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Summary

Performing  Gene Constructs  for the Silencing of  Tristeza and Psorosis
Viruses in Citrus

Resumen

El sector citrícola es el de mayor importancia dentro del área hortifrutícola del país, constituyendo el 95% de las
exportaciones de frutas y siendo el tercer producto agrícola. Los virus de Tristeza y Psorosis, junto con el viroide
de Exocortis y otros viroides asociados a esta enfermedad son los agentes virales y viroidales de mayor
incidencia en los cultivos citrícolas de nuestro país. Una estrategia altamente eficaz para el control de enfer-
medades virales en plantas es la producción de resistencia a través de mecanismos basados en el silencia-
miento del ARN. El silenciamiento del ARN es un mecanismo basado en la degradación específica del ARN
que es desencadenado por la presencia de ARN de doble hebra dentro de las células. Recientemente se han
descrito estrategias para silenciar eficazmente cualquier secuencia de ARN deseada. Utilizando construccio-
nes que se insertan en el genoma de la planta y que promueven la formación de ARN de doble hebra es posible
silenciar tanto la expresión de genes endógenos como de secuencias génicas virales. En este trabajo se
aislaron secuencias parciales de la cápside de los virus de Tristeza y Psorosis y con ellas se realizaron
construcciones génicas que promueven la formación de ARN de doble hebra. Estas construcciones consisten
en la inserción de las secuencias virales orientadas en sentido y en antisentido, separadas entre sí por un
intrón. Las construcciones obtenidas serán utilizadas para la transformación genética de citrus a efectos de
obtener plantas resistentes a estos patógenos.
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The citrus sector is the most important horticultural crop in Uruguay, accounting for the 95% of the fruit exports
and being the third agricultural product in order of importance. Citrus Tristeza virus (CTV) and Citrus Psorosis
virus (CPsV), together with the viroid for Exocortis and other viroids associated with this disease, are the viral and
viroidal agents of highest incidence on citrus crops in our country. A highly effective strategy to control viral
diseases is the induction of resistance by means of methods based on RNA silencing. RNA silencing is a
mechanism based on the specific degradation of RNA, which is triggered by the presence of double-stranded
RNA inside the cells. Recently, strategies to effectively silence any chosen RNA sequence have been described.
Using constructs which are inserted into the plant genome and promote the formation of double-stranded RNA,
it is possible to silence  the expression of both endogenous genes and viral gene sequences. In this study, partial
sequences of CTV and CPsV capsids were isolated and used to produce gene contructs that promote the
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formation of double-stranded RNA. These constructs consist on the insertion of sense and antisense viral
sequences, separated by intron. The resulting constructs will be used in the genetic transformation of citrus in
order to obtain plants resistant to these pathogens.

Key words: citrus, virus, silencing, constructs

Introducción

La producción citrícola en Uruguay es un rubro
con un fuerte impacto social y económico. Es un
sector exportador en expansión, siendo además el
de mayor importancia dentro del área hortifrutícola
del país (Comisión Honoraria Nacional del Plan Ci-
trícola, 1996). Los virus de Tristeza y Psorosis, junto
con el viroide de Exocortis y otros viroides asociados
a esta enfermedad son los agentes virales y viroida-
les de mayor incidencia en los cultivos citrícolas de
nuestro país (MGAP, 1981). El virus de la Tristeza de
los cítricos es el patógeno viral más importante de
este cultivar (Bar-Joseph y Lee, 1989; Lee y Bar-Jo-
seph, 2000). El agente causal es el Citrus Tristeza
Virus (CTV), miembro del genero Closterovirus. Las
partículas virales son flexuosas y contienen un ge-
noma no segmentado de ARN simple hebra de pola-
ridad positiva que consiste en 19,3 kb con 12 ORFs,
que potencialmente codifican para al menos 19 pro-
teínas (Pappu et al., 1994; Vives et al., 1999; Yang et
al., 1999).

