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Resumen

Los citricos son de los frutales de mayor importancia a nivel mundial; sin embargo,
las plagas y enfermedades ocasionan cuantiosas pérdidas econdmicas. El uso de
ingenieria genética es uno de los métodos viables para el mejoramiento de los ci-
tricos. EL objetivo de este trabajo fue introducir el péptido antimicrobiano atacina A
(Atta) y el gen reportero gusa en plantulas de citricos usando Agrobaterium tumefa-
ciens como vector. Semillas de limén mexicano Citrus aurantifolia (Christm) Swingle
variedad «Colimex» y del portainjerto «Macrophylla» (Citrus macrophylla) fueron
germinadas bajo condiciones in vitroy transformadas usando A. tumefaciens, conte-
niendo el plasmido binario con el gen antimicrobiano Attay el gen reportero gusA.
Posteriormente, se regeneraron brotes bajo condiciones selectivas y cuando tenian
un tamano de 2 a 4 mm fueron aislados y sometidos a una prueba histoquimica para
detectar la expresion del gen gusA. Los resultados obtenidos mostraron un 100%
(12 ex-plantes muestreados) de transformacién genética para la variedad «Macro-
phylla», mientras que «Colimex» presenté sélo un 50% (12 ex-plantes muestrea-
dos). Se analizd y documentd la presencia del gen reportero gusa en los brotes, pero
aun esta pendiente corroborar la presencia del gen antimicrobiano AttA mediante
PCR, lo cual producird resultados mas detallados sobre este trabajo.
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Introduccion

El género Citrus comprende especies que se con-
centran en més de cien paises en el mundo (Albre-
cht et al., 2012). Al igual que en la mayoria de los
cultivos, las principales pérdidas durante su pro-
duccién son causadas por enfermedades, dentro de
las cuales destaca el Huanglongbing (HLB), dragon
amarillo o enverdecimiento de los citricos, que po-
siblemente es la mas destructiva por generar cuan-
tiosas pérdidas econémicas a la industria en las zo-
nas afectadas (Gottwald, 2010). El HLB se detect6
por primera vez en América en 2004, en el estado
de Séo Paulo, Brasil, y después en 2005 se confir-
mo su presencia en Florida, EUA, donde ha tenido
efectos devastadores por su vertiginosa velocidad
de diseminacién. La enfermedad se ha extendido a
la mayoria de las zonas citricolas de todo el mundo,
incluyendo Asia, Arabia Saudita y Africa (Albrecht
et al., 2012; Bové, 2006).

Se ha reportado la transformaciéon genética en
varias especies de citricos mediante diversas meto-
dologias. Luth y Moore (1999) fueron los primeros
en reportar la transformacion genética de toronja
(Citrus paradisi) al introducir mediante Agrobac-
terium tumefaciens el gen reportero gusA y el mar-
cador de seleccion nptll. Los autores detectaron la
presencia del gen gusA en el 43.5% de los brotes re-
generados después de la transformacion; sin em-
bargo, la mayoria resultaron ser quimeras y s6lo un
11.9% mostro actividad en todos los tejidos.

El método de transformacion genética mas em-
pleado es el de A. tumefaciens, ya que tiene la capa-
cidad de transferir a las plantas un segmento es-
pecifico de su genoma a los ntcleos de las células
de las plantas susceptibles. El ADN de transferen-
cia (ADN-T) se delimita por 23 pares de bases que
se repite en el plasmido inductor de tumores (Ti).
Este plasmido sintético se anade a colonias de A.
tumefaciens que albergan los plasmidos Ti que se
encuentran normalmente en la naturaleza (Otten
et al., 2008).
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De manera natural el ADN-T es importante para
la infeccion, ya que contiene los genes que codifi-
can para la producciéon de reguladores del creci-
miento, cuando se expresa en la célula de la planta
interrumpen el desarrollo y los eventos de division
celular (Christie, 2009). Este sistema de transfor-
macién genética se ha usado ampliamente con
propositos biotecnologicos (Otten et al., 2008).

La proteina atacina A (AftA) es de un tamano de
20kD y es secretada por hemolinfas de Tricoplusia ni
Hubner (Kang ef al., 1996), asi como por Drosophila
melanogaster Meigen. Su funcion principal es com-
batir las infecciones bacterianas a estos organis-
mos. Se ha demostrado que la proteina A##A inhibe
el crecimiento de las bacterias Gram negativas y
aumenta la permeabilidad de la membrana exter-
na (Engstrom et al., 1984).

Metodologia

Se usaron semillas de frutos maduros de limén
mexicano Citrus aurantifolia (Christm) Swingle,
variedad «Colimex», obtenidos del Instituto Nacio-
nal de Investigaciones Forestales, Agricolas y Pe-
cuarias (INIFAP) estacion experimental Tecoman y
del portainjerto (Macrophyllar» (Citrus macrophylla)
del vivero comercial Edén.

Las semillas fueron extraidas de los frutos y su-
mergidas en 200 mL de una solucién, contenien-
do 0.002% de jabdn liquido comercial en un vaso
de precipitado de 500 mL con agitacion de 15 a 20
min; al concluir el tiempo, se enjuagaron varias
veces con agua desionizada hasta retirar por com-
pleto el jabon. Al término del enjuague, se esteri-
lizaron con una solucion de hipoclorito de sodio
(Cloralex®) al 20% (v/v) adicionado con TWEEN 20
(0.02% v/v), durante 20 minutos.

