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RESUMEN

La sequia, frio y suelos pobres son de los principales factores abioticos que
afectan la productividad agricola, poniendo en riesgo la seguridad alimentaria a nivel
mundial. Una alternativa para obtencidn de plantas tolerantes a sequia es a traves
el uso de la biotecnologia moderna, pero la liberacion e implementacion en campo
de estas plantas implica marcos regulatorios complejos y genera preocupacion en
algunos grupos sociales, debido a la falta de informacién. Sin embargo, la tecnologia
de edicion de genomas, mediada por el sistema CRISPR/Cas9 supone una hueva
ventana de mejoramiento genético de variedades vegetales, que podran contener
modificaciones precisas y dirigidas del genoma, libre de secuencias exdgenas. El
presente trabajo pretende producir variedades resistentes a sequia a través de la
modificacion del gen codificante para la enzima trehalasa en Arabidopsis thaliana y
Zea mays. Entre los resultados obtenidos destacan la obtencién de una plataforma
de vectores para edicion de genomas vegetales monocotiledoneas y dicotiledoneas
empleando la cepa hipervirulenta de Agrobacterium tumefaciens AGL1, el disefio
de gRNAs para editar el gen trel, obtencién de transformantes y plantas editadas
de A. thaliana; asi como la caracterizacion de un sistema de transformacion

transitorio para maiz in planta.



ABSTRACT

Drought, extreme temperatures and poor soils are some of the main abiotic
factors affecting crop productivity, risking global food security. An alternative to
obtain drought-tolerant plants is the use of modern biotechnology, but the release
and implementation of this plants in the field implies different and complex regulatory
laws and generates concerns among some social groups due to the lack of
information. However, the genome editing technology mediated by CRISPR/Cas9
provides a new strategy to the improvement of plant varieties which could contain
precise modifications into the genome, considering these free of exogenous
sequences. In this work, we aim to produce drought tolerant varieties through the
modification of the gene coding for trehalase in Arabidopsis thaliana and Zea mays.
It has been obtained a vector for monocotyledonous and dicotyledonous plant
genome editing by using a hypervirulent strain of Agrobacterium tumefaciens AGL1.
We have design the gRNAs to edit the trel gene obtaining transformants and edited
plants of A. thaliana, as well as the characterization of a transient transformation

system for maize in planta
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1 INTRODUCCION

La sequia es uno de los principales factores abiéticos que repercute sobre la
productividad de nuestros cultivos, y junto con la creciente baja disponibilidad de
agua para riego y consumo, pone en riesgo la seguridad alimentaria a nivel mundial.
Una alternativa para optimizar el uso eficiente del recurso hidrico en plantas de
interés agricola, es la produccion de variedades tolerantes a sequia, a través del
uso de técnicas de biotecnologia moderna. A pesar de estas ventajas, se
encuentran bajo regulacion estricta por las leyes de bioseguridad y liberacion de
Organismos Genéticamente Modificados en muchos paises y generan
preocupacion en algunos grupos sociales, debido a falta de informacién. Sin
embargo, una nueva tecnologia mediada por el sistema CRISPR/Cas9, supone una
nueva ventana de mejoramiento genético en plantas, donde el producto final
contendria modificaciones precisas y dirigidas del genoma y a su vez, sin
secuencias genéticas exdgenas.

Una estrategia promisoria para la obtencion de variedades resistentes a
sequia es disminucion de la actividad de la enzima trehalasa, ya sea reduciendo la
cantidad de enzima producida o su actividad. Para ello, el uso del sistema
CRISPR/Cas9 puede ser una herramienta iddénea; pero para ello resultaria
necesaria una plataforma de vectores que permitan la modificacién génica a través
de transformacion de diferentes especies vegetales con cepas hipervirulentas de

Agrobacterium tumefaciens.
1.1. Naturaleza y mecanismos de modificacion genética.

La seleccion natural, las diferencias fenotipicas intra e interespecificas y
enfermedades de origen génico como el cancer, estan cimentadas sobre un
fendmeno en comun: las mutaciones. Las mutaciones se definen como cambios en
la secuencia de DNA de un organismo y se producen en cada ser vivo producto de
fendbmenos de naturaleza bioldgica, fisica o quimica.

Desde el punto de visto bioldgico, la maquinaria de replicacion del DNA tiene
propension a cometer errores, siendo fuente de cambios genotipicos (Pierce, 2012).

Otros agentes biolégicos como bacterias, virus, bacteriéfagos, transposones y
;



retrotransposones, son también elementos que favorecen la induccion de
mutaciones en el DNA (Snustad & Simmons, 2012). Adicionalmente, algunos
agentes fisicos y quimicos como radiacion ionizante, luz UV, calor, congelamiento,
agentes intercalantes, modificadores o analogos de bases nitrogenadas, especies
reactivas de oxigeno, etc. actan como mutagenos (Crueger, 1993). Desde el punto
de vista biotecnoldgico, todos estos agentes producen de forma aleatoria
mutagénesis en el material genético, por lo cual a la fecha no es posible dirigirlos
para la modificacion nucleotidica especifica de una region de interés en el genoma.
Otro mecanismo de generacién de dafio de la doble hebra del DNA, a través del uso de

enzimas con actividad sitio dirigidas, ya sea por interacciones proteina -DNA 0 RNA-DNA;

que se dirigen a secuencias especificas de DNA (Fig. 1).
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Figura. 1. Mecanismos de modificacion genética (Fuente: Zhang et al., 2017)

1.1.1. Mecanismos de reparacion de DNA.

Cuando se produce una ruptura de la doble hebra del DNA pueden ocurrir dos
mecanismos principales de reparacion: 1) la unién de extremos no homologos (del inglés
Non Homologous End Joining o NHEJ), o 2) reparacion dirigida por homologia (del inglés
Homology Direct Repair o HDR) (Friedberg, 2003).

1.1.1.1 Reparacion por unién de extremos no homologos.

Ocurre cuando la maquinaria de reparacion celular une la ruptura
previamente generada de la doble hebra del DNA; generando inserciones o

deleciones de algunos nucleétidos (Manova & Gruszka, 2015). Este fendbmeno de
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reparacion ocurre mas frecuentemente en plantas que la reparacion por
recombinacién dirigida por homologia, probablemente por las actividades
enzimaticas involucradas en este proceso. La unidon de extremos es usualmente
asociada a deleciones de entre 1-1000 bp o a inserciones de hasta 1200 bp (Choe,
2016). A manera de dato curioso, la unién de extremos no homologos por ligacion
simple sin alteracion de secuencia se considera un fendbmeno raro (Shen et al.,
2017). Si la ruptura de la doble hebra ocurre en una region codificante, las
inserciones y deleciones originadas pueden ocasionar un corrimiento del marco
abierto de lectura, con la posible apariciéon de un codon de paro prematuro y la
consecuente produccién de una proteina truncada, usualmente no funcional (Sun et
al., 2016).

Molecularmente, la union de extremos no homoélogos puede darse entre la
extremos romos o cohesivos de corta longitud, y comienza con el reconocimiento y
yuxtaposicion de los extremos rotos, por parte del complejo DNA-PK (compuesto
por las proteinas KU70, KU80 y la subunidad catalitica DNA-PK). Posteriormente,
son reclutados Artemis y el heterodimero Xrcc4/DNA ligasa IV; Artemis esta
involucrada en la maduracion de los extremos de la ruptura, el complejo Xcc4/DNA
ligasa IV cataliza el sellado de los extremos y probablemente la DNA polimerasa A
rellena los nucledtidos faltantes. El heterodimero Xrcc4/DNA ligasa IV ve potenciada
su actividad en presencia del complejo MRN (compuesto por Mrel, Rad50 y Nbsl),
que también esta implicado en la yuxtaposicion de los extremos del DNA (Bleuyard
et al., 2006).

1.1.1.2 Reparacion dirigida por homologia.

La reparacion dirigida por homologia utiliza el intercambio de informacion
genética entre secuencias de DNA. Este proceso guia el intercambio de regiones
entre cromosomas que producen nuevas combinaciones de alelos durante la
meiosis, es un proceso importante en la segregacion cromosomica, participa en la
reparacion de teldmeros incompletos y horquillas de replicacion dafiadas.; asi como

en la resolucion de hebras de DNA entrecruzadas (Puchta, 2002).