Los ORFs 7 y 8 codifican para dos proteínas una
de 27,4 kDa (p27) y 24,9 kDa (p25). La p25 represen-
ta el 95% de la cápside, mientras que el 5% restante
está constituido por la p27 (Febres et al., 1996). El
agente causal de la Psorosis es el Citrus Psorosis
Virus (CPsV) perteneciente al género Ophiovirus
(Milne et al., 2000). Se trata de un virus multicompo-
nente con un genoma constituido por tres molécu-
las de ARN lineales, ARN 1,2 y 3, de polaridad nega-
tiva (Milne et al., 2000; García et al., 1997). Para el
control de estas y otras enfermedades virales se uti-
liza la termoterapia y el cultivo de meristemas de
forma combinada, con el cual se consigue una re-
ducción de la concentración del virus y/o una apli-
cación de la zona libre de virus. Los métodos descri-
tos anteriormente son lentos y costosos. Las plantas
liberadas a campo a pesar de ser libres de virus,
quedan expuestas a posibles contagios por manejo

y/o vectores biológicos. En este marco se considera
de importancia la incorporación y desarrollo de nue-
vas estrategias basadas en la ingeniería genética
para obtener plantas resistentes a virus por medio
del silenciamiento del ARN. Este involucra una serie
coordinada de eventos subcelulares que llevan a la
terminación post-transcripcional de la expresión gé-
nica. Consiste en un mecanismo natural de defensa
contra transposones y agentes virales en plantas. Es
importante resaltar que existe una conservación muy
importante del proceso central involucrado en el si-
lenciamiento génico. La característica más notoria
del silenciamiento y que es compartida entre todos
los organismos es la formación de pequeños ARN
de interferencia, denominados siRNA (small interfe-
ring RNA), de 21-26 pb de longitud, que derivan de
un ARN de doble cadena. Este es reconocido y cor-
tado por una nucleasa específica del ARN de doble
hebra denominada Dicer en Drosophila. Posterior-
mente los siRNAs se asocian con un complejo de-
nominado RISC (RNA-induced silencing complex)
el cual degrada todas las moléculas de ARN que
presente homología con los siRNA asociados al mis-
mo. El uso de secuencias virales para producir plan-
tas resistentes a virus es hoy en día una técnica es-
tándar (Reyes et al., 2011; Shimizu et al., 2009;
Ludlow et al., 2009; Kreuze et al., 2008; Lin et al.,
2011; Di Nicola-Negri et al., 2010; Yan et al., 2010;
Kung et al., 2009). Inicialmente se creía que la resis-
tencia provenía de la expresión de proteínas virales
(Powell et al., 1986; Lapidot et al., 1993; Brederode
et al., 1995).

Se ha demostrado que la producción de ARN de
doble cadena es fundamental para el desencade-
namiento del silenciamiento génico (Waterhouse et
al., 1998; Waterhouse et al., 2001; Matzke et al., 2001;
Vance y Vaucheret, 2001). Cuando se transforman
plantas con una determinada secuencia nucleotídi-
ca se puede inducir el silenciamiento de la misma,
mediante la producción de moléculas de ARN de
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doble cadena, esto ocurre cuando el ADN exógeno
es integrado en el genoma como repetidos inverti-
dos (Wang y Waterhouse, 2000). La baja probabili-
dad de que ocurran estos eventos de integración
explicaría el bajo porcentaje de plantas que presen-
tan silenciamiento cuando se las transforma sólo con
una secuencia en un mismo sentido, en contraposi-
ción a lo observado cuando se utilizan las construc-
ciones diseñadas específicamente para promover
la formación de ARN de doble hebra sin importar el
sentido de la inserción del ADN exógeno. Estas cons-
trucciones génicas reciben el nombre de hpRNA
(hairpin RNA) e ihpRNA (intron-spliced hairpin RNA).
La eficiencia para desencadenar el silenciamiento
utilizando las ihpRNA ha sido determinada en varios
experimentos, utilizando diferentes genes, promoto-
res e intrones, siempre observando los más altos
porcentajes de individuos silenciados cuando se uti-
lizan construcciones ihpRNA para transformar a las
plantas (Wesley et al., 2001). Este trabajo tuvo como
objetivo general la realización de construcciones
génicas conteniendo secuencias virales con orien-
tación «sentido» y «antisentido», separados por un
intrón. Estas construcciones serán utilizadas posterior-
mente para la transformación genética de citrus me-
diada por Agrobacterium tumefaciens, esperándose
obtener resistencia a la infección de los virus mencio-
nados a través de la activación del mecanismo del  si-
lenciamiento génico.

