F (5¢-
ATTATGTGGGAAAAGGTTCTT-39) y 175ECN_RXam2-XIIl.R (5‘-TGACAAAGAGATAATATTGC-
3%). Para cada caso las PCRs utilizan los pardmetros anteriormente descritos, excepto la temperatura de
anillamiento para los primers (EBETAL14Xpm y EBETAL22Xpm 43°C, para EBETAL20Xpm y para
RXam2(MHV) 40°C). Las colonias positivas fueron recrecidas en LB liquido, los cultivos en suspension fueron
empleados para la extraccion de ADN plasmidico con el kit de extraccion GeneJET Plasmid Miniprep (Thermo
Fisher Scientific, Whaltham, Massachusetts, U.S.). Una vez se obtuvo el ADN plasmidico se realizé el
protocolo estandar anteriormente mencionado para las PCRs para verificar directamente sobre el plasmido el

producto de clonacion, y posteriormente se corroboro la identidad por secuenciacion.
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Recombinacion de EBEs TAL14,20,22:: RXam2(MHV) en el vector binario pMDC32

El vector pPENTR/D-TOPO® EBEs TAL14,20,22:: RXam2(MHV) fue clonado en un vector binario de
expresion en plantas pMCD32 ccdB mediante el sistema Gateway (Thermo Fisher Scientific, Whaltham,
Massachusetts, U.S.). Las reacciones se realizaron a una temperatura de 25°C y se incubaron durante toda la
noche en un volumen final de 5uL empleando: 1L de vector de destino (150ng/uL), 3uL de vector de entrada
(50ng/ pL) y 1uL de clonasa LR o BP.

Por medio de reacciones sucesivas de recombinacion con el sistema Gateway se cloné el constructo en
pLAW11, pDONR207 y finalmente en pMDC32 esto se debe a que el antibidtico de seleccién para pMDC32
y PENTR/D-TOPO® es el mismo. Los clones fueron seleccionados en medios suplementados con antibidtico
carbenicilina (100ng/ pL), gentamicina (100ng/ pL) y kanamicina (50ug/mL), respectivamente. En cada
paso de recombinacion se confirmé la correcta clonacion por PCR sobre colonias utilizando los
primers 179ECN_RXam2-XV. F y 172ECN_RXam2-XI.F. Adicionalmente, la correcta recombinacion en
pMDC32, se evalu6 por medio de PCR del p35s con los primers 35SEcoRIFw (5
GCAGAATTCTCAACATGGTGGAGCAC-3) y 35SsaclRv (5’-TGCGAGCTCGTCCCC
GGTGTTCTCTCC-3’) y una temperatura de anillamiento de 58°C. Finalmente, se comprobd la identidad de

la construccion por medio de secuenciacion.

Transformacion del constructo pMDC32 en Agrobacterium tumefaciens

El plasmido pMDC32 EBES TaL14,20,22:: RXam2(MHV) se transformo en células competentes de Agrobacterium
tumefaciens cepa GV3101 por electroporacion, luego las bacterias fueron plaguedas en medio LB con agar
bacteriol6gico con antibi6tico de seleccion rifampicina (100pg/mL) y Kanamicina (50ug/mL), y se crecieron
a una temperatura de 28°C durante 3 dias. Posteriormente, para verificar que los clones que crecieron
presentaran el constructo en el vector de expresion pMDC32 se verifico por PCRs directamente sobre las
colonias del p35s y del gen de resistencia RXam2(MHYV) con el protocolo estandar anteriormente mencionado.
Las colonias positivas fueron recrecidas en LB liquido para los experimentos de infiltracion y cierta parte fue

almacenado como stock en glicerol al 15% a una temperatura de -80°C.

