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RESUMEN

Para llevar a cabo una vida sana y activa se deben satisfacer las necesidades
energéticas diarias, para que esto suceda es necesario mantener la seguridad alimentaria
tanto fisica, social y econdmica, asi como que estos se encuentren libres de agentes
biolégicos que puedan causar o transmitir enfermedades (FAO, 2011). El jitomate (Solanum
lycopersicum) es la hortaliza de mayor importancia y la de mayor valor econémico, su
demanda aumenta continuamente y con ella su cultivo, produccion y comercio (SADE,
2022). Ralstonia solanacearum es el agente causal de la marchitez bacteriana y se esparce
por medio de instrumentos de trabajo, agua de riego y suelo contaminados. La tipificacién
bacteriana es esencial para la identificacion y el tratamiento de enfermedades infecciosas,
la prevencion y brotes de enfermedades, la seguridad alimentaria y la investigacion
cientifica (Li, W et al., 2009). En este proyecto se llevo a cabo la evaluacion del locus
CRISPR-cas en un total de 31 cepas pertenecientes al complejo de Ralstonia, tanto
americanas como asiaticas. El objetivo principal de este proyecto fue determinar la utilidad
de este locus como herramienta para la tipificacibn bacteriana de cepas de R.
solanacearum. La eleccion de este complejo bacteriano especifico se debié a su
importancia en el sector agroalimentario y epidemiolégica, asi como a la necesidad de
contar con herramientas precisas y eficientes para su identificacion y seguimiento en brotes
de infecciones. La evaluacion del locus CRISPR-cas se realizO mediante técnicas
moleculares y bioinformaticas. Las 31 cepas fueron agrupadas segun su similitud en
términos de los elementos de las matrices CRISPR y proteinas Cas. En particular, las cepas
mexicanas se destacaron por tener caracteristicas Unicas en su locus CRISPR-Cas. Por
otro lado, las cepas de América del Sur formaron un segundo grupo, pero se observaron
diferencias significativas entre algunas de ellas, lo que resulté en su clasificacién en
diferentes grupos debido a su falta de similitud. Los resultados obtenidos sugieren que este
locus puede ser utilizado como una herramienta eficaz para la tipificacion bacteriana en
cepas de R. solanacearum, demostrando su utilidad para identificar cepas de América,
usando siete diferentes andlisis. Sin embargo, se sugiere que su uso se combine con otras
técnicas de tipificacién bacteriana para obtener resultados mas robustos y completos. Al
complementar el locus CRISPR-Cas con otras herramientas de andlisis, se puede obtener
una caracterizaciébn mas precisa y confiable de las cepas, lo que contribuira a una mejor

vigilancia epidemioldgica y control de las infecciones asociadas a este grupo bacteriano.
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SUMMARY

To carry out a healthy and active life, daily energy needs must be met. In order, for
this to happen, it is necessary to maintain physical, social, and economic food security,
ensuring that food free of biological agents that can cause or transmit diseases (FAO, 2011).
The tomato (Solanum lycopersicum) is the most important vegetable in terms of its high
economic value. Its demand continues rise leading to an increase in cultivation, production
and trade (SADE, 2022). Ralstonia solanacearum is the causal agent of bacterial wilt and is
spread through contaminated work tools, irrigation water, and soil. Bacterial typing is
essential for the identification and treatment of infectious diseases, disease prevention and
outbreaks, food safety, and scientific research (Li, W et al., 2009). In this project, the
evaluation of the CRISPR-cas locus was carried out in a total of 31 strains belonging to the
Ralstonia complex, both American and Asian. The main objective of this project was to
determine the usefulness of this locus as a tool for the bacterial typing of R. solanacearum
strains. The choice of this specific bacterial complex was due to its importance in the agri-
food and epidemiological sector, as well as the need to have precise and efficient tools for
its identification and monitoring in infection outbreaks. The evaluation of the CRISPR-cas
locus was performed using molecular and bioinformatic techniques. The 31 strains were
grouped based on their similarity in terms of CRISPR array elements and Cas proteins. In
particular, the Mexican strains stood out for having unique features at their CRISPR-Cas
locus. On the other hand, the strains from South America formed a second group, but
significant differences were observed between some of them, which resulted in their
classification in different groups due to their lack of similarity. The results obtained suggest
that this locus can be used as an efficient tool for bacterial typing in R. solanacearum strains,
demonstrating its usefulness to identify strains from America, using seven different assays.
However, it is suggested that its use be combined with other bacterial typing techniques to
obtain more robust and complete results. By complementing the CRISPR-Cas locus with
other analysis tools, a more accurate and reliable characterization of the strains can be
obtained, which will contribute to better epidemiological surveillance and control of infections

associated with this bacterial group.
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CAPITULO 1.
1. MARCO TEORICO

1.1. Importancia del cultivo de jitomate en México

El jitomate (Solanum lycopersicum) es la hortaliza mas importante a nivel mundial
debido a su alto valor econémico. Representa mas del 30% de la produccién horticola global
y el 50% de la produccién en México. Su demanda sigue en constante aumento, lo que
impulsa el crecimiento de su cultivo, produccién y comercio (SADE, 2022). El jitomate es
considerado una cosecha de gran valor econémico y social en México. A partir del cultivo
del jitomate se generan 72 mil empleos directos y 10.7 millones de empleos indirectos. Por
tanto, su produccién y exportacién es de importancia para la economia mexicana (SIAP,
2013). Es uno de los productos mas utilizados en la cocina mexicana, desde la cocina
prehispanica; su consumo trae muchos beneficios debido a que es una buena fuente de
calcio, potasio, fosforo, sodio y vitaminas A, B1, B2 y Cy, por tanto, contiene propiedades

medicinales entre ellas es alcalinizante, depurativo, diurético, digestivo (PROFECO, 2020).

1.2. Importancia del cultivo de jitomate a nivel mundial
Durante la Gltima década, se ha observado un aumento en la produccién y consumo
mundial de tomate rojo. China ocupa el primer lugar como productor y consumidor mundial
de tomates, mientras que Estados Unidos lidera el ranking de paises importadores y México
se destaca como el principal exportador de esta hortaliza. El 61% de la superficie cosechada
de jitomate en 2017 se concentr6 en cinco paises: China con el 32.6%, india con el 11.4%,
Turquia con el 7%, Estados Unidos con el 6% y Egipto con el 4%. México ocupé la novena

posicion mundial, con una participacion de 2.3% (Figura 1.1) (FIRA, 2017).
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Figura. 1.1. Principales paises productores de jitomate en el afio 2017 (FIRA 2017).

Entre el 2007 y 2017, las exportaciones mundiales crecieron a una tasa promedio
anual de 1.4%. En este rubro destacan México y Paises bajos, que participaron en 2017
con un 23% y 14.5% del volumen mundial exportado, respectivamente. Espafia es el tercer
exportador mundial, participa con un 10.7% de las ventas mundiales, otros exportadores,
como Irdn y Marruecos con un 7% cada uno y Turquia con el 6.9% registraron un
crecimiento sobresaliente durante el periodo 2007-2017. En el afio 2017, el 55% del
volumen mundial de tomate importado se distribuyé mayormente en cuatro paises: Estados
Unidos (25,7%), Alemania (12,3%), Rusia (8,6%) y Francia (8,5%). (Figura 1.2) (FIRA,
2017).
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Figura. 1.2. Intercambio comercial de jitomate, 2007-2017 (FIRA, 2017).

1.3. Importancia del cultivo de jitomate a nivel nacional

Durante el afio 2017, el 56.3% de la produccién nacional de tomate se generd
mayormente en cinco entidades federativas, siendo Sinaloa la de mayor produccién con un
porcentaje del 27.0%., San Luis Potosi con el 9.8%, Michoacan con el 7.3%, Jalisco con el
6.3%, y Zacatecas con el 5.6%. También destacan Baja California con el 5.2%, Puebla con
el 3.7% y Sonora con el 3.4%. Las entidades federativas de Puebla, Querétaro, Oaxaca y
San Luis Potosi presentaron la mayor actividad en la produccién de jitomate, registrando
un crecimiento promedio anual en su produccién de 22.1%, 18.0%, 16.8% y 11.0% entre
2007 y 2017 (Figura 1.3) (FIRA, 2017).
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Figura. 1.3. Principales entidades productoras de jitomate, 2015-2017 (FIRA 2017).

1.4. Importancia del jitomate a nivel regional
La produccién de jitomate en el Estado de Morelos es un factor clave tanto en su
economia como en su sociedad. Durante el afio 2021, se logr6 cosechar un total de 164,577
toneladas de jitomate en una superficie aproximada de 2,614 hectareas. Cabe destacar que
la mayor colecta de esta hortaliza se llevd a cabo en los meses de octubre y noviembre.
Los principales municipios productores en Morelos son: Yecapixtla, Atlatlahucan,
Mezatepec y Telpencingo, aportando mas del 36% de la produccién estatal

(Representacidn agricultura de Morelos, 2022).

1.5. Caracteristicas generales de la planta de Solanum lycopersicum

El jitomate, cuyo nombre cientifico es Solanum lycopersicum, pertenece a la familia
Solanaceae (L6pez Madrid, 2016). La planta de jitomate es una hierba perenne, aunque en
su habitat natural se comporta como anual y puede morir durante la primera estacion de
crecimiento debido a las heladas o a la sequia. De acuerdo con su habitat de crecimiento,
se pueden distinguir dos tipos de jitomate: 1) el de crecimiento determinado, que presenta
un porte bajo, es decir, de tipo arbustivo, de produccion precoz y tamafio pequefio; Il) el
jitomate de tipo indeterminado, que puede crecer hasta alturas de dos metros o mas. El
jitomate de tipo indeterminado presenta un crecimiento vegetativo continuo v,

aproximadamente seis semanas después de la siembra, comienza su comportamiento
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generativo. Este tipo de jitomate produce flores de forma constante, de acuerdo con su
velocidad de desarrollo (L6pez Madrid, 2016).

1.6. Las plagas y la agricultura

Los insectos, patégenos y malezas son una limitante para la produccion agricola
produciendo pérdida de mas del 40 % del suministro mundial de alimentos. Para poder
combatir este tipo de plagas la mayoria de las veces es necesario aplicar plaguicidas (FAO,
2008). La propagaciéon de plagas ha ido aumentando afio con afio poniendo en riesgo la
seguridad alimentaria y nutricional de millones de personas. Los factores que contribuyen
a tal desequilibrio son, entre otros, el comercio, el cambio climatico, la menor capacidad de
recuperacion de los sistemas de produccion debido a la intensificacion agricola que ha
ocurrido durante afios. Ademas, la disponibilidad e higiene de los alimentos es amenazada
por enfermedades y plagas, asi como también varios tipos de contaminantes, ya sea en
forma de patdgenos o insectos; las amenazas viajan de una manera mas rapido y mas lejos
poniendo en peligro los alimentos, la salud y los medios de subsistencia de la poblacion. La
economia de la mayoria de los paises depende en un alto porcentaje de la agricultura, por
lo que las plagas, los patdégenos y las malezas causan la pérdida de mas del 40 % del
suministro mundial de alimentos (FAO).

1.6.1. Los plaguicidas y su impacto

La Agencia de Protecciéon Ambiental (EPA) define plaguicida como una sustancia
destinada a repeler, matar o controlar cualquier especie designada como “plaga” incluidas
las malezas, insectos, hongos, bacterias u otros organismos. Los plaguicidas
convencionales son sustancias quimicas u otras sustancias desarrolladas y producidas
para matar los organismos indeseables. Los efectos sobre la salud dependen del tipo de
plaguicida usado, ya que muchos de ellos permanecen intactos durante periodos
prolongados y son accesibles para el cuerpo humano. Las familias tipicas de los herbicidas
son los herbicidas fenoxi, herbicidas con acido benzoico, las triazinas y las ureas. Algunos
plaguicidas, como los organofosforados y los carbamatos, afectan el sistema nervioso.
Otros pueden irritar la piel o los o0jos y otros mas pueden causar cancer. Son en su mayor
parte toxicos, persistentes y; bio-acumulativos, afectando las propiedades fisicas y
quimicas del suelo. Asi que son dafiinos no solo para la salud humana, sino también para
todo ecosistema y los organismos vivo (Gatto et al., 2016). De manera continua se ha
incrementado el uso de plaguicidas en la agricultura lo cual conlleva que la poblacion en

general y los trabajadores en particular, se vean altamente afectados poniendo en riesgo
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su salud. Son los trabajadores del sector agrario son los que tienen una mayor exposicion

y dafio dado que alli se utiliza un 85% de plaguicidas del total (Altamirano et al., 2004).

1.6.2. Principales plagas y enfermedades que afectan al jitomate

Los cultivos horticolas con mayor area cultivada y produccidén pertenecen a la
hortaliza del jitomate, dada a su importancia econdmica, es fundamental priorizar la
identificacion de las plagas potenciales que afectan al jitomate. Siendo algunas de las
principales plagas I) El &caro blanco (Polyphagotarsonemus latus), un patégeno destructivo
que provoca deformaciones en las hojas, ramas tiernas y frutos pequefios. La saliva del
acaro interfiere con el crecimiento de la planta, deteniendo su desarrollo. Il) La arafia roja,
representada por especies como Tetranychus urticae y T. cinnabarinus, penetra la
epidermis y se alimenta de la savia de las hojas en el envés. El follaje infestado adquiere
un aspecto blanquecino, las hojas afectadas se vuelven pélidas y se secan. Ill) La mosca
blanca, que incluye especies como Trialeurodes vaporariorum y Bemisia tabaci. Las plantas
infectadas presentan una disminucién en su vigor y las hojas se cubren de una sustancia
pegajosa llamada mielecilla.

Las principales enfermedades que afectan al tomate son: ) cdncer bacteriano el cual
es causado por Clavibacter michiganenis, las plantas son vulnerables en cualquier etapa
de desarrollo. Al infectarse las plantulas mueren rapidamente o producen plantas débiles.
Esta es una enfermedad sistémica que afecta al sistema vascular ademas de ser superficial
con una amplia gama de sintomas que van a resultar en una pérdida del area fotosintética,
marchitez y muerte prematura, asi como produccion de frutos no comerciales; 1) marchitez
por Verticillium sp, el cual es un hongo de propagacion por suelo que penetra por la raiz
mediante filamentos radiculares rotos, interfiere con la distribucion de agua y nutrientes en
la planta. IIl) Virus del mosaico del tabaco el cual causa manchas en los frutos y necrosis
(Productores de Hortalizas, 2006).

1.6.3. Marchitez por R. solanacearum
R. solanacearum es una bacteria que se encuentra en el suelo y puede transmitirse
através del agua, lo que le permite multiplicarse y dispersarse mediante el riego. Esto causa
la enfermedad conocida como marchitez bacteriana, que se considera una de las mas
destructivas. Se sabe que infecta a més de 200 especies de plantas en 50 familias, siendo
especialmente letal para muchas especies de solanaceas, como el jitomate. La bacteria R.

solanacearum ingresa al sistema de raices de las plantas a través de heridas naturales,
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como las causadas por el desarrollo de raices laterales, o por heridas adquiridas a medida
gue las raices crecen a través del suelo. Una vez dentro de la raiz, las bacterias se mueven
hacia la vasculatura, donde se multiplican en el xilema y luego se diseminan hacia el brote.

La infeccion por R. solanacearum en el jitomate provoca importantes pérdidas de
produccién, especialmente en paises tropicales y subtropicales. Ademas, esta bacteria
puede colonizar la rizosfera de las malezas sin causar sintomas, lo que le permite sobrevivir

en los campos de tomate durante la temporada.

1.6.4. Caracteristicas generales de Ralstonia solanacearum

R. solanacearum es una bacteria Gram negativa con forma de bastén, que tiene un
tamafio de 0.5-0.7 um de didmetro por 1.5-2.5 um de largo. Es una bacteria aerobia estricta
y movil, pero no forma esporas. Ademas, tiene la capacidad de realizar la reduccién de
nitratos y formar amoniaco. En cultivos de agar nutritivo, esta bacteria produce colonias
blancas con margenes lisos, brillantes y de forma circular o irregular (Pawaskar et al., 2014).
Las caracteristicas taxondmicas de R. solanacearum se describen en detalle en la Tabla
1.1.

Tabla 1.1. Caracteristicas taxondmicas de Ralstonia solanacearum (Brenner 2005).

Clasificacion taxonémica
Dominio Bacteria
Phylum Proteobacteria
Clase | Betaproteobactoria
Orden  Burkholderiales
Familia | Burkholderiaceae
Género Ralstonia
Especie Ralstonia solanacearum

La bacteria puede sobrevivir y dispersarse por varios espacios de tiempo en la tierra
0 en aguas infestadas, sobrevive por dias o afios en el agua, tierras humedas o en la capa
de tierras profundas, dependiendo de las condiciones de temperaturas. El tipo de suelo y el
material contenido en la tierra también puede jugar un papel critico en su supervivencia en
este hébitat una vez en contacto con una planta hospedadora, la bacteria entra a los tejidos
de la raiz e invade el sistema vascular de la planta (Figura 1.4) (Pawaskar et al., 2014,
Genin, 2010).
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Figura. 1.4. Ciclo de vida de Ralstonia solanacearum. Una vez en contacto con una planta
huésped, la bacteria puede ingresar a los tejidos de las raices e invadir el sistema vascular
de la planta. La enfermedad puede provocar la muerte de la planta, dependiendo de varios
parametros, incluido el huésped, los factores ambientales y la agresividad de la cepa
(Tomado y modificado de Genin, 2010).

R. solanacearum ha sido clasificada tradicionalmente en tres razas y cuatro biovares.
La raza uno esta conformado por bvl afectando a solanaceas y otras plantas, la raza dos
estd conformada por bvl y bv3 afectando a la planta del banano y la raza tres esta
conformada por bv3 afectando a la planta de la papa. En el caso del biovar 1 (bvl), se ha
observado que carece de la capacidad de utilizar el disacarido celobiosa como fuente de
carbono, mientras que los biovares 2 y 3 (bv2 y bv3) si presentan esta capacidad. R.
solanacearum esta provisto de una amplia gama de factores de virulencia y patogenicidad.
Los numerosos determinantes de la patogenicidad, la amplia gama de huéspedes y su
capacidad de supervivencia de R. solanacearum dificulta su control de la enfermedad del
marchitamiento bacteriano (DGSV-CNRF, 2013; Alvarez & Biosca 2017).

1.6.5. Factores de virulencia de Ralstonia solanacearum

R. solanacearum utiliza un gran repertorio de factores de virulencia, siendo uno de los
principales factores de virulencia el sistema de secrecion de tipo Il (T3SS), el cual libera
proteinas efectoras dentro de las células vegetales. Otro determinante clave de la virulencia
es la produccion masiva de expopolisacaridos (EPS). Los EPS provocan la obstruccion de
los vasos del xilema fungiendo como una proteccion para la bacteria al unirse a la pared
celular de la planta y, provocando la aparicion de los sintomas de las plantas (Lowe-Powe
et al., 2018; de Pedro-Jové et al., 2021).
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Estudios transcriptbmicos de R. solanacearum han analizado todo el proceso de
infeccidn, incluyendo tres condiciones diferentes en la planta: apoplasto, xilema temprano
y tardio. El andlisis de cada una de las tres condiciones diferentes mostré que la mayoria
de los genes expresados diferencialmente en R. solanacearum durante la infeccién se
agrupan en cuatro programas genéticos bioldégicamente relevantes, confirmando que R.
solanacearum tiene diferentes conjuntos de genes que se despliegan para infectar a la
planta y adaptarse a los ambientes encontrados a lo largo de la infeccion. Reflejando la
adaptacion de R. solanacearum a diferentes entornos vegetales y la influencia que tienen
las densidades de células bacterianas en su expresion génica durante la progresion de la
enfermedad (de Pedro-Jové et al., 2021).

1.7. Estrategias para el control de plagas
La Organizacién de las Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentacion han
apoyado histéricamente el desarrollo y la extension de los sistemas agricolas. Esta
organizacion ha propuesto diferentes métodos para el control de plagas en la agricultura,
entre estos estan:

1.7.1. Control Quimico

Se entiende por control quimico a la represion de plagas o prevencion de su desarrollo
mediante el uso de sustancias quimicas. Sin embargo, su uso contamina el ambiente y
produce la aparicion de resistencia a los pesticidas quimicos en patdégenos o plagas de
plantas. Los pesticidas quimicos son recursos de gran importancia contra plagas, ya que
sus efectos son mas rapidos y son facilmente manejables. Pueden clasificarse de acuerdo
con el organismo que controlan, por el modo que actian, conforme a los usos que estan
destinados o0 a su composicidn quimica. De acuerdo con el ultimo criterio, los plaguicidas
se dividen en organicos, inorganicos y biol6gicos (Tabla 1.2) (Ortiz, 2014; Bardin et al.,
2015).
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Tabla 1.2. Origen y composicién quimica de los distintos bioplaguicidas (Tomado y
modificado de: Devine et al., 2008).

Arsenicales
INORGANICOS  Fluoruros
Azufre
Origen mineral Aceites
Origen vegetal Alcaloides Nicotina
Rotenona
Piretro
Bacillus
thuringiensis
Metarrhizium
i anisopliae
ORGANICOS Biolégicos  Bacterias, Hongos  Beauveria bassiana
Sintéticos Clorados DDT y derivados
(TDE,Metoxicloro)
BHC
Lindano
Ciclodienos
Fosforados
Carbamatos
Piretroides
Otros Toxinas de origen
biolégico.

1.7.2. Métodos quimicos para el control de R. solanacearum

Para controlar la marchitez bacteriana en los cultivos de jitomate, se han empleado
diversos métodos y compuestos. Entre ellos, los pesticidas han desempefiado un papel
fundamental en la proteccion de las plantas contra los patdgenos causantes de esta
enfermedad. Los pesticidas, que incluyen alguicidas, fumigantes y activadores de plantas,
han demostrado ser herramientas efectivas en la reduccion de la incidencia y propagacion
de la marchitez bacteriana en los cultivos de jitomate. Se ha utilizado como alguicida el
compuesto de &cido 3-[3-indolillbutanoico, como fumigantes a metam sodio,1,3-
dicloropropeno y cloropicrina asi como los compuestos validamicina A y validoxilamina
como activadores de plantas que generan resistencia sistémica en el jitomate para controlar
la marchitez bacteriana. La combinacién de bromuro de metilo, 1,3-dicloropropeno o metam
sodio con cloropicrina han mostrado reducir la marchitez bacteriana en el campo del 72%
al 100% y aumento el rendimiento del jitomate, siendo el rendimiento del jitomate tratado
con pesticida de 1.7 a 2.5 veces mayor que el del control sin tratar (Yuliar et al., 2015). El
acibenzolar-S-metilo (ASM) induce resistencia sistémica y su combinacién con timol reduce

significativamente la incidencia de la enfermedad y aumenta el rendimiento del tomate. El
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silicio reduce la incidencia de la marchitez bacteriana a través de la resistencia inducida. Se
considera que el mecanismo de accién de los productos quimicos no pesticidas que
suprimen la marchitez bacteriana implica resistencia sistémica inducida o actividad
antibacteriana (Yuliar et al., 2015). Los fumigantes del suelo como cloropicrina, Dazomet y
bromometano son aplicados para controlar la marchitez bacteriana y otras enfermedades
transmitidas por el suelo (Jiang et al., 2017). En conclusién, el uso de pesticidas,
especialmente herbicidas y fungicidas/bactericidas, ha experimentado un incremento. Este
aumento en el uso de pesticidas se ha relacionado con un incremento en la produccion de

cultivos.

1.7.3. Control biolégico

Una estrategia segura para el combate de plagas del suelo es el control biolégico, el
cual se define como el uso de organismos vivos 0 sus metabolitos para suprimir la poblacién
de un organismo plaga especifico, haciéndolos menos abundantes o dafiinos de lo que
podrian ser. Los enemigos naturales se han clasificado en tres grupos: depredadores,
patégenos y parasitos (Badii & Abreu, 2006). Los bacteriéfagos son depredadores naturales
de las bacterias, teniendo como objetivo especifico a especies bacterianas o cepas. Su
habilidad para autorréplicarse, su alta especificidad y su ubicuidad dentro del medio
ambiente los hace tener un gran potencial en la agriculturay en el tratamiento de infecciones
bacterianas (Niu et al., 2021).

1.8. Mecanismo de defensa desarrollados por las bacterias

Los agentes antimicrobianos se han utilizado ampliamente para controlar o matar
microorganismos, en general todas las sustancias naturales, semisintéticas o sintéticas con
capacidad de ralentizar o inhibir el crecimiento y reproduccién de microorganismos e incluso
matarlos pueden considerarse agentes antimicrobianos. Estos agentes exhiben un
mecanismo de accién especifico mediante el cual se modifican el metabolismo microbiano
y los procesos fisiolégicos, incluida la traduccion, la replicacion del DNA y la biosintesis de
la pared celular (Zhou et al., 2015).

La aparicion de la resistencia a los antimicrobianos se ha convertido en una gran
amenaza para la salud publica y para la agricultura e industrias a provocando enormes
pérdidas por todo el mundo. Por lo que la comprensién de estos mecanismos de resistencia
de las bacterias a los agentes antimicrobianos nos orienta al uso de agentes existentes con

actividad mejorada y desarrollar otros nuevos y mas eficientes (Zhou et al., 2015).
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Los mecanismos generales para la resistencia a agentes antimicrobianos se pueden
categorizar en tres lineas de defensa de acuerdo con sus sitios de accidén de resistencia.
La primera linea de defensa son las biopeliculas bacterianas; la segunda linea de defensa
es la pared celular, la membrana celular y las bombas de salida encerradas; cuando los
bactericidas finalmente penetran en las células bacterianas, la bioquimica intracelular y las
respuestas genéticas juegan un papel importante y son consideradas como la tercera linea
de defensa (Zhou et al., 2015).

Por otro lado, las bacterias tienen una variedad de estrategias inmunes distintas que
brindan proteccién contra las infecciones por bacteriéfagos, debido a que estan
constantemente amenazadas por estos virus. Los mecanismos inmunitarios pueden actuar
en diferentes etapas del ciclo de vida del fago, incluida la unién al receptor, la inyeccion del
genoma en la célula huésped y la replicacion del genoma intracelular. La inmunidad por
modificacion de la superficie surge del enmascaramiento, un mecanismo mediante el cual
los patdgenos o células extrafias ocultan su identidad al modificar su superficie. Esto puede
implicar mutaciones o pérdida de proteinas receptoras del huésped que actian como
puntos de entrada para los fagos. En segundo lugar, las bacterias tienen la capacidad de
bloguear la inyeccion de ADN del fago o su replicacion, lo cual se conoce como exclusion
de superinfeccion (Sie). Este mecanismo les permite impedir la invasién y replicacion
descontrolada de los fagos. En tercer lugar, los genomas de fagos inyectados pueden
escindirse mediante al menos tres mecanismos distintos: |) modificacion de restriccidon
(RM), 1) el sistema CRISPR-Cas y lll) el argonauta procariético (pAgo). Finalmente, las
bacterias pueden desencadenar una reaccidén suicida ante una infeccién por fagos de
infeccion (Abi) (Figura 1.8) (van Houte et al., 2016).

Surface Superinfection Restriction Abortive
modification Exclusion Modification Infection CRISPR pAgo

2 x O O O

A J
Phage Plasmid
genome genome

Infection
sensed
Guldo
Infection Host aenome ‘ acqunmon
Integration into ! ! CRISPR Iocus

host genome D
Suicide Inhr'mncc

Figura. 1.5. Mecanismos inmunitarios bacterianos contra bacteriéfagos (Tomado de van
Houte et al., 2016).