En seguida, se eliminé el exceso de cloro (dentro
de la campana de flujo laminar) y se enjuag6 con
agua destilada estéril, repitiendo los enjuagues en 3
ocasiones. Posteriormente, fueron germinadas bajo
condiciones in vitro en frascos con 25 mL de medio
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MS (Murashig & Skoog, 1992), adicionado con vita-
minas B5 (10). Los frascos se incubaron a 24 + 2°C en
la oscuridad durante 30 dias, seguido de 15 dias bajo
un fotoperiodo de 16 horas luz y 8 de oscuridad.

A. tumefaciens que lleva el plasmido binario que
contiene el gen antimicrobiano A##A y el gen repor-
tero gusA se cultivd en medio YEP sélido (Sambrook
& Russell, 2001), adicionado con rifampicina (25
mgL") y kanamicina (50 mgL*). Posteriormente,
se inocul6 un frasco Erlenmeyer con 50 mL de me-
dio YEP suplementado con los antibi6ticos descritos
anteriormente y se cultivo a 28°C durante 48 horas
con agitacién constante. Las bacterias se recolec-
taron por centrifugacion a 6 000 rpm a 4°C por 10
minutos, y se re-suspendieron en medio MS liquido
adicionado con el compuesto fendlico Acetosiringo-
na (100 mM).

Posteriormente, se cortaron los explantes de epi-
cotilo de aproximadamente 1 cm de largo y se in-
cubaron en la solucion con la bacteria por 20 min,
después los explantes fueron transferidos a un medio
de regeneracion (MS, vitaminas B5, BA 3 mg-L*, 2,4-D
mg-L*, K,HPO, 20 mg-L'!, sacarosa 30 g-L y Phytagel 3
g-L) complementado con Acetosiringona (100 mM).

Los explantes fueron cocultivados con la bacte-
ria por 3 dias bajo condiciones de oscuridad, después
fueron transferidos a un medio de seleccién, el cual
consisti6 del medio de regeneracién mas carbenci-
lina 400 mg-L'!, cefotaxima 100 mg-L'y kanamicina
50 mg-L". Los ex-plantes se cultivaron bajo las con-
diciones de luz antes descritas. Todos los antibioti-
cos y los productos quimicos aqui descritos fueron
obtenidos de Sigma (St. Louis, EUA), a menos que se
indique lo contrario.

Resultados y discusion

Los resultados obtenidos a partir de brotes de 2 a
4 mm de longitud mostraron la expresion del gen
gusA en un 100% (12 ex-plantes muestreados) de los
brotes de la especie «Macrophylla», mientras que la
variedad «Colimex» present6 solo 50% (12 ex-plantes
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muestreados). Esto denota que Agrobacterium tume-
faciens mostr6 alta eficiencia de transformacion pa-
ra la especie C. macrophylla; en comparacion con los
resultados previamente reportados (Luth & Moore,
1999) se obtuvo solamente un 11.9% de transforma-
cion para el hibrido citrange «Carrizo». En el presen-
te trabajo se puede observar la expresion del gen gu-
sA uniformemente por toda la nervadura de la hoja
en las dos especies transformadas.

Existen estudios en los que se reportan haber ob-
tenido so6lo 7.9% positivo de 168 brotes para la prue-
ba histoquimica con gusA (Pena et al., 1995). En el
presente trabajo no s6lo se observaron diferencias en
los niveles de expresion entre las dos especies estu-
diadas, sino que también se observaron diferencias
dentro de la misma especie, incluso dentro del tejido
muestreado (figura 1). A pesar que estos estudios son
preliminares y solamente se muestrearon un total de
24 clones, la variacion en los niveles de expresion pa-
rece ser comun en otras especies de citricos segun lo
reportado previamente (Luth & Moore, 1999).

De acuerdo con la técnica molecular de reaccion
en cadena de la polimerasa (PCR), en la figura 2, se
corroboro la presencia del péptido antimicrobiano
AttA en los clones tres y cuatro. La falta de amplifica-
cion del gen en los clones uno y dos podria asociarse
con la presencia de tejido quimérico, por lo que se
estudiaran a mayor detalle. Después se comproba-
ra la secuencia de este péptido utilizando la técnica
Southern blot.



SEGUNDO SEMESTRE 2016

Figura 1. Comparacion de especies de citricos
transgénicos de acuerdo con la expresion del gen
gusA analizada histoquimicamente. Hojas de brotes
transgénicos de Citrus aurantifolia con un bajo (A) e
intermedios (B) niveles de expresion. Hojas de Citrus
macrophylla con altos niveles de expresion del gen
reportero (C).

1Kb+ 1 2 3 4 5 6 7

Figura 2. Amplificacion del péptido antimicrobiana A#A.
Carriles 1-4 ADN gen6émico de cuatro clones; 5 no ADN, 6
ADN de planta no transformada (control negativo); 7 ADN
del plasmido con el gen AftA (control positivo).
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Conclusiones

Con el presente trabajo se demuestra que Agrobacte-
rium tumefaciens puede usarse para introducir de ma-
nera exitosa el gen reportero gusA y los péptidos anti-
microbianos en explantes de dos especies de citricos de
alta importancia econémica en el estado de Colima.

Aunque se analiz6 y demostré la presencia del
gen reportero en los brotes mediante la prueba his-
toquimica y la técnica PCR, es necesario corroborar
la presencia del gen antimicrobiano A#tA mediante
Southern blot, lo cual producira resultados detalla-
dos sobre este trabajo.
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