Materiales y métodos

El material vegetal utilizado para el aislamiento
del ARN viral consistió en la realización de una se-
lección de plantas indicadoras de cidro Arizona Etrog
861 (C. medica L. Var. etrog Engl.) y naranja dulce
Pinneaple (C. sinensis L. Osbeck.) para ambos virus,
obtenidos del banco de germoplasma de la Facul-
tad de Agronomía, Universidad de la República.

Extracción de ARN y clonación de las secuencias
virales

CTV

Para el virus de Tristeza se utilizó la técnica de
inmunocaptura RT-PCR (Olmos et al.,1999), con
cebadores que dirigen la amplificación de la secuen-

cia que codifica para la proteína mayoritaria de la
cápside (p25). Los oligos utilizados fueron CTrV1h
(5´-tcggttccatgaacttac-3´) y CTrV2c (5´-caaattgcgatt-
ctgtct-3´). El programa de termociclado fue: 50 min
a 37 oC, 92 °C 2 min, seguido de 40 ciclos de: desna-
turalización a 92 °C 30 s, hibridación a 45 °C  30 s y
extensión a 72 °C 1 min, 72 °C 10 min. El producto
de amplificación es de 389 pb.

CPsV

El aislamiento de ARN de CPsV fue llevado a cabo
a partir de 1 g de hoja (recién cortada) homogeniza-
da en 3 ml de buffer de extracción (50 mM Tris pH
8,0, 2% SDS, 2% 2-mercaptoetanol). La síntesis de
ADN copia fue llevada a cabo en un volumen final de
12,5 ml; 4,5 ml de ARN extraído y 1,25 ml de cada
cebador (10 mM) fueron incubados durante 5 min a
65 oC en las siguientes condiciones: 1x buffer RT,
dNTPs 200 mM, 40 U RNAsin, 200 U MLV-RT, incu-
bados durante 50 min a 37 oC. Los cebadores utiliza-
dos fueron CPsV1h (5´-gcttcctggaaaagctgatg-3´),
CPsV2c (5´-tctgtttttgtcaacacactcc-3´) diseñados para
obtener un producto de amplificación de 600 pb. La
amplificación de la secuencia viral fue realizada en
una mezcla de reacción conteniendo: 1x PCR bu-
ffer, 200 mM dNTPs, 3 mM MgCl2, 0,5 mM de cada
cebador, 5% DMSO, 0,5 ml de ADNc y 1 U de Taq
polimerasa (Promega). El programa de PCR utiliza-
do fue: 94 °C, 1 min, 35 ciclos de: 94 °C 30 s, 50 °C
30 s y 72 °C 1 min, 72 °C durante 5 min. Los produc-
tos de amplificación fueron ligados en el vector
pGEM-T (Promega).

Construcciones para desencadenar el silenciamiento
génico

El vector utilizado para generar las construccio-
nes génicas fue el pHAP (cedido por el Dr. Fernando
Bravo, INGEBI Buenos Aires) que deriva del vector
comercial pUC19 (~2700 pb).