Péagina | 12



1.8.1. Sistema CRISPR-Cas como mecanismo de defensa

El sistema de repeticiones palindromicas cortas, agrupadas y regularmente
interespecificas y proteinas asociadas (CRISPR-Cas; Cluestered and Regulary
Interespersed Short Palindromic Repeats and associated proteins), es un mecanismo de
defensa bacteriano. Muchas bacterias han desarrollado sistemas inmunitarios adaptativos
guiados por RNA codificados por los loci CRISPR y los genes asociados a CRISPR (cas)
que los acompafian para proporcionar inmunidad adquirida contra la infecciébn por
bacteriéfagos y la transferencia de plasmidos (Barrangou & Marraffini, 2014).El locus de
CRISPR-Cas comprende de un conjunto de secuencias repetitivas intercaladas por tramos
cortos de secuencias no repetitivas denominadas espaciadores, asi como un conjunto
genes que forman el operén cas asociado a CRISPR-Cas. El proceso de defensa incluye
tres etapas: 1) En la etapa de adaptacion, las proteinas integrasas Cas capturan segmentos
de ADN (espaciadores) de &cidos nucleicos invasivos e integran fragmentos cortos como
espaciadores en la matriz CRISPR del huésped, estos fragmentos cortos seran la memoria
genética de la infeccion; Il) Expresién y maduracion (etapa denominada también biogénesis
0 adaptacion), luego de ser integrado, el nuevo espaciador se co-transcriben con todos los
demas espaciadores en un RNA CRISPR precursor largo (pre-crRNA) que se procesa
adicionalmente para generar ARN CRISPR (crRNA), cada crRNA se ensambla con una
proteina Cas efectora para formar el complejo de vigilancia; Ill) Interferencia, el complejo
de vigilancia busca en la célula el protoespaciador objetivo basandose en el apareamiento
de bases complementarias con la secuencia espaciadora de crRNA, la union a la diana
desencadena la degradacion del acido nucleico blanco, neutralizando la infeccién y la

posterior degradacion (Figura 1.8) (Xue & Sashital, 2019.

Péagina | 13



CRISPR-associated (cas) genes CRISPR array

ADAPTATION rﬁm
P of adaptation complex spacer il
generate SabtiEs E @
P trim \—Vintegrate

=S 10110 o]
L J

\___\‘ M ¢ transcribe
!NTERFERENCE (_) -

NANTNNTNETN
/4’

nuclease CI’RN As process  pre-crRNA

-<
’\ arvelllfce EXPRESSION AND MATURATION

bind & degrade target complex

Figura. 1.6. Descripcion general de las tres etapas de los sistemas CRISPR-Cas tipo |
(Tomado de Xue & Sashital, 2019).

Los sistemas CRISPR-Cas son muy diversos y se han catalogado en dos clases
diferentes: Clase 1y clase 2. La maquinaria de adaptacion, es decir las proteinas integrasas
Casl y Cas2 han sido conservadas en casi todas las variantes del sistema CRISPR-Cas.
Los sistemas de clase 1 (tipo 1, tipo 3 y tipo 4) se caracterizan por codificar un complejo de
vigilancia de multiples proteinas, mientras los sistemas de clase 2 (tipo 2, tipo 5 y tipo 6) se
caracteriza por codificar un complejo de vigilancia de una sola proteina efectora (Watson et
al., 2021). La caracteristica que va a definir a los tipos y subtipos CRISPR-Cas son los
genes cas Y las proteinas que codifican (Barrangou & Marraffini, 2014). Existe una nueva
clasificacion de los sistemas CRISPR-Cas en la que los genes casl y cas2 constituyen el
nacleo de tres tipos diferentes, en donde Casl y Cas2 estaran presentes en todos los
sistemas CRISPR-Cas (Makarova et al., 2011). Los loci tipicos de tipo | contienen el gen
cas3 ademas de genes que codifican proteinas que forman complejos de tipo Cascade de
diferentes composiciones, este complejo contiene proteinas Cas5, Cas6 y Cas 7. Los
sistemas de tipo Il contienen Unicamente la proteina Cas9, ademas de la proteina Casl y
Cas2. Los sistemas de tipo Il contiene médulo de polimerasa-RAMP, que contiene los

genes cas3, casl0, csc2, cscl, casb, cas4, casly cas?2 (Makarova et al., 2011).
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1.8.2. Control del sistema CRISPR-Cas

En muchos genomas bacterianos, el sistema CRISPR-Cas esta sujeto a control via
transcripcional y post transcripcional por regulacién genética. Hasta el momento se han
encontrado multiples factores de transcripcion involucrados en el control de la expresién de
los componentes CRISPR-Cas (Figura 1.9). Considerando el alto costo de mantener el
sistema de defensa CRISPR-Cas sus mecanismos de regulacion transcripcional tienen que
existir. Durante la infeccion viral la redistribucion del complejo cascada necesita la
reactivacion del locus CRISPR, por lo que la bacteria puede variar la expresion del locus
CRISPR en base a estimulos externos tal como: i) viabilidad de nutrientes, ii) estrés extra
citoplasmico, iii) estilo de vida bacteriano. Sin embargo, todavia no es claro si los genes cas
funcionan en una via de respuesta a estrés sin defensa o si la induccién se produce como
resultado de las redes de sefializacién comunes entre la respuesta al estrés y la defensa
fagica (Shivram et al., 2021). La susceptibilidad a una infeccion fagica depende fuertemente
del crecimiento bacteriano. Altas densidades celulares, aumentan el riesgo de una infeccién
viral, por lo que los genes cas son regulados positivamente por componentes del Quorum

Sensing bacteriano (Shivram et al., 2021).
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Figura. 1.7. Modulacién transcripcional del locus CRISPR bajo diversos entornos. Esquema
gue muestra la activacion de la expresion CRISPR en bacterias en respuesta a diversos
externos como los niveles de glucosa, hierro, estrés extracitoplasmatico, quérum, y
biosintesis de alginato, adenosina 3,5-monofosfato ciclico; PCR, proteina reguladora de
AMPc; Baer, miembro de la envoltura regulatoria de dos componentes sensible al estrés
sistema; P, fosforilado; IA, autoinductor. (Shivram et al., 2021)
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CAPITULO 2
2. ANTECEDENTES

2.1. Uso de bacteriofagos para el control de Ralstonia solanacearum

Los avances en las medidas de biocontrol de la marchitez bacteriana incluyen un
interés creciente en los bacteriéfagos. El biocontrol de R. solanacearum se ha descrito con
bacteriéfagos liticos o lisogénicos. En la actualidad, dos bacteri6fagos @RSL1 y PE204 han
demostrado ser exitosos para el biocontrol del marchitamiento bacteriano, sin embargo, el
rango de hospedadores para estos fagos solo incluy6 cepas asiaticas del patdgeno (Alvarez
& Biosca, 2017). Se han publicado tres patentes relacionadas con el biocontrol del
marchitamiento bacteriano, la Ultima de ellas con extension internacional en Estados Unidos
y China. La patente japonesa con himero de publicacién JP2005278513 describe tres tipos
de bacteriéfagos de R. solanacearum con actividad litica contra el patégeno, que fueron
aislados del suelo en Japén. A pesar de la publicacién de tres patentes sobre el tema, hasta
ahora no hay disponible comercialmente ningan producto a base de bacteriéfagos. Por lo
tanto, alin gueda mucho por hacer para incorporar bacteriéfagos validos en un programa
de manejo integrado para combatir eficazmente la marchitez bacteriana en el campo
(Alvarez & Biosca, 2017).

2.2. Resistencia bacteriana en cepas morelenses de Ralstonia solanacearum

En la universidad Politécnica del Estado de Morelos han aislado cuatro bacteri6fagos
liticos para R. solanacearum. Estos fueron llamados ®ITL-1, PRSP, EGS1 y EGS2. Los
dos ultimos aislamientos son recientes y ain no se han secuenciado ni se han realizado
andlisis utilizando estos aislamientos especificos contra R. solanacearum. Mendoza
Porcayo en 2015 caracteriz6 parcialmente el comportamiento cinético del bacteri6fago
®ITL-1 durante la infeccion de la cepa de R. solanacearum cepa R6. Encontrando que se
disminuye la densidad Optica (D.O) de R6 independientemente del cultivo utilizado, esto en
un tiempo aproximado de 6 h, posterior a esto se ha observado la recuperacién del cultivo

microbiano, restableciéndose hasta alcanzar la fase estacionaria del cultivo (Figura 2.1).
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Figura. 2.1. Cinética de crecimiento de Ralstonia solanacearum, cepa R6 expuesta al
bacteriéfago ®ITL-1. Se utiliz6 una MOI = 0.001, la inoculacién del bacteriéfago se realizo
cuando la bacteria alcanzé una DO de 0.5. Fuente: Mendoza-Porcayo (2015).

Se realiz6 un PCR punto final duplex, el cual contenia pares de oligonucleétidos
especificos para R. solanacearum y para el bacteriéfago ®ITL-1, asi como un par que
contenia oligonucleétidos especificos para detectar si el genoma del fago se encuentra
integrado al genoma bacteriano. Los resultados que obtuvo del PCR realizada revelaron
que las muestras E7 y E9 contienen el DNA fagico de forma episomal (libre en el citoplasma
celular) y no integrado al genoma bacteriano. Alrededor del 20% de las muestras que se
analizaron tenian el DNA fagico, sin embargo, este no se encuentra integrado al genoma
bacteriano, fenémeno conocido como pseudolisogenia (Figura2.5). Este reporte obtenido
por Mendoza Porcayo en 2015 ha llevado a hipotetizar que podria deberse a

pseudolisogenia (Figura 2.2).
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Figura. 2.2. PCR punto final duplex: Duplex AORSP/759. [M] Marcador de peso molecular;
[E1 — E9] Muestras de estudio; [R] DNA gendémico de la Cepa R6; [F] DNA del bacteri6fago
®ITL-1; [P] Particulas virales del bacteriéfago ®ITL-1; [RF] DNA R6 + DNA ®ITL-1; [RP]
DNA R6 + particulas ®ITL-1; [N] Control negativo (Fuente: Mendoza Pocayo, 2015, Tesis
de licenciatura, Laboratorio de investigacién en Biotecnologia de la UPEMOR).

Por otro lado, se ha observado recuperacion bacteriana en placas de lisis del
bacteriéfago PRSP e ®ITL-1 después de su aplicacion, observando colonias creciendo en
una zona donde abundan bacteriéfagos, por lo que estas colonias se han denominado
mutantes insensibles a los fagos (Figura 2.3). Estas observaciones han llevado a la
sugerencia de que existe un mecanismo de defensa contra los bacteriéfagos PRSP e OITL-
1, sin embargo, se desconoce el tipo de mecanismo involucrado. Para este resultado se
descartd la posibilidad de contaminacién debido a que se observaba la morfologia tipica de

R. solanacearum.

Figura. 2.3. Placa de lisis del bacteriofago PRSP e ®ITL-1. Tomada por: Ma. Fernanda
Francia Contreras.
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2.3. Sistema CRISPR-Cas en la especie de Ralstonia solanacearum

da Xavier y colaboradores en el 2019 realizaron la evaluacion de 54 genomas de
Ralstonia spp. siendo 51 cepas patdgenas del complejo RSSC y tres cepas ho patdégenas.
A partir de este andlisis se reveld la presencia del sistema CRISPR-Cas de tipo |y I,
especificamente el tipo I-E y II-C, siendo I-E el mas comun. Sin embargo, se observo que
el sistema CRISPR-Cas aparece incompleto en el 31% (16 de 52) de las cepas evaluadas,
es decir que contiene tanto matrices CRISPR como el operén Cas.

A pesar de la conservada arquitectura observada entre los loci CRISPR de las cepas
RSSC, existe una variacion de tamafio con un rango de 4 a 80 espaciadores por matriz, asi
como un numero de entre una y tres matrices CRISPR. Sin embargo, ensayos realizados
han demostrado que existe supervivencia celular después de ser infectadas con fagos, lo
que indica que no se indujo un mecanismo de infeccion. Por lo que da Xavier y
colaboradores realizaron un analisis con la cepa CFBP2957, la cual fue infectada con un
bacteriéfago de la familia Podoviridae, sin embargo, se mostr6 que las actividades de
adaptacion e interferencia del sistema CRISPR-Cas tipo I-E no proporciono proteccion
contra el fago, por lo que se concluyd que otros sistemas de defensa estan en juego en la
cepa CFBP2957 de R. solanacearum. Por lo que se tiene la hip6tesis de que el sistema
CRISPR en R. solanacearum no es un mecanismo de defensa principal contra los virus (da
Xavier et al., 2019).

Por otro lado, Castillo y colaboradores en 2020 realizaron un analisis in silico de los
sistemas de defensa presentes en el complejo de Ralstonia (RSSC). Se encontré que
ademas de la presencia del sistema CRISPR-Cas existen ocho sistemas de defensa contra
la infeccion de un bacteriéfago incluyendo el sistema Modificacidn-Restriccion y el sistema
Toxina-Antitoxina. Se encontré que se tiene presente todas las proteinas asociadas al
operon Cas: Casl 0 _IE, Cas2 0 _IE, Cas3 0 _IE, Cas5 0 _IE, Cas6_0_IE, Cas7_0_IE,
Csel 0_IE, and Cse2_0_IE. Esto en las cepas evaluadas pertenecientes a los filotipos A,
1By Il (CFBP2957, CIP120, IBSBF1503, Po82 y CFBP3059). Por lo que se concluyo que
el sistema de defensa CRISPR-Cas esta presente en todos los filotipos, aunque no esta
distribuido ampliamente entre las cepas.

Gongcalves y colaboradores en 2021, realizaron un analisis del sistema CRISPR-Cas
en cepas del complejo de Ralstonia (RSSC). Este analisis revel6 la presencia de genes
fagicos en las secuencias denominadas como espaciadores, pertenecientes a la matriz
CRISPR. Para entender la relacién entre el sistema CRISPR-Cas y la presencia de profagos

en los genomas del complejo de RSSC, se identificaron las secuencias protoespaciadoras
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usando CRISPRCasfinder, encontrando que el 27.87% de los espaciadores son
pertenecientes a secuencias de profagos, lo cual sugiere la presencia de sucesivos
episodios de infeccidén durante la evolucién de RSSC. Se establecié que la mayoria de los
profagos encontrados pertenecen a la familia de Inoviridae y se encuentran en el
cromosoma y mega plasmido de R. pseudosolanacearum. Se determiné que la especie de
R. pseudosolanacearum fue la Unica especie de RSSC que hospeda profagos clasificados
como Myoviridae. Por el contrario, la familia de Siphoviridae solo fue detectada en el
megaplasmido de R. syzygii. Para las especies de R. pseudosolanacearum y R. picketti

Unicamente se encontraron profagos clasificados como Inoviridae.

2.4. Sistema CRISPR-Cas como sistema de tipificacion bacteriana

El sistema CRISPR-Cas se encuentra localizado en el cromosoma y rara vez en los
plasmidos, esto debido a que se dafiaria la inmunidad bacteriana hereditaria al perderse el
plasmido que contenga el sistema de defensa (Yang et al., 2020). Las repeticiones y
espaciadores de CRISPR forman conjuntos que evolucionan rapidamente y que pueden
contener hasta 100 o incluso mas unidades de espaciador/repeticién (Jeong et al.,2019).

El uso de los polimorfismos del locus CRISPR, ha permitido desarrollar un método de
tipificacion para las micobacterias llamado “spoligotipado”, es decir, tipificacion de
oligonucleétidos de espaciadores. Esta técnica se ha utilizado en patégenos humanos como
Corynebacterium diptheriae , Escherichia coli , Legionella pneumophila , M. tuberculosis ,
Porphyromonas gingivalis , S. enterica , Streptococcus del grupo A y Yersinia pestis. Sin
embargo, los polimorfismos en las matrices CRISPR se han informado por primera vez para
Xantomonas patégenas del arroz, los polimorfismos de matriz CRISPR en esta especie han
permitido agrupar cepas representativas de una coleccion mundial en grupos relacionados
evolutivamente bien definidos que han reflejado sus origenes geograficos (Jeong et
al.,2019).Se han realizado correlaciones de datos AFLP versus CRISPR o tipificacién
basada en mini satélites (MLVA-31), concluyendo que el método de tipificacion basado en
CRISPR es més fécil de realizar y mas reproducible para estudiar la evolucién de los
aislados bacterianos y resolver relaciones filogenéticas entre cepas. La vigilancia basada
en el genotipado es informativa para evaluar la expansion geografica de bacterias
fitopatdgenas, su prevalencia e identificar nuevas cepas (Jeong et al.,2019; Yang et al.,
2020).
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2.5. Evolucién de las matrices CRISPR por recombinacion genética

El intercambio de DNA dentro de una poblaciébn ocurre por conjugacién y
transduccién, integrandose mediante recombinaciéon homologa. En las matrices CRISPR la
similitud de secuencia entre repeticiones puede facilitar la integracion del DNA adquirido
mediante recombinacién homologa. La recombinacién de espaciadores puede ocurrir
dentro del mismo locus, entre loci en el mismo cromosoma o entre matrices CRISPR de
diferentes células. La recombinacién dentro del locus se ha observado en numerosas
especies: Streptococcus thermophilus, S. mutans, Erwinia amylovora, S. agalactiae,
Salmonella, Synechocystis y Methanosarcina mazei (Kupczoc et al., 2015). Para detectar
eventos de recombinacién, es necesario comparar el orden de los espaciadores en matrices
CRISPR de multiples cepas de una sola especie. Estos eventos de recombinacion pueden
dar como resultado: i) inversiones, ii) eventos de eliminacidn, iii) transferencia lateral de

espaciadores, iv) adquisiciones independientes de espaciadores (Figura 2.4) (Kupczoc et

al., 2015).
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Figura. 2.4. Algoritmo para detectar recombinaciones en espaciadores de las matrices
CRISPR (Tomado y modificado de Kupczoc et al., 2015).

Péagina | 21



CAPITULO 3
3. JUSTIFICACION

A nivel mundial, México es el principal exportador de jitomate fresco y gracias a la
creciente demanda nacional se encuentra entre los 10 principales productores, por lo que
su produccién y exportacién son estratégicos para la economia de México. Nuestro cliente
principal es Estados Unidos y en los ultimos 10 afios se ha ido fortaleciendo la relacion
comercial asociada con este producto (SAGARPA, 2017). Actualmente los cultivos del
jitomate estan siendo afectados por el fitopatégeno Ralstonia solanacearum, el cual es
agente causal de la enfermedad conocida como marchitez bacteriana, que afecta a la planta
desde etapas tempranas de su desarrollo. Para combatir esta enfermedad se utilizan
agroquimicos que perjudican el ambiente y al ser humano, y que contribuyen la generacién
de la resistencia bacteriana. En diferentes estudios bioquimicos, moleculares y patogénicos
se ha encontrado que la especie de R. solanacearum es una especie heterogénea que debe
considerarse como un complejo de especies (RSSC), es decir, que presenta diversidad de
hospederos y variaciones en patogenicidad y propiedades fisiol6gicas de acuerdo con el
origen geogréfico. El uso de métodos bioinformaticos para el analisis de filogenia usando
las secuencias de los genes egl, mutS y hrpB, los cuales son considerados marcadores
moleculares de R. solanacearum, y su comparacion con analisis genémicos, combinados
en un andlisis polifasico, dividieron el complejo en tres nuevas especies (Safni et al., 2014).
La estructura filogenética se confirmd con una extensa serie de estudios genémicos que
incluyen una variedad de métodos analiticos desde microsatélites, microarreglos y MIST.
De la poblacion de R. solanacearum de Brasil, se encontré que el 84% de los aislamientos
pertenecen al filotipo Il, proponiendo a la cuenca del Amazonas brasilefio como el centro
de origen de este filotipo. Sin embargo, aln se desconoce si al interior del continente
americano existen variantes o subespecies que hablen sobre su diversificacién y su impacto
en la epidemiologia de la marchitez bacteriana (Santiago et al.,, 2017). Es importante
enriquecer el conocimiento sobre la diversidad y estructura de la poblacion del patégeno
para la vigilancia epidemioldgica. Diferentes estudios han propuesto a los loci CRISPR
como herramientas de tipificacion molecular para evaluar la expansién geografica de
bacterias patdgenas, su prevalencia e identificacion de nuevas cepas, de esta forma los loci
CRISPR ayudan a brindar una nueva vision de la filogenia y la epidemiologia mundial de
los patdégenos (Kupczoc et al., 2015; Jeong et al.,2019; Yang et al., 2020). En este proyecto

se ha realizado un analisis detallado de las matrices CRISPR en 31 cepas americanas, con
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el objetivo de proponer el uso de estas matrices como una herramienta eficaz de tipificacién

bacteriana para el fitopatégeno del suelo R. solanacearum.

3.1. Hipotesis
Si los espaciadores de las matrices CRISPR de diferentes cepas de R. solanacearum
son distintivos de la regién geogréfica de la que proceden las cepas analizadas, entonces
sera posible utilizarlos para la tipificacibn molecular de esta especie, generando

subconjuntos de cepas americanas.

3.2. Objetivo general
Evaluar la utilidad de las matrices CRISPR-Cas para tipificar cepas de R.

solanacearum.

3.3. Objetivos especificos

1. Caracterizar y analizar el locus CRISPR-Cas en cepas de Morelos y el Estado de
México.

2. Analizar el locus CRISPR-Cas en cepas de R. solanacearum, provenientes de
diferentes regiones de América y Asia, evaluando su utilidad para identificar

subconjuntos de cepas del complejo Ralstonia.
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CAPITULO 4
4. MATERIALES Y METODOS

4.1. Cepas morelenses de R. solanacearum utilizadas para la evaluacion in vitro
del locus CRISPR-Cas

En este trabajo se analizaron diez diferentes cepas bacterianas de R. solanacearum
aisladas en el Estado de Morelos y Estado de México: i) cepa 0720, aislada en Coatepec
de Harinas, Estado de México, en julio de 2020; ii) cepa R6, aislada en Coatlan del Rio,
Estado de Morelos en junio del 2010 (Hernandez Romano, et al; 2010); iii) cepa R5 aislada
en Xochitepec, Morelos, en febrero de 2011; iv) cepa Tem aislada en Temixco, Morelos, en
julio del 2012; v) cepa NVV0921P6 y vi) cepa NVV0921P5, aisladas en Coatepec de
Harinas, Estado de México, en septiembre del 2021; vii) cepa AN0721P4 aislada en el
Estado de México, en julio del 2021 , viii) cepa AN0721P3; ix) cepa RsJ0314 aislada en
Jiutepec, Morelos, en marzo del 2014, y x) cepa Rs0121P3Em aislada en enero del 2021
en Coatepec de Harinas, Estado de México. La especie a la pertenecian estas cepas se
confirmd con los oligonucleodtidos 759 (5-GTCGCCGTCAACTCACTTTCC-3’) y 760 (5'-
GTCGCCGTCAGCAATGCGGAATCG-3), reportados por Opina y col. (1997).

De estas cepas, siete se sometieron a un proceso de secuenciacion genémica con la
tecnologia lllumina: 0720, ANO0721P3, ANO0721P4, NVV0921P5, NVV0921P6,
Rs0121P3Em y RsJ0314. La cepa R6 se sometid6 a secuenciacion genémica con la
tecnologia de Roche 454.

4.2. Cepas de R. solanacearum provenientes del continente americano para la
evaluacion del locus CRISPR-Cas

Se analizaron diecisiete genomas de cepas de R. solanacearum pertenecientes al
filotipo 1l y cinco genomas de cepas del continente asiatico. Las secuencias del genoma
completo se descargaron de la base de datos de NCBI. Estos genomas se seleccionaron
tomando en cuenta aquellas cepas que tenian reportado el genoma completo y se reportaba
por separado la secuencia del cromosoma y del mega plasmido. Se utilizé el cromosoma,
para el analisis del locus CRISPR-Cas y los genes egl y mutS. Los genomas cromosémicas
de cepas americanas utilizadas fueron las siguientes: SFC (NZ_CP026092.2), IBSBF2570
(NZ_CP026090.2), CFBP2957 (NZ_CP026090.2), Uw251 (NZ_CP088237),
CCCRMRs304 (JABZEIO10000001.1), CCCRMRs277 (JABZEK010000001.1), Rs5
(NZ_CP051175.1), K60" (NZ_NCTKO01000001.1), CIAT078 (CP051296.1), ISBF2571
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(NZ_CP026307.1), IBSBF1503 (NZ_CP012943.1), UA-1617 (NZ_CP034199), UA-1591
(NZ_CP034195), P082 (NC_017574.1), CIP417_UW70 (NZ_CP088235), UW163
(NZ_CP012939.1), CCCRMRs287 (JABZEJ010000001.1). Las cepas asidticas utilizadas
fueron: T25 (CP023014), T110 (CP023012), SEPPX05 (NZ_CP021448), SL2330
(NZ_CP022794), SY1 (NZ_CP071914), SL3022 (CP023016). Se incluyé también la cepa
de Madagascar (Africa) RUN2279 (NZ_CP051171).

Para obtener la secuencia del gen hrpB se recuperaron los genomas del
megaplasmido de las cepas UW163 (NZ_CP012940), ISBF2571 (NZ_CP026308), Po82
(NC_017575), Rs5 (NZ_CP051176), K60" (DQ657438), IBSBF2570 (NZ_CP026091),
CFBP2957 (AF295618), IBSBF1503 (NZ_CP012944), SFC (NZ_CP026093), CIAT078
(CP051295), UA-1617 (NZ_CP034199), UA-1591 (NZ_CP034195.1), CIP417_UWT70
(NZ_CP088236.1), UW251 (NZ_CP088238.1). Mientras que los genomas de las cepas
asiaticas utilizadas fueron las siguientes: T25 (CP023015.1), T110 (CP023013.1),
RUN2279 (NZ_CP051172.1), SEPPX05 (NZ_CP021449.1), SL2330 (NZ_CP022795.1),
SL3022 (CP023017.1), SY1 (NZ_CP071915.1). En el caso de las cepas mexicanas se
utilizé la secuencia del gen mutS y hrpB de la cepa CFBP2957 como molde para la
busqueda del gen, realizando un Blastx para corroborar.

Las secuencias proteicas de los tres genes fueron concatenadas y agrupadas en un
mismo archivo. Se utiliz6 en el software ClustalX (versién 1.81), empleando una matriz de
peso de proteinas "serieGonnet". Los pardmetros del alineamiento incluyeron una
penalizaciéon de 15.00 por apertura de brecha, 6.66 de penalizacién por extension de la
brecha, y se usé el método Neighbour Joining con un nimero de bootstrap de 1000). Estos
mismos parametros se usaron tanto para el arbol de los espaciadores como para el arbol

con egl.

4.3. Purificacion de DNA genémico de R. solanacearum NVV0921P6, ANO721P3,
ANO0721P4, R6, R5y TEM
Para la obtencién de los DNA gendmicos de las diferentes cepas, se utilizé el kit
wizard genomic DNA purification, de Promega (cat. D4006), siguiendo el protocolo
establecido por el fabricante, para la obtencion de DNA gendmico de bacterias Gram

negativas.
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4.4, Protocolo de PCR para la amplificaciéon del locus CRISPR-Cas en cepas
mexicanas de R. solanacearum
Para la amplificacion de la matriz | de siete de las diez cepas mexicanas (0720, R5,
R6, TEM, AN0721P3, ANO721P4 y NVV0921P6) de R. solanacearum se realizé el siguiente
protocolo de la técnica molecular PCR. Para su identificacion completa se utilizaron los
siguientes oligonucleétidos: R6-CR-F, 5-CGATTTTTTGCTTTTGGATCAAGG-3’, y R6-CR-
R1 5-CGGATGCCTTTTCTTGATGTCAGG-3'. Estos oligonucledtidos generaron un
amplicén con un tamafio entre los 2,000 y 5,000 pb. El programa de PCR utilizado fue un

programa de dos pasos con una etapa inicial de desnaturalizacién de 94 °C por 3 minutos;
una etapa de amplificacién, que incluyé un primer paso a 94 °C por 30 segundos, un
segundo paso a 66 °C por 4 minutos, repitiendo durante 35 ciclos; y una etapa final de
elongacién a 68 °C por 5 minutos. Para la amplificacion se utilizaron los reactivos para la
enzima DNA polimerasa PrimeSTAR GXL (Takara). La mezcla de reaccién para la
amplificacion de la matriz | de las cepas mexicanas se muestra en la Tabla 4.1.

Tabla 4.1. Condiciones de trabajo para la amplificacion de la matriz CRISPR uno.

Reactivo Concentracion Concentracion
stock final
Agua - =
Buffer enzima ' 5X 1X

dNTP’s 2.5 uM 200 uM

OligoF 2.5uM 0.25 uM

OligoR 2.5 uM 0.25 uM

Primer star  1.25 U/uL 0.0375 U/uL

DNA 50 ng/puL 5 ng/uL

Por otro lado, se disefiaron oligonucle6tidos para la amplificacién de la matriz Il. Para
su identificacion completa se utilizaron los oligonucleétidos: M2F1: 5'-
TTCGACGGACTGCAACTCGTAGC-3, M3R3:5 -CTGTGTCCTTGCCTCTGTGCAGG-3;
dando un amplicén de un tamafio de 2,592 pb. Estos oligonucleétidos fueron disefiados por
nuestro grupo de trabajo, exclusivamente para la amplificacion de las regiones del locus
CRISPR-Cas de las cepas morelenses. El programa de PCR utilizado fue un programa de
dos pasos con una etapa inicial de desnaturalizacion de 94 °C por 3 minutos; una etapa de
amplificacion, que incluyd un primer paso a 94 °C por 30 segundos, un segundo paso a 68
°C por 4 minutos, repitiendo durante 35 ciclos; y una etapa final de elongacién a 68 °C por

5 minutos. Para la amplificacion se utilizaron los reactivos correspondientes para la enzima
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DNA polimerasa PrimeSTAR GXL. La mezcla de reaccion utilizada para la amplificacién de

las matrices CRISPR de las cepas morelenses es la siguiente:

Tabla 4.2. Condiciones de trabajo para la amplificacion de la matriz CRISPR dos.