1.2 Crecimiento de plantas

Germinacién de las plantas de Nicotiana tabacum y su mantenimiento

Para la germinacion de las semillas de Nicotiana tabacum se utiliz6 Turba Especial Mejorada de suelo

(Anasac), una humedad relativa de 30-50%, con temperatura de 28°C, una intensidad luminica de 70umol/s/m2
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y un fotoperiodo de 12 h luz 8 h oscuridad. Luego de que las semillas germinaran, se mantuvieron durante 2 a
3 semanas en la misma turba y con las mismas condiciones hasta evidenciar el crecimiento de la primera hoja,
luego se trasplant6 a un sustrato de Turba-tierra las plantulas de N. tabacum y se mantuvieron las condiciones
de temperatura y fotoperiodo con variacion de la intensidad luminica 150umol/s/m2 y humedad relativa de
50-70% durante tres semanas. Posteriormente, entre la semana quinta y sexta la humedad relativa se disminuyo
a 30-50% vy se redujo la intensidad luminica a 115umol/s/m2 manteniendo estas condiciones durante una
semana. Una vez las plantas tuvieran siete semanas de edad con un aspecto similar entre si, se seleccionaron

para los experimentos de infiltracion.

1.3 Infiltracion

Preparacion del indculo

Para los experimentos de infiltracién se utilizaron los clones de A. tumefaciens los cuales ya se habian
realizado en el grupo de investigacién de la Universidad Nacional que contienen los vectores pBAV139
p35s::TALE14, p35s::TALE20, p35s::TALE22, p35s::RXam2(MHV)y pBAV139 EV ademas del constructo
elaborado en este trabajo. Cada uno de los clones fue reactivado realizando una siembra por agotamiento en
medio LB con agar bacteriolégico en una temperatura de 28°C durante dos dias. Se aislaron colonias
individuales y sembradas por agotamiento en medio LB con agar bacteriolégico, luego fueron incubadas a una
temperatura de 28°C durante dos dias. A partir de cada siembra, nuevamente se seleccionaron colonias
individuales, se aislaron y se crecieron en medio liquido a 28°C con una agitacién de 250rpm.

Una vez los cultivos en suspension alcanzaron una ODsoonm=1.0, para realizar las coinfiltraciones se realiz6
una serie de disoluciones de las bacterias que fueron colectadas por centrifugacion a 4000rpm por 15 miny se
realizaron lavados por centrifugacién a 4000rpm por 15 min y resuspension en solucién de agroinfiltracion (10
mM MES, 10 mM MgCI2, 150 uM acetosiringona, pH 5.6). Las suspensiones bacterianas de los clones
pMDC32 EBES 7AL14,2022:: RXam2(MHV), pBAV139 EV fueron ajustadas a una DOsoonm=0.6 y pBAV139
p35s::RXam2(MHV) a 0.3. Para los clones de los TALEs se ajusté en un inicio una DOsoonm=0.9 luego una
parte de estas suspensiones de bacterias se unieron en proporcién 1:1:1 para tener una DOsoonm=0.3 y la otra
parte se reajusto a 0.6 para realizar la combinatoria con pMDC32 EBES taL14,20,22: :RXam2(MHV) y pBAV139
EV para al final obtener una DOsoonm=0.3 para cada clon. Posteriormente la densidad Optica de la suspension
bacteriana de pMDC32 EBES taL14,2022:: RXam2(MHV), fue ajustada a 0.3.

Infiltracién de los clones en Nicotiana tabacum

Para los experimentos de infiltracion en N.tabacum se emplearon jeringas estériles de 1mL con aguja

removible, y se infiltrd en el envés de la tercera hoja de cada planta. Para el EBES taL14,2022:: RXam2(MHV) y
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los clones de los TALEs los experimentos de coinfiltracion fueron realizados sobreponiendo las infiltraciones
de las bacterias que contenian el promotor y las combinatorias de los clones de los TALEs. Primero se infiltro
la combinatoria de los TALEs y después de una hora se sobrepuso la solucién correspondiente a EBEs
TAL14,20,22:. RXam2(MHV) con ODeoonm=0.3. Se realizaron dos replicas bioldgicas de infiltracion en hojas de
diferentes plantas de N.tabacum.