Clonado de las secuencia de CTV en «sentido» y
«antisentido»

Para orientar la secuencia del CTV en orienta-
ción «sentido» se diseñaron los cebadores CTV.sen.forw
(5´-tcggctcgaggaacttacacatc-3´) y CTV.sen.rev (5´-ca-
aattgatatcctgtctacagaaagc-3´), que introducen sitios
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de corte para las enzimas XhoI y EcoRV, respectiva-
mente. Para orientar la secuencia en orientación anti
sentido se diseñaron los cebadores CTV.anti.forw
(5´-ccgaattcgcgattctgtctaca-3´) y CTV.anti.rev (5´-tcgg-
ttctagaaacttacacatcga-3´), que introducen sitios de
corte para las enzimas EcoRI y XbaI respectivamen-
te. La amplificación de las secuencia que sería orien-
tada en «sentido» se llevó a cabo en las siguientes
condiciones: 1x buffer de PCR, 0,4 mM de cada dNTP,
0,5 μM de cada cebador (CTV.sen.forw y CTV.sen.rev)
3 mM de MgCl2, 5 U de Taq DNA polimerasa y 10 ng
de ADN molde (pGEM-T conteniendo la secuencia
viral). El programa de PCR utilizado fue: 94 °C 2 min,
seguido de 40 ciclos de: 94 °C 30 s, 52 °C 30 s y
72 °C 1 min, 72 °C durante 10 min. La reacción de
ligación del fragmento CTV orientado en «sentido»
en el vector pHAP se llevó a cabo con 100 ng de
plásmido, 50 ng de inserto, 1x buffer de ligación y
1,5 U de T4 DNA ligasa (Promega), incubado O.N. a
16 °C. La mezcla de ligación fue utilizada para trans-
formar células de E. coli DH5α electrocompetentes
utilizando el electroporador Gene Pulser (Bio-Rad).
El nuevo plásmido, que contiene el inserto en orien-
tación «sentido» del virus de Tristeza se denominó
pMJG1. La amplificación de la secuencia de CTV
que sería orientada en «antisentido» se llevó a cabo
en una reacción conteniendo: 1x buffer de PCR,
0,4 mM de cada dNTP, 0,5 μM de cada cebador
(CTV.anti.forw.EcoRI y CTV.anti.rev.XbaI), 3 mM de MgCl2, 5 U
de Taq DNA polimerasa y 10 ng de DNA molde
(pGEM-T conteniendo la secuencia cápsidica del
CTV). El programa de PCR utilizado fue: 94 °C
2 min, 40 ciclos de: 94 °C 30 s, 56 °C 30 s y 72 °C
1 min, extensión final a 72 °C 10 min. La reacción de
ligación del fragmento CTV orientado en «antisenti-
do» se llevó a cabo con 100 ng de plásmido, 70 ng
de inserto, 1x buffer de ligación y 1,5 U de T4 DNA
ligasa (Promega). El nuevo plásmido, que contiene
el inserto de CTV orientado tanto en «sentido» como
en «antisentido» se denominó pMJG3.

Clonado de las secuencia de CPsV en «sentido» y
«antisentido»

Para orientar la secuencia del CPsV en orienta-
ción «sentido» se diseñaron los cebadores
CPsV.sen.forw (5´-cttcctcgagaagctgatgacaa-3´) y

