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Genes de susceptibilidad

X
• Facilitadoras del proceso de 

infección.

Propician la enfermedad

• Resistencia recesiva

Mutación génica



Gen wt

Gen editado
Partidor Fw Partidor Rv

Partidor Fw Partidor Rv

gRNA1 gRNA2 Partidor RvPartidor Fw

Deleción

Sistema 
CRISPR/Cas



Analizar in silico
eventuales genes de 
susceptibilidad de 
Citrus spp.

• Identificación de genes

Desarrollar vectores 
de edición génica 
para expresar parejas 
de RNA guías.

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



Genes de susceptibilidad 
de Citrus spp.



Gen CsDMR6

6312 pb

Wang et. al. (2016)

Primer Secuencia (5’->3’) Tamaño

CsDMR6 F1 TTCCTAGAAGGTGCAAATACTTTTG
623

CsDMR6 R1 AAGGTAGATGGATTTGAAGGCC

CsDMR6 F2 TCGGCTATAGAGTGCTGGAATT
981

CsDMR6 R2 TCAGATACATCACTACTCAAAGGTT

1381 pb

Primer Secuencia (5’->3’) Tamaño

CsSWEET4 F1 ATGGTTTCAGCTGAGGCTGCTC
712

CsSWEET4 R1 GCGATTGTAGACGCAGAAGATGG

CsSWEET4 F2 CCATCTTCTGCGTCTACAATCGC
683

CsSWEET4 R2 GGTTGCACCAGAGAGCTGAACTTC

Gen CsSWEET4



Desarrollar vectores de edición génica 
para expresar parejas de RNA guías

Diseñar los gRNAs Analizar las secuencias Ensamblar el vector



http://biored.bionostra.com/

Partidor F2/R2Partidor F1/R1

Deleción

gRNA1 gRNA2 Partidor RvPartidor Fw

Deleción



CsDMR6

CsSWEET4

sgRNA Secuencia Deleción

sgRNA 1.5 TTTTATTAATAAGCAGGCCA
648 pb

sgRNA 2.7 CATGCAGGCCGACGTTTTGG

sgRNA Secuencia Deleción

sgRNA 1.1 CCTCTGTTAATGCTTTTGGA
5814 pb

sgRNA 2.1 GTTTGTGTACCGGATTCCCG



CsDMR6

PAM PAMgRNA2.1 gRNA1.1

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



Lab. Biotecnología - INIA

sgRNA Secuencia Deleción
sgRNA 1.5 TTTTATTAATAAGCAGGCCA

648 pb
sgRNA 2.7 CATGCAGGCCGACGTTTTGG

sgRNA Secuencia Deleción
sgRNA 1.1 CCTCTGTTAATGCTTTTGGA

5814 pb
sgRNA 2.1 GTTTGTGTACCGGATTCCCG

CsDMR6

CsSWEET4



Evaluar la capacidad de inactivación por corte 
de los editores génico diseñados utilizando el 

sistema de cultivo in vitro



Colocar los explantes en la 
solución con Agrobacterium

Dejarlos en medio de 
CoCultivo durante 

Lavado de los explantes, 
transferir a CiCM

Transformación 
mediada por 
Agrobacterium A. tumefaciens EHA105 : 

pVK:CsDMR6-A

Cortar los explante y 
colocarlos en CiCM.L

OD600: 0,3-0,5

2d

OD600: 1

4d T2

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



Analizar in silico
eventuales genes de 
susceptibilidad de 
Citrus spp.

• Identificación de los genes

Desarrollar vectores 
de edición génica 
para expresar parejas 
de RNA guías.

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

CsDMR6

CsSWEET4
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Genes de susceptibilidad

Muestra
CsDMR6 CsSWEET4

F1/R1 F2/R2 F1/R1 F2/R2
Ci13 0 0 0 1
Ci14 0 1 1 1
Ci15 0 1 1 1
Ci19 0 1 1 0
Ci20 0 1 1 1
Ci21 0 1 0 0
Ci22 0 1 1 1
Ci23 0 1 1 1
Ci24 0 1 1 1
Ci25 0 1 1 1
Ci26 1 1 1 1
Ci27 0 0 1 1
Ci28 0 0 1 1
Ci33 0 0 1 1

Muestra
CsDMR6 CsSWEET4

F1/R1 F2/R2 F1/R1 F2/R2
Ci35 0 1 1 1
Ci36 0 1 0 1
Ci38 0 1 0 1
Ci39 0 0 1 1
Ci40 0 0 1 1
Ci41 0 0 1 1
Ci45 0 0 0 1
Ci46 0 0 1 1
Ci47 0 1 1 1
Ci48 0 0 1 1
Ci51 0 0 1 1
Ci52 0 0 1 1
Ci53 0 1 1 1
Ci54 1 1 1 1

Muestra
CsDMR6 CsSWEET4

F1/R1 F2/R2 F1/R1 F2/R2
Ci55 0 1 1 1
Ci56 0 1 0 1
Ci76 1 - - -
Ci77 1 - - -
Ci149 0 0 0 0
Ci150 0 0 0 0
Ci163 0 0 0 0
Ci164 0 0 0 0
Ci165 0 0 0 0
Ci166 0 0 0 0
Ci167 0 0 0 0
Ci172 0 0 0 0
Ci173 0 0 0 0
Ci174 0 0 0 0
Ci175 0 0 0 0



Analizar in silico
eventuales genes de 
susceptibilidad de 
Citrus spp.

• Identificación de los genes

Desarrollar vectores 
de edición génica 
para expresar parejas 
de RNA guías.

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