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El Huanglongbing

Causado por proteobacterias 
Candidatus Liberibacter (spp):

• Ca. L. asiaticus, Ca. L. africanus, Ca. L. 
americanus

Parásito obligados en el floema.
• Taponamiento generados por 

acumulación de calosa y p-proteínas

• Medidas de Control
• Tratamientos con insecticidas
• Producción de plantas sanas 
• Injertos con plantas resistentes o 

tolerancia
• Remover las plantas infectada con 

HLB

Diaphorina citri

Huang et al., 2018; Hu et al., 2017, Ramadugu et al., 2016; Rawat et al., 2015



Genes de susceptibilidad

X
• Facilitadoras del proceso de 

infección.

Propician la enfermedad

• Resistencia recesiva

Mutación génica



Sistema CRISPR/Cas



Objetivos Específicos

1.Implementar un sistema de cultivo in vitro
de Citrus spp. que permita evaluar la edición 
génica en la especie.

Desarrollar vectores de edición génica para 
expresar parejas de RNA guías contra el gen S 
definido.

Evaluar la capacidad de inactivación por corte 
de los editores génico diseñados utilizando el 
sistema de cultivo in vitro implementado.

Desarrollar las herramientas 
biotecnológicas que permitan la 

inactivación vía edición génica de 
potenciales genes relacionados con 
la susceptibilidad a la enfermedad 
del Huanglongbing en Citrus spp.

Objetivo General



IMPLEMENTAR UN SISTEMA DE CULTIVO IN 
VITRO DE CITRUS SPP. QUE PERMITA 
EVALUAR LA EDICIÓN GÉNICA EN LA 

ESPECIE
Objetivo Específico 1



Sistema de cultivo in vitro de Citrus spp

Introducción in 
vitro

Establecimiento y 
Micropropagación

Formación de 
Callos

Dutt and Grosser, 2009; Pexioto et al., 2010; Iqbal et al., 2019

Medio CiCM:
• MES 0.5 g/L
• BAP: 3 mg/L
• 2,4D: 1 mg/L
• NAA: 0.1 mg/L

Fotoperiodo: 16 h Luz/8 h oscuridad; 30 d oscuridad



Micropropagación de 
C. sinensis
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Formación de 
Callos

Determinar la concentración de fitohormonas y condiciones ideales 
para cada tipo de cultivo a estudiar

Micropropagación: 
medios con GA3 

favorecen el 
crecimiento de las 

plantulas

Formación de 
callos: condiciones 

de oscuridad 
favorecen el proceso 

de callificación 



DESARROLLAR VECTORES DE EDICIÓN 
GÉNICA PARA EXPRESAR PAREJAS DE RNA 

GUÍAS CONTRA EL GEN S DEFINIDO
Objetivo Específico 3



Gen Downy Mildew Resistance 6

Wang et. al. (2016)

Familia de Oxigensas, 2-oxoglutarato Fe(II) 
dependiente

Gen represor de la inmunidad de la planta

Inactivación del gen confiere resistencia ante 
diversos patógenos. 

• Arabidopsis thaliana

• Solanum tuberosum

• Solanum lycopersicum

6312 pb

5’ 3’ 



Diseñar los gRNAs Analizar las secuencias Ensamblar el vector

Gen wt

Gen editado

Partidor Fw Partidor Rv

gRNA1 gRNA2 Partidor RvPartidor Fw

Partidor Fw Partidor Rv



Diseñar los gRNAs Analizar las secuencias Ensamblar el vector

http://biored.bionostra.com/



Description Query Cover E value Per. ident

Cs_Hibrido2 98% 0 99.29

Cs_Hibrido1 98% 0 99.29

Cs_Hibrido3 98% 0 98.98

Cs_Valencia 97% 0 97.96

Limón 98% 0 98.88

Description Query Cover E value Per. ident

Cs_Hibrido1 97% 0 99.36

Cs_Valencia 97% 0 99.36

Cs_Hibrido3 97% 0 96.95

Cs_Hibrido2 97% 0 96.95

Limón 97% 0 99.84

Diseñar los gRNAs Analizar las secuencias Ensamblar el vector



Diseñar los gRNAs Analizar las secuencias Ensamblar el vector

NNN: secuencia de RNAg; NNN: PAM (NGG, reverso complementario es CCN); NNN: señala homología entre las secuencias.

El gen CsDMR6 es una secuencia conservada entre los 
genotipos estudiados.

PA
M

PAMgRNA2.1 gRNA1.1



Diseñar los gRNAs Analizar las secuencias Ensamblar el vector

Acha et al., 2021



EVALUAR LA CAPACIDAD DE INACTIVACIÓN 
POR CORTE DE LOS EDITORES GÉNICO 

DISEÑADOS UTILIZANDO EL SISTEMA DE 
CULTIVO IN VITRO IMPLEMENTADO



Agroinfiltración

A. tumefaciens
EHA105 : 

pVK:CsDMR6-A

OD600: 0,3-0,5

Cortar los 
explante y 

colocarlos en 
CiCM.L

Colocar los 
explantes en la 

solución con 
Agrobacterium

Dejarlos en 
medio de 
CoCultivo
durante 

2d

Lavado de los 
explantes, 

transferir a CiCM

OD600: 1 4dT2

T1



Microscopia de 
fluorescencia

T2, 6dpi

PCR de explantes 
transformados

Gen CsDMR6: 6312 pb

Gen Editado : 447 pb



Secuencias gen editado por doble corte

5814 pb

El vector de edición génica pVK:CsDMR6-A diseñado generó cortes en los 
sitios señalad0s por la pareja de gRNAs.



Conclusiones

El elección del medio de cultivo es relevante al momento de cultivar diferentes 
genotipos de cítricos, sin embargo, es necesario determinar la concentración de 
fitohormonas y antibióticos ideal para cada tipo de cultivo a estudiar.  

El gen CsDMR6 es una secuencia altamente conservada entre los cítricos 
estudiados, por lo que el vector de edición diseñado podría servir para editar distintas 
variedades de Citrus.

El vector de edición génica pVK:CsDMR6-A genera cortes en ambos extremos del 
gen CsDMR6 de manera simultanea, produciendo la edición mediante la pérdida de un 
fragmento de dicho gen, con el cual se podría estar anulando la función del mismo.
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