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Capitulo |

Figura 1. 19 E , ___
expresan a AIWRKY18

(Chen'y Chen, 2002).
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Capitulo lll

La tran rmacién genética se ha convertido 1 un enfogue importante en programas
implicados en la mejora de cultivares de citricos pemitiendo a los investigadores
introducir genes especificos en cultivares superiores ya existentes, manteniendo la
integ ad cultivar (Orbovic y Grosser, 2 6).

Se han hecho grandes esfuerzos 1 la obtencion de plantas transgénicas de citricos a
través de la transformacion de protoplastos mediante la introduccién directa de ADN y
por empleo de Agrobacterium n _>genes, y de Agrobacterium tumefaciens (Orbovic
y Grosser, 20086).

En este capiti de investigacion se tiene por objetivo generar una construccion de
expresion con el ADNc de CsWRKY18 para transformar a la planta tabaco, utilizando a
A. tumefaciens. Tabaco es una planta modelo de . _.ido desarrollo y ciclo de vida corto
por lo que es posible obtener plantas transgénicas en corto{  1po; se ha utilizado con
éxito en técnicas de cultivo in oy transformacién genética utilizando a

A. tumefaciens como vehiculo de transformacion; por lo tanto tabaco es una buena
opcion para la transformacion genét vy pr¢  r in vivo el funcionamiento de un gen
como en este caso CsSWRKY18 | el , 2006).
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Capitulo Il

galactosidasa dando colonias blancas. Las colonias fueron crecidas en medio LB
liquido con 5 pl de ampicilina (100 mg/ ul) e incubadas a 37 °C de 12-16 horas a 215
rpm. El plasmido fue extraido ¢ High Pure Plasmid IsolationKit (ROCHE), donde
se recolectaron las células centrifugando a 4981 rcf por 30 segundos, se agreg6 250 pl
de buffer de lisis e incub6 a temperat.  ambiente por 5 minutos, seguido se agregé
350 pi de buffer de unién frio (4 °C) e incubd en hielo 5 minutos. Se centrifugd a 12052
rcf por 10 minutos, transfiriéndose el sobrenadante a una columna (spin tubes) y se
centrifugd a 12052 ref por 1 r Se descart6 el sobrenadante y se centrifugo por
30 segundos mas y se desca  _. sobrenadante. Para lavar se arladieron 700 ul de
buffer 1l al filtro y se centrifugd ~ 12052 rcf por 30 segundos, se descarto el
sobrenadante. Se centrifugd a 12052 or otros 30 segundos mas y descartd el
sobrenadante. Finaimente se eluy6 el A )lasmidico agregando 50 pl de buffer Tris-
HCL 10mM pH 7.5 a la columna, se dejé 2 minutos a temperatura ambiente y se
centrifugo a 6149 rcf por 30 segundos, se recolecto el sobrenadante a un tubo nuevo.
Teniendo el plasmido aislado y purificado se re..izd el andlisis de restriccion con 1 pl
de plasmido purificado méas 1 pl de la endonucleasa EcoRlI invitrogen (10U/ ul), 2 ul de
buffer React 3 Invitrogen 10X y 16 pi H20OUP en una reaccion total de 20 pl. Se
incubé a 37 °C por 2 horas e ine__.0 la enzima a 65 °C por 10 minutos. E! plasmido
digerido fue observado en un ge! de agarosa al 1.2%.

3.2.8 Secuenciacion

Una vez que se comprobd que el plasmido digerido contenia la secuencia (966 pb) de
nuestro gen CsWRKY18, se mandé a secuenciar en la Universidad de Clemson en
Carolina de!l Sur, Estados |  Jos. Se mandaron a secuenciar 50 ng. En un volumen de
2.5 pl de H20UP mas 1 pmoliul en un  lumen de 0.5 pl de los oligonucledtidos
universales que se alinean los extremos de 3EM-TEasy, llamados M13 Forward y
M13 Reverse, teniendo un volumen al de 3pl. Los cromatogramas obtenidos de la
secuenciacién tanto Forward como Reverse de cada secuencia se ensambiaron con el
programa SeqMan (DNASTAR Lasergene v. 7.2.1), con la finalidad de obtener la
lectura final de la secuencia Forward y Reverse, el alineamiento de la secuencia
CsWRKY18 in silico a partir de ADNc con la mejor clona secuenciada (CsSWRKY18 in
vitro) de acuerdo a la mejor lectura de la separacién capilar del electroferograma se
realizd con el programa Clusta: este ¢ amiento ¢« realizd con la finalidad de
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Capitulo 11

Sall fue bajo las mismas condiciones con excepcién de que esta enzima trabaja con
diferente buffer. Se realizaron purificaciones después de cada digestién con el kit
QlAquick Gel Extraction (QIAGEN) siguiendo las instrucciones del proveedor, con
excepcion de CsSWRKY18 ya qt te solo desg de la primera digestion ya que se
realizé una purificacién de bar.__  ser las condiciones en la siguiente seccion). Se
resuspendio en 30 uL de Agua Milli Q estéril y se almacené a -20 °C. Las digestiones
se visualizaron en un gel de agarosa 1%- TAE 1X para la comprobacion de la
presencia del inserto de interés.

