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ABSTRACT

Context: There Citrus tristeza disease is a threat to citrus production worldwide. The search for effec-
tive strategies to develop plants resistant to the causal agent of this disease is a priority in agricultural
research. Objective: To propose a strategy to obtain plants resistant to citrus tristeza virus by genome
editing in Citrus L. species. Methods: Candidate genes were identified through a systematic review, and
guide RNA sequences and gene constructs were designed for genome editing using the CRISPR/Cas sys-
tem. Results: The viral genes p20, p23 and p25 were selected as candidates for genome editing in Citrus
species. Three hairpin RNA sequences with an intronic spacer for silencing and guide RNAs for inser-
tion of these sequences were designed using the CRISPR/Cas9 system. Finally, insertion of ribointerfe-
rence precursor constructs into the actin gene is proposed as a strategy to silence viral effectors critical
for evading the plant defense response. Conclusions: Genome editing is proposed as an effective strate-
gy to control citrus tristeza disease. Following a systematic literature review, the viral genes p20, p23 and
p25 were identified as targets for silencing viral effectors essential for evading plant defense. In addition,

ribointerference constructs were designed for insertion into the actin gene using CRISPR/Cas9.

Keywords: guide RNA, citrus tristeza virus, CRISPR/Cas, ribointerference

INTRODUCCION

Actualmente, los citricos son de los cultivos frutales
mads importantes del mundo (Iftikhar et al., 2024).
Los principales productores mundiales son Brasil,
Estados Unidos de América, China, India, Espafia y
México (Caserta et al., 2020; Abutineh et al., 2021).
Segun Luis-Pantoja y Paredes-Tomas (2020), el pro-
grama de citricos en Cuba se inicié en 1967 con el
objetivo de abastecer el mercado nacional y el de Eu-
ropa del Este. En 1990 el area plantada era de unas
144 000 ha y se produjo poco mas de un millén de
toneladas de fruta. Sin embargo, en el afio 2017 se
tuvo una produccion de 60 205,9 t en un area de 14
000 ha, lo que muestra un drastico descenso de 16
veces con respecto a la cosecha de 1990, debido a fac-
tores medioambientales y econdmicos (Luis-Pantoja
y Paredes-Tomas, 2020).

Los citricos son muy susceptibles a los dafios pro-
vocados por diferentes insectos, hongos, bacterias y
virus (Caserta et al., 2020; Iftikhar et al., 2024). Par-
ticularmente, la enfermedad de la tristeza de los ci-
tricos produce dafios econémicos importantes a la
industria de los citricos. Esta es provocada por citrus
tristeza virus (CTV), un closterovirus transmitido
por Aphis citricidus (Kirkaldy, 1907). Los sintomas
de la tristeza de los citricos incluyen decaimiento
rapido, clorosis foliar, dailos en meristemos y frutos
pequenos (Abutineh et al., 2021). En 1992 fue detec-
tada la presencia de CTV en Cuba.

Para la induccion de resistencia a CTV se han em-
pleado multiples métodos como la introducciéon de
genes que codifican proteinas que limitan el recono-
cimiento viral y su movilidad (Sun et al., 2020). En
estos estudios, se han desarrollado modificaciones
genéticas exitosas con el objetivo de producir un si-
lenciamiento postranscripcional de los genes virales,
particularmente sobre los supresores de silencia-
miento de ARN (Li et al., 2019). Adicionalmente, va-
rios autores han recomendado el empleo del sistema
CRISPR/Cas9 (del inglés Clustered Regularly Inters-
paced Short Palindromic Repeats/CRISPR associa-
ted protein 9) como una técnica prometedora para
la edicion gendmica de especies de Citrus (Henrique
et al., 2019; Caserta et al., 2020; Conti et al., 2021).

La ediciéon mediante CRISPR/Cas9 ha permitido
modificar especies de citricos eficazmente y en corto
tiempo, teniendo en cuenta diversos factor limitantes
en este tipo de cultivo (Conti et al., 2019). Aunque se
ha informado la obtenciéon de lineas de plantas re-
lativamente tolerantes a CTV, aun no se ha logrado
la implementaciéon comercial, pues la eleccion de
genes blanco, el proceso de seleccion y el desarrollo
vegetativo son complicados y lentos para los citricos
(Henrique et al., 2019; Caserta et al., 2020). En este
trabajo tiene como objetivo proponer una estrategia
para la obtencién de plantas resistentes a CTV, me-
diante la edicién genoémica de especies de Citrus L.
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MATERIALES Y METODOS
Identificacion de los genes candidatos para la edi-
cion genomica de especies de Citrus

Para la identificacion de los genes de interés en la ob-
tencion de plantas resistentes a CTV se realizé una
revision sistematica en Google Académico (https://
scholar.google.com). La busqueda se acoté tempo-
ralmente a los ultimos 15 afios.

