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RESUMEN
El Huanglongbing (HLB) o dragdén amarillo se considera la enfer-
medad mas devastadora de los citricos. Dicha enfermedad esta
asociada con la bacteria Candidatus Liberibacter spp. Hasta ahora
no se ha encontrado resistencia parcial contra dicha bacteria en
ninguna de las especies del género Citrus. Por ello es importante
hacer uso de la ingenieria genética para introducir genes de resis-
tencia a microorganismos. En el presente trabajo se evaluo el efec-
to de surfactantes sobre la regeneracion de brotes y las eficiencias
de transformacion. Epicotilos de liméon mexicano fueron expues-
tos a Agrobacterium tumefaciens conteniendo un plasmido binario
AttE y el gen reportero GUS. Posteriormente fueron colocados en
medio de cultivo MS adicionado con Pluronic F-68®0 Tween 20®
en concentraciones de 0, 0.01, 0.1 y 0.5%.

Los resultados muestran una mayor eficiencia de induccién de bro-
tes en concentracién de 0.01% en ambos surfactantes, mientras
que el mayor nimero de brotes por explante se observé en la au-
sencia o presencia de Tween 20 al 0.01%.

Palabras clave: HLB, péptidos antimicrobianos, surfactantes.
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ABSTRACT: Huanglongbing (HLB) or greening is considered the most devastating disease of citrus worldwide. This disease is asso-
ciated with the bacterium Candidatus Liberibacter spp. So far no partial resistance against this bacteria has been found in any of the
Citrus species or its relatives. It is therefore important to make use of genetic engineering to introduce resistance genes to microor-
ganisms. In the present work, we evaluated the effect of surfactants on shoot regeneration and transformation efficiencies. Mexican
lemon epicotyls were exposed to Agrobacterium tumefaciens containing a binary plasmid containing the AttE and the GUS reporter
genes. Subsequently, epicotyls were placed on MS medium added with Pluronic F-68® or Tween 20® in concentrations of 0, 0.01,
0.1 and 0.5%. The results showed a higher efficiency of shoot induction at 0.01% concentration in both surfactants, while the highest
number of shoots per explant was observed in the absence or presence of 0.01% Tween 20.

Keywords:HLB, antimicrobial peptides, surfactants.

INTRODUCCION .
El Huanglongbing (HLB) o dragén amarillo se considera la enfer-
medad mas devastadora de los citricos. Dicha enfermedad esta
asociada con la bacteria Candidatus Liberibacter spp, de la cual
se han descrito tres especies: Ca. L. asiaticus, que predomina en
Asia; Ca. L. africanus, en Africa y Ca. L. americanus, presente en
Brasil. EI HLB puede ser transmitido de arbol en arbol, por dos psi-
lidos: Diaphorinacitri en Asia y América, y Triozaerytreae en Africa
(Bové, 2006).

En México también se han visto afectados los citricos, incluyen-
do Citrus aurantifolia, por el HLB causado por la especie Ca. L.
asiaticus, que fue reportada por primera vez en el 2009 después
de registrarse un incremento en las poblaciones de D. citri. Tal si-
tuacién hace que la produccion sea cada vez menor generando un
aumento en el desempleo (Robles-Gonzalez et al., 2013).

A pesar de que existe resistencia parcial en las especies antes
mencionadas, el uso del mejoramiento genético convencional en-
tre especies trifoliadas y limén mexicano es limitado por la compa-
tibilidad que existe entre las plantas de los diferentes géneros (Gill
et al., 2003). Por lo tanto, es necesario recurrir a otras alternativas,
principalmente biotecnolégicas, como la ingenieria genética usan-
do Agrobacterium tumefaciens, que pudiera funcionar en limén
mexicano contra el HLB, introduciendo en el genoma de la planta
péptidos antimicrobianos sintetizados en insectos como las atta-
cinas, presentes en la polilla de seda gigante Hyalophora cecropia
y Drosophila melanogaster (Shao-Cong et al., 1991). Aunque existe
un gran numero de reportes sobre la transformacion genética de
diversas especies del genero Citrus, no hay suficientes publicacio-
nes sobre la eficiencia de regeneracion y modificacion genética del
Citrus aurantifolia, por lo tanto es necesario realizar estudios sobre
el aumento en la eficacia de regeneracion de brotes y de transfor-
macion de este cultivo.
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En investigaciones recientes se ha observado que el uso de surfac-
tantes aumenta la induccién de brotes en C. sinensis (Curtis y Mir-
kov, 2012), ademas de incrementar la eficiencia de transformacién
(Khanna y Daggard, 2003). En el presente proyecto, se pretende
evaluar algunos de éstos como tratamientos para la eficiencia de
transformacion genética y regeneracién de C. aurantifolia mediante
Agrobacterium tumefaciens conteniendo el péptido antimicrobiano
attacin E.

METODOLOGIA . ...
Se usaron frutos maduros de limén mexicano obtenidos de huer-
tas comerciales y del Banco de Germoplasma del Campo Experi-
mental Tecoman del Instituto Nacional de Investigaciones Foresta-
les, Agricolas y Pecuarias (INIFAP).

Las semillas extraidas fueron lavadas con jabén liquido (0.02%),
enjuagadas con abundante agua desionizada y después desinfec-
tadas utilizando hipoclorito de sodio (Cloralex®) 20% (v/v) y Tween
20 0.02% (v/v) con agitacion durante 20 min. En una campana de
flujo laminar se retiré la solucién desinfectante y se removié el
exceso del mismo lavando tres veces mas las semillas con agua
desionizada estéril; posteriormente se retir6 cuidadosamente la
testa para facilitar su germinacion y fueron sembradas en frascos
tipo “Gerber” de 100 ml de capacidad con 25 mL de medio de cul-
tivo MS (Murashige y Skoog, 1962) con un pH de 5.7 y adicionado
con vitaminas B5 (Gamborg et al., 1968). Los frascos fueron man-
tenidos en oscuridad durante tres semanas. Posteriormente, los
cultivos se transfirieron a condiciones de luz con un fotoperiodo de
12 hluz y 8 h oscuridad.