3.2.12 Purificacion de la banda de CsWRKY18

Se realiz6 una electrofo  is en un gel de agarosa 1 %- TAE 1X de la digestion con la
enzima Sacl y Safl del gen CsWRKY18. La banda correspondiente del gen de interés
fue cortada con la ayuda de un  turi y se deposité en un tubo Eppendorf. El gen
CsWRKY18 fue purificado con el kit QIAquick Gel traction de QIAGEN siguiendo las
instrucciones del proveedor. Se resu = ndié en 30 uL de Agua Milli Q estéril y se
almacené a -20 °C.

3.2.13 Ligaciéon del ADNc de CsWRKY18 a pCAMBIA 2200::35S::NOS

El ADNc de CsWRKY18 purificado se ligé  vector pCAMBIA 2200 (purificado) que
contiene al promotor 35S y al terminador NOS. La reaccion de ligacion se llevo a cabo
en un volumen final de 10 uL usan 2 pL de vector; 6 pL de inserto; 1uL de la enzima
T4 DNA ligasa (1U/uL), 1 uL de buffer asa 10X. La mezcla de ligacién se dejo
reposar a temperatura  biente por 10 minutos y luego fue incubada a 16 °C toda Ia

noche.
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3.2.15 Doble digestion de (pCCsWRKY18) con las enzimas de restriccion
EcoRl y Hindn

Para comprobar la insercion del casete  expresiéi 1 pCAMBIA2200 se llevo a cabo
la digestion con enzimas EcoRl y Hindlll, debido a ... estas enzimas flanquean en los
extremos del casete de expresion. La reaccién de digestion se llevé a cabo en un
volumen final de 10 uL con | siguientes reac..us: 3 uL de piadsmido, 0.5 pL de
enzima EcoRI (20 U/uL), 0.5y enzima de Hindlll (10 U/uL), 1 uL de buffer 2 10 X
y 5 pL de agua Milli Q estéril. Se incubd a 37 °C por 2 horas. Las digestiones se
visualizaron en un gel de agarosa 1 % TAE 1X para la comprobacion de la presencia
del inserto de interés.

3.216 PCR para comprobar que las colonias se transformaron con la
construccion (pCCsW...<Y18)

Para comprobar que las colonias seleccionadas tuvieran la construccién
(PCCsWRKY18), se realizdé un PCR enla  uiente reacciéon de amplificacién: En un
volumen final de 25 uL con 0.5 pl de Taq generada en el laboratorio de Plantas del
IPICYT (Taq casera), 0.5 uL de d’'NTPs 10 mM, 1.5 uL de MgCl; 25 mM, 5 pL de buffer
GoTaq 5X y 15.5 pL de agua Milli Q estéril. Se utilizé 0.5 pL (10 uM) de cada uno de
los oligonucleétidos (pBi121) ser » y antisentido. E! programa empleado en el
termociclador fue: Desnaturalizacion inicial: 84 °C (5min), 35 ciclos (Desnaturalizacion
94 °C/ 30s, Alineamier 57 °C/ 30min, Extensién 72 °C/ 1:30 min), Extension final: 72
°C (5min) Enfriamiento 10 °C.Se toma  los 25 uL de los productos de PCR, y se
corrié en un gel de agarosa 1%-TAE 1X. El marcador de peso molecular que se utilizd
fue el DNA 1 Kb Ladder (BioLabs/New England).

3.2.17 Transformacion de Agrobacterium tumefaciens

Una vez que se obtuvo la construccion de expresion pCAMBIA 2200
35S8::CsWRKY18::NOS se procedid a introducir este plasmido a células competentes
de A. tumefaciens cepa LBA4404 previamente generadas en el laboratorio. Se agregd
1ug de plasmido y se mezclé con 200 pL de células competentes, se congelaron
inmediatamente en nitrégeno liqu  por 1 minuto, seguido se dio un choque térmico a
37 °C por 5 minutos y se colocaron los tubos en hielo por 3 minutos. Las bacterias
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