Se emplearon los siguientes términos de busqueda:
Citrus AND (citrus tristeza virus OR CTV) AND
gene expression OR gen* editing OR gen* enginee-
ring)

Se analizaron 61 publicaciones distribuidas en las
categorias de revision bibliografica (25), ingenieria
genética (15), y otros temas (21). Como resultado se
elabor6 una base de datos que toma como la variable
principal al gen de interés (o gen promisorio para la
modificacidon genética). Se incluyeron ademas las si-
guientes variables:

« Especie estudiada

« Fuente (referencia bibliografica)

o Efecto (referido a la influencia del gen sobre la res-
puesta de la planta ante la enfermedad)

« Objetivo del estudio

« Observaciones (opcional)

Diseiio de las secuencias de ARN guia y los cons-
tructos génicos para la edicion gendémica

Para el disefio de los ARN guias (ARNg), en primer
lugar, se obtuvieron las secuencias de los genes can-
didatos para la transformacion, de acuerdo con los
resultados del acapite anterior. Ademas, se identifi-
c6 una region de 20 nucledtidos complementaria a
la secuencia del ARN guia simple (ARNsg) para que
el sistema CRISPR/Cas pueda actuar sobre el geno-
ma. En dependencia de la proteina Cas seleccionada,
debe existir una secuencia PAM especifica en la re-
gion objetivo del genoma.

El disefio de los ARNsg se realiz6 mediante la he-
rramienta CRISPR-P (Biolnfo, 2016; CRISPR-P v2.0,
http://crispr.hzau.edu.cn/CRISPR2/) sobre el geno-
ma de Citrus sinensis v. 2.0. Las secuencias e identi-
ficadores de los genes seleccionados fueron recupe-
radas de Nucleotide (National Library of Medicine
(US), https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide) y
estas fueron utilizadas como entrada para CRISPR-P.
La nucleasa Cas elegida fue Cas9 de Streptococcus

pyogenes (SpCas9), cuyo PAM es 5-NGG-3" Como
secuencia de andamiaje (scaffold) para la unién se
empled la predeterminada para SpCas9:

GUUUUAGAGCUAGAAAUAGCAAGUUAAAAU
AAGGCUAGUCCGUUAUCAACUUGAAAAAGU
GGCACCGAGUCGGUGCUUUU

La longitud del ARNg se fij6 en 20 nucledtidos.

Solo se escogieron ARNg complementarios a los
exones del gen seleccionado, y si su contenido de GC
estaba en el intervalo de 30-80%. Como método de
seleccion avanzada se analizo la estructura secunda-
ria de los ARNsg, sobre los principios:

« No mas de 12 pares de bases en el ARNsg
» No mas de siete bases iguales consecutivas
« No mas de seis pares de bases en la secuencia guia

De los ARNsg obtenidos se eligieron preferentemen-
te los complementarios a la cadena directa del gen.
Cuando no se encontré un ARNsg que cumpliera
todos los requisitos, se eligieron los ARNsg comple-
mentarios a la cadena inversa y que cumplieran los
restantes requisitos.

Los genes con posibles reconocimientos fuera del
blanco (off-target) fueron identificados en Citrus
Genome Database (MainLab Bioinformatics, 2022;
Citrus Genome Database, citrusgenomedb.org) y
analizados con BLAST (National Center for Biotech-
nology Information; https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/
Blast.cgi) para evaluar su importancia en el genoma.
Los ARNsg con posibles reconocimientos fueras del
blanco en genes importantes fueron descartados, a
menos que la eficiencia de edicion en ese punto fuera
muy baja.

Diseiio de secuencias para el silenciamiento de los
genes virales

Las secuencias nucleotidicas de los genes virales
elegidos para el silenciamiento fueron recuperadas
de Nucleotide (National Library of Medicine (US),
1988). Se escogieron las 400 primeras bases 5 en
orientacion sentido, y a continuacidn se colocé su
complemento inverso para producir un ARN en
horquilla con espaciador intrénico (ARNihp). Como
espaciador se emple6 un intrén completo del gen
Cs6g06250.3 de C. sinensis codificante para la acti-
na segun las recomendaciones de Stoutjesdijk et al.
(2015).
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RESULTADOS Y DISCUSION
Identificacion de los genes candidatos para indu-
cir resistencia a CTV

Para el desarrollo de lineas resistentes a CTV, me-
diante la edicion gendmica de especies de interés co-
mercial, es necesario identificar los genes candida-
tos. Con este fin, se encontraron 61 publicaciones de
los ultimos 15 afios utilizando los términos de bus-
queda descritos anteriormente. De modo general,
las publicaciones encontradas pueden clasificarse en
tres grupos: revisiones bibliograficas, articulos cien-
tificos enfocados en la ingenieria genética, y otras
investigaciones de interés.