Reactivo Concentracion Concentracion
stock final
Agua - -
Buffer enzima 5X 1X
dNTP’s 2.5 uM 200 uM
Oligo F  1.25uM 0.125 uM
Oligo R | 1.25 uM 0.125 uM
Primer star - -
DNA 50 ng/uL 5 ng/uL

4.5. Protocolo utilizado para la purificacion de productos de PCR.
Para la purificacion de los productos de PCR se utilizé el kit “DNA CLEAN &
CONCENTRATOR” de Zymo. Posteriormente se realiz6 la cuantificacion de la purificacion
del producto de PCR por medio del equipo EPOCH, marca BioTeK.

4.6. Protocolo utilizado para secuenciar las matrices CRISPR de las cepas
morelenses R. solanacearum

Las muestras se prepararon en un volumen final de 16 pL, en un microtubo de tapa
plana de 0.2 mL, sin anotaciones en la tapa. Dicha mezcla contenia 10 pmoles del
oligonucleétido elegido para cada secuencia, colocando 1 uL de solucién de oligonucleotido
10 pM (pmol/pL) mas 120 ng del producto de PCR previamente purificado. Esta reaccion
se envio al IBT de la UNAM para secuenciar por la técnica de Sanger. El electroferograma
obtenido se analiz6 con los programas Chromas y FinchTV, se obtuvo la secuencia de
mayor calidad en formato fasta, y se analizé con los programas MEGAX, Notepad++, Vector
NTI, CLC Sequence Viewer 8.0, y re-DOT-able para ensamblar progresivamente cada
matriz. De esta manera se obtenia la informacién necesaria para disefiar nuevos

oligonucleétidos y continuar secuenciando cada matriz, hasta obtenerlas completas.

4.7. ldentificacion de matrices CRISPR con el programa en linea CRISPR-Finder
Este es un software que detecta matrices CRISPR y proteinas Cas utilizando un
conjunto de secuencias de referencia de sistemas conocidos. ElI servidor web

(https://crisprcas.i2bc.paris-saclay.fr/) se alimenta ya sea con una secuencia gendmica

parcial que posee la matriz de interés, o el cromosoma completo de una cepa. Los

Péagina | 27


https://crisprcas.i2bc.paris-saclay.fr/

espaciadores y repeticiones directas de las matrices CRISPR, y los genes cas se pueden
recuperar en formato Fasta. Este programa incluye un sistema de clasificacién basado en
varios criterios, las matrices candidatas cortas hechas de uno a tres espaciadores a menudo
no corresponden a CRISPR vy, por lo tanto, se les da un nivel de evidencia mas bajo
(calificado como 1); niveles de evidencia 2-4 se atribuyen a los grados de similitud de las
repeticiones y los espaciadores. Esta herramienta fue utilizada para la deteccién de las
matrices CRISPR en cepas americanas y cepas asiaticas. Una vez identificadas las
matrices, éstas fueron anotadas utilizando el software Vector NTI. El alineamiento de las
repeticiones directas se realiz6 con el programa ClustalX. La representacion logo de las
repeticiones directas se obtuvo con el programa WebLogo (Crooks, et al., 2004).

4.8. Andlisis filogenéticos

Para realizar el arbol filogenético de las proteinas Cas concatenadas, en el portal del
Centro de Informacién Biotecnolégica de Estados Unidos (NCBI) se recuperé en formato
fasta el cromosoma de las siguientes quince cepas de Ralstonia solanacearum: SFC (No.
de acceso NZ_CP026092.2), IBSBF_2570 (NZ_CP026090.2), IBSBF1503
(NZ_CP012943.1), IBSBF_2571 (NZ_CP026307.1), CFBP2957 (NZ_CP115952.1), UW251
(NZ_CP088237.1), CCCRMRs304 (JABZEI010000001.1), CCCRMRs277
(JABZEK010000001.1), CCCRMRs287 (JABZEJ010000001.1), Rs5 (NZ_CP051175.1),
K60 (NCTK01000001.1), CIAT 078 (NZ_CP051296.1), Po82 (NC_017574.1),
CIP417_UW70 (NZ_CP088235.1), UW163 (NZ_CP012939.1). En algunos casos no
estaban separados el cromosoma del megaplasmido, por lo que se utilizé el archivo de la
secuencia gendmica total, esto ocurri6 con las siguientes dos cepas: UA-1617
(NZ_CP034199.1), UA-1591 (NZ_CP034195.1). Se incluyeron en el analisis cinco cepas de
Ralstonia pseudosolanacearum que presentaban el mismo tipo de sistema CRISPR-Cas:
T110 (CP023012.1), SL2330 (CP022794.1), T25 (CP023014.1), SY1 (NZ_CP071914.1) y
SEPPX05 (NZ_CP021448.1, SL3022 (CP023016)). Se incluyé también la cepa de
Madagascar (Africa) RUN2279 (NZ_CP051171).

Para identificar el locus CRISPR en las ocho cepas mexicanas, los archivos que
contenian las reads obtenidas por secuenciacidbn masiva se ensamblaron con el software
UGene, y los contigs obtenidos se alinearon respecto a la cepa CFBP2957 utilizando el
software re-DOT-able. Una vez alineados, los contigs se concatenaron para generar una
sola molécula, la cual se analizé con el software CRISPRCasFinder (Grissa, et al., 2007).
Con la secuencia asociada al locus CRISPR, se identificé para cada cepa el contig que lo

contenia.
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En cada cepa se identificaron los ocho genes cas en los cromosomas recuperados,
usando para ello el software CRISPRCasFinder “online”, asi como la secuencia de estos
genes anotados en los genomas correspondientes en el portal de NCBI, verificando
manualmente su anotacién, pues se observd que, en algunos casos, los genes anotados
no coincidian con la identificacion realizada con CRISPCasFinder. Con las secuencias
proteicas de los ocho genes cas se generd un archivo multifasta para cada cepa. Con la

herramienta “Combine fasta” de SMS2 (https://www.bioinformatics.org/sms2/index.html) se

concatenaron las secuencias de las ocho proteinas Cas de cada cepa, en un solo archivo
fasta.

El &rbol filogenético de las proteinas Cas concatenadas se obtuvo por dos vias. En la
primera, los 31 archivos de las proteinas Cas concatenadas fueron cargados en el
programa CLC Sequence viewer 8.0, se realiz6 un alineamiento utilizando un costo de
apertura de gap de 10, costo de extension de gap de 1, un costo gap final “As any other”, y
un alineamiento muy exacto, aunque lento. El alineamiento obtenido se utiliz para generar
un arbol usando UPGMA como método de construccién del &rbol, Jukes-Cantor como
medida de distancia proteica, y realizando un andlisis de Bootstrap con 100 réplicas. Una
vez generado el arbol, se enraiz6 utilizando como grupo externo a la cepa RUN2279. Con
las opciones de “Tree settings” ubicadas en la barra desplegable a la derecha del programa,
se elimind el simbolo de las hojas, a las lineas de las ramas se les asigné un color negro, y
el formato de las etiguetas quedo en color negro y bold. Con un click derecho sobre el nodo
de interés, se desplegd un menu de opciones, seleccionando la de “Decorate subtree” y
dentro de ella “Set subtree background color”, seleccionando el color deseado para el
conjunto de cepas que compartian el nodo seleccionado.

La segunda via para generar el &rbol fue la siguiente: las 31 secuencias concatenadas
ubicados en archivos independientes, se fusionaron en uno sélo con el software File

Generator (www.Soft.Tahionic.com), obteniendo asi un solo archivo multifasta con las 31

secuencias. A partir de este archivo se cargaron las 31 secuencias proteicas en el software
ClustalX y se alinearon con los siguientes parametros de alineamiento multiple: Gap
opening: 10; Gap extension: 0.20; Delay Divergent Sequences: 30%; DNA Transition
Weight: 0.50; Use negtive Matrix: Off; Protein weight matrix: Gonnet series. Com resultado
del alineamiento se generaron dos archivos, uno con terminacion .dnd y otro con
terminacion .aln. El archivo.dnd se abri6 con el software Figtree v1.4.4, se selecciond la
cepa RUN2279 y el arbol se re-enraiz6 en ella. Con la opcion de Tip labels se modifico el

formato de letra, utilizando Arial narrow, en bold con tamafio 19. Con el modo de seleccién
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el “Clade” se selecciond la rama de la cual se originaban los grupos de cepas de interés y
se resaltd con la opcién “Hilight” del menu de opciones, y marcando el recuadro de la opcién
“Hilight with gradient” en la seccién de “Appearance” de la columna de la izquierda del
programa, finalmente, el archivo se guardé como figura .png y se exportd en formato Nexus.
Una vez pegada la figura en word, se etiquetaron los nodos.

Para llevar a cabo el analisis filogenético de los espaciadores concatenados, se
empled la informacion de las matrices CRISPR de las 31 cepas evaluadas. Los
espaciadores de las matrices | y Il de las cepas americanas UW163 (NZ_CP012939.1,
IBSBF_2571 (NZ_CP026307.1), CIAT_078 (NZ_CP051296.1), Po82 (NC_017574.1),
CIP417_UWT0 (NZ_CP088235.1), UA-1591 (NZ_CP034195.1), UA-1617
(NZ_CP034199.1), IBSBF1503 (NZ_CP012943.1), SFC (No. de acceso NZ_CP026092.2),
IBSBF_2570 (NZ_CP026090.2), K60 (NCTK01000001.1), Rs5 (NZ_CP051175.1),
CFBP2957 (NZ_CP115952.1), asi como los espaciadores de las cepas asiaticas SY1
(NZ_CP071914.1), T25 (CP023014.1), T110 (CP023012.1), SL2330 (CP022794.1),
SL3022 (CP023016), SEPPX05 (NZ_CP021448.1)5 y RUN2279 (NZ_CP051171), se
obtuvieron mediante el programa CRISPRCasFinder y se registraron en un documento de
Notepad++ en forma de lista. En cuanto a las cepas mexicanas 0720, R6, RsP3Em,
RsJ0314, NVV0921P6, NVV0921P4, AN0721P3, Rs0121P3Em, TEM y R5, se anotaron los
espaciadores de las matrices | y Il en el programa Vector, junto con su correspondiente
repeticién palindrémica. Finalmente, se concatenaron las secuencias de los espaciadores
de las 31 cepas en un archivo multifasta Unico. Posteriormente, se llevd a cabo el
alineamiento de los espaciadores utilizando el software ClustalX (version 1.81), empleando
una matriz de peso de proteinas "serieGonnet". Los parametros del alineamiento incluyeron
una penalizacién de 15.00 por apertura de brecha, 6.66 de penalizacién por extension de
la brecha, y se usé el método Neighbour Joining con un nimero de bootstrap de 1000. Se
empled esta para generar las Figuras 5.24 y 5.25 correspondientes a los espaciadores
concatenados.

Se realiz6 un mapa de calor utilizando la herramienta bioinformatica de VIRIDIC
(Figura 5.26), que determina la similitud de las secuencias por pares. Dicho software esta
escrito en R y grafica el resultado obtenido en los estadisticos de blastn. Los parametros
de blastn fueron los siguientes: -word_size 7 -reward 2 -penalty -3 -gapopenb5 -
gapextend 2. Para llevar a cabo este analisis, se emple6 el mismo documento que contenia
los espaciadores concatenados ordenados en un archivo multifasta, utilizado previamente

para generar los arboles filogenéticos de las matrices.
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Para realizar el arbol filogenético del gen egl de las cepas de Ralstonia, se utilizé el
formato Genbank Full del cromosoma recuperado del portal NCBI. Utilizando los mismos
nameros de acceso que se usaron previamente. Para buscar el gen egl de las 31 cepas se
usaron dos métodos diferentes. El primer método fue la busqueda directa, utilizando la
anotacion de los genes usando la opcion “buscar” integrada en el programa Notepad++,
esta busqueda nos permitié obtener la secuencia proteica de los genes egl. El segundo
método fue a partir del mapeo de los genes, esta opcion se utilizé anicamente cuando no
era posible encontrar el gen anotado dentro del Genbank Full, por lo que se tuvo que buscar
el gen egl por segmentos, hasta obtener la secuencia nucleotidica, la cual fue corroborada
mediante un Blastx, posterior a esto se utiliz el programa SMS2 opcién “Translate DNA to

protein” (https://www.bioinformatics.org/sms2/translate.html). En el caso de las cepas

mexicanas se utilizo la secuencia del gen egl de la cepa CFBP2957 como molde para la
busqueda del gen, realizando un Blastx para corroborar. Las secuencias proteicas del gen
egl de las 31 cepas fueron anotadas en un archivo multifasta. La metodologia que se siguio
para generar el arbol filogenético fue la misma usada en los arboles de los espaciadores
concatenados (alineamiento del gen egl utilizando el software ClustalX (versién 1.81),
empleando una matriz de peso de proteinas "serieGonnet'. Los parametros del
alineamiento incluyeron una penalizacion de 15.00 por apertura de brecha, 6.66 de
penalizacién por extensién de la brecha, y se us6 el método Neighbour Joining con un
namero de bootstrap de 1000).

Para obtener el arbol filogenético con los genes egl , hrpB y mutS, se utilizé un
multifasta que incluyera la secuencia proteica de los tres genes de manera concatenada.
Se utilizé el cromosoma, para el analisis de los genes egl y mutS. Mientras que el gen hrpB
se recuperaron las moléculas del megaplasmido de las cepas UW163 (NZ_CP012940),
ISBF2571 (NZ_CP026308), Po82 (NC_017575), Rs5 (NZ_CP051176), K60™ (DQ657438),
IBSBF2570 (NZ_CP026091), CFBP2957 (AF295618), IBSBF1503 (NZ_CP012944), SFC
(NZ_CP026093), CIAT078 (CP051295), UA-1617 (NZ_CP034199), UA-1591
(NZ_CP034195.1), CIP417_UW70 (NZ_CP088236.1), UW251 (NZ_CP088238.1). Mientras
gue las moléculas de las cepas asiaticas utilizadas fueron las siguientes: T25
(CP023015.1), T110 (CP023013.1), RUN2279 (NZ_CP051172.1), SEPPXO05
(NZ_CP021449.1), SL2330 (NZ_CP022795.1), SL3022 (CP023017.1), SY1
(NZ_CP071915.1).
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CAPITULO 5
5. RESULTADOS

5.1. Cepas utilizadas para la caracterizacion de las matrices CRISPR en R.
solanacearum

En la Universidad Politécnica del Estado de Morelos se cuenta con siete cepas viables
de R. solanacearum (0720, ANO721P3, AN0721P4, NVV0921P6, NVV0921P5, RsJ0314,
Rs0121P3Em) y DNA gendmico de otras tres (R6, R5, TEM). En la Tabla 5.1 se muestra el
lugar y afio de aislamiento de cada cepa. El genoma de la cepa 0720 fue secuenciado en
el afio 2021. Todas estas cepas fueron aisladas de plantas de jitomate infectadas por R.
solanacearum.

Tabla 5.1. Lugar y afio de aislamiento de las cepas de R. solanacearum evaluadas en este
trabajo.

CEPA LUGAR DE AISLAMIENTO ANO DE AISLAMIENTO

0720 Coatepec de Harinas, Estado de México, Julio, 2020
zona 1l

Rs0121P3Em | Coatepec de Harinas, Estado de México, Enero, 2021
zona 1

ANO721P3 Coatepec de Harinas, Estado de México, Julio, 2021
zona 1

ANOQ721P4 Coatepec de Harinas, Estado de México, Julio, 2021
zona 1l

NVV0921P6 | Coatepec de Harinas, Estado de México, Septiembre, 2021
zona 2

NVV0921P5 | Coatepec de Harinas, Estado de México, Septiembre, 2021
zona 2

RsJ0314 Jiutepec, Morelos Marzo, 2014

R6 Coatlan del Rio, Estado de Morelos 2010

Tem Temixco, Morelos 2012

5.2. Amplificacidon de las matrices CRISPR | y Il en cepas de R. solanacearum
Para la amplificacion de la matriz | se utilizo el par de oligonucle6tidos R6-CR-F: 5°-
CGATTTTTTGCTTTTGGATCAAGG-3’ y R6-CR-R1: 5-
CGGATGCCTTTTCTTGATGTCAGG-3" (oligonucleétidos disefiados por Dr. Jesus

Hernandez Romano). Tomando como base la secuencia de la cepa 0720, el uso de estos

oligonucleétidos dio como resultado un amplicén con un tamafio ubicado entre los 2,000 y
5,000 pb (Figura 5.1. Inciso A). La amplificacién in silico de la matriz | usando los resultados
de secuenciacion gendmica de la cepa 0720, generé un tamafio de matriz | de 2,712 pb.
Las cepas 0720, R5, ANO721P3 y ANO721P4 presentaron una banda de tamafo similar y
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ligeramente mayor a la banda que presentaron las cepas R6, TEM y NVV0921P6 (Figura
5.1. Inciso A).

Para la amplificacion de la matriz Il se utiliz6 el par de oligonucleétidos M2F1: 5°-
TTCGACGGACTGCAACTCGTAGC y M2R3: 5- CTGTGTCCTTGCCTCTGTGCAGG-3’
(oligonucleotidos disefiados por Dr. Jesus Hernandez Romano). El analisis in silico en 0720
mostré que el amplicon de la matriz Il es de un tamafio de 2,592 pb. Las siete cepas
contienen una matriz Il de un tamafio similar y compatible a lo esperado (Figura 5.1. Inciso
B). No se observo variacion en el tamafio del amplicén en la electroforesis, lo que sugeria

gue no existe variacion de tamafio en esta matriz entre las cepas estudiadas.

A)

5,000 pb

2,000 pb
850 pb
450 pb
100 pb

B)

5,000 pb

2,000 pb
850 pb
450 pb
100 pb

Figura. 5.1. Amplificacion de las matrices CRISPR | (A) y Il (B) en siete cepas aisladas en
Morelos y Estado de México. Carril 0, MPM,; carril 1, 0720; carril 2, R6; carril 3, R5; carril 4,
Tem; carril 5, ANO721P3; carril 6, NVV0921P6, carril 7, ANO721P41.
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Las matrices | y Il de las cepas 0720, NVV0921P5, Rs0121P3Em y RsJ0314 se
obtuvieron Unicamente por analisis de datos provenientes de la secuenciacién del genoma,
los resultados mostraron un tamafio de matrices similar a los obtenidos en la Figuras 5.1y
5.2. Las de las cepas ANO721P3, AN0721P4 y NVV0921P6 se analizaron a partir de
secuenciacién Sanger, sin embargo, a partir de los resultados obtenidos se logré corroborar
el tamafio total de cada matriz (Figura 5.1y 5.2), y las cepas R5, R6 y TEM solo fue posible
obtener sus secuencias a partir de secuenciacién Sanger. En las secciones 5.3 y 5.4 se
presenta en mayor detalle estos resultados.

5.3. Armado de la matriz | a partir de secuencias parciales obtenidas por la
técnica de Sanger.

Una vez que se confirmé la presencia de la matriz | en las cepas (Figura 5.1.A), se
procedio al disefio de oligonucleétidos para la secuenciacion por secciones del amplicén de
la matriz | (Tabla 5.2). El disefio de estos oligonucle6tidos se basé en la secuencia de la
cepa 0720 y en la informacién generada a partir de los electroferogramas obtenidos. Cada
oligonucledtido nos permitié obtener un electroferograma distinto, que a su vez nos ayudo
a construir las matrices correspondientes a las diferentes cepas. A continuacion, se

presentan con mayor detalle los resultados obtenidos.

Tabla 5.2. Nombre y secuencia de los oligonucleétidos usados para la amplificacion de la
matriz | en las cepas AN0O721P41, ANO721P3, NVV0921P6, Tem, R5y R6.

MATRIZ |

Oligonucledétido Secuencia NOTAS
R6-CR-F CGATTTTTTGCTTTTGGATCAAGG Hibrida en todas las cepas
M1-F2 GTCGCCTGACGTGTTGTGTTCC Hibrida en todas las cepas
M1-F3 CACCAGGTGGCTTCGCATGG Hibrida en todas las cepas
M1-R1 ACTGCCACGCCTTGCTGACC Hibrida en todas las cepas
M1-R2 AACACTGTTGCGTCGATCACTTCG Hibrida en todas las cepas
R6-CR-R1 CGGATGCCTTTTCTTGATGTCAGG Hibrida en todas las cepas
R6MlespTem2R | GACCAGCCCGTCGGTTTGC Especifico de la cepa Tem
M1Esp0720-3 CGGTTGTCAGAGTTGCGGACATG Hibrida en todas las cepas
R5M1esp29-F CTTCATCGAGGACATCGACGAGC Especifico de la cepa R5

La asignacion de un identificador a cada uno de los espaciadores presentes en las
cepas analizadas se hizo con base en el siguiente orden de prioridad en cuanto a cepas:
0720, R5, AN0721P4, AN0721P3, R6, NVV0921P6, TEM, NVV0921P5, RsJ0314,
Rs0121P3Em. De esta manera los 44 espaciadores presentes en la cepa 0720 se

identificaron como Esp0720-1, Esp0720-2, etc. (Figura 5.2, flechas color naranja).
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Figura. 5.2. Matriz | de la cepa 0720 obtenida por secuenciacion masiva del genoma de
esta cepa. Se anotaron como “frontera” las secuencias que flanquean a la matriz en los
extremos 5y 37, asi como las 45 repeticiones directas (flechas color verde) y los 44
espaciadores (flechas color naranja). Estos espaciadores se identificaron con el nombre de
la cepa y un nimero consecutivo.

A continuacion, se describe el nimero de electroferogramas que fueron necesarios
para el armado de la matriz | en cada cepa, mencionando el nimero de espaciadores y
repeticiones directas presentes en cada una. La Tabla 5.3 muestra los electroferogramas
obtenidos durante la secuenciacion de la matriz | de las siete cepas analizadas por la
técnica de Sanger.

Tabla 5.3. Electroferogramas obtenidos durante la secuenciacion de la matriz | de las cepas
en estudio. Los que aportaron mas informacion son aquellos mostrados en negritas y
aguellos que no se usaron se muestran en rojo

Cepa Electroferograma | Oligonucleodtido Longitud Observaciones
utilizado de la
secuencia
gue aporta
(pb)

Buena calidad sin simbolos
10184 R6CRF 989 degenerados

Buena calidad sin simbolos

R5 10183 M1R1 931 degenerados

Buena calidad sin simbolos
10182 M1F2 926 degenerados

Buena calidad sin simbolos
10181 M1R2 892 degenerados

Buena calidad sin simbolos
10628 M1F3 929 degenerados

Buena calidad sin simbolos
10180 R6CR1 987 degenerados

Buena calidad con 0.20% de
7752 M1F1 984 simbolos degenerados

Buena calidad con dos simbolos
9162 R5M1esp29-F 158 degenerados
3684 R6CRF 810 Buena calidad
3685 M1R1 0 Se descarta por mala calidad

ANO0721P4 3686 M1F2 931 Buena calidad

3687 M1F3 938 Buena calidad
3688 R6CR1 952 Buena calidad
3689 M1R2 931 Buena calidad
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9163 M1Esp07203 160 Buena calidad
3690 R6CRF 910 Buena calidad con 2% de simbolos
degenerados
3691 M1R1 743 Buena calidad con un simbolo
ANO0721P3 degenerado
3692 M1F2 959 Buena calidad con un simbolo
degenerado
3693 M1F3 924 Buena calidad con 0.5% de
simbolos degenerados
3694 R6CR1 946 Buena calidad sin simbolos
degenerados
3695 M1R2 927 Buena calidad con 0.1% de
simbolos degenerados
J3 M1F1 498 Buena calidad con 2.2% de
simbolos degenerados
3696 R6CRF 849 Buena calidad
3697 M1R1 942 Buena calidad
3701 M1R2 660 Buena calidad
NVV0921P6 3699 M1F3 911 Buena calidad
3700 R6CR1 901 Buena calidad
3698 M1F2 887 Mala calidad se descart6
Media calidad con 3.6% de
7750 M1F1 871 simbolos degenerados
J5 M1F2 546 Buena calidad
9716 R6CRF 923 Buena calidad sin simbolos
degenerados
9713 M1R1 954 Buena calidad sin simbolos
TEM degenerados
9712 M1F2 963 Buena calidad sin simbolos
degenerados
9714 M1R2 969 Buena calidad sin simbolos
degenerados
10629 M1F3 968 Buena calidad sin simbolos
degenerados
9715 R6CRR1 967 Buena calidad con 0.1% de
simbolos degenerados
9161 R6MlespTem2R 158 Buena calidad con dos simbolos
degenerados
9161 R6MlespTem2R 158 Buena calidad con dos simbolos
degenerados
10175 R6CRF 947 Buena calidad sin simbolos
R6 degenerados
10177 M1R1 970 Buena calidad sin simbolos
degenerados
10176 M1F2 984 Buena calidad sin simbolos
degenerados
10179 M1R2 933 Buena calidad sin simbolos
degenerados
10630 M1F3 944 Buena calidad sin simbolos
degenerados
10178 R6CRR1 934 Buena calidad sin simbolos

degenerados
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R. solanacearum R5

Para armar la matriz | de esta cepa se utilizaron seis electroferogramas (Tabla 5.3,
Figura 5.3.A). La matriz | de esta cepa present6é un tamafio de 2,652 pb esta conformada
por 44 DR y 43 espaciadores, los 43 espaciadores son los mismos que se encuentran en
la cepa 0720 (Figura 5.2). Llama la atencién la conservacion de los espaciadores entre dos
cepas aisladas en un periodo de 9 afios, en donde la cepa R5 se aislé en 2011 y la cepa
0720 en 2020. La unica diferencia detectada en la cepa R5 fue la ausencia del espaciador
Esp0720-34.

R. solanacearum ANO721P4

Se utilizaron seis electroferogramas (Tabla 5.3) para completar la matriz | de la cepa
ANO0721P4 (Figura 5.3.B), la cual tiene un tamafio de 2,712 pb, con 44 espaciadores y 45
DR, los 44 espaciadores son los mismos que se encontraron en la cepa 0720 (Figura 5.2).
El analisis de la matriz | de la cepa ANO721P4 a partir de la secuencia genémica obtenida
por secuenciacion masiva (Figura 5.4.A) mostr6é una identidad del 100% con la secuencia
obtenida por Sanger. Con estos resultados se concluyé que la matriz | de la cepa AN0721P4

es idéntica a la cepa 0720.

R. solanacearum ANO721P3

Se utilizaron siete electroferogramas (Tabla 5.3) para completar la matriz | de la cepa

ANO0721P3 (Figura 5.3.C). Esta matriz tiene un tamafio de 2,712 pb y esta conformada por
45 DR y 44 espaciadores que son idénticos a los presentes en la cepa 0720 (Figura 5.2). A
partir de la secuencia genémica se confirmé el resultado previamente obtenido (Figura
5.4.B).

R. solanacearum R6

Se utilizaron siete electroferogramas para completar la matriz | de la cepa R6 (Tabla
5.3), que presentd un tamafio de 3,080 pb. Estuvo integrada por 51 DR y 50 espaciadores,
38 de ellos son idénticos a los de la cepa 0720, cinco espaciadores son idénticos a los
presentes en la cepa NVV0921P6 (Figura 5.3.D flechas de color vino), seis espaciadores
son idénticos a los presentes en la cepa Tem (Figura 5.3.D flechas de color azul), y un solo
espaciador no detectado previamente (Figura 5.3.D flecha color morado). Esta cepa fue

aislada en Coatlan del Rio, ubicado en el estado de Morelos, en el afio 2010. Hay al menos
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una diferencia de 10 afios entre esta cepa y las mencionadas anteriormente. Ademas de

ser aislada en un estado diferente.