Existen dos vias para la reparacion mediada por recombinacion de
homélogos: una dependiente y otra independiente de Rad51. La etapa inicial en las
dos vias es el procesamiento de la ruptura de la doble hebra para formar extremos
3" cohesivos donde participa el complejo MRX, compuesto por Rad50, Mrell y
Xrs2. Posteriormente, Rad52 se une en los extremos de la ruptura y si las regiones
monocatenarias presentan complementariedad de secuencias, Rad52 promueve su
alineamiento de los extremos 3’cohesivos y dirige la reparacion a través del
mecanismo de alineamiento de una sola hebra (Single Strand Annealing o SSA)
(Samach et al., 2011). De forma alternativa, paralogos de Rad51 pueden reclutar a
Rad51 en el extremo del DNA, formando un nucleofilamento de Rad51/DNA de
cadena sencilla, con la participacion de Brca2. Este nucleofilamento puede invadir
una molécula de doble hebra de DNA con secuencias homodlogas que sirve como
molde para reparar la ruptura de la doble hebra mediante el mecanismo de
reparacion de ruptura de cadena doble (Double-strand break reparir o DSB). De esta
forma, DSB es una via conservativa de reparacion; mientras que SSA conlleva a la
eventual pérdida de material genético. Rad54 es un miembro de la familia Swi/Snf2
que facilita la etapa de invasion de la hebra, asi como en la extension del
heteroduplex formado entre dos moléculas de DNA (Bae et al., 2014; Ray & Langer,
2002; San Filippo et al., 2008).

1.2. Ediciéon de genomas.

Desde el punto de vista biotecnoldgico, las practicas de ediciébn de genoma
son referidas como el conjunto de técnicas desarrolladas para producir
modificaciones especificas y dirigidas en secuencias nucleotidicas, permitiendo la
modificacion de un determinado locus mediante sustituciones, deleciones o
inserciones en sitios determinados del genoma. Las tecnologias disponibles para
implementar edicion de genomas surgieron como herramientas promisorias para la
modificacion de un amplio rango de organismos, entre las cuales existen
cuatroprincipales plataformas basadas en el uso de: 1) meganucleasas, 2)
nucleasas de dedos de zinc (ZFNs), 3) nucleasas efectoras tipo activadores de
transcripcion (TALEN) y 4) repeticiones palindromas cortas interespaciadas y

agrupadas regularmente (CRISPR)/ proteina asociada a CRISPR (Cas9). Todas
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estas plataformas comparten la caracteristica en comun de utilizar nucleasas
secuencia especificas, que ocasionan rupturas de la doble cadena del DNA en sitios
puntuales, que son luego reparados por la maquinaria de reparacion del DNA
(Belhaj et al., 2013)

Las meganucleasas, ZFNs y TALENs han sido empleados para generar ediciones
puntuales en genomas vegetales. No obstante, el disefio e implementacion de estas
técnicas requiere un proceso laborioso, complejo, largo y costoso de ingenieria de

proteinas para cada sitio que se desee modificar (Straub & Lahaye, 2013).
1.1.2. Sistema CRISPR/Cas?9.

Recientemente ha emergido una nueva tecnologia basada en un sistema
inmunitario natural presente en un 40% de eubacterias y un 90% de arqueas, que
identifica y destruye acidos nucleicos exdgenos (como virus, fagos y plasmidos),
habiéndose ya establecido como un sistema de edicién de genomas en especies
eucariotas vegetales como arroz, trigo, maiz, tomate, papa, lino, naranja, tomates,
tabaco, soya, N. benthamiana, A. thaliana y otros. Este sistema, denominado
CRISPR/Cas9, se compone de una ribonucleoproteina con actividad nucleasa
denominada CRISPR asocciated protein 9 (Cas9) de Streptococcus pyogenes y un
RNA guia sintético (QRNA), que dirige a Cas9 a su secuencia blanco, la cual debe
estar precedida por un motivo adyacente al protoespaciador (PAM) cuya secuencia
es NGG en el caso de S. pyogenes (SpCas9). La especificidad de este sistema es
determinada por una secuencia de 17-20 nucleétidos presentes en gRNA,
denominada protoespaciador, y que es idéntica en secuencia a la region en la que
se desea que ocurra la ruptura de la doble hebra de DNA, permitiendo una edicion
simple en comparacién con las demas tecnologias para editar genes. Ademas, este
sistema es util también como herramienta eficiente en la generacion de resistencia
contra virus de DNA y RNA en plantas (Amitai & Sorek, 2016; Dominguez et al.,
2015; Doudna & Charpentier, 2014).

1.1.3. Cas9: estructura variantes y ortélogos.
La proteina Cas9 de Streptococcus pyogenes (SpCas9): es una enzima

multifuncional monomérica con un peso de 160 KDa, compuesta por 6 diferentes
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dominios, de los cuales dos dominios tienen actividad endonucleasa: HNH que es
responsable de la digestion de la hebra complementaria tres nucleotidos
adyacentes al PAM y el dominio similar a RuvC que rompe la hebra no
complementaria en una regién de 3 a 8 nucleétidos adyacentes al PAM (Anders et
al., 2015; Doudna & Charpentier, 2014) (Fig. 2).
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Figura 2. Estructura y actividad endonucleasa de la proteina Cas9 (Fuente:
Jinek et al., 2014).

Existen otras proteinas similares a SpCas9 en diferentes microrganismos,
que se dividen estructuralmente en dos clases principales, 5 tipos y 16 subtipos.
Ejemplos de ello son los ortdlogos de Cas9 y Cpfl de Francisella novocida, y C2c2
de Leptotrichia sashii que tienen una actividad similar a la de Cas9, pero PAMSs,
longitudes de gRNA diferentes (East-Seletsky et al., 2016; Zetsche et al., 2015), por

lo cual las opciones de disefo para los sitios de edicion, seguiran incrementandose
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en los préximos afios con el descubrimiento de proteinas similares en otros

microrganismos.

Existen variantes de Cas9 que han permitido utilizar a esta enzima en otras

aplicaciones biotecnolégicas como las que se describen a continuacion.

1)

2)

Cas9 inactiva en un dominio catalitico (nCas9): posee actividad
endonucleasa Unicamente en una hebra del DNA, debido a la sustitucion
del residuo de &cido aspartico 10 por una alanina (D10A) o de la histidina
840 por una alanina (H840A), inactivando asi el dominio RuvC o HNH,
respectivamente. Las rupturas de una hebra en el genoma son
tipicamente reparadas por el sistema de recombinacién de homodlogos
(HDR), lo cual el uso de esta variante seria util en el caso de que el cambio
deseado sea una sustitucion genética. Ademas, mediante la seleccién de
dos gRNAs cercanos en hebras complementarias, se reduce el fenémeno
de reconocimiento de secuencias fuera de blanco (Shen et al., 2014)

Cas9 inactiva (dCas9). En este caso Cas9 posee mutaciones que
inhiben ambos dominios cataliticos con actividad nucleasa (D10A y
H840A), pudiendo emplearse entonces como sistema de anclaje a otras
proteinas, y dirigiéndose a locus especificos donde sus proteinas de
fusion, ejercen su funcién. Entre las proteinas de fusibn a dCas9

producidas a la fecha, tenemos:

Represores o activadores de la transcripcion: forman parte de una tecnologia

denominada interferencia por CRISPR (CRISPRi). En comparacion con el

mecanismo de interferencia por RNA (RNAi) en el que los transcritos son

degradados y/o se bloquea la traduccion, CRISPRI bloquea o activa la transcripcién

y elongacion de una hebra de RNA; cuando dCas9 esta fusionada a una proteina

activadora de la trascripcion como VP64 o VP16, 0 a una proteina represora como
SDRX o Kruppel associated box (KRAB). (Bikard et al., 2014; Dominguez et al.,
2015; Lupo et al., 2013).

Proteinas fluorescentes: para el mapeo de promotores u otras regiones

gendmicas con una secuencia de interés; para la determinacion la estructura,
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localizacion y dinamica de cromosomas Yy locus, en células vivas (Chen & Bailey,
2016)

Dominio nucleasa de Fokl: para adquirir actividad nucleasa en una hebra del

DNA, de manera tal que el clivaje dependera estrictamente de la unién de dos
gRNAs con una orientacion espacial definida, reduciendo asi la probabilidad de
reconocimiento de otros loci con similitud (target off) en el genoma (Bortesi &
Fischer, 2015).

Requladores epigenéticos: DNA demetilasas (Tet o LSD-1), DNA metilasas

(DNMT3a) o proteinas modificadoras de histonas (p300), han sido reportadas como
proteinas de fusibn a dCas9 utiles para modificar los patrones de metilacion,
hetecromatina/eucromatina y promover o reprimir la transcripcibn de genes
epigenéticamente. (Xu et al., 2016).

Desaminasa de citosina: permite originar sustituciones puntuales (C—T) sin

necesidad de ocasionar rupturas de la doble hebra (Shimatani et al., 2017).
1.1.4. Estructura, transcripcion y actividad de gRNAs.