2. Resultados y Discusion
2.1 Construccion del promotor trampa EBES TAL14,2022:: RXam2(MHV)

Para la construccion del promotor se partio del disefio del promotor trampa EBES taL14,20,22: :GUS (Sanchez-
ferro 2020) (Figura 1a) y el constructo p35s::RXam2(MHV) (Diaz, 2016) (Figura 1b), los cuales poseen dos
sitios de corte con las enzimas de restriccion Kpnl y Ascl que flanquean al gen reportero GUSPLUS y el gen
RXam2(MHYV), mediante estas dos enzimas se realiz6 el corte de cada gen, se retir6 del promotor trampa el
gen GUS y se insertd mediante ligacion el gen RXam2(MHYV), obteniendo como resultado el constructo
PENTR/D-TOPO® EBES taL142022:: RXam2(MHV) (Figura 1c). La identidad del constructo se corroboro6

mediante PCRs colonia (Figura 2), con primers especificos para cada EBE y para el gen RXam2(MHV).
A Kpnl Ascl

Ld{Sé nchez-ferro 2020)

EBETanaxpm EBEtazoxpm EBETaiz2xpm

B Kpnl Asel
C Kpnl Ascl

J'——~L

Figura 1 Esquema de la construccion del promotor trampa EBES taL142022:: RXam2(MHV). En el
esquema se muestra el disefio de los promotores. Donde la flecha negra (1) indica el sitio de corte para enzimas
de restriccion Kpnl y Ascl. (A) Constructo que contiene los sitios de union para los TALE 14 de color Azul
acero, TALE 20 de color Turquesa menta y TALE 22 de color amarillo y corriente abajo el gen reportero
GUSPLUS de color azul. (B) Constructo que contiene el gen de resistencia RXam2(MHV) de color verde,
controlado por el promotor 35s de color rosado. (C) Constructo final con los tres EBEs controlando la
expresion del gen de resistencia.

EBEranaxpm EBErarzoxpm EBErarz2xpm

Se seleccionaron cinco colonias transformantes a las cuales se les realiz6 PCR colonia. En la Figura 2a se
muestra el resultado de la PCR colonia con primers disefiados sobre el EBEtaLi4xpm que genera un amplicon

de 300pb que permite corroborar la presencia del EBEraL1sxpm en las colonias 7,8,9, y 10. En la Figura 2b se
12
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observa un amplicén de 350pb en las colonias 7, 8 y 10 para el EBEtaL20xpm. Por Gltimo, la presencia del
EBETaL22xpm S& comprobo para las colonias 7, 8, 9 y 10 en las cuales se obtuvo un producto de 250pb (Figura
2c). Para el caso de la PCR del gen de resistencia RXam2(MHYV), se obtuvo un amplicon de 650pb en todas las
colonias como se observa en la (figura 2d), lo que indica la correcta construccion del promotor trampa EBES
TAL14,20,22:. RXam2(MHV) en el vector pPENTR/D-TOPO®.

EBE 14 EBE 20

A

100ppContro- 0 7 8
! ey oy T
- - -

RN

! ™

500pb, N
3 - -

t y Ve

100pb ¥ 500pb | s

EBE 22 RXam2(MHV)

C
100pb Control- 6 7 8 9, 10

e

500pbl !_ k an
-—- e b
. 300pb .
100pb ) { i
S00pb. W

Figura 2. Confirmacién de la clonacion mediante PCR colonia de EBES 14, 20, 22 y RXam2(MHV). La
construccion del promotor trampa fue corroborada mediante PCR directa sobre colonias aleatorias. (a) Para el
EBEraL14xpm Se utilizaron los primers DelUPT1Fw y EBE14Rv. (b) Para el caso del EBEtaL20xpm l0s primers
EBE20Fw y RXam2inicioRuv. (c) Para el EBEtaL22xpm l0s primers EBE22Fw y RXam2inicioRv.(d) Por ultimo
para corroborar la insercién del gen RXam2(MHYV), se utilizaron los primers 179ECN_RXam2.XVFw y
175ECN_RXam2-XIII.Rv.

