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El Huanglongbing

Causado por proteobacterias « Medidas de Control

Candidatus Liberibacter (spp): « Tratamientos con insecticidas

o Ca. L. asiaticus, Ca. L. africanus, Ca. L.

. « Produccion de plantas sanas
americanus

e Injertos con plantas resistentes o

Parasito obligados en el floema. tolerancia
. Taponamiento generados por « Remover las plantas infectada con

acumulacion de calosa y p-proteinas
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Genes de susceptibilidad

Apoplastic
effectors/PAMPs
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Target sequence (20 nt)

Genomic DNA
N

N\

Sistema CRISPR/Cas

¥

Cas9

- sgRNA (single guide RNA)

NHEJ (non-homologous end joining)
resulting in gene knockout
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PAM sequence

l Cleavage

HDR (homology directed repair)
resulting in gene knockin




Objetivo General

Desarrollar las herramientas
biotecnoldgicas que permitan la
inactivacion via edicion génica de
potenciales genes relacionados con
la susceptibilidad a la enfermedad
del Huanglongbing en Citrus spp.

Objetivos Especificos

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

Desarrollar vectores de edicion génica para

expresar parejas de RNA guias contra el gen S
definido.

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




IMPLEMENTAR UN SISTEMA DE CULTIVO IN
VITRO DE CITRUS SPP. QUE PERMITA
EVALUAR LA EDICION GENICA EN LA

ESPECIE

Objetivo Especifico 1




Sistema de cultivo in vitro de Citrus spp

Introduccion in Establecimientoy Formacion de
vitro Micropropagacion Callos

CiSM1.0 CiSM1.25 CiSM2.1+KN1 CiSM1+GAI Medio CiCM:
Fitohormona mg/L « MESO.5g/L
BAP 1,0 1.0 2,0 1.0 | = BAP:3mg/L
ANA 0.25 0.1 « 2,4D:1mg/L

KN . * NAA:0.1 mg/L
GA;

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




Micropropagacion de Formacion de
C. sinensis Callos

Formacion de Callos

Micropropagacion: | Formacion de
medios con GA3 ' callos: condiciones
favorecen el : de oscuridad I
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o
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crecimiento de las = favorecen el proceso
plantulas : de callificacion

Internodos
Luz Oscuridad

m Valencia mCsH1

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




DESARROLLARVECTORES DE EDICION
GENICA PARA EXPRESAR PAREJAS DE RNA

GUIAS CONTRA EL GEN S DEFINIDO

Objetivo Especifico 3




Gen Downy Mildew Resistance 6

| Exon 1 Exon 2 6312 pb
UTR.

SAURlike | Familia de Oxigensas, 2-oxoglutarato Fe(ll)
dependiente
NPRI-likﬁT Auxm DET2 Jr

. l Gen represor de lainmunidad de la planta
Beta glucanasel DMRO-like y | SAR Expalmu Brassinosteroid

\\A\‘ // Inactivacion del gen confiere resistencia ante
diversos patogenos.

Basal resistance
T e Arabidopsis thaliana

FIGURE 7 | Mlustration of suppression/activation of multiple pathways in HLE tolarant “Jackson™ citrus trees compared to HLB susceptible “Marsh” e Solanum tuberosum
traes. e Solanum lycopersicum




Disenar los gRNAs Analizar las secuencias Ensamblar el vector

Target sequence (20 nt)

Genomic DNA \
AN




Analizar las secuencias Ensamblar el vector

Disenar los gRNAs

2000 4000 EEIEIEIi
T R [ 5] [

| Exon 1 Exon2 | 3'UTR

5'UTR

D
unknown1{1)
unknown1(2)
unknown1{3)
unknown1(4)
unknown1(5)
unknown1{6)
unknown1(7)
unknown1{8)
unknown1(g)
unknown1(10)
unknown1{11)
unknown1(12)
unknown1{13)
unknown1(14)

unknown1{15)

chr

scaffold00343

scaffold00343

scaffold00343

scaffold00343

scaffold00343

scaffold00343

scaffold00343

scaffold00343

scaffold00343

scaffold00343

scaffold00343

scaffold00343

scaffold00343

scaffold00343

scaffold00343

SORNA_1+PAM

AGTTCTCAAAGACGACAAATGGG

GCTCTGGCTCTGGACATGGTGGG

AGTTCTCAAAGACGACAAATGGG

CCAGAGCCAGAGCTTACTTATGG

GCTCTGGCTCTGGACATGGTGGG

GGCTTATTATCAATATTCATCGG

TTGTGAATGCTGAAAAGGCAAGG

CCAGAGCCAGAGCTTACTTATGG

TTTATTGCAAGATTTAGAAGTGG

GGCTTATTATCAATATTCATCGG

GAATTAATATCAGAGAGCTTAGG

GTAAGCTCTGGCTCTGGACATGG

TTGTGAATGCTGAAAAGGCAAGG

TTTATTGCAAGATTTAGAAGTGG

AATGACAAAGGCATTAGGAAGGG

gRNA 1
Chr

scafiold00343

SgRNA_2+PAM
GTTTGTGTACCGGATTCCCGAGG
GTTTGTGTACCGGATTCCCGAGG
CGGTACACAAACTTGCCGGAGGG
GTTTGTGTACCGGATTCCCGAGG
CGGTACACAAACTTGCCBGAGGG
GTTTGTGTACCGGATTCCCGAGG
GTTTGTGTACCGGATTCCCGAGG
CGGTACACAAACTTGCCGGAGGG