Los gRNA son moléculas de RNA quimérico que combinan las funciones del
CRISPR RNA (cRNA) y del cRNA transactivador (tracrRNA). Este gRNA posee una
longitud tipica de 20 nucleétidos mas 80 nucleétidos del denominado andamio
(scaffold), que es una regién de unién del gRNA a Cas9 (Zhang et al., 2016).

Los gRNASs pueden ser funcionalmente expresados bajo promotores de RNA
nucleolares pequefios o snoRNA (como los de los genes U6 o U3), que son
transcritos por la RNA Polimerasa |l especializada en la produccion de RNAs cortos
no codificantes (Doench et al., 2016). Los promotores de snoRNA U3 o US6,
requieren respectivamente un residuo de guanina o adenosina en su extremo 5
para llevar a cabo una Optima transcripcion, lo cual puede soslayarse mediante la
eleccion de secuencias de gRNA sin considerar la identidad de la primera base de
la secuencia blanco o por la adicion del nucleétido requerido para el inicio de la
transcripcion en el extremo 5°. En ese sentido la adicidbn de dos guaninas en el
extremo 5°de gRNAs expresados bajo el promotor U3, ha demostrado incrementar
la actividad. Otros estudios han empleado promotores de RNA Polimerasa Il para

dirigir la sintesis de gRNAs, eliminando las restricciones del extremo 5"al final del
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transcrito y permitiendo expresar simultdnea y diferencialmente multiples gRNAs
debido a que su actividad puede ser especifica de un tejido, etapa de desarrollo o
inducible por algin agente fisico o quimico; con la limitacibn de presentar
generalmente actividades menores en comparacion a gRNAs expresados con
promotores de RNA polimerasa lll, tales como el CaMV 35S (Jia & Wang, 2014;
Upadhyay et al., 2013).

Wang et al., 2014 obtuvieron 3 resultados importantes que influyen sobre la
actividad de gRNAs: 1) gRNAs con un contenido muy alto o muy bajo de GC (<40%
0 >60%) tienden a ser menos efectivos que aquellos con un contenido promedio de
GC, 2) gRNAs dirigidos a la hebra que se transcribe fueron menos activos que los
gue se dirigen a la hebra no transcrita y 3) Cas9 se une preferencialmente a gRNAs
gue contienen residuos de purina en las Ultimas cuatro posiciones de la secuencia
espaciadora.

Una de las principales limitaciones del sistema CRISPR/Cas9 es que el
complejo puede reconocer y cortar otras secuencias adicionales a la que se desea
editar. La deteccion de potenciales sitios de corte fuera de blanco se puede realizar
a través de secuenciacion de genomas completos, secuenciacion profunda dirigida
0 a través de inmunoprecipitaciéon de cromatina/dCas9 seguida por secuenciacion
(ChlP-seq). Otros métodos estan basados en la prediccion in silico e in vitro de
potenciales cortes fuera de blanco basados en la similitud entre la secuencia de
interés y otras secuencias; demostrandose que Cas9 puede cortar en regiones
similares con e incluso en secuencias con desajustes de hasta 5 nucleétidos, entre
las secuencias del gRNA y el DNA. Estas herramientas han permitido determinar
qgue inclusive PAMs diferentes al canénico 5 -NGG-3", como 5-NAG-3’, pueden
también mediar la union de Cas9 a otros locus, aunque con actividades
endonucleasa inferiores (Choe, 2016).

Doench et al. (2014) desarrollaron un algoritmo para la estimacién de la
actividad en el sitio de interés, asi como en otros lugares del genoma, e
integrdndose a diferentes herramientas web como CRISPR Design Tool
(http://crispr.mit.edu), E-CRISP (http://www.e-crisp.org/E-CRISP/), DESKGEN
(https:/Iwww.deskgen.com/landing/), CRISPR RGEN Tool
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(http://www.rgenome.net/), etc., basadas en genomas completos secuenciados y en
las contribuciones individuales de cada nucleétido en la secuencia del espaciador y
nucledtidos cercanos (Fig. 3). Otra derivacion de este trabajo, es el empleo de
secuencias de gRNAs mas cortos (17 en lugar de 20 nucledtidos), haciendo un

gRNA truncado que posee menos actividad fuera de la secuencia blanco.
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Figura 3. Contribucién nucleotidica en la actividad de un gRNA (Fuente:
Doench et al., 2014).

1.3. Trehalosa y trehalasa en plantas.

La trehalosa es un metabolito ubicuo en bacterias, hongos, vegetales,
invertebrados e insectos; actuando como metabolito en respuesta al estrés. Su
funcién precisa en plantas no estd aun del todo esclarecida, pero algunos datos
indican que juega un rol importante como molécula protectora durante el estrés
abidtico (Almeida et al., 2007).

La trehalosa (a-D-glucopiranosil-1, 1- a-glucopiranésido; Ci2H22011 peso
molecular (PM) 342.31 g/mol) es un disacarido no reductor compuesto por dos
unidades de D-glucosa unidas por un enlace q, a-1,1. Las plantas poseen solo una
ruta para la biosintesis de trehalosa, en comparacién con las multiples rutas que
existen en procariotas y otros eucariotas. La ruta biosintética vegetal parte de UDP-
glucosa y glucosa 6-fosfato donde la trehalosa 6-fosfato sintasa (TPS), cataliza la
formacion de trehalosa 6-fosfato. Trehalosa 6-fosfato es luego convertida a
trehalosa por accion de la trehalosa 6-fosfato fosfatasa (TPP). En A. thaliana existen
11 genes codificantes para TPS y 10 genes codificantes para TPP; mientras que en

Z. mays existen 14 genes para TPS y 11 para TPP. Curiosamente en todas las
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especies vegetales, la parte catabdlica de la ruta esta representada por un Unico
locus codificante para la enzima trehalasa (TRE), quien hidroliza la trehalosa en dos
moléculas de glucosa (Fig. 4) (Barraza & Sanchez, 2013; Brodmann et al., 2002;
Figueroa-Soto et al. 2014).
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Figura 4. Ruta metabdlica de la sintesis y degradacion de trehalosa en plantas.
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La trehalosa juega un papel importante en microorganismos como fuente de
carbono y energia, asi como osmoprotector ante diferentes tipos de estrés como el
hidrico, osmatico, congelamiento, salinidad, oxidacion y radiacion. Sin embargo, sus
funciones en plantas aun no terminan de esclarecerse debido a las bajas
concentraciones en las que esta presente la molécula en estos organismos, salvo
en algunas excepciones de plantas anhidrobiontes no vasculares como Sellagina
lepidophylla y vasculares como Botrychium lunaria; Myothamnus flabellifolia y
Sporobolus spp., acumulan trehalosa bajo condiciones de sequia alcanzando hasta
un 20% de su peso seco, manteniendo asi su viabilidad celular por diferentes
mecanismos (Pampurova & Van Dijck, 2014; Van Dijck et al., 2002; Yobi et al.,
2012). Adicional a las funciones descritas de osmolaridad y fuete de carbono, la
trehalosa se fosforila, actuando como molécula sefial sistémica, induciendo
floracion (Ruiz-Salas et al., 2016).

El proceso catalitico de la enzima trehalasa se efectua a traves del hidrolisis
del enlace glucosidico, originando una conversion anomérica, mediante el ataque
nucleofilico por una molécula de agua (Barraza & Sanchez, 2013). Adicionalmente
en plantas, la trehalosa se acumula en presencia de valindamicina A, que es un
inhibidor especifico para la trehalasa, sugiriendo que la trehalasa es la Unica via en
plantas para la degradacion de la trehalosa. En plantas vasculares, los niveles de
expresion de trehalasa son bajos, salvo en algunos 6rganos o estadios de desarrollo
puntuales. En el caso de A. thaliana los niveles de expresion mas altos se
cuantifican en semillas en formacion, silicuas jévenes y 6érganos florales (Fig. 5),
mientras que en caso de Z. mays se encuentra expresandose en internodos, hojas
y estructuras femeninas reproductivas (Edward et al., 1990; Lunn et al., 2014) (Fig.
6).