De acuerdo a los resultados de las PCRs de colonia, se seleccionaron las colonias 7, 8 y 10 para realizar la
extraccion de plasmido. Las PCRs se repitieron sobre los plasmidos para re-confirmar los resultados obtenidos
por PCR de colonia y posteriormente se secuencié la region del promotor EBES taL14,20.22 y la region donde se
encuentra el gen de resistencia RXam2(MHYV). Los resultados de secuenciacion muestran la correcta insercion
del gen de resistencia RXam2(MHV) en el vector pENTR/D-TOPO® y su identidad la cual no se vio afectaba
por la clonacion, ademas se verifico que los EBEs estuvieran ubicados corriente arriba del gen y que no

tuvieran ninguna mutacion que afecte la union de los TALEs (datos no mostrados).

2.2 Recombinacion del promotor trampa en pMDC32
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La construccion del promotor EBES taL14,2022 con el gen de resistencia de yuca RXam2(MHV) en el vector de
clonacion pENTR/D-TOPO® se transfirid al vector binario de expresion en plantas pMDC32, mediante
reacciones de recombinacion LR y BP. Primero se clon6 en pLAW11 mediante una LR, luego mediante una
BP a pDONR207 y finalmente se realiz6 una LR a pMDC32 (Figura 3).

~ ((,\.‘h EBE 0
P 9P PN
..\ ":\.‘,‘ C ) > A

[ PENTR/D-TOPO® pMDC32

Figura 3. Esquema de la recombinacion en pMDC32. Reaccion de recombinacion con las enzimas Clonasa
LR Y BP con vectores intermediarios.

La correcta recombinacion del promotor trampa en los vectores intermediarios se verifico por la presencia del
gen de resistencia RXam2(MHV) utilizando primers especificos para este gen (Figura 4). Para el caso de la
primera recombinacion se observa que las colonias que dieron positivas fueron la 1,2,4 (Figura 4 gel de lado
izquierdo). Se tomd la colonia 4 para realizar extraccion de ADN plasmidico y posteriormente realizar la
reaccion de BP. Luego de realizar la recombinacion en el vector pPDONR207 se verifico por PCR colonia
(Figura 4 gel de lado derecho) la presencia del gen de resistencia con los mismos primers y se evidencio que
todas las colonias contienen el gen. Se tomd la colonia 4 para realizar la extraccion de ADN plasmidico para
luego realizar la Gltima recombinacion al vector pMDC32.

plawll - pDONR207

L pies

1000

500

500

Figura 4. Confirmacion de la recombinacion en pLAW11 y pDONR207. La correcta clonacion en los
vectores intermediarios se verifico por PCR colonia por la presencia del gen de resistencia RXam2(MHV) con
los primers 172ECN_RXam2-XI.F y 175ECN_RXam2-XII1.R
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Una vez se realizaron las reacciones de recombinacién y con el fin de confirmar la correcta recombinacion y
evidenciar que la construccidn se encontrara en el vector de expresién pMDC32 se evalu6 por PCR la presencia
del gen de resistencia RXam2(MHV) y de p35s (figura 5) el cual se encuentra solo en el vector pMDC32 y
controla la induccion del gen hpt que codifica para la enzima Hygromicina fosfotransferasa. Se evidencio que
las colonias 1, 4 y 5 tienen un amplicén de 4000pb que corresponde con el gen RXam2(MHV) (figura 5 gel
derecho), indicando que dichos clones presentan la construccion del promotor trampa. Por otro lado, las
colonias 2, 4 y 5 presentaron un amplicon de 450pb correspondiente al p35s (figura 5 gel izquierdo),
mostrando que estos clones presentan el vector binario. Por lo cual se seleccionaron las colonias 4 y 5
doblemente positivas conteniendo la construccién del promotor trampa clonada en el vector pMDC32. Se
seleccionaron las colonias 4 y 5 las cuales mostraron ser positivas para la amplificacion del p35s y el gen
RXam2(MHYV) para realizar extraccion de plasmido y corroborar su identidad por PCR directamente sobre el
plasmido (Figura 6). Posteriormente, se secuencio la regidn correspondiente al promotor trampa donde se
encuentran los EBEs y el gen de resistencia RXam2(MHV) y se logrd corroborar que la recombinacion del
promotor EBES taL14,2022 y el gen RXam2(MHV) en el vector binario de expresion pMDC32 se llevd a cabo