GTTTGTGTACCGGATTCCCGAGG

Sequence

AGTTCTCAAAGACGACAAAT

paired score

1279

1.257

1241

1.221

1.219

1211

1.193

1183

1477

No off-targets with less than 4 mistmatches were found

distance

5361

5259

5350

5269

5248

5627

5722

5258

5328

- Off targets --

off-targets

0,0,0,0,15

gRNA 2
Chr

scaffold00343

Chr

scaffold@e2sz
scaffold@ev3s
scaftfoldaeyel
scaffold@z7ld
scaftfold@4589

Sequence

CGGTACACAAACTTGCCGGA

Sequence

CEETACACATACTTGEAGOA
CEETACACATACTTGEAGOA
COGTACACATACTTGEAGGA
CGGTACACATACTTGGAGGA
CGGTACACATACTTGGAGGA

Exon 4

Position
88351
70119
5893
3113
4426

off-targets

0,0,0,5,12

Location

intergenic
intergenic
intergenic
intergenic

intergenic




Disenar los gRNAs Analizar las secuencias Ensamblar el vector

F1  gRNAZ2.1 R1 F2 gRMNAL.1 R2

L | | |. |
. 2000 4000 AT

L S -7 —

5' TR 3" UTR

Exon 1 Exon2 Exon 4




Disenar los gRNAs Analizar las secuencias

F1 gRMAZ.1 R1

3 TR

Exon 1 Exon2

Ensamblar el vector

F2 gRMNA1.1 R2

L | | } |
= 2000 4000 A0

N Y
[EensT] [

5950

3 UTR

Exon 4

5960
| eena |

CsDMEG TTCTGT
Cs Valencila TTCTGT
Cs Hibridol TTCTGET
Cs Hibrido2 TTCTGET
Cs Hibrido3 TTCTGET

CCAARAGCATTAACAGAG

FATGGATC

CCAARAAGCATTAACAGAG

SATGGATC

CCAAAAGCATTAACAGAG

SATGGATC

CCAARAGCATTARACAGAG

SATGGATC

CCAARAGCATTARCAGAG

SATGGATC

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




Disenar los gRNAs Analizar las secuencias Ensamblar el vector

[LE T-DMA repeat|

|CaMV 355 promoter|

pVK-U
18.032 bp

Start Bsal (13) (611) Bsal End

200 400 00

(> vs-29
gRMNAZ. 1 | gRMNAL.1
gRMNA scaffold

HSFP terminator

(9946 .. 9968) gmv-CI-Rv N gmy-CI-Fw (8386 ..

(9895) Bsal |Ue-26t)
Bsal (8670)




EVALUAR LA CAPACIDAD DE INACT!VACION
POR CORTE DE LOS EDITORES GENICO
DISENADOS UTILIZANDO EL SISTEMA DE

CULTIVO INVITRO IMPLEMENTADO




A. tumefaciens
EHA105 :
pVK:CsDMR6-A

OD¢,.: 0,3-0,5

I OD; =1 '

Agroinfiltracion

Cortar los
explantey
colocarlos en
CiCM.L

Colocar los
explantes en la
solucion con
Agrobacterium

Dejarlos en
medio de
CoCultivo

durante

2d
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Microscopia de PCR de explantes
fluorescencia transformados

X2 -T2 Wi - "R Ale T2 WIT B

Visible

/

Visible CsDMR6 F1/R2

Gen CsDMR6: 6312 pb
Gen Editado: 447 pb




Secuencias gen editado por doble corte

CsDMR& genémico
CsDMRE editado

100 110 120

5814 pb
130 5930 5540 5950 5960 nt
A I I R A I : R P T

TTATGGATACCARAGTTCTET CCTCGGGAATCCGGTACACAAACTTECC // ATCAGCCCTCCAAAAGCATTAACAGAGGATGGATCTGGAG

P TATGGATACCARRAGTTCTGT COTOGG~ ~ ~ v v e v v e e e v e e e e e~ AR AGCATTAACAGAGGATGGATCTGGAG

T1-A
T1-EB
T1-C

TTATGEATACCARAGTTCTET CCOTCEEG
TTATGCATACCAAACGTTCTET CCTCEEG
TTATCGCATACCARAGTTCTET COTCGEEG

[ 7 T e T e e e TR e e e e e e e e e e v e e e e BR B RIGCATTARCAGAGEETGEATCTEEAG
i P P P Pt P ot P o P T ot P o o P P P P P P P g e e e e e e e BB G C AT TARCACACGEATCCATCTEEGAG
e T e P o P T e e e e e e e e e e e e e e B BB BIGCRTTRACACGAGGATCGEATCTEEAG

TZ-RA
TZ-B
TZ2-C

P TATGGATACCARRGTTCTET COTTEE ~ ~ v e e~ e e e i e e e e e e e e e e e« BB BB GCATTARCAGAGGATEGATCTGGAG

TTATGECATACCAARACGTTCTETCCTC IE

e e e e e e e e e e e e e e e e e e~ BB AR GCATTAACAGAGGATGGATCTGGAG

TTATGCATACCARRGCTTCTET COTTGEG ~ ~ ~ o o e fe e e e e e e e e e e e ol e SO AT TR ACAGAGGATGGATCTGGAG




Conclusiones
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