La trehalasa ha sido reportada como una molécula osmoprotectora y
diferentes estudios corroboran esta hipotesis en donde incrementar la sintesis de
trehalosa mediante una sobreexpresion de sus genes biosinteticos o disminuir la
degradacion de la misma, conllevarian a un incremento en la concentracion de
trehalosa y por ende este caracter puede estar relacionado con una mayor

tolerancia a sequia.
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2 JUSTIFICACION

La edicidon de genomas empleando el sistema CRISPR/Cas9 es una técnica
novedosa que permite la modificacion genética de forma precisa, selectiva y estable.
La implantacion de vectores que permitan llevar a cabo este proceso, asi como la
implementacion de técnicas de transformacion genéticas mas accesibles a las
reportadas a la fecha sin necesidad de técnicas de cultivo in vitro, supone una
ventaja en la disminucién de costos y tiempos para la obtencion de transformantes.
A su vez este sistema permitira producir variedades vegetales libres de transgenes
con una mayor resistencia a sequia, lo cual constituye la superacion de los marcos
regulatorios actuales de los cuales son objeto los organismos genéticamente

modificados.
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3 HIPOTESIS

La implementacion del sistema CRISPR/Cas9 en Zea mays y Arabidopsis
thaliana permitird la produccion de variedades potencialmente tolerantes a sequia,
a través de la modificacion especifica y estable del gen que codifica para la enzima
trehalasa, disminuyendo su actividad hidrolitica y por ende favoreciendo la

acumulacion de trehalosa, que es la base bioquimica de la tolerancia a sequia.
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4 OBJETIVOS

Objetivo General

o Editar el gen que codifica para la enzima trehalasa en Zea mays y Arabidopsis

thaliana, a fin reducir su actividad enzimética.

Objetivos Especificos

e Establecer una plataforma de ingenieria genética que permita la transformaciéon y
expresion eficiente del sistema CRISPR/Cas9 empleando la cepa de Agrobacterium
tumefaciens AGL1.

e Determinar las secuencias de gRNA que permitan la edicién del gen de la trehalasa
en Arabidopsis thaliana y Zea mays var. B73 y VT401.

e Producir, analizar y seleccionar genomica y fisiologicamente las plantas con

potencial resistencia a sequia.
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5 ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

La estrategia experimental consta de cinco etapas (Figura 7)
correspondientes a cada uno de los objetivos propuestos incluyendo el andlisis in
silico para determinar el sitio de edicion para el gen trel, la construccion de
plasmidos para la ediciébn de genomas vegetales, la transformacion y seleccion de
transformantes, la determinacion de cambios genotipicos y fisiolégicos en

transformantes y la obtencién de plantas segregantes libres de transgenes.

/-"'“\.
g\'-..1_/)

Analisis in silico
para
determinar el
sitio de edicion
para el gen frel

Figura 7. Estrategia experimental del proyecto.
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6 MATERIALES Y METODOS

1.4. Material bioldgico.

En este estudio se emplearon semillas de Arabidopsis thaliana ecotipo
Columbia 0 (Col-0) y las lineas mutantes SALK_ 147073 y SALK 151791 para el
gen codificante de trehalasa (at4g24040) en la region 5-UTR, provenientes del
ABRC Stock Center (Arabidopsis Biological Resource Center). Asimismo, se
emplearon semillas de Zea mays var. B73, Zea mays var. VT401, Nicotiana
benthamiana, Cucurbita maxima var. Aladdin F1, Agrobacterium tumefaciens AGL1,
Escherichia coli MACH1™-T1 (Invitrogen).

15. Condiciones de crecimiento de material vegetal.
1.1.5. Arabidopsis thalianay N. bethamiana

Las semillas de A. thaliana fueron sincronizadas durante 2 dias en agarosa
al 0.05% a 4°C y luego sembradas en pellets de turba comprimida. Para el caso de
N. bethamiana, las semillas se sembraron directamente en pellets de turba
comprimida. En ambos casos, las plantas se mantuvieron en camara de crecimiento
(Conviron, A1000, Winnipeg, Canadd) con humedad relativa al 70%, a 22°C,
fotoperiodo 16 horas luz: 8 horas oscuridad, y riego interdiario con solucion nutritiva

Miracle Grow® a la concentracion especificada por el fabricante.
1.1.6. Zea mays y Cucurbita maxima

Las semillas fueron embebidas en agua durante 30 minutos con agitacion
leve y posteriormente colocadas en un contenedor con algodon y papel estraza en
camara de crecimiento (Conviron, A1000, Winnipeg, Canada) con humedad relativa
70%, a 24°C, fotoperiodo 16:8 (horas luz: horas oscuridad). Tras siete dias, las
semillas germinadas fueron sembradas en macetas con una mezcla de suelo: turba:
agrolita en proporcion 2:2:1; a 22-32°C con una humedad relativa de 20-40%, con
riego interdiario con agua corriente y riego semanal con solucion nutritiva Miracle

Grow® a la concentracion especificada por el fabricante.
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1.6. Analisis in silico para determinar el sitio de edicion para el gen
trel.

1.1.7. Analisis estructural y funcional de trel en plantas.

Se realizé un andlisis estructural de la enzima trehalasa en plantas, mediante

revision de la informacion depositada en Prosite (http://prosite.expasy.org), Interpro

(https://www.ebi.ac.uk/interpro/) 'y Pfam (http://pfam.xfam.org/). Una vez

seleccionado e identificado el dominio de unibn a sustrato en secuencia
aminoacidica, se obtuvieron y compararon los marcos abiertos de lectura,
correspondientes a organismos del taxdn Phyllum Viridiplantae, obtenidos de las

bases de datos de Phytozome (https://phytozome.jgi.doe.gov), Uniprot.

(http://www.uniprot.org/)., o del National Center for Biotechnological Information

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Posteriormente se realiz6 un alineamiento de

secuencias mediante el software MEGA 7.0 empleando el método de alineamiento
de ClustalW empleando el método de Neighboor Joining con 1000 Bostraps
(pairwise op: 35, Ext: 0,7; Multiple op: 15, Ext: 0,3). Las secuencias fueron utilizadas
para realizar un analisis evolutivo y de identificacién del mejor modelo evolutivo por
medio de MEGA7 (Tamura et al., 2013). El andlisis estadistico se realiz6 mediante
el método de bootstrap con 1000 repeticiones (Felsenstein, 1985). A partir de este
andlisis se realizaron inferencias evolutivas de la homologia y composicién de la
region seleccionada codificante para el dominio de union a sustrato. La creacion de
logos consenso de secuencias fue realizado con el software en linea WebLogo
(http://weblogo.berkeley.edu/) (Crooks et al., 2004).

1.1.8. Disefio de gRNAs.

El disefio de gRNAs para la edicién de este dominio se realiz6 empleando el
software en linea DESKGEN (https://www.deskgen.com/) a fin de identificar los

mejores candidatos para gRNAs en el gen codificante para trehalasa en Z. mays
(GRMZM2G162690) y A. thaliana (AT4G24040), considerando para ello la mayor
proximidad al dominio de union a sustrato, la cercania a aminoacidos de interés de

edicion, la mayor actividad del gRNA, la menor actividad off target y excluyendo
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aguellos gRNAs cuya potencial actividad off target se encuentre en sitios

codificantes del genoma.

1.1.9. Determinacion de la secuencia parcial del gen trel en Z. mays var.
VT401.

Con la finalidad de poder iniciar estudios de disefio de gRNAs en variedades
comerciales de maiz, se realiz6 la secuenciacion y comparacion del genoma de
referencia para maiz (Z. mays linea B73) con una variedad comercial (Z. mays var.
VT401) y una variedad ancestral (Zea spp.). Para la amplificaciéon de la region del
gen trel que incluyera el dominio de unién a sustrato en variedades de maiz cuya
secuencia nucleotidica es desconocida; se disefiaron oligos para amplificar
mediante PCR punto final el sitio potencial de edicién en dichas variedades. Los
oligos empleados para dicha amplificacion fueron disefiados sobre regiones
conservadas en diferentes especies de plantas monocotiledéneas del clado
Poaceae (TREH-MONOCOT-F: 5-ACTTCCTGTCCCGCYAC TTCG-3°, TREH-
MONOCOT-R: 5"-AGCACAATAGYCTTTGCCGTG-3"). Los lineamientos generales
seguidos en este trabajo, para la amplifacion de productos de PCR mendiante PCR
punto final, se indican en las Tablas | (mezcla de reaccion) y Il (programa de

temperaturas para amplificacion).

Tabla I. Mezcla de reaccién para PCR punto final.

Reactivo Volumen (L)
ddH20 estéril 8.70
Buffer 10X 1.25
dNTPs (10 uM) 1.00
Primer F (100 pM) 0.25
Primer R (100 puM) 0.25
Takara Ex Tak HS 0.05
DNA (30-100 ng/pL)* 1.00

Volumen final 12.50

*=Para PCR de DNA plasmidico o genémico de A. thaliana, el DNA se normalizé a una
concentraciéon de 30 ng/uL. Para PCR de DNA gendmico de Z. mays, el DNA se normalizé a una

concentracién de 100 ng/uL
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Tabla Il. Programa de temperaturas para amplificacion de fragmentos por PCR

punto final.
Etapa Temperatura TlifI[!pO (min:seg) _
(°C) DNA plasmidico DNA genomico
Desnaturalizacion inicial 94.0 03:00 05:00
Desnaturalizacion 94.0 00:30 00:45
Alineamiento*® 50.0-68.0 00:30 00:45 30X
Extension 72.0 1 kb/min
Extension final 72.0 10:00
Enfriamiento 16.0 @

*= La temperatura de alineamiento dependerd de cada PCR en particular y debera ser optimizada
en funcién de cada par de oligos con base en su Tm.