con éxito en el clon 4.

338 RXam?2
100pb—+:_1 P e Fikb =41 72" 5 4 5
-
| gy N

: | 2000
' . cal u B 1000
- - -

g
400 e 500
00 ~— — 5 -
-

R CEEEe

Figura 5. PCR colonia de p35s y RXam2(MHV) para verificar la correcta recombinacién en el vector
pMDC32. La correcta recombinacion se verific por PCR colonia del p35s con los primers 661_35sEcoRIfw
y 662_35sSaclRv presente en el vector binario de expresién pMDC32, y el gen de resistencia RXxam2(MHV)
con los primers 172ECN_RXam2-XI.F y 175ECN_RXam2-XIII.R.
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Figura 6 Confirmacion por amplificacion directa sobre el plasmido pMDC32 de RXam2(MHV) y el p35s.
Se utilizaron los primers 661_35sEcoRIfw y 662_35sSaclRv para p35s obteniendo un amplicon de 450pb
aproximadamente y para RXam2(MHV) con los primers 172ECN_RXam2-X1.F y 175ECN_RXam2-XIIl.R
amplicén de 4000pb aproximadamente.

2.3 Transformacion de pMCD32 en Agrobacterium tumefaciens para infiltracién en plantas de
Nicotiana tabacum

Una vez fue corroborada la identidad del plasmido pMDC32 con el promotor EBES taL14,20.22:; RXam2(MHV),
se realizd la transformacidn en A. tumefaciens cepa GVV3101 para llevar a cabo los experimentos de infiltracion

en N. tabacum (Figuras 7, 8, 9).
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pBAV139 p35s:TALE20
pBAV139 p35s: TALE14

pBAV139 p35s: - TALE14 +
pBAV139 p35s: TALE20 +
pBAV139 p35s:: TALE22

pBAV139 p35s:. TALE22

pBAV139
p35s:RXam2(MHV)

PBAV139EV

Figura 7 Expresion de los TALEs sin presencia del promotor trampa. Se muestra la fotografia de la
infiltracién de los vectores por separado, y en combinatoria para los TALES, como control negativo se utilizé
el PBAV139EYV fotografia representativa de 2 réplicas bioldgicas.

En la Figura 7 se muestra el resultado de la infiltracién individual de los TALEs para evaluar el efecto de estas
proteinas bacterianas en el fenotipo de N. tabacum en ausencia del promotor trampa. Los resultados muestran
que el TALE 14 (costado izquierdo de la hoja) induce una HR que se observa como una necrosis en dicha area
y perdida del color de la hoja. Por el contrario, los TALEs 20 y 22 no indujeron una HR (Figura 7). No
obstante, al ser infiltrados los tres TALEs simultdneamente en el costado derecho de la hoja no se observo
ningun efecto. Como control negativo se utilizé el vector vacio donde se clonaron los TALEs denotado como
pBAV139EV (Figura 7 costado derecho de la hoja). Adicionalmente, como control positivo se emple6 el
vector pBAV139 p35s::RXam2(MHV) (costado izquierdo). Sin embargo, no se observé una respuesta
hipersensible en el control positivo esto puede deberse al mal aislamiento o reactivacion que se realizo de la
bacteria. Los resultados observados en la (figura 7) muestran que los que el TALE 14 por si solo puede generar
una respuesta en la planta, al contrario de los TALEs 20 y 22 que no se evidenci6 ninguna actividad en el area
de infiltracion.