CPsV.sen.rev (5´-gttgatatcaacacactccatgtcc-3´), que
introducen sitios de corte para las enzimas XhoI y
EcoRV respectivamente. Para orientar la secuencia
en orientación antisentido se diseñaron los cebado-
res CPsV.anti.forw.EcoRI (5´-tctgaattcgtcaacacactccat-3´)
y CPsV.anti.rev.XbaI (5´-tttctagaaaagctgatgacaagcgaa-3´).
La amplificación de las secuencia que sería orien-
tada en «sentido» se llevó a cabo en una reacción
de amplificación conteniendo: 1x buffer de PCR,
0.4 mM de cada dNTP, 0,5 μM de cada cebador
(CPsV.sen.forw y CPsV.sen.rev), 3 mM de MgCl2, 5 U de
Taq DNA polimerasa y 10 ng de DNA molde (pGEM-
T conteniendo la secuencia viral). El programa de
PCR utilizado fue: 94 °C durante 2 min, seguido de
40 ciclos de: desnaturalización a 94 °C durante 30 s,
hibridación a 52 °C durante 30 s y extensión a 72 °C
durante 1 min, extensión final a 72 °C durante
10 min. La reacción de ligación del fragmento CTV
orientado en «sentido» en el vector pHAP se llevó a
cabo en 1x buffer de ligación y 1,5 U de T4 DNA
ligasa (Promega). El nuevo plásmido, que contiene
el inserto en orientación «sentido» del virus de Pso-
rosis se denominó pMJG2. Para la inserción de la
secuencia del virus de Psorosis en «antisentido» se
realizó la amplifcación de la secuencia en: 1x buffer
de PCR, 0,4 mM de cada dNTP, 0,5 μM de cada
cebador (CPsV.anti.forw.EcoRI y CPsV.anti.rev.XbaI), 3 mM de
MgCl2, 1,5 U de Taq DNA polimerasa y 10 ng de DNA
molde (pGEM-T conteniendo la secuencia capsídi-
ca del CPsV). El programa de PCR utilizado fue:
94 °C durante 2 min, seguido de 40 ciclos de: 94 °C
30 s, 46 °C  30 s y  72 °C durante 1 min, extensión
final a 72 °C 10 min. El nuevo plásmido, que contie-
ne el inserto de CPsV orientado tanto en «sentido»
como en «antisentido» se denominó pMJG4.

Construcciones en el vector de transformación
Una vez terminadas las construcciones en el vec-

tor pHAP se procedió a removerlas del mismo e in-
sertarlas en el vector binario pKOH200 (Holmström
et al., 1996) que será utilizado para la transforma-
ción genética de plantas. Para la inserción del cas-
sette del virus de Tristeza en el vector pKOH200 se
removió el mismo con la enzima la enzima PstI y se
insertó en el sitio SdaI del vector pKOH200. La se-
lección de los transformantes se llevó a cabo en
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medio LB agar 1,5%, suplementado con streptomi-
cina 25 mg/l. El vector pKOH200 conteniendo el cas-
sette de CTV se denominó pMJG10. Para el casset-
te de CPsV se removió el cassette del vector pMJG4
con la enzima HindIII y se insertó en el vector pKOH
con la enzima HindIII. El vector resultante de la inser-
ción del cassette de CPsV en el vector binario se
denominó pMJG11.

Resultados y discusión

Obtención y análisis de secuencias capsídicas de CTV
y CPsV

Con el objetivo de obtener secuencias virales se
procedió al aislamiento del ARN viral para ser utiliza-
do en reacciones de IC-RT-PCR (inmunocaptura
RT-PCR) en el caso de Tristeza y RT-PCR en el caso
de Psorosis. Las amplificaciones de mayor eficien-
cia fueron obtenidas con los cebadores CTrV1h y
CTrV2c para CTV, mientras que para CPsV sólo se
obtuvieron productos de amplificación con los ce-
badores CPsV1h y CPsV2c. Por otra parte los tama-
ños de los productos de amplificación obtenidos para

los virus de Tristeza y Psorosis fueron concordantes
con lo esperado según los análisis de secuencia
(Figura 1). Para CTV se obtuvo un producto de am-
plificación de 389 pb y para el CPsV se obtuvo pro-
ducto de amplificación de 600 pb. El fragmento am-
plificado de la secuencia que codifica para la cápsi-
de de Psorosis se extiende desde el nucleótido 654
al 1253, mientras que el fragmento amplificado de la
secuencia que codifica para la proteína p25 de la
cápside de Tristeza se extiende desde el nucleótido
83 al 471.