Las revisiones bibliograficas trataron los temas de la
ingenieria genética para obtener citricos resistentes,
los mecanismos de proteccién cruzada y superinfec-
cién y el empleo de CTV como vector de transfor-
macion.

Las investigaciones de ingenieria genética se centran
en el silenciamiento de genes virales (Li et al., 2019)
y el empleo de anticuerpos neutralizantes contra el
virus (Cervera et al., 2010). El resto de las publica-
ciones abordaron temas diversos, como la caracteri-
zacion regional de aislados del virus, comparaciones
moleculares entre aislados transmisibles y no trans-

misibles por afidos, estudios filogenéticos y métodos
de deteccion.

En los experimentos de transformacion, los explan-
tes iniciales fueron segmentos internodales (Cervera
et al., 2010) o segmentos de epicdtilo (Cevik et al.,
2012). Por su parte, el método de entrega emplea-
do siempre fue la transfecciéon via Agrobacterium
tumefaciens. En ninguno de los articulos revisados
se revelaron las eficiencias de regeneracion y trans-
formacion.

De estas publicaciones se identificaron los genes
promisorios para la edicién gendmica. En la tabla
1 se compilan los genes o contructos génicos iden-
tificados en la revisién sistematica y se agrupan de
acuerdo con la ontologia de genes propuesta en las
publicaciones.

En la bibliografia revisada se encontré un consenso
acerca de los genes de interés para obtener tolerancia
o resistencia a CTV. En este trabajo, se identificaron
12 genes sugeridos como de interés. Destacan, por su
namero, genes de las ontologias: proteinas virales y
resistencia a enfermedades, con cinco y cuatro entra-
das, respectivamente.

CTV es el virus de ARN monocatenario mas grande
encontrado en las plantas; su genoma tiene aproxi-
madamente 20 kb e incluye 12 ORFs (del inglés open

Tabla 1. Genes o contructos génicos identificados en la revisién sistematica agrupados de acuer-

do con la ontologia de genes

Ontologia de genes Genes Fuente (DOI)
Proteinas virales CP; p23 10.1007/s00299-007-0445-1
p25 10.1023/A:1020347415333
p33 10.1128/JVI1.00310-12
CTV-Rdrp 10.3906/tar-1008-1192

Resistencia a enfermedades

Genes R del locus Ctv

CsNDR-1; AZI-1; PR-1

10.5772/1346

10.9787/PBB.2018.6.3.245
10.1186/s12870-020-02399-z
10.18781/R.MEX.FIT.1906-6

Anticuerpos scFv 10.1007/s11248-010-9378-5
Transporte celular CaFKBP17-2 10.3390/cells10040934
Defensa contra virus CRISPR/Cas 10.1186/513059-015-0799-6

10.1038/nplants.2015.145
Total: 5 12 12

http://cagricola.uclv.edu.cu



Edicién genémica en Citrus L. para la resistencia a citrus tristeza virus

Centro Agricola 52 (2025) e2449

reading frames). En general, este virus codifica tres
supresores del silenciamiento de ARN diferentes:
p20, p23 y p25 (Ambros et al., 2021). Estos autores
refieren que p20 es un inhibidor del silenciamiento
de ARN intercelular e intracelular y es responsable
de la formacion de los cuerpos de inclusiéon durante
la infeccion. Por su parte p23 inhibe la ribointerfe-
rencia intracelular, modula la sintesis de ARN viral
y actiia como determinante en la patogénesis. Se
conoce ademads que p23 interviene en la transloca-
cion intracelular de la proteina de la nucleocapside
viral (CP) y el establecimiento de la clorosis (Yang
et al., 2021). Mientras que, p25 es la proteina CP de
CTV y también funciona como un supresor del si-
lenciamiento sistémico débil (Ambrods et al., 2021).
De estos tres supresores de la ribointerferencia, p23
tiene la mayor expresion y la mayor intensidad de la
supresion (Li et al., 2019).

