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Resumen
El Huanglongbing es una enfermedad que ataca diversas especies de Citrus, causada por
la proteobacteria ‘Candidatus Liberibacter (spp)’, paréasito obligado en el floema. En busca
de una alternativa para controlar la enfermedad, se propone implementar las bases técnicas
que posibiliten la edicién génica (EG) por CRISPR/Cas9 en Citrus, teniendo como objetivo
inactivar potenciales genes de susceptibilidad al Huanglongbing. En este trabajo, se
establecié un sistema de cultivo in vitro, evaluando distintos medios de propagacion e
induccion de callos para explantes de Citrus sinensis. Estos experimentos mostraron que
el mejor sistema de cultivo y regeneracion se obtuvo utilizando segmentos internodales en
medios CiSM con BAP y GAgs; y para la formacion de callos, hojas en medios CiCM, en
condiciones de oscuridad. Para este Gltimo, se disenaron editores génicos basados en
Geminivirus, ensamblados a través de la reaccion Golden Gate, ligando el vector base pVK,
conformado por cassettes de expresién de Cas9, la proteina fluorescente verde (GFP) y
una pareja de RNAs guias (JRNAs) disefiados a partir de la secuencia del gen candidato
de susceptibilidad CsDMR6. El vector de edicion pVK:CsDMR6-A fue evaluado por un
sistema de agroinfiltracion de hojas de C. sinensis. La expresion de GFP en los explantes
indico la transferencia del vector de edicion a las células vegetales, validando la posibilidad
de utilizar EG en la especie. Muestras de ADN aisladas después de ser agroinfiltrados
fueron evaluadas por PCR y secuenciacion, evidenciando una delecion aproximada de
5814 pb en el gen blanco, correspondiente a la accidon conjunta de ambos gRNAs. La
pérdida del fragmento génico permitié validar la construccion del vector pVK:CsDMR6-A,
demostrandose que éste generd cortes simultaneos en el gen CsDMR6, tal como se
propuso. Ambas herramientas seran fusionadas en experimentacion futura para generar
plantas completas que seran evaluadas para el proceso de EG en el germoplasma utilizado.
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