Una vez amplificados los fragmentos por PCR punto final y visualizados en
gel agarosa al 1%, dichos productos de PCR fueron clonados en el vector pDRIVE
(Fig. 8), siguiendo la mezcla de reaccion sefialada en la Tabla Ill e incubados a 16
°C toda la noche. Posteriormente la mezcla de clonacién fue empleada para la
trasformacion de células comerciales de E. coli MACH1™-T1 (Invitrogen) mediante
choque térmico siguiente las indicaciones del fabricante seleccionados. Las células
se inocularon en placas de medio LB suplementado con ampicilina (100 pg/mL) y
kanamicina (50 pg/mL), X-Gal (100 pg/mL) e IPTG (50 uM)y tras incubacién de las

colonias se realizd el escrutinio de colonias azules y blancas.
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Figura 8. Mapa del vector pDRIVE, empleado para la clonacion de una region del gen

trel en Z. mays

28



Tabla lll: Mezcla de reaccion para clonacion en el vector pDRIVE

Componente Volumen (uL)
H20 Milli-Q estéril 1
Producto de PCR 1
Ligation Master Mix (2X) 2.5
pDRIVE Cloning Vector (50 ng/uL) | 0.5
Volumen final 5.0

La presencia del inserto en las colonias blancas obtenidas fue verificada por
PCR punto final y estas clonas fueron secuenciados para determinar su homologia
de secuencias nucleotidicas respecto al genoma de referencia a partir de
secuenciacion por el método de Sanger en el Servicio de Secuenciaciéon de DNA
del Laboratorio de Bioquimica Molecular, UBIPRO, FES-Iztacala, UNAM. Las
secuencias obtenidas fueron comparadas a través de un alineamiento con BLASTn
para regiones gendmicas de organismos del género Zea spp.
(https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cqgi?PROGRAM=blastn& PAGE_TYPE=Blast
Search&LINK LOC=blasthome).

1.7. Construccion de vectores para edicion de genomas.

Los vectores pBUN411 (Addgene plasmid # 50581), pBUN501 (Addgene
plasmid # 50582), pBUNG6I11 (Addgene plasmid # 50579) (Xing et al., 2014) y
pCR8/GW/TOPO (Fig. 8), se utilizaron para la elaboracion de vectores que
permitieran la transformacion eficiente de plantas monocotiledoneas vy

dicotiledoneas empleando la cepa hipervirulenta de A. tumefaciens AGLL1.
1.1.10. Adicion de cassette de espectinomicina.

Los vectores pBUN411, pBUN501 y pBUNGI11 fueron resuspendidos de
papel de filtro en 20 pL de TE calentado a 70°C (Tris HCI 10 mM pH 8.5, EDTA 0.1
mM) durante 20 min a temperatura ambiente. 5 pL de esta elucion se emplearon
para la trasformacién de células comerciales de E. coli MACH1™-T1 (Invitrogen)

mediante choque térmico siguiente las indicaciones del fabricante. Posteriormente,
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las colonias obtenidas fueron crecidas en medio LB suplementado con kanamicina
(50 mg/L) y espectinomicina (100 mg/L). EI DNA plasmidico fue extraido con el kit
ZR Plasmid Miniprep™ Classic (Zymo Research), digerido con Acll, desfosforilado
con rSAP vy purificado de gel de agarosa al 0.8% con el kit Zymoclean™ Gel DNA
Recovery Kit (Zymo Research). Por otra parte, se amplifico por PCR punto final el
cassette de resistencia a espectinomicina proveniente del pladsmido
PCR8/GW/TOPO, con iniciadores que contenian un sitio de restriccion para la
enzima Clal (SmRClal-F: 5-CC ATCGATGGAGCTCTGGCCCGTGTCTCAAAATC-
3"y SmRClal-R: 5"-CCATCGATGGGATCCTTTGATCTTTTCTACGGGGTC -3). El
producto de PCR fue digerido con Clal, purificado por columna mediante el kit
QIAquick® PCR Purification Kit (QIAGEN) y ligado a los vectores digeridos con Acll
con ligasa T7 (New Egland Labs). 5 yL la mezcla de ligacidén se utilizaron para
transformar células de E. coli MACH1-T1 y las transformantes obtenidas se
analizaron mediante codigestion con Spel/Sspl y por PCR punto final para verificar
la presencia del cassette de espectinomicina (SmRClal-F: 5-CCATCGA TGGAGC
TCTGGCCCGTGTCTCAAAATC-3’ y SmRClal-R: 5-
CCATCGATGGGATCCTTTGATCTTTTCTACGGGGTC-3); para la obtencion de
los vectores pBUN4U3SM, pBUN5UG6SM y pBUNG6UGSM.
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Figura 8. Plasmidos utilizados en este estudio para la construccion de vectores utilizables en la cepa hipervirulenta
de A. tumefaciens AGL1.



1.1.11. Intercambio de promotores para la sintesis de gRNA en

monocotiledéneas y dicotileddneas.

Cada uno de los vectores obtenido en el apartado 3.1 se digirieron con la
enzima Hindlll generando fragmentos de 122 Kb aproximadamente. El fragmento
de 12 Kb se consideré6 como base para la construccion de nuevos vectores y el
fragmento de 2 Kb fue considerado como el cassette para la sintesis del gRNA y
purificados de gel de agarosa al 1%, utilizando el kit Zymoclean™ Gel DNA
Recovery Kit (Zymo Research). Combinaciones de vectores base (150 ng) y
cassettes para la sintesis de gRNA (20 ng) fueron utilizadas para la reaccion de
ligacion con ligasa T7 (New Egland Labs). 5 yL la mezcla de ligacion fueron
empleados para transformar células de E. coli MACH1-T1 y las transformantes
obtenidas fueron analizadas mediante codigestion con las enzimas Ncol/Bsal asi
como por PCR punto final para OsU3 (OsU3p-F: 5- CAGGGACCATAGCACA
AGACA-3", OsU3t-R: 5"-GCGACGGAGAAAACTCAATG-3") o AtU6 (AtU6p-F: 5°-
CCTGGGAATCTAAAGAAGAGAAG-3’, AtU6t-R: 5-CAGAA
ATTGAACGCCGAAGAAC-3"), segun corresponda; a fin de verificar el correcto
intercambio en los promotores en los vectores pBUN4U6SM, pBUN5U3SM vy
pBUN6U3SM.

pBUN411 pBUNS01 pBUNGI11 pCR8/GW/TOPO

N

pBUN4U3SM pBUN5U6SM| [pBUNBUGSM

\ J

pBUN4UGSM pBUNSU3SM| | pBUNGU3SM

—— \Vector donante de cassette de resistencia a espectinomicina

— Vector base

— \ector donante del cassette para dirigir la transcripcion de gRNA

Vector generado en este trabajo
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Figura 9. Representacion esquematica de la construcciéon de los vectores para
edicion de genomas empleados en este trabajo.

1.8. Verificacion de la actividad del promotor ZmUbilp en

dicotileddneas.

El promotor de Ubiquitina 1 o poliubiquitina de Zea mays (1970 bp) dirige la
sintesis del gen estructural Cas9 en los vectores obtenidos en el apartado 3.2, por
lo cual resulté necesario verificar la funcionalidad de este promotor en plantas

dicotiledoneas.
1.1.12.  Construccion del vector pPBGWFS7-ZMUDbilp.

Para ello se llevo a cabo la amplificacién del promotor mediante PCR punto
final con los oligonucle6tidos ZMUbilp-F: (5"-CGGTCGTGCCCCTCTCTAGA-3") y
ZMUbilp-R (5’-CTG CAGAAGTAACACCAAACA-3") tomando como DNA templado
a 30 ng del plasmido pBUN411. Posteriormente se efectud la purificacion del
fragmento de PCR mediante el kit QIAquick® PCR Purification Kit (QIAGEN),
siguiendo las indicaciones del fabricante y posteriormente se llevé a cabo la
clonacion en el plasmido de entrada pPCR8/GW/TOPO (Tabla IV) incubando a 22°C
toda la noche y transformando el producto de clonacién en E. coli para obtener el
vector PCR8-ZMUbilp. Este plasmido fue verificado mediante restriccion con
digestion con Hincll, para determinar la orientacion del inserto y las clonas con la
orientacion correcta fueron linealizadas con Pvul; y mediante recombinacién con el
vector destino pBGWFS7 (Karimi et al., 2007) con LR Clonasa (Invitrogen) se obtuvo
vector pPBGWFS7-ZmUbilp (Tabla V) tras incubacion toda la noche a 22°C y
posterior transformacién de E. coli. Las colonias resultantes fueron analizadas por

PCR punto final para verificar la presencia del inserto de interés.