La introduccion de constructos para el silenciamien-
to basados en la proteina CP de CTV en citricos re-
dujo los niveles de replicacion viral (Febres et al.,
2008). Anteriormente, Dominguez et al. (2002) ha-
bian desarrollado resistencia y en otros casos ciertos
niveles de tolerancia a CTV, mediante la insercién
del gen CP en plantas de la especie Citrus auranti-
folia. De la misma manera, la introduccién de cons-
tructos basados en la proteina p23 logrd prevenir to-
talmente la replicacion viral in planta (Febres et al.,
2008). Por su parte, Khalid et al. (2017) sefalan que
el silenciamiento de solo un gen supresor de la ri-
bointerferencia puede no ser efectivo, mientras que
el silenciamiento multiple si. Teniendo en cuenta to-
dos estos elementos y la funcién de los genes revisa-
dos, se recomienda la seleccion de los genes virales
P20, p23 y p25 para ser silenciados.

Diseiio de las secuencias de ARN guia y los cons-
tructos génicos para la edicion genomica

En los ultimos afios, se han informado numerosos
estudios de edicion gendmica en plantas mediante

CRISPR/Cas. Sin embargo, la mayoria de estos es-
tan enfocados en inducir cortes de doble cadena
que generan mutaciones precisas en determinados
genes. Sin embargo, esta técnica permite también la
insercion de un ADN donor externo (knock-in), que
posibilita la sustitucion de alelos o la introduccion
de transgenes en un sitio blanco (Collonnier et al.,
2017). Aun se han publicado pocos trabajos sobre la
insercion de genes en plantas y ninguno de ellos en
citricos. No obstante, muchas de las aplicaciones po-
tenciales del sistema CRISPR/Cas incluyen la intro-
duccién de genes, y es este el enfoque que se propone
en este trabajo para inducir el silenciamiento de las
proteinas virales de CT'V.

De acuerdo con Collonnier et al. (2017), las insercio-
nes guiadas por CRISPR/Cas pueden realizarse en
genes reguladores de expresion enddgena (conoci-
dos como housekeeping genes). Estos genes estan in-
volucrados en importantes procesos fisiolégicos, por
lo que su expresion es regulada con precision y ase-
gurada mediante multiples copias en el genoma. De
esta manera, dada la baja eficiencia de la insercion,
es posible introducir el ADN donor en un segmento
codificante del gen, sin que se afecte su funciéon y que
se exprese el gen insertado de forma estable y consti-
tutiva (Collonnier et al., 2017).

En este trabajo se ha escogido un gen codifican-
te para actina, de expresion estable y constitutiva
y se han diseniado dos ARNg con el fin de insertar
secuencias génicas por reparaciéon mediada por ho-
mologia (Tabla 2). La edicién de un mismo locus
con dos ARNsg aumenta la probabilidad de inducir
deleciones, lo que podria estimular el reemplazo del
objetivo por la plantilla de ADN donante (Collon-
nier et al., 2017).

En la tabla 3 se muestran las secuencias completas de
los ARNsg disefiados (ARNg + andamiaje).

Tabla 2. Secuencias de ARNg disefiadas para dirigir la introduccion de
constructos génicos en el gen Cs6¢06250.3 codificante para actina

Secuencia de ARNg

GACTCCATACCGATCATTGATGG
TCAAGACGCAAGATTGCATGTGG

NNN: secuencia PAM
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Tabla 3. Secuencias de los ARNsg disefiados para la ediciéon gendémica de Citrus
sinensis con el sistema CRISPR/Cas