R. solanacearum NVV0921P6

Se utilizaron seis electroferogramas (Tabla 5.3) para completar la matriz | de la cepa

R. solanacearum NVV0921P6, la cual present6 un tamafio de 3,200 pb, incluye 53 DR y 52
espaciadores, 44 espaciadores son idénticos a los de la cepa 0720 (Figura 5.3.E flechas
color naranja) y ocho espaciadores son unicos de la cepa NVV0921P6 (Figura 5.3.E flechas
color vino). El analisis de la matriz | de la cepa NVV0921P6 a partir de la secuencia
gendmica obtenida por secuenciacion masiva, confirmé que la matriz | posee 53 DR y 52
espaciadores presentando un tamafio de 3,200 pb, 44 espaciadores siendo idénticos a los
presentes en la cepa 0720 (Figura 5.4.C flechas color naranja), y 7 espaciadores no
detectados previamente se asociaron a la cepa NVV0921P6 (Figura 5.4.C flechas color
vino). Un espaciador no detectado previamente se asocié con la cepa R6 (Figura 5.4.C
flecha color morado). Es importante mencionar que en la secuencia obtenida por
secuenciacién Sanger se obtuvo un espaciador asociado con la cepa NVV0921P6 con la
secuencia de 31 pb “TGTTCTACCCGGGCAAGATGGTGCGCGCCGC?, sin embargo, el
analisis a partir del genoma mostré que dicho espaciador contiene una secuencia de 32 pb
‘GTGTTCTACCCGGGCAAGATGGTGCGCGCCGL”, lo que sugiere que la ausencia de
esta base se debe a un error durante el analisis y ensamblaje de los datos de secuenciacién

Sanger, ya que los electroferogramas no estan bien definidos al inicio del espaciador.

R. solanacearum TEM

Se utilizaron seis electroferogramas (Tabla 5.3) para completar la matriz | de la cepa
TEM de 3,080 pb, conformada en total por 51 DR y 50 espaciadores, 38 espaciadores son
idénticos a los de la cepa 0720 (Figura 5.3.F flechas color anaranjado), seis espaciadores
se identificacion previamente en la cepa de NVV0921P6 (Figura 5.3.F flechas color vino) y
seis espaciadores no detectados previamente se asociaron con esta cepa (Figura 5.3.F

flechas color azul).

R. solanacearum NVV0921P5

El andlisis de la secuencia gendmica de la cepa NVV0921P5 mostré una matriz | con

un tamafo de 3,200 pb, conformada por 52 espaciadores y 53 DR, 44 espaciadores son

idénticos a los de la cepa 0720 (Figura 5.4.D, flechas color naranja), ocho espaciadores se
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asociaron con la cepa NVV0921P6 (Figura 5.4.D, flechas color vino), un espaciador
asociado con la cepa TEM (Figura 5.4.D, flechas color azul) y un espaciador asociado en a
la cepa R6 (Figura 5.4.D, flecha color morado). Esta cepa fue obtenida a partir de

secuenciacién masiva, por lo que no se utilizaron electroferogramas para su obtencion.

R. solanacearum RsJ0314

El analisis de la secuencia gendémica de la cepa RJ mostré una matriz | con un tamafio
de 2,652 pb, conformada por 43 espaciadores y 44 DR, los 43 espaciadores son los mismos
gue se encuentran en la cepa 0720, ademéas de mostrar una delecién en el espaciador
Esp0720-34, mismo espaciador que se encuentra deletado en la cepa R5 (Figura 5.4.E).
Esta cepa fue obtenida a partir de secuenciacion masiva, por lo que no se utilizaron

electroferogramas para su obtencion.

R. solanacearum Rs0121P3Em

El andlisis de la secuencia gendmica de la cepa Rs0121P3Em mostré una matriz |
con un tamafo de 2,712 pb, conformada por 44 espaciadores y 45 DR, los 44 espaciadores
son los mismos que se encontraron en la cepa de 0720 (Figura 5.4.F flechas color naranja).
Esta cepa fue obtenida a partir de secuenciacibn masiva, por lo que no se utilizaron
electroferogramas para su obtencién.

El gel de agarosa al 1% mostrado en la Figura 5.1. Inciso A, seccion 5.2., sugirié los
tamafios de cada cepa en su matriz |. Los resultados indicaron que los tamafios predichos
coincidian con los tamafos obtenidos mediante la caracterizacion de la matriz |. En la Figura
5.3 se presentan las cepas cuyas secuencias fueron obtenidas mediante secuenciacion
Sanger. En la Figura 5.4 se muestran las cepas cuyas secuencias fueron obtenidas
exclusivamente mediante secuenciacidbn masiva, asi como aquellas en las que la secuencia

obtenida por secuenciacion Sanger fue confirmada mediante secuenciacién masiva.
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[:5 44 espaciadores de 0720 ’ 7 espaciadores de

E) NVV0921P6
O 53 repeticiones

lindromi
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Figura. 5.3. Matriz | de la cepa R5 (A), ANO721P4 (B), AN0721P3 (C), R6 (D), NVV0921P6
(E) y TEM (F). Las secuencias que flanquean a la matriz en los extremos 5’y 3", se anotaron
como “Frontera” las repeticiones directas son las flechas color verde y los espaciadores
asignados a cada cepa se muestran como flechas con un color caracteristico.
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E) [>43 espaciadores de 0720

DMDR
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R. solanacearum RsJ0314 M-I
2,651 pb

F) [>44 espaciadores de 0720

[:>4SDR

RO R

R. solanacearum Rs0121P3Em M-I
2,712 pb

Figura. 5.4. Matrices | obtenidas por secuenciacibn masiva del genoma de las cepas

ANO721P3 (A), ANO721P4 (B), NVV0921P6 (C), NVV0921P5 (D), RsJ0314 (E),
Rs0121P3Em (F).

Tabla 5.4. Cepas caracterizadas, tamafo de matriz y método de secuenciacioén.

CEPA TAMANO TOTAL DE METODO DE CARACTERIZACION
MATRIZ | (pb
ANO0721P3 2,712 Secuenciacion Sanger y masiva
ANQ721P4 2,712 Secuenciacion Sanger y masiva
Rs0121P3Em 2,712 Secuenciacion masiva
NVV0921P6 3,200 Secuenciacion Sanger y masiva
NVV0921P5 3,200 Secuenciacién masiva
RsJ0314 2,651 Secuenciacién masiva
R5 2,651 Secuenciacion Sanger
R6 3,080 Secuenciacién Sanger
TEM 3,080 Secuenciacidon Sanger

5.4. Armado de la matriz Il en cepas mexicanas a partir de secuenciacion Sanger
Los amplicones de las matrices Il se secuenciaron por la técnica Sanger, en las cepas

R6, R5, TEM, ANO721P3, ANO721P4 y NVV0921P6. Se utilizaron nuevos oligonucleétidos
gue permitieron amplificar la matriz 1l por secciones. Los oligonucleotidos utilizados se
muestran en la Tabla 5.5, su disefio se baso en la secuencia de la matriz Il de la cepa 0720

y en la informacién que se generaba con los electroferogramas obtenidos.
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Tabla 5.5. Nombre y secuencia de los oligonucleétidos usados para la amplificacion de la
matriz Il en las cepas ANO721P4, ANO721P3, NVV0921P6, Tem, R5 y R6.

MATRIZ Il

Oligonucledtido Secuencia NOTAS

M2-F1 TTCGACGGACTGCAACTCGTAGC Hibrida en todas las cepas
M2-F2 CTACTCGGCTGACGGGTGTTCC Hibrida en todas las cepas
M2-F3 GAATGGCTGAAGTTCAGTCTCCTGG | Hibrida en todas las cepas
M2-R1 AGCTCCAGTTCCACGGTTCATCC Hibrida en todas las cepas
M2-R2 ACGCATCTCGCGGTTCATCC Hibrida en todas las cepas
M2-R3 CTGTGTCCTTGCCTCTGTGCAGG Hibrida en todas las cepas
10620-3cepas-R | CGCCAGCTCGACGTTCCTG Hibrida en todas las cepas
106203cepask GTCGAGTGATGTCCGTGGTCGC Hibrida en todas las cepas
TEM-M2espl4 CGCTGCCATTACCCAGATGCTG Especifico de la cepa TEM

Al igual que en la identificacion de la matriz Il, la asignacion de un identificador a cada
uno de los espaciadores presentes en las cepas mexicanas se hizo asignando el siguiente
orden de prioridad en cuanto a cepas: 0720, R5, AN0721P41, AN0721P3, NVV0921P6,
TEM, R6. De esta manera los 42 espaciadores identificados en la cepa 0720 se identificaron
como Esp0720-1, Esp0720-2, etc. (Figura 5.5 flechas color anaranjado).

R. solanacearum 0720

D 42 espaciadores de 0720

Frontera 5~ [} 43 DR Frontera 3’

Ly B

R. solanacearum 0720 M-1I
2,592 pb

Figura. 5.5. Matriz Il de la cepa 0720. Se muestra la anotacion de las fronteras 5y 3", asi
como las repeticiones palindrémicas (flechas color verde) y los espaciadores (flechas color
naranja).

A continuacion, se describe el nimero de electroferogramas que fueron necesarios
para el armado de la matriz Il en cada cepa, mencionando el nimero de espaciadores y DR
presentes en cada una. La Tabla 5.6 muestra los electroferogramas obtenidos durante la

secuenciacion de la matriz Il de las seis cepas.
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Tabla 5.6. Electroferogramas utilizados para armar la matriz Il. Los que aportaron mas
informacién son los electroferogramas mostrados en negritas, mientras que los que no se
usaron se muestran en rojo.

Cepa Electrofe- | Oligonucleétido Longitud de la Observaciones
rograma utilizado secuencia que
aporta (pb)
10603 M2F1 927 Buena, sin simbolos degenerados
10604 M2R1 838 Buena, sin simbolos degenerados
10605 M2F2 878 Presenta simbolos degenerados
RS 10606 M2R2 794 Media, sin simbolos degenerados
10607 M2R3 763 Multiples simbolos degenerados
3702 M2R3 161 Secuencia muy corta
J6 10620-3cepas-F 586 Media, sin simbolos degenerados
J4 10620-3cepas-R 292 Baja, con simbolos degenerados
10618 M2F1 922 Buena calidad
10619 M2R1 848 Buena calidad
AN0721P41 10620 M2F2 871 Buena calidad
2129 10620-3cepas-F 935 Buena calidad
2130 10620-3cepas-R 307 Buena calidad
10621 M1R2 810 Mala, multiples simbolos degenerados
10622 M2R3 791 Baja calidad
10608 M2F1 950 Buena, sin simbolos degenerados
10609 M2R1 851 Buena, sin simbolos degenerados
10610 M2F1 909 Media, 1.1% de simbolos deg.
ANO0721P3 2127 10620-3cepas-F 931 Buena, 2 simbolos degenerados
2128 10620-3cepas-R 294 Buena calidad
10612 M2R2 791 Buena, 0.1% simbolos degenerados
10611 M2R3 801 Media, 2.2% de simbolos deg.
10613 M2F1 939 Media, sin simbolos degenerados
10614 M2R1 837 Media, sin simbolos degenerados
10615 M2F2 907 Media, sin simbolos degenerados
NVV0921P6 2131 10620-3cepas-F 951 Media, sin simbolos degenerados
2132 10620-3cepas-R 293 Buena calidad
10616 M2R2 840 Mala, muchos simbolos degenerados
10617 M2R3 809 Media, sin simbolos degenerados
10623 M1F1 915 Media, sin simbolos degenerados
10624 M2R1 833 Buena, sin simbolos degenerados
10625 M2F2 391 Buena, sin simbolos degenerados
Tem 10626 M2R2 168 Buena, sin simbolos degenerados
10627 M2R3 791 Buena, sin simbolos degenerados
Jl 3-cepas-F 613 Buena, con 0.1% de simbolos deg.
J7 3-cepas-R 135 Buena calidad
9164 TEMM2esp14 308 Buena calidad
10598 M2F1 917 Media, multiples simbolos deg
10600 M2F2 915 Buena, sin simbolos degenerados
R6 10601 M2R2 170 Mala, muy corto no aporta informacion
10602 M2R3 933 Mala, muchos simbolos degenerados
7754 3-cepas-R 293 Media, muy corta, 1 simbolo deg.
7755 3-cepas-F 976 Buena, 1 simbolo degenerado
7756 M2F2 898 Buena, sin simbolos degenerados
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R. solanacearum R5

Se utilizaron siete electroferogramas (Tabla 5.6) para completar la matriz Il de la cepa
R5. Presentd un tamafio de 2,592 pb (Figura 5.6.A), esta conformada por 42 espaciadores
y 43 DR, los 42 espaciadores son los mismos que se encuentran en la cepa 0720 (Figura
5.5).

R. solanacearum ANO721P4

Se utilizaron seis electroferogramas (Tabla 5.6) para completar la matriz 1l de la cepa
ANO0721P4 (Figura 5.6.B). Present6 un tamafio de 2,592 pb, con 42 espaciadores y 43 DR,
los 42 espaciadores son los mismos que se encontraron en la cepa de 0720 (Figura 5.5).
El analisis de la matriz Il a partir de la secuenciacion gendmica de la cepa AN0721P4
corroboré los resultados anteriores obtenidos a partir de la secuenciacion Sanger (Figura
5.7.A).

R. solanacearum ANO721P3

Se utilizaron cinco electroferogramas (Tabla 5.6) para completar la matriz Il de la cepa
R. solanacearum ANO721P3 (Figura 5.6.C), presentd un tamafio de 2,592 pb, conformado
por 43 DR y 42 espaciadores, los 42 espaciadores son los mismos que se encontraron en
la cepa de 0720 (Figura 5.5). El analisis de la matriz Il a partir de la secuenciacién genémica
de la cepa ANO721P3 corroboré los resultados anteriores obtenidos a partir de la

secuenciacion Sanger (Figura 5.7.B).

R. solanacearum R6

Se utilizaron cinco electroferogramas (Tabla 5.5) para completar la matriz Il de la cepa
R6, presenté un tamafio de 2,532 pb (Figura 5.6.D), 41 espaciadores y 42 DR, los 41
espaciadores son los mismos que se encontraron en la cepa 0720 (Figura 5.5). La anotacion

de los espaciadores mostr6 que la cepa R6 tiene una delecion del espaciador Esp0720-12.

R. solanacearum NVV0921P6
Se utilizaron seis electroferogramas (Tabla 5.6) para completar la matriz 1l de la cepa
NVV0921P6, presenté un tamafio de 2,592 pb (Figura 5.6.E), conformado por 43 DR y 42

espaciadores, los 42 espaciadores son los mismos que se encontraron en la cepa 0720

(Figura 5.5). El analisis de la matriz Il a partir de la secuenciacion gendmica de la cepa
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NVV0921P6 corroboré los resultados anteriores obtenidos a partir de la secuenciacion
Sanger (Figura 5.7C).

R. solanacearum TEM

Se utilizaron seis electroferogramas (Tabla 5.5) para completar la matriz 1l de la cepa
TEM, esta present6 un tamafio de 2,592 pb (Figura 5.6.F), 42 espaciadores y 43 DR, 41 de
los 42 espaciadores son los mismos que se encontraron en la cepa 0720, con la presencia
de la delecién del esp-12 y la adicion de un espaciador Unico de esta cepa. Dando en total
42 espaciadores. (Figura 5.5). Kupczoc en 2015 ha propuesto los eventos de delecién de
espaciadores como uno de los eventos de recombinacion que pueden ocurrir dentro del
mismo locus CRISPR o entre matrices CRISPR de diferentes cepas. Sugiriendo que el esp-
12 es producto de un evento de delecion.

R. solanacearum NVV0921P5
La matriz Il de la cepa NVV0921P5 presentd un tamafio de 2,592 pb (Figura 5.7.D),

42 espaciadores y 43 DR, los 42 espaciadores son los mismos que se encontraron en la
cepa 0720 (Figura 5.5). Esta cepa fue obtenida a partir de secuenciacién masiva, por lo que

no se utilizaron electroferogramas para su obtencion.

R. solanacearum RsJ0314

La matriz Il de la cepa RsJ0314 presenta un tamafio de 2,592 pb (Figura 5.7.E),
conformada por 42 espaciadores y 43 DR, los 42 espaciadores son los mismos que se
encontraron en la cepa 0720 (Figura 5.5). Esta cepa fue obtenida a partir de secuenciaciéon

masiva, por lo que no se utilizaron electroferogramas para su obtencion.

R. solanacearum Rs0121P3Em

La matriz 1l de la cepa Rs0121P3Em presenta un tamafio de 2,592 pb (Figura 5.7.F),
conformada por 42 espaciadores y 43 DR, los 42 espaciadores son los mismos que se
encontraron en la cepa 0720 (Figura 5.5). Esta cepa fue obtenida a partir de secuenciacion

masiva, por lo que no se utilizaron electroferogramas para su obtencion.
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Figura. 5.6. Matriz Il de la cepa R5 (A), ANO721P4 (B), ANO721P3 (C), R6 (D), NVV0921P6
(E) y TEM (F). Las secuencias que flanquean a la matriz en los extremos 5y 3°, se anotaron
como “Frontera” las repeticiones directas son las flechas color verde y los espaciadores
asignados a casa cepa se muestran como flechas con un color caracteristico.
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Figura. 5.7. Matrices Il obtenidas por secuenciacién masiva de las cepas A) AN0721P4, B)
ANO0721P3, C) NVV0921P6, D) NVV0921P5, E) RsJ0314, F) Rs0121P3Em. Las secuencias
que flanquean a la matriz en los extremos 5y 3°, se anotaron como “Frontera” las
repeticiones directas son las flechas de color verde y los espaciadores asignados a cada
cepa se muestran como flechas con un color caracteristico.

Se caracterizaron las matrices Il de las diez cepas, el tamafio de la mayoria de ellas
concuerda con las amplificaciones obtenidas en el gel de agarosa al 1% mostrado en la

Figura 5.1. Inciso B, seccién 5.2.
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Tabla 5.7. Cepas caracterizadas, tamafio de matriz | y método de secuenciacion.

CEPA TAMANO TOTAL DE MATRIZ | METODO DE CARACTERIZACION
Il (pb)
0720 2,592 Secuenciacién masiva
ANO0721P3 2,592 Secuenciacién Sanger y masiva
ANO0721P4 2,592 Secuenciacidn Sanger y masiva
Rs0121P3Em 2,592 Secuenciacion masiva
NVV0921P6 2,592 Secuenciaciéon Sanger y masiva
NVV0921P5 2,592 Secuenciacion masiva
R6 2,592 Secuenciacion Sanger
R5 2,592 Secuenciacién Sanger
TEM 2,592 Secuenciaciéon Sanger

Las matrices Il de las diez cepas de R. solanacearum analizadas presentan un
tamafio de 2,592 pb. Esto sugiere que esta matriz Il es menos activa comparada con la

matriz | (seccién 5.3).

5.5. Cepas americanas de Ralstonia solanacearum del filotipo Il, seleccionadas
para el analisis de sus matrices CRISPR y comparacién con las cepas
mexicanas.

La caracterizacion de las matrices CRISPR en diez cepas de Morelos y el Estado de
México, sugiri6 que el andlisis del locus CRISPR-Cas con nuevas cepas de R.
solanacearum, podria aportar informacién sobre la utilidad de esta region como herramienta
de tipificacion molecular. Ademas de las diez cepas mexicanas con cuyo genoma se
contaba, se identificaron diecisiete cepas mas de R. solanacearum que presentaran el
sistema CRISPR y que fueron aisladas en el continente americano. Se agregaron cinco
cepas asiaticas, aisladas en China y Corea del Sur, pertenecientes al filotipo I, y una cepa
africana aislada en Madagascar, las cuales presentaban un sistema CRISPR-Cas tipo IE
(Tabla 5.8).
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Tabla 5.8. Origen, hospedero y fecha de colecta de las cepas americanas identificadas en
GenBank y que tienen el sistema CRISPR-Cas. Se incluyen una cepa africana (RUN2279)
y cinco asiaticas para evaluar la topologia de los arboles filogenéticos.

Cepa Origen Hospedero Colecta
1 0720 Edo. Mex. Jitomate 07-2020
2 ANO0721P3 Edo. Mex. Jitomate 07-2021
3 ANO0721P4 Edo. Mex. Jitomate 07-2021
4 Rs0121P3Em Edo. Mex. Jitomate 01-2021
5 NVV0921P5 Edo. Mex. Jitomate 09-2021
6 NVV0921P6 Edo. Mex. Jitomate 09-2021
7 RsJ0314 Morelos Jitomate 03-2014
8 R6 Morelos Jitomate 2010
9 R5 Morelos Jitomate 2011
10 TEM Morelos Jitomate 2012
11 Po82 México Papa No indicado
12 Ke0T Carolina del N, USA Jitomate 1953
13 Rs5 Florida, USA Jitomate 2004
14 CIAT_078 Quindio, Colombia Platano 2004
15 UA-1591 Quindio, Colombia Platano 2014
16 UA-1617 Quindio, Colombia Platano 2014
17  CIP417_UWT70 Colombia Platano 1960
18 Uw251 Colombia Tabaco 1972
19 IBSBF 2570 Sergipe, Brasil Platano 2012
20 SFC Sergipe, Brasil Platano 2012
21 IBSBF 2571 Sergipe, Brasil Platano 2010
22 IBSBF1503 Brasil Pepino 1999
23 CCRMRs304 Fonte Boa, Amazonas, Brasil Platano 2015
24 CCRMRs277 Manicore, Amazonas, Brasil Platano 2015
25 CCRMRs287 Benjamin Constant, Brasil Platano 2015
26 CFBP2957 Antillas Francesas Jitomate No indicado
27 UW163 Nauta, Peru Platano 1967
28 RUN2279 Madagascar Papa 2013
29 SEPPX05 China Ajonjoli 2014
30 SL2330 Corea del Sur Papa 1999
31 SL3022 Corea del Sur Papa 1999
32 Syl China, Guangdong Pachuli 2020
33 T110 Corea del Sur, Bukjeju Papa 2003
34 T25 Corea del Sur, Miryang Papa 2003

Once de las cepas evaluadas se aislaron en América del Norte (México y EEUU),
catorce en Ameérica del Sur (Colombia, Brasil, Antillas Francesas, Perua), cinco en Asia
(China, Corea del Sur) y una en el continente africano (Madagascar). doce tienen como
hospedero al jitomate, ocho se aislaron de platano, cinco provienen de la papa, la cepa
IBSBF1503 infecta al pepino, la cepa UW251 tiene como hospedero al tabaco, mientras

que la cepa SEPPXO05 se aislo de ajonjoli (Figura 5.8).
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Figura. 5.8. Ubicacion geografica y hospedero de las cepas de R. solanacearum cuyo locus
CRISPR-Cas se utilizé para los andlisis bioinforméticos

5.6. Analisis bioinformatico de los genes Cas

El objetivo de analizar el locus CRISPR-Cas fue evaluar su utilidad como herramienta
de tipificacion molecular, identificando las secciones que aporten informacién para
diferenciar aislamientos bacterianos, tanto a nivel local como continental, y que permitan
comprender mejor la dindmica poblacional de esta bacteria. En esta seccion se presenta el
analisis de la secuencia proteica de los genes cas.

Las treinta y una cepas analizadas presentan el cluster cas de subtipo IE, por lo que
se esperaria que fueran capaces de llevar a cabo la defensa frente a un DNA extrafo,
utilizando el sistema CRISPR-Cas (Makarova et al., 2011). El sistema |IE se caracteriza por
un Unico operon que contiene ocho genes cas en el orden siguiente: 1) cas3, Il) csel, )
cse2, V) cas?, V) casb, VI) cas6, VII) casl/casA, V) cas2/casB. Las cepas cuentan con
un cluster cas completo que aseguraria la capacidad de los sistemas CRISPR para
mantener la memoria de los fagos y plasmidos invasores a los que se ha expuesto la
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bacteria (Makarova et al., 2011; Makarova & Koonin, 2011). Las cepas presentan el cluster

cas flanqueado por dos matrices CRISPR (Figura 5.9).

MATRIZ | MATRIZ 1l
Cas3 Ju Csel | Cse2 | _cas7 _Cas5 ___ 'Cas6 . JCastl. m"_' ]i:[ m
L9
[Repeticiones tipo IE | | Repeticiones tipo IE |
TTCCCCGCG/ANTICIG)(GIC)(G/TIC) GCGGGG TTCCCCGC{G/A)(T/C/G)(G/C)(G/TIC)GCGGEE

Figura. 5.9. Esquema general de la organizacién del sistema CRISPR-Cas en R.
solanacearum perteneciente al filotipo Il. Se tienen dos matrices CRISPR flanqueando a
ocho genes cas (Figura realizada a partir del articulo de Makarova et al., 2011).

Se realiz6 un primer andlisis filogenético utilizando las secuencias proteicas
concatenadas de los ocho genes cas de cada cepa, con los programas ClustalX y CLC
Sequence Viewer 8.0. Para la construccién del arbol filogenético se utiliz6 como grupo
externo la cepa de Madagascar (RUN2279, africana). Se distinguen dos nodos principales,
etiquetados como 1y 2 (Figura 5.10, Ay B). El nodol agrupa a las cinco cepas asiaticas
del estudio (grupo con fondo verde opaco). El nodo 2 agrupa a las veinticinco cepas
americanas, las cuales se dividen en dos grandes grupos, sefialados con los nodos 3y 4
(Figura 5.10 Ay B). El nodo 4 es un grupo de ocho cepas americanas que incluye dos que
se segregan y que proceden de regiones geograficas relativamente cercanas (UW163 de
Nauta, norte de Peri y CCRMRs287 de Benjamin Constant, norte de Brasil). Otro grupo de
cepas del nodo 4 esta integrado por cinco cepas, dos (UA-1591 y UA-1617) proceden de
Quindio, al oeste de Bogota, Colombia y cerca del Océano Pacifico, otra mas procede de
Colombia, pero no se indica el lugar especifico de aislamiento (CIP417_UW?70), lo mismo
que otra cepa aislada en Brasil (BSBF1503) (Figura 5.11). La quinta cepa de este nodo,
denominada Po82, fue reportada por un grupo de investigadores chinos (Xu, et al, 2011) y
supuestamente fue aislada en México a partir de la papa. La similitud de las secuencias
proteicas de los genes cas sugiere que la cepa Po82 procede de Colombia y no de México.
La octava cepa del nodo 4 (IBSBF_2571), la cual se separa de las otras siete cepas,

procede de Sergipe, ubicado en la costa atlantica de Brasil.
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Figura. 5.10. Arboles filogenéticos de las secuencias proteicas concatenadas de los ocho
genes cas, de treinta y una cepas de Ralstonia solanacearum, generados con ClustalX (A)
y con CLC Sequence Viewer (B). Todos los genes cas utilizados pertenecen al subtipo IE.
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Figura. 5.11. Regiones geograficas de donde proceden cepas asociadas con el nodo 4 (A)
y con el nodo 8 (B), que son las cepas americanas mas alejadas y cercanas,
respectivamente, a las cepas aisladas en Morelos y Estado de México, desde el punto de
vista filogenético. No se observa una distribucion geografica particular para las cepas de
cada nodo.

Al alinear las proteinas Cas concatenadas, las cepas americanas tienen como

caracteristica inicial los aminoacidos “MEK”, mientras que las cepas asiaticas no comparten
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esta caracteristica, la Figura 5.12 muestra que las cepas asiaticas presentan como
secuencia inicial “MHQ” (Figura 5.12.A). Las cepas de la region Morelos-Estado de México
muestran una secuencia unica de aa “GFM” en las posiciones 956 a 958 (Figura 5.12.B,
recuadro negro). Las cepas UW251 y CFBP2957 comparten una diferencia en los aa de las
posiciones 958, 959 y 960, asi como en los aa de las posiciones 985 (Figura 5.12B,
recuadro rojo), Las cepas IBSBF2570 y SFC comparten la secuencia IM en las posiciones
959 y 960 (Figura 5.12B, recuadro naranja). Las cepas CIP417_UW?70, IBSBF1503,
IBSBF2571, Po82, UA-1591 y UA-1617 presentan un cambio Unico en la posicién 915 con
cambio de R a Q (Figura 5.12B, recuadro café). Las cepas del nodo 4 presentan en las
posiciones 936 y 937 la secuencia VM, las cepas del nodo 6 presentan la secuencia IM en
las mismas posiciones. La cepa IBSBF_2571 es la Unica que presenta una secuencia entre
las posiciones 939 y 960. Por ultimo, la cepa UW163 no presenta secuencia entre las
posiciones 911 y 959.

