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Introducción. México es líder en producción de cítricos, al 
ubicarse como el quinto productor a nivel mundial (SAGARPA, 
2017). Sin embargo, la producción de cítricos se ha visto 
afectada por la presencia de plagas y enfermedades, entre las 
que destaca Huanglongbing (HLB), reconocida como la 
enfermedad más devastadora que ha amenazado la producción 
de cítricos a nivel global (Bové & de Barros, 2006; Gottwald et 
al., 2010), causada por la bacteria Gram(-) Candidatus 
Liberibacter asiaticus, una α-proteobacteria transmitida por 
psílidos y limitada al tejido vascular (Gottwald et al., 2010). 
En este proyecto se propone como estrategia para combatir esta 
enfermedad, el uso de péptidos antimicrobianos endógenos de 
la planta, fusionados a la proteína CsPP16, que media el 
transporte supracelular al interactuar con plasmodesmos y 
permitir el movimiento célula a célula y a larga distancia en el 
floema (Xoconostle-Cázares, 1999). La edición del genoma de 
Citrus aurantifolia para expresar antimicrobianos supracelulares 
se realizó con el sistema CRISPR/Cas9. Así, la defensina podría 
transportarse a los haces vasculares, donde habita la bacteria, 
mitigando o controlando su propagación.  

Metodología. Se identificó mediante el análisis in silico del 
genoma de C. aurantifolia a la defensina P322, estructuralmente 
semejante a la beta defensina de humano. Posteriormente, se 
diseño el plásmido de recombinación homóloga, conteniendo al 
gen CsPP16 fusionado a la P322. Con base en el análisis de la 
región del promotor del gen CsPP16, se diseñó y generó el vector 
de expresión de Cas9 y dos RNA guías (gRNAs) dirigidos hacia 
las regiones no codificantes 5´y 3´ del gen CsPP16 de C. 
aurantifolia. Finalmente, se transformaron por biobalística 
explantes de epicotilo de C. aurantifolia con el plásmido de 
expresión de Cas9 y el templado de recombinación homóloga, 
siguiendo el método descrito por Wu et al., 2016. 
 
Resultados. Mediante el diseño de oligonucleótidos específicos 
de las diferentes regiones se realizó un ensamblaje para obtener 
la construcción ilustrada en la Fig. 1. 

 
Fig. 1 Construcción del templado de recombinación homóloga. 

 

Se diseñaron dos gRNAs empleando la secuencia del gen 
CsPP16 de C. aurantifolia, cada uno se clonó de manera 
independiente en el vector de expresión pBUN4U6SM y se 
realizó un ensamblaje de dos unidades transcripcionales 
conformadas por los gRNAs flanqueados por el promotor y 
terminador U6, como se muestra en la Fig. 2 El ensamblaje se 

clonó en el vector de expresión de Cas 9 pBUN4U6SM por 
restricción con HindIII.  

 
Fig. 2 Ensamblaje de las dos unidades transcripcionales con los 

gRNAs, usando oligonuclótidos específicos. 

Posteriormente, se bombardearon los extremos terminales de los 
explantes de C. aurantifolia con partículas de oro recubiertas con 
los plásmidos generados. Fig.3 

 
Fig. 3 A) Explantes de C. aurantifolia antes de la transformación B) 

Posterior a la transformación, en proceso de selección y regeneración 
en medio con glufosinato de amonio 

 

Conclusiones. Se implementó una estrategia de edición del 
genoma de C. aurantifolia introduciendo la fusión de CsPP16 con 
P322 a un promotor de floema con el fin de aumentar su 
tolerancia a infecciones bacterianas. 
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