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Genes de susceptibilidad
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Analizar in silico
eventuales genes de
susceptibilidad de
Citrus spp.

e |dentificacion de genes

Desarrollar vectores
de edicion génica
para expresar parejas
de RNA guias.

Evaluar la capacidad
de inactivacion por
corte de los editores
genico disenados
utilizando el sistema
de cultivo in vitro.




Genes de susceptibilidad
de Citrus spp.




Gen CsDMRG6

F1 R1 F2 R2

Primer

CsDMR6 F1

Secuencia (5'->3')

TTCCTAGAAGGTGCAAATACTTTTG

Il 1
%I
2000 4000 6000 ’

5 UTR | Exon2 Exon3 | 3'UTR
Exon 1 6312 Pb Exon 4

CsDMR6 R1

AAGGTAGATGGATTTGAAGGCC

CsDMR6 F2

TCGGCTATAGAGTGCTGGAATT

CsDMR6 R2

TCAGATACATCACTACTCAAAGGTT

Tamano

623

Gen CsSWEET 4

Primer

Exon 1

CsSWEET4 Fa

Secuencia (5'->3’)

ATGGTTTCAGCTGAGGCTGCTC

CsSWEET4 Ra

GCGATTGTAGACGCAGAAGATGG

CsSWEET4 F2

CCATCTTCTGCGTCTACAATCGC

CsSWEET4 R2

GGTTGCACCAGAGAGCTGAACTTC

683




Desarrollar vectores de edicion génica
para expresar parejas de RNA guias

>> Disenar los gRNAs >Ana|izar|assecuencias> Ensamblar el vector >




Partidor F1/R1 f Partidor F2/R2

gRNAz Partidor Rv

Partidor Iiw | g RNA1

B 0 Delecon ————

ID

unknown1(1)

unknown1{2)

unknown1(3)

unknown(4)

unknown1(5)

unknown1(g)

unknown1{7)

unknown1(g)

unknown1(9)

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

sgRNA_1+PAM

AGTTCTCAAAGACGACAAATGGEG

GCTCTGGCTCTGGACATGGTGGG

AGTTCTCAAAGACGACAAATGGG

CCAGAGCCAGAGCTTACTTATGG

GCTCTGGCTCTGGACATGGTGGG

GGCTTATTATCAATATTCATCGG

TTGTGAATGCTGAAAAGGCAAGG

CCAGAGCCAGAGCTTACTTATGG

TTTATTGCAAGATTTAGAAGTGG

GGCTTATTATCAATATTCATCGG

GAATTAATATCAGAGAGCTTAGG

GTAAGCTCTGGCTCTGGACATGG

TTIGTGAATGCTGAAAAGGCAAGG

TTTATTGCAAGATTTAGAAGTGG

AATGACAAAGGCATTAGGAAGGG

gRNA 1
Chr

scafiold00343

Sequence

sgRNA_2+PAM

GTTTGTGTACCGGATTCCCGAGG

GTTTGTGTACCGGATTCCCGAGG

CGGTACACAAACTTGCCGGAGGG

GTTTGTGTACCGGATTCCCGAGG

CGGTACACAAACTTGCCGGAGGG

GTTTGTGTACCGGATTCCCGAGE

GTTTGTGTACCGGATTCCCGAGG

% GC

AGTTCTCAAAGACGACAAAT 35.0

No off-targets with less than 4 mistmatches were found

paired score

1279

1.257

1.241

1221

1219

121

1193

5361

5259

5350

5269

5248

---Off téfgets -

offtargets

0,0,0,0,15

gRNA 2
Chr

scafiold00343

Chr

scaffolde@zsz
scaffoldeerss
scaffoldeersl
scaffolda27ld
scaffoldad589

distance

Sequence

CGGTACACAAACTTGCCGGA

Sequence

CGETACACATACTTGGAGEA
CGETACACATACTTGGAGEA
CGETACACATACTTGGAGEA
CGETACACATACTTGGAGEA
CGETACACATACTTGGAGEA

Position
88351
70119
5093
3113
4426

off-targets

0,0,0,5,12

Location

intergenic
intergenic
intergenic
intergenic

intergenic




CsDMR6
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sgRNA 2.1 GTTTGTGTACCGGATTCCCG
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CsSWEETy

gRMAZ.T F2 R1

— 730

Delecién Modulo A

Exon 3

Secuencia
sgRNA 1.5 TTTTATTAATAAGCAGGCCA
sgRNA 2.7 CATGCAGGCCGACGTTTTGG




CsDMR6
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Evaluar la capacidad de inactivacion por corte
de los editores genico disenados utilizando el

sistema de cultivo in vitro




Transformacion
mediada por
Agrobacterium

Colocar los explantes en la
solucion con Agrobacterium

A. tumefaciens EHA105 :
pVK:CsDMR6-A

ODg,.: 9,3-9,5 _[ O‘:l ]

Dejarlos en medio de
CoCultivo durante

2d |l,d|

Cortar los explante y
colocarlos en CiCM.L

Lavado de los explantes,
transferir a CiCM




Microscopia de
fluorescencia

Visible
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PCR de explantes
transformados p

’ 2000 4000 8000
I Deleclon (5814 pb) -

5 IR TUR

X2 -T2 Wi - "R Ale T2 WIT B

CsDMR6 F1/R2

Gen CsDMR6: 6312 pb
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Secuencias gen editado por doble corte

120 5814 pb 5950
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L Evaluar la capacidad

de inactivacion por
é corte de los editores
Desar_rc?I’Iar vectores génico disefiados
de edicion genica utilizando el sistema

. para expresar parejas AP
Analizar in silico de RNA quias de cultivo in vitro.

eventuales genes de
susceptibilidad de
Citrus spp.

e |dentificacion de los genes
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Genes de susceptibilidad
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Analizar in silico
eventuales genes de
susceptibilidad de
Citrus spp.

e |dentificacion de los genes
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Desarrollar vectores
de edicion génica
para expresar parejas
de RNA guias.

Evaluar la capacidad
de inactivacion por
corte de los editores
genico disenados
utilizando el sistema
de cultivo in vitro.
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