Respecto a las secuencias proteicas, las pertenecientes a las cepas asiaticas
presentan diferencias en regiones particulares respecto a las cepas americanas (Fig.
5.12.C, recuadro negro). Ciertas posiciones de las proteinas de cepas americanas
presentan cambios, las cepas CIAT078, K60T y Rs5 tienen un cambio en la posicion 2,435
(Fig. 5.12.C, flecha verde). Las cepas de la region Morelos-Estado de México y las cepas
CFBP2957, IBSBF2570y SFC presentan un cambio de aa en la posicion 2,442 (Fig. 5.12.C,
flecha roja). Las cepas CFBP2957, IBSBF2570 y SFC carecen de dos aa en las posiciones
1,484 y 1,485 (Figura 5.12.D, recuadro rojo). Las cepas CIP417 _UW70, IBSBF1503,
IBSBF2571, Po82, UA-1591, UA-1617 y UW163 presentan un cambio en el aa 1,411
(Figura 5.12.D, recuadros negros verticales).

Las cepas aisladas en Morelos y Estado de México muestran proteinas Cas con
secuencias muy conservadas. La Unica diferencia observada al interior de las cepas
mexicanas es la ausencia de dos aminoacidos en la secuencia de la proteina cse2 de la
cepa R6 (Figura 5.12.E).

Los alineamientos mostraron que las secuencias proteicas de los genes cas en cepas
americanas no presentan mucha variacion, la mayor parte de la secuencia proteica de los
ocho genes esta muy conservada. Sin embargo, los cambios que se observan parecen ser
suficientes para separar en cuatro grupos las cepas americanas, con las cepas aisladas en
Morelos-Estado de México integrando un grupo independiente de cepas. Esto sugiere que
en América podrian existir variantes de R. solanacearum que lograran dividir a la especie

en subespecies, o tal vez incluso en nuevas especies.

Pagina | 57



A)

0720

7
i A
ANOT21P3 | GEA B)
ANOT21P4 1 A 720
NVV0921P5 || A AND721P3 AANANTSGER
NVV0921PE i A ANOT21P4
RsJ0314 Wi A NW0921P5
Rs0121P3EM M| A NW0921P6 AANANTSGEP
RE | A RsJ0314 AANAITSGSP
uwast i A Rs0121P3Em AaNAlTSGSP
CFBP2957 | A RE AANA]
[BSBF_2570 i A
SFC 1 A uwzst AANMSGSP
CIP417_UW70 | A CFBP2957
[BSEF1503 M A RANALTS oS
IBSBF_2571 M| A IBSBF_2570 AANANTSGEP
Pog2 M A SFC AANANTSGSP
UA-1591 i A
UAETT 1 A SIPA17_UWT0 AANAMTSGSP
CIAT_078 | A 1BSBF1503 AANAMTSGSP
K50 1 A 1BS8F_2571 AANAMTSGSP
Rs5 M A Pog2 AANAMTSGSP
UW183 i A 5:1:3; AANAMTSGSP
83022 Wi A CIAT_078 ::mmggg:
SEPPX0S M| A K60 AANAMTSGSP
Suggs u : Rs5 AANAMTSGSP
T25 |- A U163 AANAMTSGSP
RUN2278 -
T110 M-
C) 2w ' y 2
0720 HiETBroARCA aanslBHE N IAS c oPlAEssBBEN cclAcHABTG
ANOT21P3 R arllAEss B
ANOT21P4
NVV0921P5 B
NVV0921P6 aclAQNABTG
RsJ0314 aclAQEABTG
Rs0121P3EM B
R6 E)
U251 . Mx0720 GH STAPAGA
CFBP2057
IBSBF_2570 aclAQNABTG 10721P3 Gl STARAGA
SFC aclAcNABTG Mx0721P4 GI STAPAGA
CIP417_UW70 Mx0921P5 GKE STAPAGA
IBSBF1503 Mx0921P6 G STAPAGA
\Bsa&gsg; MxRsJ0314 GR STAPAGA
e Mmxre GR STA--GA
UA-1817 Mx0121P3Em GK STAPAGA
CIAT_078
K50
Rs5
uw183
513022
SEPPXO5
512330
s
T25
RUN2279
T110
480 1./.)0
D) i
0720 A B IAOIIIIISI 1452
ANO721P3 A QRKWH
ANO721P4 A
NVV0921P5 A
NVV0921P6 EEDDWEEAAP A
RsJ0314 BEWHEAAP A
Rs0121P3Em BEWHEAAP A
R6 EEDDWHEAAP BA
uw251 G EEBBWEEAAP Al AMS: B | BACRRWERSW 1452
CFBP2957 G oBW A AMS - ACREWEBSW 1450
IBSBF_2570 G NTARPMEQEW Qf Al AMS - ORKWHRSW 1449
SFC Gl NTARPMEQEW ﬂllNTIQIIA AMS - - ERNED | BAORRWERSW 1449
CIP417_UW70 G A AQIIIII I 1451
IBSBF1503 G A
IBSBF_2571 G A Anlllllsl 1473
P082 G A ACREWNRSW 1451
UA-1591 G el | A AORKWERSW 1451
UA-1617 HG! EEBBWUEAAP NTAKPVEQEW GIIIT A ACREWHRSW 1451
CIAT_078 AABAPEERBW Ilm G IIIIIIIAAP NTARPVRPEW ollm A ACREWERSH 1451
K60 Q AABAPEHRBW G K “ A AQRRWE '1451
Rs5 G A AQRRWERSW 1451
UW163 Gl A AQREWERSW 1257
SL3022 G| M’-\lllll I 1451
SEPPX05 Gf AQREWERSW 1500
SL2330 Gl AQRRWERSW 1458
sv1 G Kl
T25 s
RUN2279 AQRRWERSW 1436
T110 PAEAPE III ] ASIGI R IIlIIIIAAP AQRRWERSW 541

Figura. 5.12. Diferencias observadas en las secuencias proteicas concatenadas derivadas
de los genes cas. Se resaltan en recuadros las principales diferencias encontradas (ver
texto). La unica diferencia observada entre las cepas de Morelos y Estado de México en la
secuencia de las proteinas Cas, es la ausencia de dos aminoacidos en la secuencia proteica
del gen cse2 la cepa R6. Se muestra solo una seccién de la proteina, en donde se localiza
la diferencia detectada. A) presencia de los aminoacidos “MEK” en cepas americanas,
“‘MHQ” en cepas asiaticas, B) secuencia unica “GFM” en cepas mexicanas, c) diferencias
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en las cepas asiaticas en regiones particulares respecto a las cepas americanas, d) cambio
en el aa en la posicion 1,411, e) ausencia de dos aminoacidos en la secuencia de la proteina
cse2 de la cepa R6.

5.7. Analisis de las repeticiones directas de las matrices CRISPR en las cepas
mexicanas.

Las repeticiones palindrbmicas cortas se han identificado como componentes
centrales de los sistemas CRISPR-Cas, flanqueando las secuencias espaciadoras. Son
necesarias para el proceso de adaptacion del sistema CRISPR. El tamafio de éstas es de
entre 28 y 29 pb, sin embargo, todas las “repeticiones directas cortas” o DR (direct repeats),
de las matrices | y Il de las diez cepas mexicanas analizadas, poseen un tamafio de 29 pb.
Las DRs de ambas matrices presentan una diada caracteristica de las DR de los sistemas
CRISPR-Cas tipo |, subtipo IE. Todas las cepas analizadas contienen la misma diada tanto
en la matriz | como en la matriz Il. La secuencia predominante en la matriz |, con la diada
marcada en rojo es 5-GTGTTCCCCGCGTGGGCGGGGATGAACCG-3 (Figura 5.13.A).
En azul se resalta la region central tipica de la DR mas abundante en la matriz | (se le
denomind DR tipo 1). Las DRs predominantes en la matriz Il de todas las cepas, poseen la
misma secuencia y solo difieren en la regién central (DR tipo 2) lo que podria estar
sefialando una diferencia funcional: 5-GTGTTCCCCGCGCCTGCGGGGATGAACCG-3’
(Figura 5.13.B).
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Figura. 5.13. Logos representativos de los palindromos predominantes presentes en la
matriz | y Il de las cepas mexicanas. A) Repeticiones palindrémicas predominantes de la
matriz |. B) Repeticiones palindrémicas predominantes de la matriz II.

Las DRs no predominantes estan posicionadas al final de cada matriz, y estan
compartidas entre las cepas, es decir, aun cuando no son predominantes, se encuentran

conservadas en secuencia (Figura 5.14) y posicion (Figura 5.15).
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Se evalud la posibilidad de emplear las DRs no predominantes como elementos que
permitieran distinguir entre las cepas mexicanas, considerando tanto su posicién como su
secuencia, sin embargo, todas las cepas mexicanas poseen las mismas DRs no
predominantes en ambas matrices y las distancias entre ellas son las mismas en todas las
cepas. Las matrices | presentan variaciones en diez posiciones que no involucran a la regiéon
central que caracteriza a cada tipo de DR, mientras que en las DRs no predominantes de
las matrices I, la mayor variacion se da precisamente en la region central, modificAndose
la secuencia CCT tipica de la DRs predominantes en esta matriz (Figura 5.14), pero todas

las cepas presentan las mismas variaciones.
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Figura. 5.14. Frecuencias nucleotidicas en las DRs no predominantes de las matrices | (A-
D)y Il (E) en las cepas mexicanas. Las cepas 0720, ANO721P3, AN0721P4 y Rs0121P3Em,
con igual longitud en su matriz I, presentaron las DRs no predominantes en las mismas
posiciones (A). Las cepas NVV0921P5 y NVV0921P6, con diferente longitud en su matriz
[, integraron otro grupo (B), lo mismo ocurrié con las cepas RsJ0314y R5 (C), y R6y Tem
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(D). Todas las cepas mexicanas presentaron las mismas DR no predominantes en la matriz
Il (E).

A) DRnp-25 DRnp-27 DRnp-43 DRnp-44_ DRnp-45

0720 M1
2712 bp
B) DRnp 33 Drnp 35 DRnp51_ DRnp52_  DRnp 53

NVV0921P5-M1

C) DRnp-#25 DRnp-#27 DRnp-#42 DRnp-#43 DRnp-#44
200 bp
\\) \\t\D E}
/Y
RsJ0314-M1
D) 2651 bp
DRnp-#33 DRnp-#49 DRnp-#50 DRnp-#51
] 1l
R6-M1
3078 bp
E) DRnp #40 DRnp #41  DRnp #42
DRnp #43

DRnp #39
DRnp #38

DRnp #26

0720-M2
2592 bp

Figura. 5.15. La separacion entre DRs no predominantes con base en su localizacion en
las matrices | (A-D) y Il (E), es la misma en todas las cepas mexicanas. Las matrices | de
las cepas 0720, AN0721P3, AN0721P4, y Rs0121P3Em tienen la misma longitud (2,712
pb) (A). Las matrices | de las cepas NVV0921P5 y NVV0921P6 miden 3,200 pb (B). Las
matrices | de las cepas RsJ0314 y R5 miden 2,651 pb (C). Las matrices | de R6 y Tem
miden 3,080 pb (D). Todas las matrices Il presentaron la misma configuraciéon que la cepa
0720 (panel E). Aun cuando las matrices difieren en longitud, la secuencia de cada DR no
predominante se conserva de acuerdo con su posicion relativa.

5.8. Andlisis de las repeticiones directas de las matrices CRISPR en cepas
americanas.
Para determinar si existian diferencias entre las DR de cepas de distinto origen, se
analizaron las matrices | de otras 17 cepas de R. solanacearum aisladas en diferentes
regiones del continente americano (Tabla 5.8). Las DRs de estas cepas, si bien no son

idénticas en todas las cepas, estdn muy conservadas. Las matrices | conservan la diada
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encontrada en las cepas mexicanas, ademas de una region central con la secuencia TGG.

La secuencia predominante es 5-GTGTTCCCCGCGTGGGCGGGGATGAACCG-3', que

es la misma que se encontrd en las cepas mexicanas (Figura 5.16).

UA-1617

IBSBF1503

SEPPX05, SL.2330, SY1, T110
A
=

IBSBF_2570
IBSBF_2571

CIP417_UW70

Figura. 5.16. Frecuencia de nucledtidos en las DR asociadas con la matriz | en 17 cepas
americanas, aisladas en diferentes regiones del continente. Sobre la representaciéon logo

se muestra en nombre de la cepa. La secuencia de los DR de la matriz | se conserva en

todas las cepas. Las cepas asiaticas presentan una region central (posiciones 13-15)

diferente.
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Las cepas mexicanas comparten la secuencia predominante en la matriz | con todas
las cepas excepto con CFBP2957, la cual solo presenta seis DRs en la matriz |, y ninguna
de ellas estad compartida con ninguna otra cepa americana. La conservacién de la secuencia
asociada con las DRs de la matriz | dificulta su uso como herramienta de tipificacion
molecular. La Figura 5.17 muestra la agrupacién que se obtiene usando todas las DRs de
la matriz | concatenadas.

Algo similar ocurrié con las DRs de la matriz Il (Figura 5.18). Su secuencia esta muy
conservada, sin embargo, a partir de los logos se distinguen tres grupos de secuencias. La
mayoria de las cepas presento la secuencia central CCT (posiciones 13-15), como ocurrio
en las cepas mexicanas, pero las dos cepas de Norteamérica, K60 y Rs5, presentaron la
secuencia CAT, mientras que la mayoria de las cepas asiaticas analizadas presentaron la
secuencia TAT. La posicién que parece determinar que las cepas K60 y Rs5 se agrupen
con las asiéticas, es la 15, en la que estas cepas comparten una A con las cepas asiaticas,
ya que el resto de la secuencia de las DR es idéntico.

De lo anterior, se observa que las DRs dificilmente pueden permitir distinguir entre las
cepas mexicanas, y son de utilidad limitada para diferenciar entre cepas de la regién. Se
procedié a analizar los espaciadores para determinar su utilidad como herramientas de

tipificacion molecular.
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CFBP2557
T110

T25

ley1
512330
SEPPX0S

|SFC

'IBSBF_2570
CIAT 078
Pag2
IBSBF1503
UW163
CCRMRs287
| IBSBF_2571
CIPA17_UWTO
UA-1617
UA-1591
ANOT21P4
AND721P3
0720
RsJ0314
TEM
RE
RS
RsP3Em
MVVO921P6
MVVO921P5
UW325
_|CCHM Rs277
CCRMRs304
RS
~KED
— RUN2279

Figura. 5.17. Agrupamiento de las cepas americanas con base en la secuencia de la matriz |I. La cepa CFBP2957 se separa al
presentar el menor nimero de DRs, cuyas secuencias no son compartidas con ninguna otra cepa. La secuencia de las DRs no tiene
la capacidad para agrupar cepas como las proteinas Cas concatenadas.
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Figura. 5.18. Frecuencia de nucledétidos en las DR asociadas con la matriz Il en 17 cepas
americanas, aisladas en diferentes regiones del continente. Sobre la representacién logo

se muestra en nombre de la cepa. La secuencia de los DR de la matriz Il se conserva en

todas las cepas americanas. Las cepas de Norteamérica (Rs5 y K60) y las asiéticas poseen

tral distinta (posiciones 13-15).
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Figura. 5.19. Agrupamiento de las cepas americanas con base en la secuencia de las DRs concatenadas de la matriz Il. Las cepas

norteamericanas Rs5 y K60 se agrupan junto con tres cepas asiaticas. Se distinguen tres de los grupos identificados con las proteinas
Cas concatenadas, resaltados en rojo, verde y rosa.
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5.9. Andlisis de los espaciadores de la matriz I, entre cepas americanas.

Las cepas presentan al menos una matriz CRISPR, la mayoria presenté dos matrices.

Solo las cepas K60, CFBP2957, T25 y T110 presentan tres matrices. La tercera matriz de

la cepa CFBP2957 posiblemente no sea funcional, pues esta alejada de las otras dos,

posee solo un espaciador, y sus DRs son muy diferentes a los de las matrices | y Il.

Tabla 5.9. Espaciadores presentes en cada matriz CRISPR.

GRUPO CEPA #ESPACIADORES | #ESPACIADORES | #ESPACIADORES
M-I M-I M-111
R6 50 41 NP
0720 44 42 NP
R5 43 42 NP
TEM 50 42 NP
1 ANO0721P3 44 42 NP
ANO0721P4 44 42 NP
NVV0921P6 52 42 NP
NVV0921P5 52 42 NP
RJ0314 43 42 NP
Rs0121P3Em 44 42 NP
IBSBF2571 14 16 NP
Po82 14 16 NP
CIATO78 14 16 NP
CIP417_UWT70 14 16 NP
2 UA1591 14 16 NP
UA1617 14 16 NP
UW163 15 13 NP
CCRMRs287 15 13 NP
IBSBF1503 47 59 NP
3 SFC 15 39 NP
IBSBF2570 15 39 NP
4 Uw251 48 43 NP
5 Rs5 65 53 NP
K60T 53 56 25
6 CFEBP2957 5 58 1
RUN2279 12 38 NP
SEPPX05 3 20 NP
SL3022 33 55 NP
7 SL2330 4 59 NP
SY1 10 30 NP
T25 5 58 NP
T110 6 55 NP

*NP: no posee

De cada cepa se analizé la identidad, sintenia, y comparticién de los espaciadores.

La Tabla 5.8 muestra el nUmero de espaciadores presentes en cada matriz. En esta seccion
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se presenta el analisis de los espaciadores de la matriz |. Con base en los espaciadores
compartidos, se identificaron siete grupos de cepas.

El grupo 1 esta conformado por las diez cepas mexicanas 0720, ANO721P3,
ANO0721P4, Rs0121P3Em, RsJ0314, R5, NVV0921P5, NVV0921P6, Tem y R6. Los
espaciadores fueron denominados como 0720-, NVV- Tem- 0 R6- y un himero consecutivo,
dependiendo de la cepa que fue tomada como referencia (Figura 5.20). La cepa 0720 tiene
una similitud del 100% en sus 44 espaciadores de la matriz | con las cepas ANO721P3,
ANO721P4 y Rs0121P3Em. Las cepas RsJ0314 y R5 poseen 43 espaciadores, comparten
todos sus espaciadores con la cepa 0720, pero carecen del espaciador 0720-34. Las cepas
NVV0921P5 y NVV0921P6, poseen 52 espaciadores, comparten los 44 espaciadores de la
cepa 0720, pero presentan ocho espaciadores adicionales (denominados NVV-1 a NVV-8)
localizados entre los espaciadores 0720-5 y 0720-6, siendo el espaciador NVV-1 Unico de
estas dos cepas. La cepa Tem posee 49 espaciadores, 38 son espaciadores identificados
en la cepa 0720, 7 son compartidos con las cepas NVV y 4 espaciadores identificados en
esta cepa. La cepa R6 posee 50 espaciadores; los que ocupan las posiciones 1y 20 son
Unicos de estas cepas, comparte los 4 espaciadores de la cepa Tem, 7 de las cepas NVV
y 37 de la cepa 0720 (Figura 5.20).

Las nueve cepas UW163, CCRMRs287, IBSBF1503, CIP417_UW70, UA1617,
UA1591, IBSBF2571, P0o82 y CIAT078 integran el grupo 2 y comparten varios espaciadores
de la matriz I. Esto sugiere que pertenecen a la misma subespecie o linaje evolutivo, que
han estado sometidas a los mismos fagos o plasmidos, que comparten un nicho ecoldgico
y tal vez un ancestro comdn reciente. Seis cepas de este grupo (IBSBF2571, Po82,
CIAT_078, CIP417_UW70, UA-1591 y UA-1617) comparten al 100% la secuencia y orden
de los 14 espaciadores que poseen (Figura 5.21). Las cepas UW163 y CCRMRs287
comparten el 100% de sus 15 espaciadores, presentan dos espaciadores Unicos y carecen
del primer espaciador del extremo 5’, estas dos cepas se aislaron en regiones cercanas,
pero en diferentes afios (1967 y 2015). La cepa IBSBF1503, que tiene 47 espaciadores en
su matriz I, comparte nueve espaciadores con las demas cepas, en las posiciones 31, 32,
37, 42-47. Todas las cepas pertenecientes a este grupo, a excepcion de la Po82, son de
Sudamérica, lo que sugiere que la cepa Po82 probablemente tenga un origen sudamericano

y no mexicano, como esta reportado.
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0720 ANO721P3 ANO0721P4 Rs0121P3Em RsJ0314 R5 NVV0921P5 NVV0921P6 Tem RE6

1 0720-1 0720-1 [ 0720-1 0720-1 1 0720-1 0720-1 0720-1 [ 0720-1 Tem-1 \ Tem-1
2 0720-2 — 0720-2 0720-2 — 0720-2 — 0720-2 0720-2 0720-2 0720-2 Tem-2 \ Tem-2
3 0720-3 0720-3 — 0720-3 — 0720-3 — 0720-3 0720-3 0720-3 — 0720-3 Tem-3 \ Tem-3
4 0720-4 — 0720-4 [— 0720-4 0720-4 [— 0720-4 0720-4 0720-4 — 07204 Tem-4 \ Tem-4
5 0720-5 0720-5 [ 0720-5 0720-5 1 0720-5 0720-5 0720-5 [ 0720-5 Tem-5 \ Tem-5
6 0720-6 ™ 0720-6 0720-6 ™ 0720-6 1 0720-6 0720-6 NVV-1 NVV-1 / NVV-2 \ NVVP6-2
7 0720-7 0720-7 | 0720-7 — 0720-7 — 0720-7 0720-7 NVV-2  |— NVV-2 / NVV-3 \ R6-1
8 0720-8 — 0720-8 [— 0720-8 0720-8 r— 0720-8 0720-8 R6-1 — NVV-3 Tem-6 \ Tem-6
9 072009 — 0720-9 — 072009 — 0720-9 1 0720-9 0720-9 Tem-o& / NVV-4 NVV-4 \ NVVPo-4
10 0720-10 — 0720-10 [— 0720-10 — 0720-10 |— 0720-10 0720-10 NVV-4 / NVV-5 — NVV-5 \ NVVP6-5
11 0720-11 [—] 0720-11 [— 072011 ™~ 0720-11 1| 0720-11 0720-11 NVV-5 / NVV-6 +— NVV-6 \ NVVP6-6
12 0720-12 — 0720-12 M~ 0720-12 — 0720-12 —| 0720-12 0720-12 NVV-6 / NVV-7 ™ NVV-7 \ NVVP6-7
13 0720-13 [— 0720-13 [— 0720-13 — 0720-13 —| 0720-13 0720-13 NVV-7 NVV-8 0720-6 |— 0720-6
14 0720-14 [— 0720-14 [— 0720-14 — 0720-14 — 0720-14 0720-14 0720-6 0720-6 ‘4 0720-7 [ 0720-7
15 0720-15 p— 0720-15 [— 0720-15 — 0720-15 t—{ 0720-15 0720-15 0720-7 — 0720-7 / 0720-8 [ 0720-8
16 0720-16 — 0720-16 [— 0720-16 — 0720-16 r—| 0720-16 0720-16 0720-8 — 0720-8 / 0720-9 — 07209
17 0720-17 [/ 0720-17 [— 0720-17 — 0720-17 [— 0720-17 0720-17 0720-9 0720-9 / 0720-10 [— 0720-10
18 0720-18 [— 0720-18 [— 0720-18 — 0720-18 | 0720-18 0720-18 0720-10 [— 0720-10 / 0720-11 [— 0720-11
19 0720-19 [— 0720-19 [— 072019 — 0720-19 — 0720-19 0720-19 0720-11 [— 0720-11 / 0720-12 [— 0720-12
20 0720-20 —~— 0720-20 ~— 0720-20 — 0720-20 [— 0720-20 0720-20 0720-12 [~ 0720-12 / 0720-13 [ | 0720-13
21 0720-21 [— 0720-21 [— 0720-21 — 0720-21 — 0720-21 0720-21 0720-13 [— 0720-13 / 0720-14 [ 0720-14
22 0720-22 [ 0720-22 [— 0720-22 = 0720-22 [— 0720-22 0720-22 0720-14 [— 0720-14 / 0720-15 [ | 0720-15%
23 0720-23 [ 0720-23 [— 0720-23 = 0720-23 — 0720-23 0720-23 0720-15 [— 0720-15 / 0720-16 [ 0720-16
24 0720-24 — 0720-24 [— 0720-24 — 0720-24 [— 0720-24 0720-24 0720-16 [— 0720-16 / 0720-17 [— 0720-17
25 0720-17 [— 0720-17 / 0720-18 —{ 0720-18
26 0720-26 [ 0720-26 [— 0720-26 = 0720-26 —| 0720-26 0720-26 0720-18 [— 0720-18 / 0720-19 [— 0720-19
27 0720-27 [ 0720-27 [— 0720-27 = 0720-27 — 0720-27 0720-27 0720-19 [— 0720-19 / 0720-20 [ 0720-20
28 0720-28 [—| 0720-28 [— 0720-28 — 0720-28 [—| 0720-28 0720-28 0720-20 [— 0720-20 / 0720-21 [~ 0720-21
29 0720-29 — 0720-29 — 0720-29 — 0720-29 |— 0720-29 0720-29 0720-21 — 0720-21 / 0720-22 1—| 0720-22
30 0720-30 [— 0720-30 [— 0720-30 — 0720-30 —| 0720-30 0720-30 0720-22 [— 0720-22 / 0720-23 |— 0720-23
31 0720-31 [—] 072031 [— 072031 = 072031 [— 0720-31 0720-31 0720-23 [— 0720-23 / 0720-24 |— 0720-24
32 0720-32 — 0720-32 [— 0720-32 — 0720-32 [— 0720-32 0720-32 0720-24 — 0720-24 0720-26 [—| 0720-26
33 0720-33 — 0720-33 — 0720-33 — 0720-33 |— 0720-33 0720-33 / 0720-27 |— 0720-27
-« | T WG | o2 | o Wl oo | oo 1/} oves [ oo
35 0720-35 [~ 0720-35 [— 0720-35 = 0720-35 / 0720-36 0720-36 0720-27 [— 0720-27 / 0720-29 |— 0720-29
36 0720-36 — 0720-36 — 0720-36 — 0720-36 / 0720-37 0720-37 0720-28 — 0720-28 A 0720-30 |— 0720-30
37 0720-37 — 0720-37 — 0720-37 — 0720-37 / 0720-38 0720-38 0720-20 — 0720-29 7 0720-31 +— 0720-31
38 0720-38 — 0720-38 |— 0720-38 —{ 0720-38 / 0720-39 0720-39 0720-30 [— 0720-30 / 0720-32 1| 0720-32
39 0720-39 [~ 0720-39 [— 0720-39 = 072039 / 0720-40 0720-40 0720-31 [— 0720-31 / 0720-33 [— 072033
40 0720-40 ~— 0720-40 ~— 0720-40 — 0720-40 / 0720-41 0720-41 0720-32 — 0720-32 /

41 0720-41 — 0720-41 — 0720-41 — 0720-41 0720-42 0720-42 0720-33 — 0720-32 0720-35 t—| 0720-35
42 0720-42 [— 0720-42 |— 0720-42 — 0720-42 / 0720-43 0720-43 / 0720-36 |— 0720-36
43 0720-43 — 0720-43 |— 0720-43 — 0720-43 / 0720-44 0720-44 0720-35 |— 0720-35 / 0720-37 |— 0720-37
44 0720-44 — 0720-44 ~— 0720-44 — 0720-M 0720-36 [— 0720-36 / 0720-38 [~ 0720-38
45 0720-37 [— 0720-37 i/ 0720-39 [ 0720-39
46 0720-38 [— 0720-38 / 0720-40 || 0720-40
47 0720-39 |— 0720-39 / 0720-41 |— 0720-41
48 0720-40 — 0720-40 / 0720-42 |—¢ 0720-42
49 0720-41 — 0720-41 0720-43 |—4 0720-43
50 0720-42 |— 0720-42 / 0720-44 [ 0720-44
51 0720-43 |— 0720-43

52 0720-44 — 0720-M

Figura. 5.20. Grupo 1 de espaciadores asociados a la matriz uno de las cepas mexicanas.
La columna numérica a la izquierda indica el nimero de espaciador y permite ver cuantos
espaciadores tiene cada cepa. En la parte superior de las siguientes columnas se indica el
nombre de la cepa. Los cuadros verdes corresponden a los espaciadores identificados
originalmente en la cepa 0720. Se resalta en morado el espaciador 0720-34, gque no esta
presente en las cepas RsJ0314 y R5, y en verde intenso el 0720-25, ausente en las cepas
Tem y R6. Otros espaciadores tipicos de algunas cepas se resaltan en colores diferentes.
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Figura. 5.21. Espaciadores de la matriz | en las nueve cepas del grupo 2. Se muestra la
organizacién de los espaciadores en cada matriz. La columna numérica de la izquierda
indica la posicion del espaciador y permite identificar cuantos espaciadores posee cada
cepa. Cada numero al interior de las casillas corresponde a un espaciador. Las cepas
UW163 y CCRMRs287 presentan dos espaciadores unicos (15 y 16) y no presentan el
espaciador de la posicion 1. La IBSBF1503 comparte solo 9 de sus 47 espaciadores.