Tabla IV: Mezcla de reaccion para clonacién en el vector pCR8/GW/TOPO

Componente Volumen (uL)
H20 Milli-Q estéril 25
Producto de PCR purificado (100 ng/pL) 2.0
Solucion de Sales 1.0
pCR8/GW/TOPO 0.5
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Volumen final 6.0

Tabla V: Mezcla de reaccion para recombinacién con clonasa LR

Componente Volumen (uL)
Vector de entrada linealizado (30 ng/uL) 1.0
Vector binario (150 ng/pL) 1.0
LR clonasa li 0.5
Volumen final 2.5

1.1.13. Transformacion de Agrobacterium.

0.5-1 ug del vector binario verificado fue utilizado para la transformacion de
50 pL de células electrocompetentes de A. tumefaciens AGL1 utilizando una cuveta
de 0.1 cm a 1800 V, 15 pF 335 R en un equipo electroporador EquiBio EasyJect
Optima (Ashford, UK). Tras incubar 3 h a 28°C a 225 rpm, se sembraron 5 puL de la
mezcla de transformacion en placas de LB con carbenicilina (100 mg/L), kanamicina
(50 mg/L) y espectinomicina (100 mg/L) durante 2-3 dias a 28 °C. Las colonias
fueron transferidas a medio LB con carbenicilina (50 mg/L), kanamicina (25 mg/L) y
espectinomicina (50 mg/L) e incubadas por 2 dias a 28 °C, 180 rpm. Posteriormente
las posibles transformantes fueron analizadas mediante PCR en colonia segun lo
descrito por Cubero et al. (1999) con algunas modificaciones. Se tom6 1 mL del
cultivo y fue centrifugado a 12000 g durante 5 min. La pastilla celular obtenida se
lavé con 1 mL de agua Milli-Q estéril y tras centrifugacion a 13000 g durante 3 min
se resuspendid en 20 uL de EB. El resuspendido se incubd a 94°C durante 5 min'y
luego en hielo por 5 min. Se centrifugé nuevamente a 12000 g durante 2 miny 1 uL
del sobrenadante se utilizo para el analisis de colonias mediante PCR punto final.
Una vez verificadas las colonias de A. tumefaciens AGL1 se emplearon para la

transformacién de plantas de acuerdo al procedimiento especificado en cada caso.
1.1.14. Agroinfiltracion de A. thalianay N. benthamiana.

La cepa de A. tumefaciens AGL1 pBGWFS7-ZMUbilp fue utilizada para la

agroinfiltracion de hojas de A. thaliana y Nicotiana benthamiana. 50 mL de la
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bacteria cultivada en medio LB con carbenicilina 50 mg/L, kanamicina 25 mg/L y
espectinomicina 50 mg/L a una D.O.s00nm=0.5-1.0; fue incubada durante 3-4 h sin
agitacion con 50 uM de acetosiringona. Tras este periodo se centrifugd la bacteria
a 3000 g por 15 min a temperatura ambiente y la pastilla se resuspendio en buffer
de infiltracién (10 mM MES pH 5.6, 10 mM MgClz, 200 uM acetosiringona) ajustando
a D.O.eoonm=1.0. En esta suspension se sumergieron las partes aéreas de A.
thaliana en vacio por 3-5 min. Para el caso de N. bethamiana, el envés de las hojas
fue infiltrado con una inyectadora de insulina sin aguja. Tras la infiltracion, las
plantas se colocaron en camara de cultivo por 7 dias en las condiciones de
crecimiento especificadas en el apartado 2.1. y analizadas por microscopia confocal

0 Western Blot.
1.1.15. Analisis de expresion para GFP.

Tejido fresco foliar coloco en porciones de papa de aproximadamente 3 cm
x 3 cm con una incisién central donde se coloco el tejido. Tras ello el bloque de papa
con el tejido se congelo en nitrégeno liquido y se realizaron cortes transversales de
30 pum en un micrétomo (Microm, Thermo Scientific) y montados en un portaobjetos
con glicerol al 50%. Los cortes fueron visualizados en un microscopio confocal Leica
TCS-SP8/MO-TANDEM o0 TCS-SP5/MO TANDEM (20, 40 y 60X: HCXPLAPO- blue
IMM UV 0.7 NA, Leica, Germany) con un laser Tisaph 200M 2X (resolucion 1024 x
1024 pixeles) a una longitud de onda entre 515-580 nm (excitacién) y 525-550 nm
(emision de GFP) y 600-680 nm (emisién de autoflorescencia). Las imagenes fueron

analizadas en el software ImageJ empleando el plugging LOCI.
1.1.16. Western Blot para verificar la expresion de GFP.

Para la determinacion de la proteina de fusion GUS-GFP (aproximadamente
95.2 KDa), 100 mg de tejido foliar fueron congelados en nitrdgeno liquido vy
pulverizados en un homogeneizador de tejidos TissueLyser a 50 Hz durante 2 min.
El homogeneizado fue resuspendido en Buffer de Extraccion (Tris-HCI 100 mM pH
8.0, NaCl 500 mM, SDS 2%, Glicerol 20%, DTT 200 mM, PMSF 1X). Las proteinas
fueron separadas en geles de poliacrilamida al 15% en el separador y transferidas
a una membrana de PVDF toda la noche a 4°C y inmunodetectados con anticuerpos
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de raton primario Anti-GFP (1:2000) y anticuerpo Anti-lgg acoplado a peroxidasa de
rabano (1:5000). Como control positivo se utilizo GFP expresada en C. maxima a

través de agroinfiltracion foliar con el vector ZYMV-GFP (Lin et al., 2007).
1.9. Clonacion de gRNA.

Para la clonacion del gRNA en los vectores para edicion de genomas,
primero se alinearon oligos con secuencias codificantes para el protoespaciador del
gRNA, en un volumen final de 20 uL, afiadiendo 1 yL de cada oligo a 100 uMy 2 pL
de Buffer de alineamiento 10X (Tris-HCI 200 mM pH 8.0, NaCl 500 mMy EDTA 10
mM). La mezcla de alineamiento se incubd a 94 °C durante 5 min, de 94-84°C a
razon de -2.0 °C/s y de 84-25 °C a razdn de -0.1 °C/s. El producto de alineamiento
se visualizé en un gel de agarosa Nusieve al 5% y se cuantific6 empleando un
NanoDrop. Esta mezcla se elaboré para obtener los protoespaciadores dirigidos al
sitio de union a sustrato del gen de trehalasa tanto en A. thaliana como en Zea
mays. Posteriormente, 1 pg de los vectores pBUN4U3SM (para Z. mays) Yy
pBUN4UG6SM (para A. thaliana) fueron digeridos con la enzima Bsal-HF (NEB). De
esta digestion se obtuvieron fragmentos 13 y 1.2 Kb purificandose la banda de 13
Kb y lighnhdose con Rapid DNA Ligation Kit (ThermoFisher Scientific) a una
proporcién molar de 10:1 (vector:inserto) respecto al gRNA alineado. Las clonas de
E. coli obtenidas se verificaron mediante PCR punto final especifica para el promotor
AtU6 o OsU3 con gRNA-R y mediante secuenciacion por Sanger. Posteriormente 1
pug de plasmido fue transformado en células de A. tumefaciens AGL1 mediante
electroporacion. Se seleccionan 5 colonias y se verificaron mediante PCR en colonia
para Agrobacterium especifica para U6/U3F con gRNA-R.

Para el analisis de colonias de Agrobacterium, se crecieron 5 colonias
candidatass transformantes en 3 mL de medio LB con los respectivos antibiéticos
(carbenicilina 50 mg/L, kanamicina 25 mg/L, espectinomicina 50 mg/L) por
separado, a 28°C durante 2 dias a 180 rpm. Los cultivos se centrifugaron a 13000
g durante 5 min y cada pastilla celular se lavd dos veces con 500 uL de agua estéril,
centrifugando a 13000 g durante 5 min y desechando el sobrenadante. Cada pastilla
celular se resuspendio en 20 L de agua estéril, se incub6 a 94°C durante 10 miny

luego en hielo por 10 min. Se realiz6 una ultima centrifugacion durante 5 min a
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13000 g a 4°C y del sobrenadante se tomd 1 L para la realizacién de PCR punto

final.
1.10. Transformacion de plantas.

Para el caso de la transformacién de Arabidopsis thaliana se empleé el
método de inmersion de primordios florales (Clough & Bent, 1998). Para el caso de
transformacién maiz, se empled el método de transformacion de meristemos

apicales descrito por Rivas (2016).
1.11. Seleccion y analisis de transformantes.