Los productos de RT-PCR fueron clonados en el
vector pGEM-T, a partir del cual fue posible realizar
la secuenciación, obteniéndose las secuencias nu-
cleotídicas necesarias para proseguir con la estra-
tegia de clonado y para confirmar la identidad de las
amplificaciones. La búsqueda de secuencias con
homología en el GenBank utilizando el programa
BLAST confirmó la identidad de las secuencias dan-
do como resultado un máximo de identidad de 99%
y un mínimo de 91% con aislados de CTV, mientras
que para CPsV se determinaron un máximo de 87%
y un mínimo de 85%. Es necesario más de un 75%
de homología para inducir el silenciamiento especí-
fico de un determinado gen de forma eficiente (Sijen
et al., 1996). Las secuencias obtenidas para los virus
en el presente trabajo superan este porcentaje de
identidad. Por otra parte, se han obtenido niveles de
silenciamiento elevados cuando se utilizan construc-
ciones que promueven la formación de ARN doble
hebra de 120 pb (Stoutjesdijk et al., 2002). Las se-
cuencias utilizadas determinan la formación de ARN
de doble cadena de aproximadamente 370 pb para
CTV y 580 pb para CPsV superando ampliamente la
extensión mencionada anteriormente, por lo tanto
se espera que el uso de construcciones realizadas
con estas secuencias promueva el desencadena-
miento efectivo del silenciamiento génico de todas
las variantes de las secuencias virales comparadas.

Construcciones génicas para desencadenar el
silenciamiento del ARN

La construcción elegida para desencadenar el
silenciamiento génico es la llamada ihpRNA. Con-
siste en la colocación de la secuencia que se desea
silenciar, en orientación sentido, separada de la mis-

Figura 1. Electroforesis en gel de agarosa 1% (carril
1) Producto de amplificación (IC-RT-PCR) para CPsV
utilizando los cebadores CPsV1h y CPsV2c, se obtu-
vo una amplificación de 600 pb (carril 2) marcador
de peso molecular (carril 3). Producto de amplifca-
ción (RT-PCR) para CTV, se obtuvo una amplifica-
ción de 390 pb.
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ma secuencia en anti-sentido, por medio de un intrón.
Se ha establecido previamente (Wesley et al., 2001)
que con este tipo de construcciones se logran los por-
centajes más altos de individuos transformantes que
presentan silenciamiento génico. Utilizando estos ce-
badores que introducen sitios de corte para determina-
das enzimas de restricción, fue posible primero orientar
las secuencias virales en «sentido» en los sitios EcoRV
y XhoI del vector pHAP, obteniéndose los vectores deno-
minados pMJG1 y pMJG2 (Figura 2). A partir de estos
vectores fue posible insertar las secuencias virales en
«antisentido» en los sitios XbaI y EcoRI, obteniéndose
los vectores denominados pMJG3 y pMJG4. El intrón

presente en el vector pHAP corresponde al del gen ppc1
de S. tuberosum.

La identidad de la secuencia de los fragmentos
clonados en sentido y antisentido fue confirmada por
medio de la secuenciación de los mismos.

Obtención de vectores binarios con construcciones que
desencadenan el silenciamiento del ARN

Una vez terminadas las construcciones a partir
del vector pHAP y realizados los análisis correspon-
dientes, se procedió a remover los cassettes de los
vectores obtenidos (pMJG3 y pMJG4) e insertarlos
en el vector binario pKOH200. El cassette de CTV
fue removido del vector pMJG3 utilizando la enzima
de restricción PstI y clonado en el sitio SdaI del vec-
tor pKOH200, el plásmido obtenido se denominó
pMJG10 (Figura 3). Para el CPsV se procedió de
forma similar, se utilizó la enzima HindIII para remo-
ver el cassette del vector pMJG4 y se clonó el mismo
en el sitio HindIII del vector binario, de esta manera
se obtuvo el plásmido denominado pMJG11.