ARNsg

Gen objetivo Exon Sentido/Antisentido

AGACTAATCCCCGTTCGCACCGGGTTTTAGAGCTAGAAAT
AGCAAGTTAAAATAAGGCTAGTCCGTTATCAACTTGAAAA
AGTGGCACCGAGTCGGTGCTTTT

CGATGCTTGCATATCATCAACGGGTTTTAGAGCTAGAAAT
AGCAAGTTAAAATAAGGCTAGTCCGTTATCAACTTGAAAA
AGTGGCACCGAGTCGGTGCTTTT

AAGTAGACACCAAAATCCACGGGGTTTTAGAGCTAGAAAT
AGCAAGTTAAAATAAGGCTAGTCCGTTATCAACTTGAAAA
AGTGGCACCGAGTCGGTGCTTTT

CTCAGCAGCCAGTTTCCGCGAGGGTTTTAGAGCTAGAAAT
AGCAAGTTAAAATAAGGCTAGTCCGTTATCAACTTGAAAA
AGTGGCACCGAGTCGGTGCTTTT

GTTCATCTCCCACAGCGTCGCGGGTTTTAGAGCTAGAAAT
AGCAAGTTAAAATAAGGCTAGTCCGTTATCAACTTGAAAA
AGTGGCACCGAGTCGGTGCTTTT

TTTACGGCAACCGGACTCAGAGGGTTTTAGAGCTAGAAAT
AGCAAGTTAAAATAAGGCTAGTCCGTTATCAACTTGAAAA
AGTGGCACCGAGTCGGTGCTTTT

CTCCCAAGCGACATTAGACTCGGGTTTTAGAGCTAGAAAT
AGCAAGTTAAAATAAGGCTAGTCCGTTATCAACTTGAAAA
AGTGGCACCGAGTCGGTGCTTTT

CTCCCTCGCAGACAATACATAGGGTTTTAGAGCTAGAAAT
AGCAAGTTAAAATAAGGCTAGTCCGTTATCAACTTGAAAA
AGTGGCACCGAGTCGGTGCTTTT

TGTAACCCCATTCTCATAGACGGGTTTTAGAGCTAGAAAT
AGCAAGTTAAAATAAGGCTAGTCCGTTATCAACTTGAAAA
AGTGGCACCGAGTCGGTGCTTTT

CATTAGACTCGGCCGCTGACCGGGTTTTAGAGCTAGAAAT
AGCAAGTTAAAATAAGGCTAGTCCGTTATCAACTTGAAAA
AGTGGCACCGAGTCGGTGCTTTT

GACTCCATACCGATCATTGATGGGTTTTAGAGCTAGAAAT
AGCAAGTTAAAATAAGGCTAGTCCGTTATCAACTTGAAAA
AGTGGCACCGAGTCGGTGCTTTT

TCAAGACGCAAGATTGCATGTGGGTTTTAGAGCTAGAAAT
AGCAAGTTAAAATAAGGCTAGTCCGTTATCAACTTGAAAA
AGTGGCACCGAGTCGGTGCTTTT

Cs9¢10770.1 2 Sentido
Cs9¢10770.1 1 Antisentido
Cs9¢10770.1 6 Sentido
Cs6g14080.1 1 Antisentido
Cs6g14080.1 1 Sentido
Cs6g14080.1 3 Sentido
Cs6g14080.1 2 Antisentido
Cs6g14080.1 3 Antisentido
Cs6g14080.1 3 Sentido
Cs6g14080.1 3 Antisentido
Cs6406250.3 Sentido
Cs6g06250.3 Sentido

Diseiio de secuencias para el silenciamiento de los
genes virales

De acuerdo con las recomendaciones realizadas en
publicaciones anteriores, se procedié a disefar tres
secuencias de ARN en horquilla con un espaciador
intrénico (ARNihp), para el silenciamiento de los
genes virales p20, p23 y p25. Para el silenciamiento
del gen p20 de CTV (NC_001661.1:17764-18312) se
disefid el siguiente ARNihp:

ATGCGAGCTTACTTTAGTGTTAATGATTACATAAGCCTTTT-
GGCTAAGGTCAGCGCTGTTGTGGAACGTTTATGCGATCCCA-
GCGTAACTCTTGCGGAAGTGATGGACGAAATTAATGACTT-
TAACTCGTTTCTCGCTTTAGTGCACTCTATGAAGTCAGACAT-
GAACGGAGACCATCAGGATGGCCACCACGAGATGGGTGAA-
CACAAGTCTCGGTTGTTATGCAACATAGAGGCGAAATTGCGA-
GTACTTCTCGACATCATAAGACGTCGGTTCACTCGCGACAA-
GCTGCTCTGTACTAGCGCGACAGATGTCATGGGCTTCTTTG-
TAATGAGGTACATGAGTTCTAGCCACACCAGCTTCGAATCCG-
TAATGAGGACGGAGTTGAGGTTGGTGGTTAGTATGTTTTTC-
TTTCTTTTTAAATGCTTGAGATTAATTGGTGATTTCATT-
ATTTCTTTCAAGAAAGTTCCTCATGGGAGGACTACTCC-
TTTCATTTTGAGTGCAGATAACCACCAACCTCAACTCC-
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GTCCTCATTACGGATTCGAAGCTGGTGTGGCTAGAACT-
CATGTACCTCATTACAAAGAAGCCCATGACATCTGTCGC-
GCTAGTACAGAGCAGCTTGTCGCGAGTGAACCGACGTC-
TTATGATGTCGAGAAGTACTCGCAATTTCGCCTCTATG-
TTGCATAACAACCGAGACTTGTGTTCACCCATCTCGTG-
GTGGCCATCCTGATGGTCTCCGTTCATGTCTGACTTCA-
TAGAGTGCACTAAAGCGAGAAACGAGTTAAAGTCATTA-
ATTTCGTCCATCACTTCCGCAAGAGTTACGCTGGGATC-
GCATAAACGTTCCACAACAGCGCTGACCTTAGCCAAAA-
GGCTTATGTAATCATTAACACTAAAGTAAGCTCGCAT
NNN: secuencia sentido NNN: secuencia antisentido
NNN: espaciador