Como control negativo se utilizo pPBAV139EV + el promotor EBEs TAL14,20,22:: RXam2(MHV) costado
izquierdo inicio de la hoja donde no se observa actividad (figura 8). Y como control positivo
p35s::RXam2(MHV) el cual no generd ninguna respuesta de HR (figura 8).

Con el fin de evaluar la activacion del promotor trampa dependiente y especifica de la presencia de los TALEs
se coinfiltrd cada uno de los efectores con el EBES taL14,20.22:: RXam2(MHV) (figura 8) La coexpresion de los
TALEs 14 y 20 se evidencia una HR lo que sugiere que los TALEs pueden activar transcripcionalmente el

promotor trampa. Sugiriendo que la actividad transcripcional del constructo es potenciada por la interaccion
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con los efectores y que no tiene actividad sin presencia de estos. Para la infiltracion de promotor EBEs
TAL1420,22:: RXam2(MHV) con el TALE 22 costado izquierdo en medio de la hoja no se observa ningln
desarrollo de HR mostrando que la actividad del promotor no puede ser potenciada por este efector. En
conjunto los resultados muestran que la actividad del promotor trampa es especifica y dependiente de la
presencia de los TALEs 14 y 20 y que la actividad del gen de resistencia se ve potencia por ellos al observase
el desarrollo de la respuesta hipersensible més intensa en presencia de estos.

Para el caso del TALE 22 cuando se realizé la infiltracion con el promotor EBES TaL14,2022:: RXam2(MHV)
(figura 8) costado izquierdo en el medio de la hoja, no parece generar una actividad sobre el constructo y no
ocurre una induccion del gen RXam2(MHYV), indicando que este efector no es capaz de activar el constructo.
Estos resultados se relacionan con los obtenidos por (Sanchez Ferro, 2020), el cual menciona que los TALES
14 y 20 pueden generar una actividad potenciada sobre los promotores trampa EBErtaL2oxpm::GUS,
EBETtaL1axom::GUS y EBES TaL14,20,22::GUS, pero el TALE 22 no parece generar una actividad potenciada sobre
el promotor EBETaL22xom::GUS y EBES TaL14,20,22::GUS. Lo cual indica que hay una especificidad de unién de

los TALESs 14 y 20 hacia el promotor, pero no para el caso del TALE 22.

pBAV139 p35s:TALE14 +

PMCD32EBESs TAL14,20.22
E::RXam2(MHV)

pBAV139 p35s: TALE20

+ PMCD32EBEs
TAL14,20,22

“RXam2(MHV)

pBAV139 p35s: TALE22+

pBAV139
f&‘ﬁ;ﬁﬁ?ﬁf\ff““ e 355 RXam2(MHV)
PBAV139EV + PMCD32EBEs pBAV139 p35s:TALE14 +

pBAV139 p35s: - TALE20 +
pBAV139 p35s: - TALE22+
PMCD32EBES TAL14,20.22
IRXam2(MHV)

TAL14.20.22 :RXam2(MHV)

Figura 8 Coinfiltracién de los TALESs con el promotor trampa. Se observa en laimagen hoja de N. tabacum
con las respectivas combinatorias de infiltraciones con los TALEs y sobre las infiltraciones se ingreso el

promotor EBES TaL14,20,22:: RXam2(MHYV) la cual es una fotografia representativa de 2 réplicas bioldgicas.
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PMCD32::RXam2aEV