El grupo 3 esta compuesto por las cepas SFC e IBSBF2570, las cuales comparten 15
de 15 (100%) de sus espaciadores, todos ellos organizados igual en ambas cepas (Figura
5.22.A). Las dos provienen de Sergipe, Brasil, y se aislaron el mismo afio (2012).
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B C D
A) 1BSBF2570 ) UW251 ) k60" Rs5 ) CFBP2957
1 1 70 —= = 1 231
2 2 71
S s s 168 2 232
3 72 4 16 169 3 233
‘51 4 73 s| 17 170 4 234
5 74 6 118 171
6 6 75 7 1 172 5 235
7 ; = 5 120 173
s o = 174
; 8 77 w12 175
10 9 78 11 123 176
10 79 12 128 177
11 1 80 13 125 178
12 12 81 14 126 179
13 15 12 180
14 13 82 P i
15 14 83 17 129 182
15 84 18 130 183
16 85 1 1= 184
17 26 o 132 185
2| 133 186
18 B [ 138 187
19 88 zn[ 135 188
20 89 24 136 189
21 90 L RS 190
2 91 6 138 191
23 5 77| 13 192
28 140 193
24 93 2 1m 194
25 94 30 142 195
26 95 31| 143 195
27 9% [ 14e 197
28 o 3 145 198
[ 146 199
29 98 s 147 200
30 99 36| 148 201
31 100 7| 143 202
32 101 38| 150 AL
33 102 [ 11 204
| 152 205
34 103 x| 153 206
35 104 42 154 207
36 105 43| 155 208
37 106 = 209
38 107 45| 157 210
46| 158 11
39 108 47| 158 12
40 109 48 160 713
41 110 43 161 214
42 111 so| 162 215
3 112 si| 163 216
M sa|  1ea 217
sa| 165 218
54 210
55 220
56 21
57 122
58 223
58 224
60 225
61 226
62 227
63 228
64 229
65 230

Figura. 5.22. A) Grupo tres, son quince espaciadores compartidos en la matriz uno de las
cepas IBSBF2570 y SFC. La sintenia de los espaciadores es idéntica en ambas cepas, y
estos espaciadores no se detectaron en otras cepas. B) Grupo cuatro, la cepa UW251
presenta 44 espaciadores y comparte el espaciador 0720-44 con las cepas mexicanas,
tanto es secuencia como en posicién. C) Grupo cinco, dos cepas norteamericanas que no
comparten ningun espaciador. D) Grupo seis, integrado por la cepa CFBP2957, que posee
la matriz | mas pequefa que no comparte espaciadores con ninguna cepa
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La cepa UW251 es el anico miembro del grupo 4. Posee 44 espaciadores y comparte
el espaciador 0720-44 presente en las cepas mexicanas, el cual se encuentra como
espaciador final de la matriz | de la cepa UW251, igual que en las cepas mexicanas (Figura
5.22.B).

Las cepas K60 y Rs5 integran el grupo 5, no comparten espaciadores entre ellas ni
con otras cepas Yy se agrupan por compartir un origen geogréfico (Figura 5.22.C).

El grupo 6 esta integrado Unicamente por la cepa CFBP2957, la cual presenta solo
cinco espaciadores en su matriz I, y ninguno de estos espaciadores se presenta en otra
cepa (Figura 5.22.D).

En total, en las cepas americanas se identificaron 293 espaciadores. En las cepas
mexicanas (grupo 1) se identificaron 58 espaciadores, 44 de ellos estan asociados a la cepa
0720, 8 alas cepas NVV, 4 a Temy 2 a R6. El grupo 2 aporté 54 espaciadores; el grupo 3
aporté 15 espaciadores; el grupo 4 aportdé 43 espaciadores; el grupo 5 aporté 118
espaciadores, y el grupo 6 aport6 5 espaciadores.

El grupo 7 incluye a las cepas asiaticas T25, T110, RUN2279, SEPPX05, SL2330,
SL3022 y SY1. Las cepas SEPPXO05, SL2330 y T110 tienen y comparten pocos
espaciadores en su matriz | (Figura 5.23). Las cepas T25, RUN2279, SL3022 y SY1 no
comparten espaciadores entre si ni con las cepas del primer grupo. La cepa SL2330 y la
cepa SEPPX05 comparten 3 espaciadores, y éstas comparten un solo espaciador con la
cepa T110.

SL2330 SEPPX05 T110
1 Asia-1 Asia-2 Asia-5
2 Asia-2 / Asia-3 Asia-6
3 Asia-3 Asia-4 Asia-7
4 Asia-4 1 Asia-8
5 Asia-9
6 Asia-3

Figura. 5.23. Espaciadores compartidos entre las cepas asiaticas SL2330, SEPPX05 y
T110, todas aisladas en Corea del Sur. La columna numérica a la izquierda indica el nimero
de espaciador y permite ver cuantos espaciadores tiene cada cepa. En la parte superior de
las siguientes columnas se indica el nombre de la cepa. Las lineas indican los espaciadores
compartidos entre las cepas.
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5.10. Andlisis de los espaciadores de la matriz Il y Ill, compartidos entre las
cepas americanas y asiaticas.

Los espaciadores de la matriz Il se diferenciaron de los de la matriz I, colocando un
“II” después del nombre de la cepa. Esta matriz mostré mucho menos variabilidad. Dentro
del grupo 1 conformado por las diez cepas mexicanas, 8/10 comparten el 100% de sus 42
espaciadores, las cepas R6 y TEM poseen 41 de sus espaciadores, y comparten la delecion
del espaciador 12. La cepa TEM presenta un espaciador adicional, marcado en rojo. El
orden de los espaciadores es el mismo entre estas cepas (Figura 5.24).

0720 ANO0721P3 ANO0721P4 Rs0121P3Em RsJ0314 R5 NVV0921P5 NVV0921P6 Tem R6

1| 0720-.L1 — 0720-l.1 — 0720-1l.1 [— 0720-1l.1 [— 0720-ll.L1 — 0720-ll.1 — 0720-1l.1 — 0720-ll.1 — 0720-ll.1 T— 0720-1l.1
2| 0720-1.2 — 0720-1.2 — 0720-1l.2 | — 0720-1l.2 |— 0720-1l.2 — 0720-ll.2 — 0720-1.2 — 0720-1l.2 — 0720-1.2 — 0720-1l.2
3| 0720-1.3 —| 0720-1.3 — 0720-1.3 — 0720-1.3 [— 0720-I.3 — 0720-I.3 — 0720-1l.3 — 0720-Il.3 — 0720-I.3 = 0720-I.3
4| 0720-.4 —| 0720-1l.4 — 0720-1.4 — 0720-l.4 — 0720-l.4 —| 0720-ll.4 [— 0720-1.4 — 0720-1l.4 —| 0720-1.4 r~— 0720-l1.4
5| 0720-1.5 —| 0720-1.5 — 0720-1l.5 [—| 0720-1l.5 [— 0720-0.5 [— 0720-I.5 — 0720-Il.5 — 0720-Il.5 — 0720-1.5 — 0720-I.5
6| 0720-1.L6 —| 0720-1.Lé — 0720-1l.6 — 0720-1l.6 [— 0720-ll.6 — 0720-ll.6é — 0720-ll.6é — 0720-l.6é — 0720-l.6 — 0720-ll.6
7| 0720-1.7 —| 0720-1.7 — 0720-1.7 [— 0720-1.7 [— 0720-I.7 — 0720-I.7 — 0720-I.7 — 0720-1.7 — 0720-I.7 = 0720-I.7
8| 0720-1.8 — 0720-1.8 — 0720-1.8 — 0720-1.8 [— 0720-I.8 — 0720-1.8 — 0720-1.8 — 0720-1.8 — 0720-1.8 — 0720-l.8
9| 0720-1.9 — 0720-1.9 — 0720-1l.9 — 0720-1l.9 [— 0720-1.9 — 0720-Il.9 — 0720-1l.9 — 0720-1l.9 — 0720-1.9 — 0720-1.9
10| 0720-1.10 — 0720-1.10 — 0720-Il.10 — 0720-1.10 — 0720-1.10 — 0720-1.10 — 0720-ll.10 — 0720-1l.10 — 0720-11.10 ~— 0720-Il.10
11| 0720-1.11 — 0720-1.11 [— 0720-I.11 — 0720-1.11 [— 0720-I.11 — 0720-1.11 — 0720-ll.11 — 0720-1.11 — 0720-11.11 T 0720-I..11
12 0720-11.13 [— 0720-11.13
13| 0720-1.13 — 0720-1.13 — 0720-1l.13 — 0720-1l.13 — 0720-1.13 — 0720-1l.13 — 0720-0l.13 — 0720-11.13 0720-11.14 1— 0720-11.14
14| 0720-1.14 — 0720-1.14 — 0720-1.14 — 0720-1l.14 — 0720-1l.14 — 0720-1l.14 — 0720-ll.14 — 0720-1l.14 / 0720-11.15 |— 0720-11.15
15| 0720-1.15 — 0720-1.15 — 0720-I.15 — 0720-1.15 [— 0720-I.15 — 0720-1.15 — 0720-ll.15 — 0720-1l.15 0720-11.16 |[— 0720-1l.16
16| 0720-1.16 — 0720-1.16 — 0720-il.16 — 0720-1l.16 — 0720-I.16 — 0720-1.16 — 0720-ll.16 — 0720-1l.16 0720-11.17 — 0720-11.17
17| 0720-1.17 | 0720-0.17 [ 0720-1.17 [—| 0720-I.17 |~ 0720-.17 [ 0720-.17 [ 0720-W.17 [—| 0720-1.17 [”,| 0720-1.18 [— 0720-I.18
18| 0720-11.18 [— 0720-1l.18 — 0720-1l.18 — 0720-1l.18 — 0720-1l.18 — 0720-1.18 — 0720-ll.18 — 0720-1l.18 0720-11.19 — 0720-11.19
19| 0720-1.19 — 0720-1.19 — 0720-I.19 — 0720-1.19 [(— 0720-1.19 — 0720-1.19 — 0720-ll.19 — 0720-1l.19 / 0720-11.20 [— 0720-1l.20
20| 0720-1l.20 — 0720-1l.20 — 0720-11.20 — 0720-11.20 [— 0720-11.20 — 0720-1l.20 — 0720-1.20 — 0720-1l.20 0720-11.21 |— 0720-11.21
21| 0720-11.21 — 0720-1l.21 — 0720-1.21 — 0720-1.21 [— 0720-1l.21 — 0720-1l.21 — 0720-.21 — 0720-1l.21 < 0720-11.22 |— 0720-11.22
22| 0720-11.22 —| 0720-11.22 — 0720-1.22 — 0720-11.22 [— 0720-11.22 — 0720-1l.22 — 0720-1.22 — 0720-1l.22 / 0720-11.23 |[— 0720-11.23
23| 0720-11.23 — 0720-ll.23 — 0720-1.23 [— 0720-1.23 [— 0720-1L.23 — 0720-1l.23 — 0720-.23 — 0720-I.23 0720-11.24 |[— 0720-1l.24
24| 0720-1l.24 — 0720-1l.24 — 0720-1.24 — 0720-1.24 [— 0720-11.24 — 0720-1l.24 — 0720-1.24 — 0720-1l.24 q 0720-11.25 1— 0720-11.25
25| 0720-11.25 — 0720-11.25 — 0720-1.25 |—| 0720-11.25 [— 0720-11.25 [— 0720-1l.25 — 0720-.25 — 0720-1l.25 ] 0720-11.26 — 0720-1l.26
26| 0720-11.26 — 0720-1l.26 — 0720-11.26 — 0720-1.26 [— 0720-11.26 — 0720-1l.26 — 0720-1.26 — 0720-1l.26 0720-11.27 [— 0720-11.27
27| 0720-11.27 — 0720-11.27 — 0720-1.27 [— 0720-1.27 [— 0720-1L.27 — 0720-1l.27 — 0720-I.27 — 0720-1.27 o 0720-11.28 — 0720-1l.28
28| 0720-11.28 — 0720-11.28 — 0720-1.28 — 0720-11.28 [— 0720-1..28 [— 0720-l1l.28 — 0720-1l.28 — 0720-l.28 0720-11.29 (— 0720-11.29
29| 0720-11.29 — 0720-11.29 — 0720-11.29 — 0720-11.29 [— 0720-11.29 — 0720-1l.29 — 0720-1.29 — 0720-1l.29 / 0720-11.30 [— 0720-11.30
30| 0720-11.30 — 0720-1l.30 — 0720-1.30 — 0720-1.30 [— 0720-11.30 — 0720-1l.30 — 0720-1l.30 — 0720-1.30 o 0720-11.31 — 0720-11.31
31| 0720-11.31 — 0720-Il.31 — 0720-1.31 [— 0720-1.31 [— 0720-1L.31 [— 0720-l1l.31 — 0720-.31 — 0720-I.31 0720-11.32 [— 0720-11.32
32| 0720-11.32 — 0720-1l.32 —| 0720-1.32 |— 0720-1.32 [— 0720-1L.32 [— 0720-1l.32 — 0720-.32 — 0720-I.32 / 0720-11.33 |— 0720-11.33
33| 0720-11.33 — 0720-11.33 — 0720-11.33 — 0720-11.33 [— 0720-11.33 — 0720-1l.33 — 0720-.33 — 0720-1.33 / 0720-11.34
34| 0720-11.34 —| 0720-1l.34 — 0720-1.34 — 0720-1..34 [— 0720-11.34 — 0720-1l.34 — 0720-1.34 — 0720-1l.34 — 0720-1..34 0720-11.35
35| 0720-11.35 — 0720-1l.35 — 0720-11.35 — 0720-11.35 [— 0720-11.35 — 0720-1l.35 — 0720-1.35 — 0720-1l.35 — 0720-11.35 0720-11.36
36| 0720-11.36 — 0720-1l.36 — 0720-11.36 — 0720-11.36 [— 0720-1l.36 — 0720-1l.36 — 0720-1l.36 — 0720-1l.36 — 0720-ll.36 0720-11.37
37| 0720-11.37 —| 0720-11.37 — 0720-11.37 — 0720-11.37 [— 0720-11.37 — 0720-1.37 — 0720-I.37 — 0720-1.37 — 0720-11.37 0720-11.38
38| 0720-11.38 —| 0720-ll.38 — 0720-1.38 — 0720-1.38 [— 0720-11.38 — 0720-1l.38 — 0720-1.38 — 0720-1l.38 — 0720-1..38 0720-11.39
39| 0720-11.39 — 0720-1l.39 — 0720-11.39 — 0720-11.39 [— 0720-11.39 — 0720-1l.39 — 0720-1.39 — 0720-1l.39 — 0720-11.39 0720-11.40
40| 0720-11.40 — 0720-11.40 — 0720-1.40 — 0720-1.40 — 0720-1..40 — 0720-1l.40 — 0720-1.40 — 0720-1l.40 — 0720-1l.40 0720-11.41
41| 0720-1.41 — 0720-11.41 — 0720-.41 — 0720-1.41 [— 0720-11.41 — 0720-1.41 — 0720-.41 — 0720-11.41 — 0720-11.41 0720-11.42
42| 0720-11.42 — 0720-11.42 — 0720-1.42 — 0720-1.42 [— 0720-1..42 — 0720-1l.42 — 0720-1.42 — 0720-1l.42 — 0720-1l.42

Figura. 5.24. Espaciadores de la matriz Il de las cepas mexicanas. La columna numérica a
la izquierda indica el nUmero de espaciador y permite ver cuantos espaciadores tiene cada
cepa. En la parte superior de las siguientes columnas se indica el nombre de la cepa. Los
cuadros verdes corresponden a los espaciadores identificados originalmente en la cepa
0720. Se resalta en azul el espaciador 0720-12, que no esta presente en las cepas R6 y
TEM. Se resalta en rojo el espaciador tnico de TEM.
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Para el grupo 2, cinco cepas (Po82, CIAT078, CIAP17_UW70, UA1591, UA1617)
comparten todos sus espaciadores y el orden de éstos, la cepa IBSBF2571 comparte 15/16
de sus espaciadores con las cepas previamente mencionadas y presenta el espaciador
anico 11-17 (Figura 5.25). Las cepas UW163 y CCRMRs287 comparten entre ellas 14/14
espaciadores y 12/14 espaciadores con las cinco cepas mencionadas previamente,
presentando el espaciador Unico 11-19 (Figura 5.25). La cepa IBSBF1503 no comparte

ninguno de sus 59 espaciadores con alguna de las otras ocho cepas de este grupo.

CIP417

IBSBF2571 Po82 CIAT_078 UW70 UA-1591 UA-1617 uwie3 CCRMRs287

1 11-1 M -1 11-1 1 -1 11-1 — 11-1 11-19 - 11-19
2 11-2 M 12 11-2 -2 11-2 - 11-2 11-4 - 11-4
3 11-3 M 113 11-3 1 -3 11-3 - 11-3 11-5 - 11-5
4 11-4 1 -4 1I-4 1 -4 11-4 . 1I-4 11-6 . 11-6
5 11-5 = . 11-5 1 -5 ™ 11-5 -, 1I-5 -7 ™ -7
6 11-6 M -6 1I-6 -6 11-6 T 1I-6 11-8 m 11-8
7 -7 -7 -7 -7 ™ -7 . -7 11-9 m 11-9
8 11-8 M -8 11-8 -8 11-8 m 11-8 11-10 - 1I-10
9 11-9 19 11-9 19 11-9 i 11-9 11-11 . 1I-11
10 11-10 ™ 1I-10 11-10 1 1-10 1 11-10 , 11-10 11-12 ] 11-12
11 11-11 /1 11-11 11-11 1 111 11-11 ., 11-11 11-18 ™ 11-18
12 1-12 —/ 1I-12 11-12 1 1-12 11-12 i 11-12 11-14 | 11-14
13 11-17 ™1 11118 [ 11-18 | 1-18 [ 11-18 | 11-18 11-15 | 1I-15
14 11-144 ™ 1114 11-14 1 1-14 1 11-14 | 11-14 11-16 | 1I-16
15 11-15 1 1115 [ 11-15 1 115 [ 11-15 | 11-15

16 I1-16 ™ 1I-16 [ 11-16 1 _-16 [ 11-16 | 11-16

Figura. 5.25. Espaciadores de la matriz Il del grupo 2. La columna numérica a la izquierda
indica el nimero de espaciador y permite ver cuantos espaciadores tiene cada cepa. En la
parte superior de las columnas se indica el nombre de la cepa. La cepa IBSBF1503 no
aparece, porque no comparte ninguno de sus 59 espaciadores de la matriz II.

El grupo 3 que estd compuesto por las cepas SFC e IBSBF2570, que comparten el
100% de sus 39 espaciadores de la matriz Il (Figura 5.26.A).

La cepa UW251 es el unico miembro del grupo 4 al no compartir ninguno de sus 43
espaciadores con alguna otra cepa (Figura 5.26.B).

Las cepas K60"y Rs5 forman el grupo 5, K60™ comparte 4 de sus espaciadores
ubicados en la matriz Ill, con espaciadores presentes en la matriz Il de Rs5. La cepa K60
presenta el espaciador I11-8 repetido en la matriz Il (Figura 5.26.C).

El grupo 6 esta integrado Unicamente por la cepa CFBP2957, la cual no comparte
ninguno de sus 58 espaciadores de la matriz I, con ninguna otra cepa (Figura 5.27.D).

El grupo 7 incluye a las cepas asiaticas T25, SL2330, T110, RUN2279, SL3022, SY1
y SEPPXO05. Las cepas T25, SL2330 y T110 comparten varios de sus espaciadores,
mientras que las cepas SL3022, SY1 y SEPPX05 no comparten espaciadores entre si ni

con otras cepas (Figura 5.27).
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IBSBF2570 ~ T T
) B) UW251 C)  «keo Rs5 K60" M-1il D) CFBP2957
1 [ w02 11-149 TS 1
2 2 2| 1103 11-150 -2 |2 ;
3 3 E R 11-151 -3 |3 3
4 4 4| 11-105 11-152 11I-4 4 2
5 5 s| 11-106 11-153 s s N
6 6 6| 1107 11-154 6 |6 .
7 7 7| 1-108 11-155 -z |7 7
8 3 8 11-109 11-156 -8 |8
9 9 9| 11-110 11-157 -8 |9 8
10 10 10| 1111 11-158 M 9
1 1 u[ 11-159 -0 |11 10
1 2 [ 113 I1-160 11 |12 n
13 13 13 1-114 11-161 -2 13 B
14 14 14| 11115 11-162 -3 |14 13
15 15 15| 11-116 1-163 W-14 |15 14
16 16 16|  11-117 11-164 111-15 16 15
17 17 17| 1-118 11-165 -6 |17 16
18 18 18] 11-119 11-166 -7 |18 17
19 19 19 11120 11-167 -18 |19 18
20 » 20 121 11-168 -9 |20 19
”n o 21 w12 11-169 20 |21 20
» 5 2[ 1123 11-170 11-195 |22 21
» = 23[ 11124 11-171 11-196 |23 2
iy o 24 1-125 11-172 11198 |24 23
5 25[ 11126 11-173 24 |25 24
% % 6] 1127 11-174 11-2200 |26 2
o 2% 27128 11-175 %
% Zz 28] 11-129 11-176 57
o 28 29[ 11130 1177 %8
" 29 30 11-131 11-178 %
" 30 31 11-132 11-179 3
- 31 32[ 1133 11-180 A
32 33| 1-134 11-181 »
33 33 34 11-135 11-182 3
34 34 35 11136 I-183
35 35 36| 11137 I-184 34
36 36 37| 1138 11-185 35
37 37 38| 11139 1I-186 36
38 38 30[  1-240 11-187 37
39 39 a0 1-141 11-188 38
40 a1l 1-142 11-189 39
41 42| 1-143 11-190 40
42 43| 11-144 11-191 41
43 2] 11-145 11-192 42
45| 11-146 11-193 43
46| 11-147 11-194 a4
a7[ 148 11-195 45
48] 11-149 11-196 46
29 11-150 11-197 47
so[  11-151 11-198 48
51 11152 11-199 29
52| 11-153 11-200 50
s3] 11-154 11-201 51
54| 11-155 5
55| 11-156
56| 11-157

Figura. 5.26. Grupos 3 (A), 4 (B), 5(C) y 6 (D). A) Las cepas SFC e IBSBF2571 comparten
los 39 espaciadores de la matriz Il. B) Espaciadores de la cepa UW251, encontrados solo
en esta cepa. C) Espaciadores compartidos entre la cepa Rs5 y la matriz Ill de la cepa K60".
Aquellos espaciadores compartidos entre las cepas estan representados con el mismo
color. Cada cepa presenta espaciadores unicos los cuales son representados en color gris,
amarillo y anaranjado en K60" y Rs5. D) Espaciadores presentes en la matriz Il de la cepa
CFBP2957. El niumero romano indica la matriz.

Pagina | 75



T25 SL2330 T110 RUN2279 SL3022

1 Asia-ll-1 \ Asia-II-59 Asia-ll-63 Asia-11-102 Asia-II-157
2| Asia-ll-2 Asia-lI-1 Asia-11-64 Asia-11-103 Asia-11-158
3| Asia-ll-3 Asia-ll-2 Asia-II-65 Asia-11-104 Asia-I1-159
4| Asia-ll-4 Asia-1-60 Asia-11-66 Asia-11-105 Asia-11-160
5| Asia-ll-5 Asia-1I-4 Asia-ll-67 Asia-11-106 Asia-I1-161
6| Asia-ll-6 \ Asia-ll-5 Asia-11-68 Asia-11-107 Asia-11-162
7| Asia-ll-7 \ Asia-lI-6 Asia-ll-1 Asia-11-108 Asia-11-163
8| Asia-lI-8 Asia-ll-7 Asia-ll-2 Asia-11-109 Asia-11-164
9[ Asia-lI-9 Asia-ll-61 Asia-11-60 Asia-11-110 Asia-11-165
10| Asia-11-10 § Asia-11-9 Asia-ll-4 Asia-11-111 Asia-11-166
11[Asiaian | N Asia-I-10 Asia-ll-6_| |Asia--112| | Asia-ll-167
12| Asia-11-12 Asia-1l-62 Asia-ll-7 Asia-11-113 Asia-11-168
13[ Asia-1I-13 Asia-1I-12 Asia-11-69 Asia-11-114 Asia-11-169
14| Asia-ll-14 § Asia-lI-13 Asia-I1-9 Asia-II-115 Asia-11-170
15 Asia-1I-15 Asia-1l-14 Asia-11-70 Asia-11-116 Asia-11-171
16| Asia-lI-16 Asia-II-15 Asia-I1-117 Asia-11-172
17( Asia-lI-17 Asia-l-16 Asia-II-71 Asia-11-118 Asia-11-173
18| Asia-1I-18 \ Asia-11-17 Asia-II-13 Asia-I1-119 Asia-11-174
19( Asia-1I-19 \ Asia-I-18 Asia-1I-14 Asia-11-120 Asia-I1-175
20| Asia-11-20 Asia-1I-19 Asia-11-72 Asia-11-121 Asia-11-176
21| Asia-Il-21 Asia-11-20 Asia-1I-73 Asia-11-122 Asia-11-177
22| Asia-1l-22 \ Asia-1l-21 Asia-11-17 Asia-11-123 Asia-11-178
23| Asia-11-23 Asia-ll-22 Asia-11-18 Asia-11-124 Asia-11-179
24| Asia-11-24 \ Asia-11-23 Asia-1I-74 Asia-1I-125 Asia-11-180
25| Asia-11-25 Asia-ll-24 Asia-11-75 Asia-11-126 Asia-11-181
26| Asia-1l-26 \ Asia-lI-25 Asia-l1-21 Asia-11-127 Asia-11-182
27| Asia-11-27 Asia-ll-26 Asia-11-22 Asia-11-128 Asia-11-183
28| Asia-11-28 Asia-11-27 Asia-11-23 Asia-11-129 Asia-11-184
29| Asia-ll-29 Asia-11-28 Asia-ll-76 Asia-11-130 Asia-11-185
30| Asia-11-30 \ Asia-11-29 Asia-11-25 Asia-11-131 Asia-11-186
31| Asia-ll-31 \ Asia-11-30 Asia-II-26 Asia-11-132 Asia-11-187
32| Asia-11-32 \ Asia-1-31 Asia-11-27 Asia-11-133 Asia-11-188
33| Asia-llI-33 \ Asia-lI-32 Asia-ll-77 Asia-11-134 Asia-11-189
34| Asia-11-34 Asia-1-33 Asia-11-78 Asia-11-135

35| Asia-ll-35 Asia-lI-34 Asia-lI-79 Asia-I1-136

36| Asia-1l-36 \ Asia-ll-35 Asia-11-31 Asia-11-137

37| Asia-llI-37 \ Asia-II-36 Asia-lI-32 Asia-11-138

38| Asia-11-38 \ Asia-ll-37 Asia-11-80 Asia-11-139

39| Asia-1l-39 \ Asia-1I-38 Asia-11-34 Asia-11-140

40( Asia-l1-40 \ Asia-1l-39 Asia-11-81 Asia-11-141

41( Asia-ll-41 Asia-11-40 Asia-11-36 Asia-11-142

42| Asia-ll-42 \ Asia-ll-41 Asia-11-82 Asia-11-143

43( Asia-ll-43 \ Asia-11-42 Asia-11-44 Asia-11-144

44| Asia-11-44 Asia-11-43 Asia-I1-83 Asia-I1-145

45| Asia-11-45 }\ Asia-11-44 Asia-11-46 Asia-11-146

46| Asia-11-46 \ Asia-lI-45 Asia-ll-84 Asia-I1-147

47| Asia-11-47 \ Asia-1-46 Asia-11-47 Asia-11-148

48| Asia-11-48 Asia-lI-47 Asia-lI-51 Asia-I1-149

49| Asia-11-49 \ Asia-11-48 Asia-11-85 Asia-11-150

50| Asia-ll-47 \ Asia-l1-49 Asia-lI-53 Asia-II-151

51| Asia-Il-51 Asia-1-47 Asia-11-86 Asia-11-152

52| Asia-ll-52 Asia-ll-51 Asia-11-87 Asia-11-153

53| Asia-1I-53 \ Asia-ll-52 Asia-11-56 Asia-11-154

54| Asia-1l-54 \ Asia-1I-53 Asia-11-88 Asia-1l-155

55| Asia-II-55 \ Asia-ll-54 Asia-11-58 Asia-11-156

56| Asia-ll-56 Asia-II-55

57| Asia-11-57 \ Asia-ll-56

58| Asia-1I-58 \ Asia-lI-57

59 Asia-11-58

SY1
Asia-11-89
Asia-11-90
Asia-11-91
Asia-11-92
Asia-11-93

Asia-11-94
Asia-11-95
Asia-11-96
Asia-11-97
Asia-11-98

SEPPX05

Asia-11-99

Asia-11-100

Asia-11-101

Figura. 5.27. Grupo 7. Las cepas asiaticas T25, SL2330 y T110, comparten espaciadores,
pero no las cepas RUN2279, SL3022, SY1y SEPPXO05.