Para el silenciamiento del gen p23 de CTV
(NC_001661.1:18394-19023) se disefid el siguiente
ARNihp:
ATGGATAATACTAGCGGACAAACTTTCGTTTCTGTGAACC-
TTTCTGACGAAAGCAACACAGCGACCACTGACGTCGAACC-
CGTGAGTTCGGAAGCGGATCGCTTGGATTTTTTACAGAAA-
ATGAATCCCATTATTATCGATGCTTTGATACGGAAGAATAGT-
TATCAGGGCGCTCGCTTTCGCGCGAGAATAATAGGAGTGTG-
CGTGGATTGCGGTAGAAAACACGATAAGGGGTTGAAGACT-
GAACGTAAGTGTAAGGTCAACAATACGCAGTCTCAGAACGA-
GGTGGCGCATATGTTAATGCACGACCCCGTTAAGTATTTAAA-
CAAAAGAAAAGCTAGAGCCTTTTCTAATGCGGAGATATTT-
GCGATTGATTTGGTTATGTACACCAAGGAAAGGCGTATGT-
TTTTCTTTCTTTTTAAATGCTTGAGATTAATTGGTGA-
TTTCATTATTTCTTTCAAGAAAGTTCCTCATGGGAG-
GACTACTCCTTTCATTTTGAGTGCAGAGCCTTTCCTT-
GGTGTACATAACCAAATCAATCGCAAATATCTCCGCAT-
TAGAAAAGGCTCTAGCTTTTCTTTTGTTTAAATACTTAA-
CGGGGTCGTGCATTAACATATGCGCCACCTCGTTCT-
GAGACTGCGTATTGTTGACCTTACACTTACGTTCAGTC-
TTCAACCCCTTATCGTGTTTTCTACCGCAATCCACGCA-
CACTCCTATTATTCTCGCGCGAAAGCGAGCGCCCTGA-
TAACTATTCTTCCGTATCAAAGCATCGATAATAATGG-
GATTCATTTTCTGTAAAAAATCCAAGCGATCCGCTTCC-
GAACTCACGGGTTCGACGTCAGTGGTCGCTGTGTTGCT-
TTCGTCAGAAAGGTTCACAGAAACGAAAGTTTGTCCGC-
TAGTATTATCCAT

NNN: secuencia sentido NNN: secuencia antisentido
NNN: espaciador

Para el silenciamiento del gen p25 de CTV
(NC_001661.1:16155-16826) se disefid el siguiente
ARNihp:
ATGGACGACGAAACAAAGAAATTGAAGAACAAAAACAA-
GGAAACAAAAGAAGGCGACGATGTTGTTGCTGCCGAGTC-
TTCTTTCAGTTCCGTAAACTTACACATCGATCCGACTTTGA-
TAACGATGAACGATGTGCGTCAGTTGAGTACCCAACAGAAC-
GCTGCTTTGAACAGAGACTTATTCCTTACTTTGAAAGGGAA-
GCATCCTAACTTACCTGATAAAGATAAGGACTTTCGCATA-
GCTATGATGTTGTATCGTTTAGCAGTTAAGAGTTCATCATTA-
CAAAGCGATGACGACGCCACGGGTATAACGTACACTCGGGA-
GGGTGTTGAAGTGGATTTGTCTGACAAACTTTGGACTGAC-
GTCGTGTTTAACTCTAAGGGTATTGGTAACCGTACTAGTAT-
GTTTTTCTTTCTTTTTAAATGCTTGAGATTAATTGGT-
GATTTCATTATTTCTTTCAAGAAAGTTCCTCATGGGA-