La selecciodn inicial de plantas de A. thaliana se realiz6 tomando 100 pL de
semillas F1 y diluyéndolas en 50 mL de agarosa al 0.05%. Las semillas se
sembraron en una mezcla estéril de tierra: turba: agrolita (2:2:1) y tras una semana
después de la siembra, se realizaron aspersiones semanales durante tres semanas
de glufosinato de amonio Finale® a una concentracion de 300 uM (Ingrediente
activo: amonio (2RS)-2-amino-4-(metilfosfinato) acido butirco, 13.5%, PM= 198.15
g/mol). Para el caso de maiz, en cada hoja de las plantulas FO transformadas de un
mes de edad, se delimité una zona circular (5 cm de didmetro aproximadamente) y

en esta area se deposité una solucion de glufosinato de amonio Finale® al 2%.
1.1.17. Extraccion de DNA gendmico vegetal.

A las plantas que no presentaron amarillamiento tras la aplicacion del
herbicida, fue extraido su DNA gendmico total 100 mg de tejido foliar fueron
congelados en nitrégeno liquido y pulverizados en un homogeneizador de tejidos
TissueLyser a 50 Hz durante 2 min. Tras la pulverizacion las muestras se incubaron
en 600 pL de CTAB Buffer (Tris-HCI 100 mM pH 8.0, EDTA 20 mM pH 8.0, NaCl 1.4
M, CTAB 2%, PVP 4000 1%) a 65°C por 20 min a 300 rpm. El homogenato se
mezclé en vértex con un volumen de fenol: cloroformo: alcohol isoamilico (12:12:1),
se centrifugod y el sobrenadante se mezcl6 con un volumen de cloroformo: alcohol
isoamilico (24:1). Se centrifugd nuevamente y al sobrenadante se le afiadieron 0.7
volumenes de isopropanol frio, mezclando por inversion e incubando a -20°C
durante 30 min. La pastilla obtenida posterior a la centrifugacion se lavo dos veces

con etanol frio al 70% y se secaron los tubos a 60°C, resuspendiendo el precipitado
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con agua Milli-Q estéril con Rnasa A a 20 pg/mL. La integridad del DNA fue
verificada en un gel de agarosa al 0.8% y tefiido con bromuro de etidio (0.1 pg/mL);
mientras que la concentracion fue determinada con un Nanodrop (Thermo Scientific,
WA).

1.1.18. PCR punto final.

Las plantas se analizaron por PCR punto final para detectar un fragmento de
424 pb correspondiente al gen codificante para Cas9 (Cas9-F: 5'-
CGGCCTCGATATTGGGA  CTAACTCT-3, zCas9-R: 5 -CTTATCTGTGG
AGTCCACGAGCTTC-3"), como se indica en el apartado 3.3. Tres microlitros de
cada producto de PCR se visualizaron en un gel de agarosa al 1%.

1.1.19. Seleccion de plantas mediante qPCR.

Con el fin de identificar las plantas transformadas se analizaron mediante
gPCR con mezclas de reaccion conteniendo los componentes indicados en la Tabla
VI.

Tabla VI: Mezcla de reaccion para la deteccién de fragmento BAR mediante
gPCR

Componente Volumen (uL)
ddH20 estéril 13.50
Buffer 10X sin Mg*? 2.00
Mg*? (50 mM) 0.60
dNTPs (10 mM) 0.50
Primer F (10 pMm) 0.60
Primer R (10 pM) 0.60
Sonda (5 pM) 0.72
ROX High (50X) 0.40
Taq Platinum (5 U/ pL) 0.08
DNA (100 ng/pL) 1.00
Volumen final (pL) 20.0

Cada muestra a analizar se realiz6 por duplicado para cada gen (HMG como

endogeno y BAR como gen blanco) y se sometieron las muestras al siguiente
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programa de temperaturas: denaturalizacién inicial a 94°C durante 5 min y 35 ciclos
compuestos de desnaturalizacion a 94°C durante 30s y 60°C durante 1 min en un
equipo Step One Plus (Applied Biosystems®), recolectando datos de variacion de
fluorescencia al final de cada uno de los ciclos. Aquellas muestras cuyos valores de
Ctuve ¥y Ctsar estuvieron entre 26-28, presetando variaciones entre duplicados
menores a 0.5 Ct; se consideraron como positivas al transgén. Las secuencias de

sondas y oligos utilizados, se muestran en la Tabla .

Tabla Il: Oligos y sondas utilizados para la qPCR de deteccion del fragmento
de BAR

SECUENCIA
HMG-AT-F 5-CAGAAAGGTGGGAAAGAGGA-3’
HMG-AT-R 5-TTTGGTTTGTTTGGGTCCTT-3’
HMG-AT-PROBE | 5"-[HEX]JAGGCTTCTCAGCCGGTGCCT[BHQ1]-3"
HMG-ZM-F 5-TTGGACTAGAAATCTCGTGCTGA-3’
HMG-ZM-R 5"-GCTACATAGGGAGCCTTGTCTCT
HMG-ZM-PROBE | 5"-[HEX]CAATCCACACAAACGCACGCGTA[BQH1]-3"
BAR-F 5- GTGCTTGTCTCGATGTAG-3’
BAR-R 5- GAGGGGATCTACCATGAG-3
BAR-PROBE 5-[6FAM] ACATCCGCCGTGCCACCGAG[BHQ1]-3"

1.1.20. Determinacién del nimero de copias a través de droplet digital PCR.

(ddPCR).

Una vez seleccionadas las plantas positivas al T-DNA codificante para Cas9, se
determiné el nimero de copias presentes en dichas plantas, a fin de conocer y mantener
aquellas con un evento de insercion de T-DNA. 1 ug de DNA gendémico de plantas
transformadas F1 de A. thaliana y FO Z. mays, fue digerido con la enzima de restriccion
EcoRI por 1h a 37°C. La mezcla de reaccion se realiz6 en un volumen de 20 ply se utilizaron
los mismos oligos y sondas que en el apartado 8.4., a una concentracion final de 900 mM
y 250 mM de primers y sondas respectivamente; y una concentracion de 5 ng de DNA para
muestras de A. thaliana 'y 100 ng de DNA para muestras de Z. mays. En cada reaccion se
procesaban aproximadamente 20,000 microgotas (Droplet generator QX-200) y se llevaban
a una reaccion de PCR y posteriormente a su andlisis en el Droplet-reader QX200. La

mezcla de reaccion y condiciones de amplificacion se realizé6 segun especificaciones del
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proveedor (PrimePCR™ ddPCR™ Copy Number Varation (CNV) assay — BioRad);
utilizando como referencia que existen en el genoma 2 copias de HMG (una en cada alelo)

a fin de identificar aquellas plantas hemicigas con una sola insercion de T-DNA.

1.12. Determinacion de la estabilidad y segregacion de la

transformacion en maiz.

A fin de caracterizar el método de transformacion reportado por Rivas (2016) para
la transformacion de meristemos de coleoptilos de maiz se disefiaron diferentes
experimentos a fin de corroborar que dicho método de trasformacion fuses eficiente y
estable en la segregacion del transgén.

1.1.21. Determinacion de la eficiencia de transformacion.

Para ello se empled la cepa de A. tumefaciens AGL1 pBUN4U3SM y se

transformaron aproximadamente 100 coleoptilos de maiz.
1.1.22. Determinacion de la estabilidad de la transformacion.

En este caso se obtuvo el gen codificante para el factor de transcripcion
knottedl (KN1) de Zea mays, del vector pBINrolC-KN1-GFP y se clon6 dicho gen
en PCR8/GW/TOPO. Posteriormente se realiz6 la reaccion de recombinacion con
clonasa LR en el vector destino pB7FWG2 generandose asi el vector pB7FWG2-
KN1. Este vector fue clonado en A. tumefaciens AGL1 y se verificé la eficiencia de
este vector, mediante transformacion de cotiledones de calabaza segun lo reportado
por Ramirez-Ortega et al. (2015). Posteriormente, la cepa se utilizé en la
transformacién de maiz, con la finalidad de apreciar fenotipicamente cuales hojas
estuviesen modificadas y si dicho fenotipo se mantiene a lo largo de toda la

fenologia de la planta.
1.1.23. Tincién de GUS.

El ensayo histoquimico de GUS fue desarrollado como lo describen Weigel
& Glazebrook (2002)con algunas modificaciones. Tras 5 dias posteriores a la
trasformacién de los coleoptilos, éstos fueron cortados transversalmente en
fragmentos de 1 cm cerca del meristemo apical y se les realiz6 un corte longitudinal
en la misma zona. Tras ello, fueron embebidos en solucion de tincidon para GUS

(acido 5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-glucurdénico 1mM, buffer de fosfatos 100 mM
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pH 7.0, Triton X-100 0.1%, EDTA 10 mM, ferrocianato de potasio 0.5 mM,
ferrocianuro de potasio 0.5 Mm, acido ascérbico 100 Mm) e infiltrado por vacio
durante 1:30 h. El tejido se incubd durante 24 h y fue destefiido con etanol: acido
acético y luego con metanol: acetona en relacion 3:1 en ambos casos. Los
coleoptilos se embebieron en glicerol al 50% y observadas en un microscopio de
diseccion triocular Nikon SMZ745T8.