Se utilizaron células de bacteria recombinante de Agrobacterium
tumefaciens cepa C58C1 con plasmido binario pBIN-AttE, conte-
niendo en el ADN de transferencia (T-ADN): el gen reportero GUS
(B-glucuronidasa), el gen nptll que confiere resistencia a kanamici-
na, asi como el gen antimicrobiano attacin E (Borejsza et al., 2010).
Esta bacteria fue inoculada en 50 mL de medio liquido YEP (yeast
extract 10 g/L, peptona 10 g/L,NaCl 5 g/L) al que se le adicionaron
50 mg/L de kanamicina y 25 mg/L de rifampicilina. El cultivo fue
incubado a 28°C durante 48 h con una agitacién constante de 215
rpm. Posteriormente, se centrifugé a -4 °C durante 10 min a 6,000
rpm y la bacteria fue resuspendida en medio liquido MS, adiciona-
do con acetosiringona (AS) 100 uM y los surfactantes Pluronic F-68
(Pl) o Tween 20 (Tw) en concentraciones de 0.0% (control), 0.01%,
0.1% y 0.5%.
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Bajo condiciones estériles, se cortaron los epicotilos en fragmen-
tos de 1 cm de longitud, los cuales fueron inoculados con A. tume-
faciens en los tratamientos descritos anteriormente e incubados
durante 20 min a temperatura ambiente. Posteriormente, los ex-
plantes fueron transferidos a un medio de co-cultivo MS adiciona-
do con vitaminas B5 (10), 3 mg/L de BA, 10 pg/L de 2,4-D y 0.14
mM de K,HPO,, AS 100 uM y conteniendo los tratamientos descri-
tos. En seguida, los explantes fueron co-cultivados en oscuridad
durante 72 h.

Después del periodo de co-cultivo, se transfirieron los epicotilos a
medio de seleccién adicionando con: carbenicilina 400 mg/L, ce-
fotaxima 200 mg/L y kanamicina 50 mg/L.

Se cuantificaron los explantes que formaron brote asi como el nu-
mero de brotes por explante. Los datos de todos los tratamientos
fueron transformados usando la raiz cuadrada de Y mas 0.5.

Los brotes regenerados fueron sometidos a pruebas histoquimicas
para la deteccion del gen reportero GUS (Jefferson et al., 1987).

RESULTADOS Y DISCUSION CUABRO T

Efecto de surfactantes en regeneracion
de brotes en explantes de limon
mexicano a los 25 dias después de
establecido el experimento .

Se realizaron dos experimentos en donde se adicioné al medio de
cultivo, los surfactantes Pluronic F68 y Tween 20 para la regene-
racion de brotes de limon mexicano. Cada tratamiento consto de
cinco frascos conteniendo 10 explantes cada uno.

Tratamiento Brotes por

El mayor porcentaje en induccién de brotes se obtuvo con el trata- explante

miento suplementado con Pluronic F-68 en concentracién 0.01%,
sin obtener diferencias significativas con respecto al control sin Control 2+0.7
surfactantes (Figura 1). Dicho resultado contrasta con resultados

previos, donde el mejor resultado fue con la utilizacion de Pl 0.5%

el cual aumenté un 10% en comparacién con el control en cultivo PI0.1% 1+0.6
de C. depressa (Gill et al., 2003). Otro estudio donde se ha utiliza-

do Pluronic en cultivo de Fragaria vesca L., se obtuvo una mayor

regeneracion de brotes con la adicion de Pl 0.5% (Yildimir y Turker, Tw 0.01% 2+0.4
2014). De igual forma, en el presente estudio, al utilizar Tween 20

se observa un mayor porcentaje de explantes con brote usando la

concentracién de 0.01% a pesar de ser menor que con el Pluronic Tw 0.5% 00
(Figura 1).

P10.01% 1+0.6

PI0.5% 1+0.7

Tw 0.1% 1+0.6

Pl= Pluronic F68; Tw= Tween 20. Cada
valor representa la media de al menos
seis repeticiones y 50 explantes por
tratamiento + el error estandar.
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FIGURA 1.

Porcentaje de induccion de brotes bajo
el efecto de diferentes concentraciones
de surfactantes. 1= Control, 2= MS +
PL0.01%, 3= MS + P10.1%, 4= MS + Pl
0.5%, 5= MS + Tw 0.01%, 6= MS + Tw
0.1%y 7= MS + Tw 0.5%.

0

PORCENTAJE DE INDUCCION DE BROTES

TRATAMIENTOS

FIGURA 2.-

Induccion de brotes por tratamiento, los
cuales son iguales a los descritos en la
figura 1.

En cuanto a la produccién de brotes por explante, se presenté una
mayor induccion con el tratamiento de Tween 20 0.01% lo cual fue
semejante al control (Figura 2 y Cuadro 1); sin embargo, en otros
estudios se ha reportado que la mejor concentracion es al 0.1%
con un aumento del 10% respecto al control (Curtis y Mirkov, 2012).

CONCLUSIONES .
Después del andlisis de estos resultados preliminares, los trata-
mientos en los que se adicion6 el Pluronic o el Tween a una con-
centracion de 0.01% increment6 el porcentaje de induccién de
brotes. El tratamiento de Tween 0.01% fue superior en nimero de
brotes por explante.
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