GGACTACTCCTTTCATTTTGAGTGCAGATAGTACGGT-
TACCAATACCCTTAGAGTTAAACACGACGTCAGTCCAAA-
GTTTGTCAGACAAATCCACTTCAACACCCTCCCGAGT-
GTACGTTATACCCGTGGCGTCGTCATCGCTTTGTAAT-
GATGAACTCTTAACTGCTAAACGATACAACATCATAGC-
TATGCGAAAGTCCTTATCTTTATCAGGTAAGTTAGGAT-
GCTTCCCTTTCAAAGTAAGGAATAAGTCTCTGTTCAAA-
GCAGCGTTCTGTTGGGTACTCAACTGACGCACATCGTT-
CATCGTTATCAAAGTCGGATCGATGTGTAAGTTTACG-
GAACTGAAAGAAGACTCGGCAGCAACAACATCGTCGCC-
TTCTTTTGTTTCCTTGTTTTTGTTCTTCAATTTCTTTGT-
TTCGTCGTCCAT

NNN: secuencia sentido NNN: secuencia antisentido
NNN: espaciador

Es ampliamente aceptado que el silenciamiento me-
diado por ARN explica muchos casos de defensa
genética ante infecciones virales en las plantas. La
ribointerferencia es inducida por ARN bicatenario
o ARN monocatenario altamente estructurado, los
que sufren una degradacion especifica de secuencia
generando ARN de interferencia pequefios (ARNsi)
de cadena doble de 21-25 nucleétidos. Una de las
cadenas se acopla al complejo de silenciamiento in-
ducido por ARN (RISC) y guia el clivaje o el bloqueo
de la traduccion de moléculas de ARN con comple-
mentariedad (Soler et al., 2012).

Todo el segmento de autocomplementariedad del
inserto ARNihp sirve como sustrato para la sinte-
sis del ARNGi. A partir del espaciador practicamente
no se sintetizan ARNsi, pero la presencia de dicho
espaciador tiene un efecto positivo en la eficiencia
del silenciamiento, atin mayor si se emplea un intrén
como espaciador (Watson et al., 2005). Stoutjesdijk
et al. (2015) compararon la eficiencia del silencia-
miento postranscripcional empleando tres cons-
tructos diferentes: cosupresion, ARNhp y ARNihp.
Los constructos ARNihp fueron 25% mas eficientes
que los de ARNhp, donde el espaciador no contiene
las secuencias de reconocimiento para el procesa-
miento post-transcripcional. Ademas, la reduccion
del tamano del espaciador lo haria menos propenso
a sufrir el ataque de nucleasas, lo que podria resultar
en una mayor expresion sostenida del ARN duplex.
Febres et al. (2008) emplearon constructos obtenidos
a partir de CP, p23, p27, la ARN polimerasa depen-
diente de ARN (traducible) y el UTR 3’ (3END) para
inducir el silenciamiento de los genes virales. Estos
autores obtuvieron una linea totalmente resistente
transformada con el constructo 3END. Estos cons-
tructos no eran ARNihp, por lo que resultaria plau-
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sible considerar que la eficiencia de silenciamiento
de los constructos de ARNihp pueda ser mayor.
Asi, Soler et al. (2012) introdujeron constructos de
ARNihp basados en los genes p20, p23 y p25 en C.
aurantifolia. Con esta metodologia obtuvieron tres
lineas completamente resistentes a la infecciéon por
CTV. Resulta relevante resaltar que la resistencia
mediada por ribointerferencia es dependiente de la
identidad de secuencia entre los constructos trans-
génicos y la cepa infectante de CTV. Entonces, la
utilizacion de la region mds conservada del genoma
viral supondria una ventaja, debido a la posibilidad
de conferir resistencia a varias cepas de CTV con
constructos unicos. Los genes p20, p23 y p25 estdn
relativamente conservados, por lo que represen-
tan buenos candidatos para inducir resistencia de
amplio espectro (Soler et al., 2012). Es importante
sefalar que estas investigaciones no emplearon la
técnica CRISPR/Cas9 para la insercion de los cons-
tructos génicos. Mediante CRISPR/Cas9, se podria
lograr la integracion dirigida en sitios convenientes
del genoma, lo que podria incrementar la eficiencia
del silenciamiento.

Teniendo en cuenta todos estos factores, se disen6
un constructo génico para la edicién genémica me-
diante el sistema CRISPR/Cas9 (Figura 1).

Este silenciamiento estaria dirigido mediante tres
ARNsg expresados en casetes independientes bajo el
control de un promotor U3 obtenido de Arabidopsis
thaliana o de alguna especie de citricos. Huang et al.
(2020) obtuvieron una mayor eficiencia de edicién
empleando el promotor CsU6-2 que con AtU6. Esta
relacion podria ser semejante para los promotores
U3. La nucleasa SpCas9 optimizada para su expre-
sién en plantas se expresaria bajo el control de un
promotor de la Polimerasa II (PolIl) y un termina-
dor fuerte para prevenir la interferencia de esta en-
zima con la transcripcion de los casetes de ARNsg.