Para identificar el afio de aislamiento, hospedero y lugar de las cepas americanas

analizadas, estos datos se organizaron en la Tabla 5.10. El grupo 1 incluye solo cepas
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mexicanas, en el grupo 2 predominan cepas colombianas, el grupo 3 corresponde a cepas
brasilefias aisladas en el mismo lugar y en el mismo afio. El grupo 4 incluye a la Unica cepa
gue comparte espaciadores con las cepas mexicanas (UW251) y que fue aislada en
Colombia. El grupo 5 esta integrado por dos cepas norteamericanas que comparten
espaciadores de diferentes matrices sélo entre ellas. El grupo 6 esté integrado sélo por la
cepa CFBP2957, que no comparte espaciadores de las matrices 1 y .

La agrupacion de las cepas sugiri6 que la secuencia de los espaciadores
concatenados podria ser de utilidad para clasificar a las cepas, por lo que se procedi6 a

evaluar la similitud entre cepas, utilizando los espaciadores concatenados.

Tabla 5.10. Cepas de R. solanacearum agrupadas con base en la comparticion de
espaciadores. Se indica su lugar de aislamiento

Grupo Cepa Lugar de aislamiento Afio de aislamiento Hospedero
0720 Edo. De Mex 2020 Tomate
R6 Coatlan del Rio, Morelos 2010 Tomate
ANO0721P3 Edo. De Mex 2021 Tomate
ANO0721P4 Edo. De Mex 2021 Tomate
1 NVV0921P6 Edo. De Mex 2021 Tomate
NVV0921P5 Edo. De Mex 2021 Tomate
RsJ0314 Morelos 2014 Tomate
Rs0121P3Em Edo. De Mex 2021 Tomate
R5 Edo. De Mex 2004 Tomate
Tem Morelos 2012 Tomate
UW163 Nauta, Peru 1967 Platano
IBSBF2571 Sergipe, Brasil 2010 Platano
CIATO78 Colombia 2004 Platano
2 Po82 México 2011 (publicacion) Papa
CIP417_UWT70 Colombia 1960 Platano
UA1617 Colombia 2014 Platano
UA1591 Colombia 2014 Platano
IBSBF1503 Brasil 1999 Pepino
SFC Sergipe, Brasil 2012 Platano
IBSBF2570 Sergipe, Brasil 2012 Platano
Uw251 Colombia 1972 Tomate
5 Ke0T Carolina del Norte, EEUU | 1953 Tomate
Rs5 Florida, EEUU 2004 Tomate
6 CFBP2957 Antillas Francesas 2010 (publicacién) Tomate

El patron de agrupacion de las cepas al alinear los espaciadores concatenados de la
matriz |, mostré la presencia de dos grupos principales (Figura 5.28, grupos resaltados en
rojo y rosa), utilizando la cepa RUN2279 como grupo externo. Las cepas mexicanas
integran el primer grupo (nodo 7 obtenido con las proteinas Cas), representado en rojo. El
segundo grupo, mostrado en rosa, incluye las mismas cepas del nodo 4 identificadas con
las proteinas Cas concatenadas. Los demas grupos identificados con las proteinas Cas se

disgregan al utilizar los espaciadores de la matriz I. Las cepas aisladas de Sergipe, Brasil,
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en 2012 (IBSBF_2570 y SFC) son idénticas en sus espaciadores y permanecen juntas, lo
mismo que las cepas CCRMRs277 y CCRMRs304, fueron aisladas el mismo afio en Brasil,
aungue de regiones distintas, aun asi, comparten secuencia y posicibn de sus
espaciadores. Los demas grupos observados con las proteinas Cas se pierden al utilizar
los espaciadores de la matriz |, lo que sefiala su limitacién respecto a otras regiones, para

realizar analisis filogenéticos.
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Figura. 5.28. Arbol filogenético generado con los espaciadores concatenados de la matriz
l.

También se construy6 un arbol filogenético utilizando los espaciadores concatenados
de la matriz Il. Los espaciadores de aquellas cepas que presentaban una matriz Ill, fueron
combinados con los espaciadores de la matriz Il. Se observé la presencia de tres grupos
principales (Figura 5.29, grupos resaltados en rojo, rosa y caqui) utilizando la cepa
RUN2279 como grupo externo. El primer grupo se compone de las cepas mexicanas,
destacadas en color rojo. El segundo grupo corresponde a las cepas de América del Sur,
resaltadas en color rosa. Por ultimo, el tercer grupo esta conformado por las cepas asiaticas,
marcadas en color caqui. Se observa un grupo adicional en color azul, que incluye las cepas
norteamericanas K60 y Rs5, las cuales comparten cuatro espaciadores. Estos resultados
muestran una mayor concordancia con los obtenidos en el arbol filogenético de las
proteinas Cas (Figura 5.10. A), lo que sugiere una mayor capacidad de los espaciadores
de la matriz Il para diferenciar cepas a nivel continental, pero limitada a nivel regional. Es

importante destacar que en este analisis se logra la separacion de las cepas K60 y Rs5, lo
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que sugiere que esto se debe a la comparticion de espaciadores que ocurre entre la matriz
II'y 1l de estas cepas.

Los arboles filogenéticos construidos utilizando los espaciadores de las matrices | y
I, presentan cierto nivel de concordancia con el arbol filogenético de las proteinas Cas, lo

gque apoya la propuesta de utilizarlos como herramientas de tipificacibn molecular.
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Figura. 5.29. Arbol filogenético de espaciadores de la matriz |l concatenados. Nota: los
nameros posicionados encima de cada ramificacion representan las sub- ramificacion

Se generd un mapa de calor (heatmap) utilizando los espaciadores concatenados, de
las matrices I, Il y lll. Este mapa incluye las 31 cepas evaluadas, y en la parte superior de
la diagonal que divide el cuadrante, en una serie de cuadros en tonos verdes, se reporta la
similitud entre las secuencias de espaciadores concatenados. Se pueden identificar cuatro
grupos principales: 1) el primero de ellos es el que incluye el mayor nimero de cuadros en
verde y que corresponde a las cepas mexicanas; 2) el segundo grupo lo integran las cepas
de América del Sur que integran el nodo 4 obtenido con las proteinas Cas, y se ubica al
inicio de la diagonal; 3) el tercer grupo lo integran las tres cepas asiaticas que comparten
espaciadores en su matriz 1; 4) el cuarto grupo esta integrado por las cepas de Sergipe,

Brasil, que poseen los mismos espaciadores en ambas matrices.
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Figura. 5.30. Mapa de calor realizado con los espaciadores de las matrices I, Il 'y Ill en 31
cepas pertenecientes al complejo de Ralstonia.
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5.11. Analisis filogenético con los genes egl, mutSy hrpB.

Para apoyar los analisis previos, se realizaron analisis filogenéticos adicionales con
marcadores moleculares ampliamente utilizados en Ralstonia solanacearum, como son los
genes egl, mutS y hrpB, éstos han sido utilizados como marcadores de mayor resolucion,
permitiendo una evaluacién mas compleja de la variabilidad de Ralstonia solanacearum
(Santiago et al., 2017).

En el arbol filogenético en donde se utiliza Gnicamente la secuencia proteica del gen
egl, se mostro la presencia de tres grupos principales (Figura 5.31, grupos resaltados en
rojo, rosa y caqui) utilizando la cepa RUN2279 como grupo externo, al igual que en los
arboles de las secciones previas. Aquellos grupos que se obtuvieron a partir del analisis de
las proteinas Cas (Seccion 5.5) y de los espaciadores (seccién 5.8 y 5.9), son los mismos
al realizar el analisis con el gen egl. En donde la region resaltada en rojo contiene a las
cepas mexicanas; la region resaltada en rosa contiene a las cepas de América del sur; y, la
region resaltada en caqui contiene a las cepas asiaticas. Por Ultimo, pese a no ser uno de
los grupos predominantes las cepas K60 y Rs5 se siguen agrupando juntas y separadas
del resto, al igual que en la Figura 5.29.
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Figura. 5.31. Andlisis filogenético de las cepas de Ralstonia (americanas y asiaticas) con
el gen egql.

El arbol filogenético construido mediante la concatenacion de los tres marcadores
moleculares (egl, mutS y hrpB) exhibié los mismos tres grupos principales que fueron
observados en la Figura 5.31. Esto destaca la consistencia en la relacion entre estas cepas.

El hecho de obtener resultados similares, indica que el uso de os espaciadores y las
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repeticiones directas tienen utilidad, aunque limitada, para analizar cepas de Ralstonia

solanacearum procedentes de distintas regiones de América.
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Figura. 5.32. Andlisis filogenético de las cepas de Ralstonia (americanas y asiaticas) con
los genes concatenados egl, mutS y hrpB.

5.12. Analisis filogenémico de las cepas de R. solanacearum

Con el objetivo de fortalecer y complementar los analisis previamente realizados, se
llevd a cabo un andlisis filogenémico, empleando los genomas completos de las 31 cepas.
En este andlisis se concatenaron el megaplasmido y el cromosoma de las bacterias,
permitiendo una evaluacion mas exhaustiva de la diversidad genética y de la relacion
filogenética entre las cepas estudiadas.

La Figura 5.33 muestra el arbol filogenémico obtenido a partir de los genomas de las
cepas. Se obtienen los mismos tres grupos principales que se han mencionado a lo largo
de este proyecto. El grupo de las cepas mexicanas (resaltado en rojo), el grupo de las cepas
de América del sur (rosa), y el grupo de las cepas asiaticas (caqui). Se distinguen cinco
grupos, integrados de la siguiente forma: 1) cepas IBSBF_2570, SFC, UW251, 2) cepas
mexicanas y CFBP2957, 3) CCRMRs304 y CCRMRs277, 4) cepas K60y Rs, y 5) las nueve
cepas resaltadas con un fondo rosa, que van de la UA-1617 a la IBSBF_2571. Las cepas
de los grupos 1,3 y 4 son cepas estrechamente relacionadas con las cepas mexicanas
(fondo azul cielo, Figura 5.33A), tanto al usar los genomas como proteinas Cas
concatenadas (Figura 5.10 y Figura 5.33).
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Figura. 5.33. Andlisis filogendmico de las 31 cepas del género Ralstonia utilizadas en este trabajo. A) Arbol generado con la plataforma
TYGS, descargado en formato Newick y enraizado a la cepa RUN 2279 usando el software Figtree. Las cepas mexicanas estan
estrechamente relacionadas con las cepas englobadas dentro del cluster azul cielo, que se subdivide en cinco subgrupos marcados
con colores azul oscuro, naranja, rojo, verde y la cepa CFBP2957, que se ubica en una rama solitaria. B) Arbol generado
autométicamente por la plataforma TYGS, que predice la existencia de dos especies dentro de las cepas americanas analizadas, la
primera incluye las cepas que van de la IBSBF_2570 a la K60, incluidas las cepas mexicanas; la segunda incluye al cluster que va de
la cepa UA-1617 a la cepa IBSBF_2571. Las cepas americanas pueden subdividirse en cinco grupos, resaltados con un color de fondo
distintivo.
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El andlisis realizado con TYGS predice la existencia de al menos dos especies y de
tres subespecies dentro de las cepas americanas analizadas. Las cepas mexicanas se
ubican dentro del grupo de cepas que incluyen a la cepa tipo K60, sin embargo, TYGS
predice que K60 y Rs5, ambas cepas norteamericanas, forma una subespecie distinta a las

cepas mexicanas y otras cepas de Sudamérica.

5.13. Analisis de la sintenia del locus CRISPR-Cas

Para determinar si el locus CRISPR-Cas se encontraba en el mismo contexto
genomico en las diferentes cepas de R. solanacearum, se analizaron los genes adyacentes,
tanto rio arriba de la matriz CRISPR-I y rio abajo de la matriz CRISPR-Il. En las cepas
americanas analizadas, se localizaron los siguientes cinco genes rio arriba de la matriz |,
mencionados en direccion 5 - 3’: 1) Oxidoreductase, 2) Superoxide dismutase family
protein, 3) FdhD, formate dehydrogenase accessory sulfurtansferase, 4) dCTP, deaminase,
5) Arginine/lysine/orthine descarboxylase. Estos genes y proteinas estan relacionados con
procesos metabdlicos como la oxidacion y reduccion, la respuesta al estrés oxidativo y la
sintesis de moléculas esenciales para la célula. Su contexto genémico indica que estan
implicados en funciones importantes para el funcionamiento y la supervivencia de las
bacterias. En el contexto del sistema CRISPR-Cas, algunos de estos genes podrian tener
funciones relacionadas con la inmunidad adquirida bacteriana contra elementos genéticos
extrafios, como virus. Aungue no existe una conexion directa establecida entre estos genes
y el sistema CRISPR-Cas, algunos de ellos podrian estar involucrados de manera indirecta.
Se ha propuesto que el estrés oxidativo puede desencadenar la activacion del sistema
CRISPR-Cas en algunas bacterias (Devi & Chhibber, 2022). En la region rio abajo de la
matriz Il de identificaron los siguientes genes, mencionados en orden de aparicion en
direccién 5’ 3’: 1) argH, argininosuccinate lyase, 2) Anti-sigma factor, 3) Sigma-70 family
RNA, 4) Ferritin-like domain -containing protein, 5) LysR family transcriptional regulator. En
resumen, estos genes tienen diversas funciones en el metabolismo de aminoécidos, la
regulacion de la expresion génica y la respuesta al estrés en bacterias. Cada uno de ellos
desempefia un papel especifico en la maquinaria celular. Aunque los factores anti-sigma
no tienen una conexion directa con el sistema CRISPR-Cas, la regulacién de los factores
sigma es crucial para la transcripcion de los genes involucrados en el sistema CRISPR-
Cas, por lo tanto, la regulacién adecuada de los factores sigma a través de los factores anti-
sigma podria influir indirectamente en la expresion y actividad del sistema CRISPR-Cas.
Los reguladores transcripcionales de la familia LysR no tienen una conexion directa

establecida con el sistema CRISPR-Cas. Sin embargo, estos reguladores estén
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involucrados en la regulacién de la expresion génica y podrian influir en la transcripcion de
genes relacionados con la inmunidad adaptativa en bacterias (Sheenhan et al., 2015). Por
lo tanto, es posible que los reguladores transcripcionales de la familia LysR tengan un efecto
indirecto en la actividad y la regulacién del sistema CRISPR-Cas. En resumen, aungue no
existe una conexion directa establecida entre estos genes y el sistema CRISPR-Cas,
algunos de ellos podrian tener influencia indirecta en la respuesta y regulacién de este
sistema de inmunidad adaptativa.

En la region rio arriba de la matriz |l de cepas asiaticas se identificaron los siguientes
genes, mencionados en orden de aparicion en direccion 5> 3’ : 1) péptido sefal, 2)
Superoxide dismutase family protein, 3) FdhD, formate dehydrogenase accessory
sulfurtansferase, 4) dCTP, deaminase, 5) Arginine/lysine/orthine descarboxylase. En la
region rio abajo de la matriz Il de las cepas RUN2279, SY1 y SL3022, se identificaron los
siguientes genes, mencionados en orden de aparicion en direccion 5> 3: 1) argH,
argininosuccinate lyase, 2) Anti-sigma factor, 3) Sigma-70 family RNA, 4) Ferritin-like
domain -containing protein, 5) Phosphoenolpyruvate. La cepa africana analizada
(RUN2279) presenta dos genes entre la matriz CRISPR y el gen argH, argininosuccinate
lyase, los cuales son: DUF433 domain-containing protein y DUF5615 family PIN-like protein.
Las cepas asiaticas T110, T25, SL2330 y SEPPXO05, no presentaron el gen para LysR, si
no una proteina hipotética.

En las cepas mexicanas R5 y Tem no fue posible reportar los genes rio arriba y rio

abajo de las matrices, porque se carece de dicha informacion.
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Figura. 5.34. Organizacién de la sintenia alrededor del locus CRISPR-Cas en 29 cepas de
R. solanacearum. A) Organizacion de los genes de las cepas americanas, B) organizacion
de los genes de las cepas asiaticas.

5.14. Uso de los espaciadores de la matriz | para diferenciar entre cepas
mexicanas.

Los resultados anteriores indican que, con base en los espaciadores de la matriz |,
las cepas mexicanas pueden dividirse en cuatro grupos: 1) cepas 0720, ANO721P3,
ANO0721P4, Rs0121P3Em; 2) RsJ0314, R5; 3) NVV0921P5, NVV0921P6; 4) Tem y R6. De
estas cepas, se tienen viables solo las de los grupos 1y 3, y del grupo 4 solo la RsJ0314.
Estas cepas se podran utilizar en experimentos de infeccion de plantas. Para verificar que
cepa se esta utilizando, se puede aprovechar la diferencia entre espaciadores, disefiando
oligonucledtidos de PCR punto final.

La cepa RsJ0314 se podré diferenciar de las cepas 0720, AN0O721P3, ANO721P4, y
Rs0121P3Em, por el tamafio de amplicon al anclar un par de oligonucleétidos entre los
espaciadores 0720-32 y 0720-35. De igual forma, la cepa RsJ0314 se podra diferenciar de
las cepas NVV0921P5 y NVV0921P6, anclando un par de oligonucleétidos entre los
espaciadores 0720-5 y 0720-6.

Los oligonucleotidos 00720-32 (5’-CGAAGTGATCGACGCAACAGTG-3') y 00720-35
(5’- TGTCCACCAGTTCGGCATACGTG-3’) generaran un amplicon de 134 pb en la cepa

RsJ0314 y de 195 pb en las otras cepas mexicanas.
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Alternativamente, los oligonucleétidos 00720-5 y 00720-6 (5'-
TTGCCCGGATAGGGTCGGAAG-3 y 5- TGGCCAGAGCAAGAAACATCAAAC-3,
respectivamente), generaran un amplicén de 78 pb para las cepas 0720, ANO721P3,
ANO0721P4, Rs0121P3Em y RsJ0314, pero generaran un amplicbn de 566 pb para las
cepas NVV0921P5 y NVV0921P6 (Tabla 5.11). Cuando se use la cepa RsJ0314 en
experimentos de infeccidn, con estos dos pares de oligonucleétidos se podra verificar que

la cepa que se aplicé por riego es la misma que infecto a la planta.

Tabla 5.11. Oligonucleétidos que permiten diferenciar por PCR punto final entre los tres
grupos de cepas mexicanas de Ralstonia solanacearum para los cuales se cuenta con
cepas viables, con base en los espaciadores de la matriz CRISPR |I.

Oligonucleotidos | Tamafio de amplicon Tamafio de amplicon Tamafio de amplicén
en grupo de 0720 en RsJ0314 en cepas NVV
00720-5
100720-6 78 78 566
00720-32
100720-35 195 134 195
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1.3 | % agarose

Figura. 5.35. Patron electroforético a obtener con los oligonucleétidos 00720-5/00720-6
(carriles 1, 4y 7) y 00720-32/00720-35 (carriles 2, 5y 8). Carriles 1 y 2, perfil a obtener con
las cepas 0720, ANO721P3 y ANOQO721P4. Carriles 4 y 5: Perfil a obtener con la cepa
RsJ0314. Carriles 7 y 8: perfil a obtener con las cepas NVV0921P5 y NVV0921P6.
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CAPITULO 6

6. DISCUSION DE RESULTADOS

6.1. Caracterizacion de matrices | y Il en cepas mexicanas a partir de
secuenciacion Sanger y secuenciaciéon masiva

Se realizo la caracterizacion de las matrices | y |l de diez cepas mexicanas utilizando
dos métodos de secuenciacion. Se utilizé Unicamente el método de secuenciacion Sanger
para caracterizar la matriz | y Il de las cepas R5, R6 y TEM, las matrices | y Il de las cepas
0720, NVV0921P5, RsJ0314 y Rs0121P3Em fueron caracterizadas utilizando las
secuencias obtenidas a partir de la secuenciacién masiva, por ultimo, las matrices | y Il en
las cepas ANO721P3, ANO721P4 y NVV0921P6 fueron caracterizadas por secuenciacion
Sanger y corroboradas a partir de las secuencias obtenidas a partir de la secuenciacion
masiva. A partir de la corroboracion se toma la decision de utilizar como molde de trabajo
para el analisis de las matrices de las secuencias obtenidas por secuenciacién masiva, esto
debido a que fueron mas confiables aquellas secuencias obtenidas por dicho método. Esto
recalca la complejidad de las matrices CRISPR debido a sus componentes (repeticiones
palindrémicas y espaciadores) para ser secuenciadas, siendo la secuenciacion masiva por
lllumina que es mas eficiente que la secuenciacion Sanger.

Las cepas 0720 (afio de aislamiento, 2020), Mx0721P3, Mx0721P4 y Rs0121P3Em
(afio de aislamiento, 2021), procedentes de cultivos de un mismo productor de Coatepec
de Harinas, Estado de México, presentan un tamafio de 2,712 pb en su matriz |, y contienen
44 espaciadores y 45 repeticiones palindrémicas, idénticos a los encontrados en la cepa
0720. En estas cepas no se observaron cambios significativos en las matrices I, con un afio
de diferencia entre sus aislamientos.

Las cepas R6 (2010, Jiutepec Morelos), R5 (2011, Xochitepec Morelos), TEM (2012,
Temixco Morelos) y RsJ0314 (2014, Jiutepec Morelos) procedentes del Estado de Morelos,
pero de diferentes municipios y afios de aislamiento, presentaron tamafos diferentes en su
matriz |. Las cepas R5 y RsJ0314 presentan la delecién de un espaciador, diferenciandose
de la cepa 0720 por la delecién, con un tamafio de 2,652 pb. Las cepas R6y TEM presentan
el mismo tamafio en su matriz | de 3,080 pb, conformadas por 50 espaciadores y 51
repeticiones palindromicas. Las cepas NVV0921P6 y NVV0921P5 presentan el mismo
tamafo en su matriz | de 3,200 pb, conformadas por 52 espaciadores y 53 repeticiones

palindrémicas.

Pagina | 89



Las cepas cuyo identificador inicia con ANO721 corresponden a un productor de
Coatepec de Harinas, mientras que las cepas con identificador NVV0921 corresponden a
otro. Los dos conjuntos de cepas fueron aislados el mismo afio, unas en julio y otras en
septiembre, sin embargo, se observan importantes diferencias en los espaciadores de la
matriz I.

En Morelos y el Estado de México se pueden subclasificar las cepas en cuatro
subgrupos, el primero conformado por las cepas 0720, ANO721P3, ANO0721P4 vy
RsP3EmO0121, el segundo conformado por las cepas R6 y TEM, el tercer grupo conformado
por las cepas NVV0921P6 y NVV0921P5, y el cuarto por R5 y RsJ.

El andlisis de la matriz Il mostré que las nueve de las cepas mexicanas (0720, R5,
ANO721P4, ANO0721P3, TEM, NVV0921P6, NVV0921P5, RJ0314 y Rs0121P3Em)
presentan el mismo tamafio de 2,592 pb en esta, sin embargo, las cepas R6 y TEM
presentan la delecion de un espaciador, mientras que la cepa TEM presenta una adicién de
un unico espaciador. Por lo tanto, esto sugiere que esta matriz es menos activa a
comparacion de la matriz 1.

Los resultados obtenidos por el grupo de investigacion de Weissman y colaboradores
en el 2018 muestran que la multiplicidad de sistemas CRISPR por genoma individual varia
mucho, puesto que estas pueden tener multiples matrices CRISPR. El sistema CRISPR
esta bajo selecciébn para mantener multiples CRISPR, dado que es comun que los
organismos de todos los linajes tengan multiples sistemas, y en algunos clados, estos
parecen conservarse durante el tiempo evolutivo. Pese a la observacion de matrices “no
funcionales” se sugiere que estas preexisten para seguir otorgando inmunidad o seguir
conservandose para fines no inmunes. Las matrices intactas no garantizan la funcionalidad
del sistema. En los sistemas de tipo | y Il las matrices que comparten la maquinaria de
proteinas Cas, garantizan que ambas matrices contengan espaciadores hacia cualquier
objetivo encontrado, lo que significa que el contenido de las dos matrices sera en gran
medida redundante. Gracias al trabajo realizado en este proyecto, se ha descubierto que
las cepas mexicanas presentan dos matrices CRISPR. Sin embargo, los resultados
sugieren que solo la matriz | es activa, mientras que la matriz dos no es funcional o muestra
una menor actividad. Por lo tanto, se podria sugerir que la presencia de la matriz dos en las
cepas mexicanas contribuye a una mayor especializacion frente a diversos tipos de
amenazas, lo que resulta en una inmunidad mejorada, tal como sugiere Weissman.

Quedando como consecuencia la pregunta ¢La matriz Il permitird distinguir

variaciones a nivel de subespecies en las cepas mexicanas? Hasta el momento no se puede

Pagina | 90



proporcionar una respuesta. Sin embargo, en general, las matrices pueden ser una
herramienta para distinguir entre cepas. En el caso de las cepas mexicanas, la capacidad
de la matriz para distinguir variaciones a nivel de subespecies dependera de la informacién
incluida en ella 'y de la diversidad genética de las cepas mexicanas. Si la matriz se basa en
caracteristicas genéticas que varian entre las subespecies de las cepas mexicanas,
entonces podria ser util para distinguirlas.

Chen y colaboradores (2022) construyeron un modelo que llamaron “pruebas de
principio” en donde se evalla las tasas efectivas de adquisicion y pérdida de espaciadores.
A partir de esto, se detectd que la pérdida de un espaciador ocurre a través de roturas de
ADN de doble cadena seguidas de recombinacion homéloga en una repeticion CRISPR
diferente, que elimina fragmentos de una matriz en un solo evento de eliminacion,
sugiriendo que tal pérdida de espaciador estaria correlacionada con un aumento, en gran
medida de la variabilidad de la matriz CRISPR, sin embargo, la velocidad y el mecanismo
por el cual se lleva a cabo esto no se conoce bien. La adquisicion y pérdida de espaciadores
son efectos de recombinacion entre matrices CRISPR de diferentes cepas. En el caso de
las cepas mexicanas, se observd este tipo de recombinaciones en sus matrices CRISPR.
Con este estudio podemos apoyar los eventos de delecién del espaciador Esp0720-34 en
las cepas R5 y RsJ0314, sugiriendo que éstas se dieron a partir de la rotura de ssDNA de
dichas cepas seguidas de la recombinacién homéloga.

Una caracteristica distintiva de los sistemas CRISPR-Cas es la integracion de
secuencias espaciadoras virales cortas en el extremo 5 del locus CRISPR. McGinn y
colaboradores (2016) evaluaron el sitio de integracién de los espaciadores, determinando
gue es necesario una secuencia corta antes de la primera repeticién palindrémica a la que
llamaron secuencia de anclaje lider o LAS, para la insercion exclusiva de secuencias
espaciadoras en la primer posicion de la matriz CRISPR, mencionando que las mutaciones
en estas LAS dan como resultado la integracién de nuevos espaciadores en el medio de la
matriz o en la primera posicion de la matriz donde los espaciadores brindan una inmunidad
mas soélida, dado que el primer espaciador deriva del invasor mas reciente, un fenémeno
que nombraron “integracion de espaciadores ectépicos”. Ademas de apoyar el hecho de
que la recombinacion y la eliminacién dentro de la matriz CRISPR podria representar una
caracteristica funcional, en lugar de accidental, del loci CRISPR. Asi mismo se sugiere que
otras secuencias o motivos rio arriba de las secuencias lider pueden realizar la funcion de
estos. Por lo que en este estudio se localizaron las secuencias de anclaje lider presentes

en las diez cepas mexicanas de R. solanacearum encontrando que en todas las cepas
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mexicanas presentan una misma secuencia lider, es decir
“‘GATTTTTTGCTTTTGGATCAAGGGCTTGCGGTAAGT”, posiblemente cumpliendo la

funcién de secuencia de anclaje lider (LAS) mencionadas por McGinn y colaboradores. Por

lo tanto, es posible que la secuencia
“‘GATTTTTTGCTTTTGGATCAAGGGCTTGCGGTAAGT" permite la integracion de los

espaciadores en la regién inicial y central de la matriz | las cepas mexicanas.