Análisis bioinformático
La producción de ARN de doble cadena es funda-

mental para el desencadenamiento del silencia-
miento génico. Utilizando las construcciones tipo
ihpRNA se obtienen los porcentajes más elevados
de transformantes que desencadenan el silencia-
miento génico. La funcionalidad del intrón es clave
en este tipo de construcciones, por lo que es impres-
cindible chequear la integridad del mismo. Para ello
se llevó a cabo la secuenciación de los extremos del
intrón y de las secuencias virales que lo flanquean
determinándose que no existe modificación en la
secuencia que comprometa la funcionalidad del in-
trón. A partir de las secuencias obtenidas también se
realizó la predicción de la estructura del transcripto
de cada construcción, determinándose la formación
de horquillas de ARN de doble hebra, tanto para la
construcción de CTV como para la construcción de
CPsV. Estas horquillas serán reconocidas por el com-
plejo Dicer y procesadas en los siRNAs (21-23nt)
que posteriormente determinaran, junto con el com-
plejo RISC, la degradación del ARN que presente
homología con los mismos, en este caso el ARN viral
que ingrese a la célula.

Figura 2. Análisis de los vectores obtenidos en gel
de agarosa 2% (carril 1). Amplificación de la secuen-
cia de CTV para ser orientada en sentido (~390 pb)
(carril 2). Amplificación de la secuencia de CPsV
para ser orientada en sentido (~600 pb) (carril 3) λ
PstI, (carril 4) Vector pMJG1 digerido con las enzi-
mas  XhoI y EcoRV, (carril 5) Vector pHAP sin modifi-
car digerido con las enzimas XhoI y EcoRV, se ob-
servan dos bandas, una de más de 2800 pb y la otra
corresponde a la secuencia del PVY orientada en
«sentido» en el vector pHAP. Este fragmento fue sus-
tituido por las secuencias virales en los vectores
pMJG1 y pMJG2 (carril 6) Vector pMJG2 digerido
con las enzimas XhoI y EcoRV.

Gallino J. P., Vidal S., Welin B., Pagliano G.
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Conclusiones

Fue posible aislar y clonar parte de las secuen-
cias de los virus de Tristeza y Psorosis, importantes
patógenos en muchas variedades de cítricos. Estas
secuencias están disponibles para futuros estudios,
incluso fueron obtenidas sondas especificas que
permiten la detección de estos patógenos. Se dis-
pone de construcciones para promover el silencia-
miento en cualquier variedad susceptible a los pató-
genos mencionados. De esta forma es posible trans-
formar, mediante agrobacterium (cepa EHA-105),
tanto variedades de patrones como variedades pro-
ductoras de fruta si fuera necesario para obtener

Figura 3. Análisis de los vectores obtenidos en gel
de agarosa (A) (carril 1) Vector  pMJG4 digerido con
la enzima HindIII (carril 2) Vector  pMJG3 digerido
con la enzima HindIII, (carril 3) Vector pMJG3 digeri-
do con la enzima PstI, (carril 4) Vector pKOH200 sin
modificar digerido con HindIII (carril 5) l PstI (carril
6) Vector pMJG11 digerido con la enzima HindIII,
(carril 7) Vector pMJG10 digerido con la enzima SdaI.
Las flechas a la izquierda del marcador indican el
cassette extraído de los vectores pMJG3 y pMJG4,
mientras que las flechas a la derecha del mismo
indican el cassette extraído de los vectores pMJG10
y pMJG11.

Figura 4. Procedimiento para la obtención del vec-
tor pMJG10 a partir del vector pMJG3 y el vector
pKOH200.

Figura 5. Procedimiento para la obtención del vec-
tor pMJG11 a partir del vector pMJG4 y el vector
pKOH200.

resistencia. Son las primeras construcciones que se
realizan en el país para el desencadenamiento del
silenciamiento génico lo cual abre una puerta para
la futura utilización de este procedimiento, tanto para
estudios genómicos, como para aplicaciones bio-
tecnológicas concretas.

Construcciones génicas para el silenciamiento de Tristeza y Psorosis de citrus
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