Polll >€ SpCasS Ter u3

sgRNA1

r m ADN donor B.H. (V]

En este caso el inserto quedaria bajo el control del
promotor del gen de actina, por lo que no es necesa-
rio la inclusiéon de un nuevo promotor.

El sistema CRISPR/Cas permite la introduccion de
secuencias al genoma mediante la induccién de la re-
paracion por recombinacién homologa en el sitio de
corte en presencia de una plantilla de ADN. Segun
Collonnier et al. (2017), se han obtenido eficiencias
de insercién mediada por recombinaciéon homéloga
de hasta el 36% y se han insertado constructos de
hasta 3,1 kb. Para ello, la plantilla de ADN debe con-
tener dos brazos de homologia, izquierdo y derecho,
flanqueando la secuencia de ADN donor. De acuer-
do con los genes propuestos en este trabajo, la se-
cuencia a insertar puede ser uno de los constructos
de silenciamiento de genes virales o de los péptidos
antimicrobianos. El constructo ademds contiene dos
casetes de expresion de ARNsg, los cuales dirigen la
insercion de la plantilla.

La mayoria de los constructos de ARNihp introdu-
cidos en dicotiledoneas han sido expresados bajo
el control del promotor 35S del cauliflower mosaic
virus (Watson et al., 2005). Khalid et al. (2017) sefia-
lan que ademds de emplear promotores de expresion
en todos los tejidos pueden emplearse promotores
especificos de los tejidos blanco del virus, como el
floema. CTV es un virus limitado al floema. Luego
de infectar una célula acompanante o parenquima-
tosa se replica y puede entonces infectar un grupo
de células adyacentes. De esta manera, no involucra
a células no floematicas por lo que no es necesaria
la expresion de los constructos ARNihp en células
no floematicas. Por esta razén, se podrian emplear
promotores especificos de floema, como CsSUS1p,
AtPP2, CsPP2, AtSUC2, RSs-1, rolC, RTBV.

En este trabajo se propone un enfoque para obtener
plantas resistentes a CTV, mediante la insercion de
tres constructos codificantes para ARN en horquilla

sgRNAZ2 _ Ter

Figura 1. Constructo génico para la inserciéon mediada por recombinacién homologa en el genoma de
Citrus sinensis. Compuesto por dos casetes de ARNsg, que dirigen la insercion de este y dos secuencias
de homologia (BH: brazos de homologia), que dirigen la reparacién mediada por homologia en un
exon del gen regulador codificante para actina. La Nucleasa Cas9 de Streptococcus pyogenes estaria bajo
el control de un promotor de la Polimerasa II (PollI). Ter: terminador de la transcripciéon; U3: Promo-
tor U3 de Arabidopsis thaliana u otro promotor funcional en citricos.
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con espaciador intrénico (ARNihp) en el gen codifi-
cante para la actina, empleando el sistema CRISPR/
Cas. Esto permitiria silenciar los genes virales supre-
sores de los mecanismos de ribointerferencia de las
plantas infectadas. De esta manera, los mecanismos
antivirales naturales de la planta podran actuar so-
bre el resto de los componentes virales. La insercion
de los constructos de los ARNihp seria mediada por
CRISPR/Cas9, lo cual no se ha realizado hasta la fe-
cha.

En resumen, en este trabajo se realiz6 un estudio de
los genes candidatos para la edicién genémica de es-
pecies de citricos de interés comercial, empleando
el sistema CRISPR/Cas. Se identificaron los genes
promisorios para la transformacion y se realizaron
los disefios de ARNsg para el silenciamiento o la in-
sercion de secuencias. Finalmente, se propuso una
estrategia para el desarrollo de lineas resistentes a
CTV. Estudios posteriores son necesarios para con-
firmar la eficacia de la estrategia propuesta en este
manuscrito.

CONCLUSIONES

La edicién genomica via CRISPR/Cas se propone
como una estrategia promisoria para enfrentar la
enfermedad de la tristeza de los citricos. Luego de
una revision sistematica de la literatura, los genes
virales p20, p23 y p25 fueron identificados como
blanco para silenciar efectores virales esenciales en
la evasion de las defensas de la planta. Ademas, se
disenaron tres constructos de ribointerferencia para
su insercion en el gen de actina via CRISPR/Cas9.
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