6.2. Repeticiones palindrémicas de cepas mexicanas

Yosef y colaboradores (2012) realizaron un analisis sobre los elementos en las DR
esenciales para la adquisicion de espaciadores en la especie de E. coli, determinando que
dicho proceso requiere al menos una repeticibn presente en las matrices CRISPR,
sugiriendo una secuencia de DNA esencial y especifica en la repeticion para el proceso de
adaptacion, presumiblemente un motivo reconocido por la maquinaria de adquisiciéon. Wang
y colaboradores (2016) mencionan que las DR adquieren nuevos espaciadores para
generar inmunidad adaptativa en procariotas. Durante la integracion del espaciador la
repeticion siempre se duplica con precision, lo que ha llevado a las especulaciones de
reglas de longitud de repeticion. Su analisis en la especie de Halobacteria hispanica con
presencia del sistema CRISPR-Cas tipo |, subtipo IB ha demostrado que la duplicacién
precisa en las repeticiones de 30 pb requiere la presencia de dos motivos de repeticion
conservados para la integracion de un espaciador, sugiriendo que los motivos pueden
reconocerse como una ancla de una regla molecular que dicta el reconocimiento por el
complejo integrasa, ademas de la presencia de 8 nucleétidos rio abajo que se conservan
en las repeticiones IB de Haloarchaeal sugiriendo su requisito para el proceso de
interferencia. Goren y colaboradores (2016) evaluaron la presencia de motivos esenciales
en las DR para la adaptacion del sistema de E. coli tipo IE, determinando que los Unicos
elementos esenciales en las DR son dos motivos, los cuales estan conformados por los
palindromos interespaciados, denominadas IR1 e IR2. Una diferencia importante entre el
tipo IB y el tipo IE es que, en este ultimo, los nucledtidos entre los IR son prescindibles,
mientras que ambos IR son esenciales. La diferencia més significativa es que el tipo IE
tiene dos sitios de anclaje para dos reglas moleculares que miden distancias distintivas: i)
mantienen una repeticion de tamafio constante alargando o ii) acortando una repeticion de
tamafio irregular al tamafio normal coordinando un ataque nucleofilico en la union de
repeticion-espaciador. Por lo tanto, la existencia de dos sitios de acoplamiento para las
reglas moleculares puede servir como “control de calidad” para garantizar que se mantenga

un tamafio de repeticién constante.
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El andlisis de las DR en las diez cepas mexicanas ha mostrado que existen
secuencias predominantes, con una presencia minima de 38 veces y maxima de 48 en la
matriz I, en la matriz Il tienen una presencia minima de 35 veces y maxima de 36 veces. En
cuanto a la presencia de DR Unicas o0 menos predominantes, las DR que se presentan
Unicamente dos veces se encontraron en la parte central de las matrices 1 y I, mientras que
las Unicas estaran siempre en la parte final de las matrices | y Il. El mayor niumero de
variaciones se encontrd en la parte central de las DR y las partes mas conservadas tanto
en las DR predominantes como en las no predominantes son los palindromos que se
encuentran presentes en forma de diada, conteniendo la secuencia de 5 - NNNNN-
TCCCCGGC- NNNN -GCGGGGA- NNNNNNN-3". Los reportes de Wang (2016) mencionan
la presencia de dos motivos importantes en las repeticiones IE de E. coli, los cuales
involucran a los palindromos interespaciados, el andlisis realizado a las DR en las cepas
mexicanas de R. solanacearum ha mostrado que estos palindromos interespaciados se
encuentran muy conservados, debido a tal conservacion se sugiere que son parte
importante de las reglas moleculares presentes en la especie de R. solanacearum y que su
funcién esta involucrada en servir como “control de calidad” para la determinacion del
tamafio y mantener una repeticion constante tal como sucede en el estudio realizado en las
DR tipo IE presentes en E. coli (Wang et al.,2016). Por otro lado, el analisis también mostro
gue las regiones mas variables se encuentran en la parte central de las DR predominantes
y no predominantes, debido a su alto grado de variabilidad se sugiere que los cuatro
nucleétidos centrales variables son prescindibles, tal como sucede en las DR tipo IE
presentes en E. coli. Por ultimé el andlisis de frecuencia en las DR no predominantes y/o
Unicas, ha mostrado que en las primeras cuatro posiciones y en las Ultimas siete posiciones,
ciertas bases tienden a predominar, sugiriendo que tanto en las DR predominantes como
no predominantes y/o Unicas los extremos de las DR son requeridos para el proceso de
interferencia. Es necesario realizar de un estudio mas especializado mediante mutaciones
de sustitucién, eliminacion e insercién en los elementos de la repeticion, para poder
dilucidar en su totalidad el papel de estas en R. solanacearum, sin embargo, este estudio

es el principio del conocimiento de las DR presentes en R. solanacearum.

6.3. Andlisis bioinforméatico de matrices CRISPR en R. solanacearum
pertenecientes al filotipo Il
Ademas de las diez cepas de Morelos y el Estado de México, se identificaron
diecisiete cepas adicionales de R. solanacearum que presentaban el sistema CRISPR y

que habian sido aisladas en el continente americano. En la investigacion, se incluyeron
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cinco cepas asiaticas, aisladas en China y Corea del Sur, pertenecientes al filotipo I, y una
cepa africana aislada en Madagascar, las cuales presentaban un sistema CRISPR-Cas tipo
IE. Este estudio se enfoco en la evaluacion de la utilidad del locus CRISPR-Cas como
herramienta de tipificacién molecular para diferenciar aislamientos bacterianos a nivel local
y continental, y para comprender la dinamica poblacional de la bacteria. Se analiz6 la
secuencia proteica de los genes cas como parte de este andlisis. Las cepas analizadas
tienen un cluster cas completo, ademas, las cepas presentan el cluster cas flanqueado por
al menos una matriz CRISPR. En este estudio se realiz6 un andlisis filogenético de 31 cepas
bacterianas usando las secuencias proteicas concatenadas de los ocho genes cas de cada
cepa. Se identificaron dos nodos principales, uno que agrupa las cepas asiaticas y otro que
agrupa las cepas americanas, que a su vez se dividen en dos grupos. El nodo 4 esta
formado por ocho cepas americanas, incluyendo la cepa P0o82 que se suponia aislada en
México pero que en realidad se sugiere que procede de Colombia. Se encontraron
diferencias significativas en la secuencia de aminoacidos de proteinas Cas entre las cepas
americanas y asiaticas. Las cepas americanas tienen una secuencia inicial de aminoacidos
"MEK", mientras que las cepas asiaticas no comparten esta caracteristica. Ademas, se
observaron cambios en posiciones particulares de las proteinas asociadas con las cepas
americanas y las cepas asiaticas. Las cepas aisladas en Morelos y Estado de México
muestran proteinas Cas con secuencias muy similares, a excepciéon de una diferencia Unica
en las posiciones 956 a 958. Las secuencias proteicas de los genes cas en cepas
americanas presentan una baja variacion, ya que la mayoria de las secuencias proteicas
de los ocho genes se conservan ampliamente.

Actualmente las proteinas Cas se han ocupado para la clasificacion de los sistemas
CRISPR-Cas, sin embargo, no existe reporte alguno para la diferenciacion de cepas

provenientes de diferentes regiones del pais.

6.4. Uso del locus CRISPR-Cas como método de tipificacién bacteriana

En su revision, Shariat y Dudley (2014) destacan el potencial de los CRISPR como
herramienta de subtipificacién molecular. En su revision, Shariat y Dudley discuten varias
aplicaciones de la tipificacion basada en CRISPR, incluyendo la determinacion de la
filogenia bacteriana, la identificacion de cepas patégenas y la vigilancia epidemiologica de
enfermedades infecciosas. También destacan la capacidad de los CRISPR para adaptarse
rapidamente a la evolucion bacteriana y la necesidad de una estandarizacion adecuada
para garantizar la comparabilidad de los datos. La espoligotipificacion ha sido ampliamente

utilizada para la subtipificacion de las cepas de Mycobacterium tuberculosis, lo que permite
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la separacion de los miembros de un grupo de especies de Mycobacterium estrechamente
relacionadas que componen el complejo M. tuberculosis (MTBC). El método ha demostrado
ser altamente discriminativo y se ha utilizado para la vigilancia de la tuberculosis a nivel
mundial, lo que ha permitido la identificacion de cepas epidémicas y la determinacién de la
transmision de la enfermedad.

El estudio realizado por Jeong y colaboradores (2019) se centré en analizar los loci
CRISPR de 56 cepas de Xanthomonas citri pv. citri. Utilizaron el uso de spoligotipado para
agrupar a las cepas en grupos relacionados evolutivamente que reflejan sus origenes
geograficos y plantas huésped. El spologotipado es una técnica de tipificacion molecular
basada en la identificacion de patrones de espaciadores CRISPR en el genoma de las
micobacterias. Esta técnica se basa en la amplificacion por PCR de un fragmento de ADN
gue contiene el locus CRISPR. El spoligotipado se ha utilizado ampliamente para la
identificacion y la caracterizacion de Mycobacterium tuberculosis y otras especies de
micobacterias. El locus CRISPR es una herramienta importante para la tipificacion
bacteriana en la epidemiologia molecular, y se ha utilizado ampliamente para la
identificacion y caracterizacién de patégenos humanos. Sin embargo, su uso en patégenos
vegetales ha sido relativamente limitado hasta la fecha, y solo se han publicado unos pocos
estudios. Se informaron dos loci CRISPR en Xanthomonas fragariae, un patégeno vegetal
gue causa enfermedades en fresas y otros cultivos. Uno de estos loci mostré suficiente
complejidad para ser utilizado como una técnica de subtipificacion de cepas, y los datos
obtenidos a partir de una coleccién de 55 cepas de X. fragariae produjeron una estructura
genética consistente con los datos obtenidos de otras técnicas de genotipado, como MLVA
dirigido a microsatélites y minisatélites. Estos hallazgos sugieren que el uso de los loci
CRISPR para la tipificacion bacteriana en patdgenos vegetales tiene el potencial de ser una
herramienta valiosa en la epidemiologia molecular y en la comprensién de la evolucién y la
diversidad de los patégenos de las plantas. Sin embargo, se necesitan estudios adicionales
para evaluar la eficacia de esta técnica en diferentes patégenos vegetales y para comparar
su rendimiento con otras técnicas de genotipado establecidas.

El estudio realizado por Yang y colaboradores (2020) se enfoc6 en el uso de los
espaciadores CRISPR como herramientas de genotipado para diferenciar cepas
estrechamente relacionadas en el grupo Lactobacillus casei. Los resultados demaostraron
que las cepas albergaban diversos sistemas CRISPR-Cas y que el analisis bioinformatico
proporciond una base de datos util para estudios CRISPR futuros. La diversidad de los

sistemas CRISPR mostr6 su potencial para el genotipado de cepas.
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6.5. Spoligotipado en las cepas de R. solanacearum

Se realiz6 el spoligotipado o uso de los espaciadores como herramienta de tipificacion
molecular, con el propésito de evaluar la utilidad del sistema CRISPR como herramienta de
tipificacion bacteriana en cepas de Ralstonia de origen americano. Los resultados de la
seccion 5.8 mostraron que las 31 cepas evaluadas en este estudio se subdividieron en siete
grupos al evaluar la matriz 1. El primer grupo incluyé las 10 cepas mexicanas 0720, R6,
ANO0721P3, ANO721P4, NVV0921P6, NVV0921P5, RsJ0314, Rs0121P3Em, R5y TEM. El
segundo estuvo conformado por las cepas CIP417_UW70, UA1617, UA1591, IBSBF2571,
Po82 y CIATO078, mientras que el tercer grupo lo conformaron las cepas SFC e IBSBF2570.
El cuarto grupo conformado Unicamente por la cepa UW251. El séptimo grupo esta
conformado por las cepas asiaticas T25, T110, RUN2279, SEPPXO05, SL2330, SL3022 y
SY1.

Se llevo a cabo el spoligotipado de los espaciadores de la matriz 1l y Ill de cepas
americanas y asiaticas, encontrando que las cepas que conformaron los primeros cuatro
subgrupos también confirmaron la misma subclasificacién en la matriz dos, agregando un
nuevo grupo compuesto por las cepas K60T y Rs5 (sexto grupo). A través del andlisis de
los espaciadores de las matrices I, Il y lll, las cepas americanas y asiaticas fueron
clasificadas en siete grupos diferentes. La Tabla 5.10 detalla los grupos en los que se
agruparon cada cepa. Este proceso de clasificacion se realiz6 mediante un estudio
exhaustivo de las caracteristicas de los espaciadores de ambas cepas, permitiendo una
separacion clara y precisa de cada grupo. Esta informacion proporciona una mejor
comprension de las diferencias entre las cepas americanas y asiaticas, y establece
patrones y relaciones para futuros estudios y analisis.

La utilizacion de los espaciadores presentes en las matrices CRISPR de diferentes
especies bacterianas como herramienta potencial para la tipificacion bacteriana ha sido
propuesta por varios estudios, incluyendo los realizados por Shariat y Dudley (2014), Jeong
y colaboradores (2019), y Yang y colaboradores (2020). Sin embargo, hasta la fecha no se
han llevado a cabo estudios detallados sobre el analisis de los espaciadores del complejo
de Ralstonia, por lo que este trabajo representa el primer reporte sobre el tema. Los
resultados obtenidos en este estudio muestran una estrecha relacion entre la presencia de
los espaciadores y la region geografica de las cepas, aunque no parece haber una relacion
significativa con el tipo de hospedero bacteriano. Ademas, se observé que tanto el analisis
de la matriz | como el analisis de la matriz Il y el analisis de los ocho genes cas

concatenados de las 31 cepas, concordaron en la agrupacion de las cepas. Se propone
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que el uso del locus completo, en lugar de solo los espaciadores, podria aumentar la
resolucion para la tipificacion de Ralstonia. Ademas, tanto el andlisis filogenético con los
genes cas como el spoligotipado con las matrices CRISPR permitieron discriminar entre las

cepas de América y Asia.

6.6. Explorando la evolucion de las especies através de arboles filogenéticos:
una mirada mas profunda en la corroboracion de agrupaciones

Con el fin de validar los resultados obtenidos en las secciones 5.10y 5.11, se llevo a
cabo un analisis filogenético utilizando los espaciadores de las matrices. El analisis
filogenético mediante la concatenacion de los espaciadores de las matrices M1, M2 y M3
permiti6 identificar la presencia de diferentes clados en las cepas bacterianas analizadas.
En la matriz M1 se encontraron dos clados, uno conformado por cepas asiaticas y la
presencia de dos cepas americanas (K60"y Rs5), y otro integrado Unicamente por cepas
americanas. En la matriz M2 y M3 se identificaron tres clados, dos conformados por cepas
americanas y asiaticas, respectivamente, y un tercero dividido en dos ramificaciones, una
conformada por cepas las cepas SFC e IBSBF2570 y otra integrada Unicamente por cepas
mexicanas. Estos resultados evidencian la distribucion geografica de las cepas analizadas
y sugieren una subclasificacion dentro de la especie de R. solanacearum.

El mapa de calor generado con la informacion de los espaciadores concatenados
permitié visualizar de manera mas clara y sencilla la relacion entre las cepas bacterianas
analizadas en las tres matrices (M1, M2 y M3). Al correlacionar la informacién de las tres
matrices, se obtuvo una visibn mas completa y precisa de la diversidad genética y la
distribucion geografica de las cepas. El estudio realizado por Moraru y colaboradores en
2020 demostrd que el uso de VIRIDIC muestra ser la mejor herramienta para estimar la
relacién entre los fagos relacionados. Al ser usado con la informacién de los espaciadores
nos permitio identificar patrones y relaciones entre las matrices CRISPR de las cepas que
podrian ser relevantes para futuros estudios de evolucion y epidemiologia bacteriana. En
conjunto con los resultados obtenidos mediante el andlisis filogenético, el mapa de calor

complementé la validacion de los resultados obtenidos en la investigacion.

6.7. Comparacion de repeticiones palindromicas en cepas bacterianas de
Américay Asia
Los resultados obtenidos indican que las repeticiones palindrémicas tienen una
utilidad limitada para diferenciar entre cepas de diferentes regiones en el continente

americano. Sin embargo, si resultaron efectivas para distinguir entre cepas mexicanas
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dentro de una misma regién geografica. Esto sugiere que las repeticiones palindrémicas
podrian ser especialmente Utiles al evaluar cepas provenientes de regiones o parcelas
geograficamente cercanas. Estos hallazgos resaltan la importancia de considerar la
proximidad geografica al analizar la diversidad genética de las cepas utilizando las DR.
Hasta el momento, no se ha encontrado ninguan informe que utilice las repeticiones
palindromicas, en lugar de solo los espaciadores, como una herramienta de tipificacion
bacteriana. Sin embargo, esto no descarta la posibilidad de que en futuras investigaciones
se puedan descubrir nuevos informes que aprovechen las repeticiones palindrémicas en

combinacién con los espaciadores para su uso en la tipificacion bacteriana.

6.8. Comparacion de la eficacia del sistema CRISPR con el analisis
filogenedmico y filogenético de los genes egl, mutSy hrpB parala
tipificacion bacteriana

En particular, el analisis filogenético utilizando el gen egl mostré que el primer clado
estaba compuesto por dos subramas. La primera subrama estaba conformada por cepas
mexicanas y algunas cepas americanas, mientras que la segunda subrama estaba
compuesta por las cepas restantes americanas. Por otro lado, el segundo clado estaba
formado Unicamente por cepas asiaticas. De igual forma el arbol filogenético realizado con
los tres genes (egl, mutS y hrpB) mostro el mismo resultado.

Al comparar estos resultados con los arboles filogenéticos obtenidos a partir de los
espaciadores concatenados, el mapa de calor y el analisis de las DR, podemos observar
que presentan resultados muy similares. En concreto, se ha demostrado que las cepas
mexicanas forman un grupo diferente al del resto de las cepas americanas, que provienen
de América del Sur, tanto en el spologotipado como en los arboles filogenéticos. Asimismo,
las cepas asiaticas se ubican en un grupo totalmente distinto, tanto en el analisis de
spologotipado como en los arboles filogenéticos. Ademas, las DR provenientes de estas
cepas muestran un patron diferente en la parte central. El analisis llevado a cabo en VIRIDIC
nos ha ayudado a corroborar los resultados obtenidos. Cabe destacar que, aunque estudios
previos, como el de Jeong y colaboradores (2019), han propuesto el uso del polimorfismo
en el locus CRISPR para agrupar a las cepas en grupos relacionados que reflejen las
plantas huésped, en este trabajo se ha encontrado que los espaciadores dentro de las
matrices de las cepas del complejo de Ralstonia no reflejan una relaciéon con la planta
huésped, sino que Unicamente reflejan una relacion geografica.

Los resultados obtenidos mediante el analisis filogendmico utilizando los genomas

completos de las 31 cepas revelaron una distribucion consistente con los resultados
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obtenidos en todos los demas andlisis realizados en este proyecto. Estas subespecies
podrian representar diferentes linajes evolutivos o adaptaciones locales dentro de la
poblacion bacteriana estudiada. Por lo tanto, diferenciar entre cepas de la misma
subespecie de Ralstonia solanacearum seria de gran ayuda para: desarrollar métodos de
diagnéstico mas precisos y especificos, que permitan la deteccibn temprana y la
identificacion precisa de la subespecie involucrada, estudiar la evolucién y la dindmica
genética de R. solanacearum. Facilitar la seleccion de cepas permitiria tener un mayor
control en los siguientes experimentos. Al diferenciar entre las cepas de la misma
subespecie de Ralstonia solanacearum, se podria elegir de manera precisa las cepas mas
representativas, relevantes o diversas para abordar aspectos especificos de investigacion.
Esto ayudaria a garantizar que los resultados obtenidos sean mas confiables y aplicables
a situaciones reales. Ademas, permitiria evaluar de manera mas efectiva la respuesta de

diferentes cepas ante tratamientos o condiciones experimentales particulares.

6.9. Aportaciones de este proyecto

Se demostro la utilidad del locus CRISPR-Cas para identificar subconjuntos de cepas
americanas. Esta conclusion se basé en: i) el andlisis de los genes cas, i) analisis de los
espaciadores de las matrices CRISPR (spoligotipado), iii) el andlisis de las repeticiones
directas, iv) la construccion de arboles filogenéticos utilizando los espaciadores de las
matrices I, 1l y Ill, v) la evaluacion de la relacién filogenética usando espaciadores para
generar un mapa de calor, vi) comparacion de los arboles filogenéticos asociados a los
espaciadores, con aquellos obtenidos utilizando tres marcadores moleculares (mutS, hrpB
y egl), y vii) la comparacion de arboles filogenémicos en un total de 31 cepas de Ralstonia
solanacearum. Lo anterior resultd en la identificacion de cinco grupos diferentes de R.
solanacearum a nivel continental (Figura 5.33. inciso B), los cuales pueden ser divididos en
dos especies: una de ellas que involucra los grupos 1,2,3,4 de la Figura 5.33. inciso B; la
otra especie incluye a las cepas que integran al grupo 5 de la misma Figura. La primera
especie se divide a su vez en dos subespecies, la primera subespecie esté integrada por
los grupos 1,2,3, y la segunda subespecie por las cepas del grupo 4 (Rs5 y K60). Las cepas
mexicanas, pueden subdividirse en cuatro subgrupos considerando las diferencias
encontradas entre sus espaciadores de la matriz | del locus CRISPR-Cas. El primer
subgrupo esta conformado por las cepas 0720, ANO721P3, AN0721P4 y Rs0121P3Ems
todas ellas comparten los mismos 44 espaciadores. El segundo subgrupo esta conformado
por las cepas R6 y TEM, que comparten los espaciadores TEM-1 y TEM-4, que no tiene en

el subgrupo 1, poseen la delecion del mismo espaciador 0720-25. El tercer subgrupo esta
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conformado por las cepas NVV0921P6 y NVV0921P5, comparten el espaciador NVV-1, no
presente en los subgrupos 1y 2. El cuarto subgrupo estd conformado por R5 y RsJ las
cuales comparten la delecion del espaciador 34, presente en todas las demas cepas. Estos
subgrupos estan reflejados en letras negras, moradas, amarillas y azules respectivamente
(en la Figura 6.1). El andlisis realizado por TYGS concluye que todas las cepas mexicanas
pertenecen a una misma subespecie. Las cepas de Estados Unidos son clasificadas como
una sola subespecie. En este trabajo se tiene una cantidad limitada de cepas procedentes
de los Estados Unidos, es importante recopilar un mayor nimero de cepas para obtener
una clasificacidbn mas precisa y refinada de esta especie a nivel continental y asi mejorar la
comprension de su diversidad, evolucion y epidemiologia. Se observé que el hospedero no
es un factor determinante para la segregacion en subgrupos, pero la regién geografica si
puede proporcionar informacion util. Los componentes del locus CRISPR son necesarios
para lograr una mejor respuesta en cuanto a la tipificacion bacteriana de R. solanacearum.
Si bien, en estudios pasados se ha mencionado que el spoligotipado es una herramienta
util para la tipificacion bacteriana de una especie, en este proyecto se propone el uso de las
DR vy las proteinas Cas (Cas3, Csel, Cse2, Cas7, Cas5, Cas6, Casl/CasA, Cas2/CasB)
para obtener un andlisis mas robusto que permita validar su uso en la tipificacion bacteriana

de cepas de R. solanacearum.

Especie 1, subespecie 1
Especie 1, subespecie 2
Especia 2
NVV0921P6
NVVD921P5

Quindio, Colombia
México

CIP4L7_UWT0 Colombia

Quindio, Colombia
Nauta, Per(

CCRMRs287 Benjamin Constant, Brasil

Brasil
Quindio, Colombia
IBSBF 2571 Sergipe, Brasil

LRI LN L LN Dl L R

Figura. 6.1. Distribucion de las cepas Ralstonia solanacearum en el continente americano.
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CAPITULO 7
7. CONCLUSIONES

Se logré cumplir con el objetivo general de evaluar la utilidad de las matrices CRISPR-
Cas para tipificar cepas de R. solanacearum. Los resultados obtenidos de este analisis
indican que las matrices CRISPR pueden ser Utiles para la tipificacion bacteriana de R.
solanacearum. Sin embargo, se sugiere que su uso se combine con otras técnicas de
tipificacion bacteriana para obtener resultados mas robustos y completos. Al complementar
el locus CRISPR-Cas con otras herramientas de analisis, se puede obtener una
caracterizacién mas precisa y confiable de las cepas.

En cuanto a los objetivos especificos:

i) se caracterizo y analizo con éxito el locus CRISPR-Cas en cepas mexicanas. La
caracterizacion y andlisis del locus CRISPR-cas en cepas de Morelos y el Estado de
México, la mayoria de las cepas mexicanas comparten espaciadores en la matriz |, aunque
existen espaciadores tipicos de ciertas cepas. En cuanto a la matriz Il, la mayoria de las
cepas mexicanas presentan matrices idénticas, siendo Unicamente la cepa TEM y R6 la
excepcion debido a la ausencia del esp-12 en ambas cepas. Estos resultados proponen
una forma mas beneficiosa de realizar ensayos utilizando R. solanacearum como modelo
de estudio en el Laboratorio de Biotecnologia de la UPEMOR. Al tener un mayor control
sobre la cepa utilizada en los experimentos, se obtendran resultados mas confiables. En la
seccion 5.12 se detallan los oligonucleétidos propuestos para un mejor control de la cepa a
utilizar. Se determiné que las cepas NVV0921P5 y NVV0921P6 son las mejores candidatas
para su uso en futuros experimentos.

i) se analiz6 con éxito el locus CRISPR-Cas en diferentes cepas de América y Asia,
evaluando su utilidad para identificar subconjuntos de cepas del complejo de Ralstonia. Los
resultados sugieren que el locus CRISPR-Cas puede ser utilizado para una subclasificacion
de las cepas americanas, tomando en cuenta los espaciadores compartidos entre ellas. Asi
como para sugerir el origen geografico de las diferentes cepas pertenecientes al complejo
de Ralstonia. En particular, los resultados obtenidos permiten identificar la posible regién
geografica de la cual provienen las cepas dispersas en el continente americano. Por otro
lado, esta informacidn puede ser utilizada por los profesionales de la agricultura y la sanidad
vegetal para tomar medidas preventivas y de control mas efectivas en relacién a la
propagacion de esta enfermedad. La capacidad de subclasificar las cepas y sugerir su

origen geografico no solo contribuye al conocimiento cientifico sobre la diversidad genética
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de este complejo bacteriano, sino que también puede tener implicaciones practicas en
términos de la vigilancia epidemioldgica y el control de la propagacion de enfermedades

causadas por Ralstonia.
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CAPITULO 8
8. PERSPECTIVAS DEL PROYECTO

El proyecto tiene varias perspectivas interesantes que podrian ser abordadas en
futuros estudios:

1. En primer lugar, se podria profundizar en el analisis de la relacion entre las matrices
CRISPR vy la infeccidn fagica, utilizando técnicas mas sensibles que permitan detectar
procesos de integracion de espaciadores provenientes de fagos. De esta manera, se
podria tener una mejor comprension del papel del sistema CRISPR-Cas en la defensa
contra los fagos en R. solanacearum.

2. Otra perspectiva interesante es la ampliacion del estudio de la diversidad genética de
R. solanacearum en diferentes regiones geogréficas, utilizando el locus CRISPR-Cas
como herramienta de tipificacion bacteriana. Esto podria permitir identificar patrones de
dispersion de la bacteria en diferentes areas geograficas y los cultivos en esas zonas.

3. Para evaluar con mayor precision la actividad litica, se proponen experimentos de
infeccion fagica bajo diferentes condiciones de concentracion bacteriana y multiplicidad
de infeccion. Esto permitiria determinar si la disminucién de la concentracion bacteriana
afecta la capacidad de los fagos para infectar y lisar las células bacterianas, y si existe

alguna relacion entre la concentracion bacteriana y la actividad litica observada.
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