PMCD32EBES 7AL14,20,22
:RXam2{MHV)

PBAV139EV + PMCD32EBEs
pBAV139 p35s:TALE14 + TAL14,20,22- " RXam2({MHV)
pBAV139 p35s:TALE20 +
pBAV139 p35s: - TALE22+
PMCD32EBESs TAL14,20,22

ZRXam2(MHV)

pBAV139 MOCK

p35s::RXam2{MHV)

Figura 9 Infiltracion del promotor trampa con y sin presencia de los TALEs. Hoja de N. tabacum se
infiltro con la combinatoria de los TALES y sobre esta se ingreso el promotor EBES TAL14,20,22:: RXam2(MHV)
como control negativo se utiliza el MOCK, PBAV139EV + PMDC32 EBES 1aL14,20,22:: RXam2(MHV)
fotografia representativa de 2 réplicas biolégicas.

Por otro lado, con el fin de evaluar un posible efecto de la activacion del promotor EBES TAL14,20,22::
RXam2(MHYV) , mediante la interaccion de los tres TALEs, se realizd la infiltracion en hojas de N.tabacum de
las combinatorias de los TALEs 14, 20 y 22 y sobre estas se infiltrd la construccion EBES taL14.20,22::
RXam2(MHV) (figura 8 y 9). Se empleo la coinfiltracion de pBAV139EV y pMDC32 EBES tAL14,20,22::
RXam2(MHV) como control negativo. Los datos muestran que en los dos casos hubo una respuesta
hipersensible en la coinfiltracion con los TALEs y el promotor trampa, lo cual indica una dependencia de la
presencia de los TALEs para la expresion del gen de resistencia RXam2(MHV) el cual desarrollé la HR en
toda el area de infiltracion. Ademas, la presencia simultanea de los tres TALES no genera un efecto negativo
en la activacion del promotor trampa. Lo cual se relaciona con resultados obtenidos por (Sanchez Ferro, 2020)
cuando se coinfiltraron los tres TALES con el promotor EBES TaL14,2022::GUS evidenciando la fuerte activacion
de la expresion del gen reportero por parte de los TALE 14 y 20 y 22 pero no un efecto sinérgico entre los
TALEs. Para finalizar los datos obtenidos de las infiltraciones con los TALESs y el promotor trampa muestran
que no varian entre las hojas que se infiltraron de las plantas de N.tabacum utilizadas en los experimentos. El
gen de resistencia RXam2(MHV) a pesar de no ver resultados de HR en el control positivo si refleja una
expresion potenciada cuando estan los TALEs 14 y 20 lo que indica que puede ser utilizado como gen ejecutor.
La respuesta HR solo se evidencio en las coinfiltraciones de los TALEs con el constructo, lo que permite decir
que el promotor trampa no tiene ninguna actividad sin presencia de los efectores, lo cual indica que a futuro
puede emplearse este constructo para la elaboracion de plantas transgénicas y asi generar una resistencia de

amplio espectro frente a cepas de Xpm.
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3. Conclusiones

En este estudio fue posible construir el promotor trampa EBES TaL14,20,22 para controlar la expresion del gen de
resistencia RXam2(MHV) y se realiz6 la evaluacién funcional del promotor por expresion transitoria en plantas
de N. Tabacum. Esta estrategia de promotor trampa activado por TALEs de Xpm tiene potencial para ser
empleado como una estrategia para generar resistencia de amplio espectro frente a cepas de Xpm que posean
en su repertorio de efectores los TALEs 14 y 20. El TALE 22 no mostr6 inducir la expresion del gen de
resistencia lo cual indica que no hay especificidad de unién por el promotor EBES TaL14,20,22:: RXam2(MHV).
También se observd que el constructo sin presencia de los TALES no generaba ninguna actividad de HR lo
cual permite que este promotor trampa sea candidato para ser utilizado a futuro en el desarrollo de plantas

transgénicas.
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