1.1.24. Estudio de segregacion.

Se transformaron y analizaron plantas de maiz con el vector pBUN411 (que
expresaria resistencia a herbicida y la proteina Cas9), a fin de establecer una linea
que expresase este transgén. Posteriormente en estado de madurez reproductiva
se cruzaron con plantas WT y se recolectaron las semillas tras 45 dias después de
la polinizacion. Las semillas fueron secadas a 37 °C durante 3-5 dias y
posteriormente germinadas en papel, sembradas y tras 3 semanas después de la
siembra se asperjaron con herbicida al 2%. Tras 15 dias de aplicacion del herbicida,
las plantas fueron analizadas a fin de observar la posible resistencia a herbicida.
Los valores observados se compararon con una segregacion tipo mendeliana a

partir de una prueba estadistica de Chi-cuadrado.
1.13. Determinacion de cambios genotipicos.

Las lineas transformantes comprobadas por PCR, gPCR y Western Blot
fueron utilizadas para la determinacién de cambios genotipicos. Para ello, se
amplific6 mediante PCR punto final el fragmento correspondiente a una regién del
exon 1 del gen de trehalasa de A. thaliana y dicho amplicén fue clonado en el vector
PCR8/GW/TOPO. Se analizaron 5 clonas por planta a través de secuenciacion por
Sanger. Las secuencias obtenidas tras la secuenciacion, fueron alineadas respecto
a la secuencia silvestre del gen, para determinar asi, potenciales sitios de

modificacion en el gen.
1.14. Analisis fenotipico de mutantes de A. thaliana.

Las mutantes de insercion de T-DNA (lineas SALK); asi como las plantas
posiblemente editadas, fueron comparadas en los siguientes parametros: tamafio

de la roseta, tamafio y forma de hojas caulinares y de roseta, en el gen de interés y
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con plantas silvestres. Todas las plantas en este analisis presentaron el mismo

estadio de desarrollo fenoldgico.
1.15. Cuantificacion relativa de transcritos de ATTRE1
1.1.25.  Extraccion de RNA.

El RNA total fue obtenido de hojas de roseta de A. thaliana mutantes de T-
DNA (SALK_147073 y SALK 151791), en plantas F1 potencialmente editadas y
silvestres todas ellas de la misma edad fenoldgica (meristemo floral visible en el
centro de la roseta sin elongacion del tallo). La extraccidn se realizo utilizando el kit
Direct-Zol RNA miniprep (Zymo Reseach, Irvine CA) con digestion de DNA en
columna. Las muestras se cuantificaron en un Nanodrop 2000 (Thermo Scientific):
los productos fueron visualizados en gel para RNA al 1.4%.

1.1.26. RT-gPCR para cuantificacion relativa de transcritos para el gen Attrel.

Las concentraciones de RNA fueron normalizadas a 30 ng/pL y la mezcla de
reaccion fue realizada utilizando Kappa Sybr-FAst qRT-PCR, de acuerdo a las
especificaciones del fabricante en un volumen de 10 uL, empleando un equipo para
tiempo real One Step Plus (Applied Biosystem, Thermo Scientific), utilizando como
referencia el gen de poliubiquitina 10 (UBQ10, numero de acceso: At4g05320.2;
UBQ10-F: 5-GATCTTTGCCGGAAAACAATTGGAGGATGGT-3", UBQ10-R: 5'-
CGACTTGTCATTA GAAAGAAAGAGATAAC AGG-3") para la cuantificacion del
gen trel de A. thaliana (TRE1, numero de acceso: at4g24040: gPCR-ATTRE-F: 5°-
AGGGCAATGGCTGGATTACTGG-3', gPCR-ATTRE-R: 5-
AGCCTTCCATGTCTCAGATTCCTC-3"). La cuantificacion se realizé por el método
de AACt, referido como expresion relativa y utilizando como referencia la
cuantificacion obtenida en plantas silvestres. La mezcla de reaccion empleada en
cada caso fue la referida en la Tabla Ill; mientras que el programa de temperaturas

empleado se muestra en la Tabla IV.
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Tabla lll: Mezcla de reaccion para RT-gPCR.

Componente

Volumen (uL)

H20 libre de nucleasas

3.2

KAPA SYBR FAST qPCR Master Mix | 5.0
Primer Directo (10 uM)
Primer Reverso (10 uM)

ROX High
RNA (25 ng/pL)

KAPA RT Mix (50X)

Volumen final

0.2
0.2
0.2
1.0
0.2

10.0

Tabla IV: Programa de temperaturas para RT-gPCR

Etapa Temperatura (°C) | Duraciéon (min:s) | Ciclos

Sintesis de cDNA 42.0 05:00 -

Inactivacion de la RT 95.0 05:00 -

Desnaturalizacion 95.0 00:05

Alineamiento/ Extension 60.0 00:30 40
95.0 00:15

Disociacion 60.0 01:00 +1°Cls
95.0 00:15
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7 RESULTADOS Y DISCUSIONES

1.16. Analisis in silico para determinar el sitio de edicion para el gen
trel.

Se realizé un andlisis de secuencias aminoacidicas del gen codificante para
la enzima trehalasa, a fin de identificar regiones de interés que fuesen blancos
potenciales de la edicion, a través de la caracterizacion de la estructura, sitios de

union a sustrato, sitios activos y sitios estructurales conservados (Tabla V).

Tabla V. Regiones funcionales de relevancia paralafuncionalidad de laenzima

trehalasa.

Region Secuencia aminoacidica
XRFX

XWDSX

PNG

Sitios de union a sustrato | RSQP

PRPES

SGXDF

GEY

SGXDF

XEK
PGXRFXEXYXWDSXW
QWDXPX[GAV]W[PAS]P

Residuos cataliticos

Firmas conservadas

De estas secuencias, se decidi6 analizar a detalle la firma conservada
PGXRFXEXYXWDSXW, debido a que en ella se encuentran un total de 4 residuos
de union a sustrato. Se realizé un analisis bioinformatico y filogenético de esta
region a fin de evaluar el grado de conservacion de este dominio entre organismos
del reino Viridiplantae. Para ello se obtuvieron las secuencias aminoacidicas que se
enlistan en la Tabla VI, y se construyeron filogenias derivadas de dichas secuencias
(Fig. 10).
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Tabla VI: Secuencias empleadas parala construccién de arboles filogenéticos

de la enzima trehalasa

Especie Género NUumero de acceso
Amborella trichopoda Amborellales |XP_006857861
Arabidopsis thaliana Brassicales NP_194135
Asparagus officinalis Asparagales [ONK56511
Chlorella variabilis Chlorellales XP_005846758
Citrus sinensis Sapindales XP_00647116
Coffea canephora Gentianales |CDP12200
Cucumis melo Cucurbitales | XP_008437392
Daucus carota Apiales XP_017242937
Eucalyptus grandis Myrtales XP_010055990
Fragaria vesca Rosales XP_004300488
Gossypium hirsutum Malvales XP_016741805
Manihot esculenta Malpighiales |OAY59719
Musa acuminata Zingiberales [ XP_009398082
Phaseolus vulgaris Fabales XP_007160201
Phoenix dactylifera Arecales XP_008799557
Physcomitrella patens |Funariales XP_001769611
Picea sitchensis Pinales ABR17991
Selaginella moellendorfii [ Selaginellales | XP_002978773
Sesamun indicum Lamiales XP_011081450
Solanum lycopersicum | Solanales XP_004245478
Spinacia oleracea Caryophyllales | KNA23336
Vitis vinifera Vitales XP_002263698
Volvox carterii Volvocales XP_002957229
Zea mays Poales XP_008673385
Zostera marina Alismatales KMZ72838.1
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Adicionalmente se disefiaron gréficos de representacion de aminoécidos de este
sitio, en el cual se obtuvo una caracteristica notable de interés en la serina cercana al
extremo carboxilo del dominio; siendo esta serina sustituida por treonina en la planta
resistente a sequia Selaginella lepidophylla. Por esto, se decidi6 elegir esta region como el
blanco para edicion del gRNA para A. thaliana y para Z. mays (Fig.11).

Phaseslus vulgaris
Arabidspsis thaliana

30

Manihot esculenta
Spinacia eleracea

Vitis vinjfera
Fragariavesca

ssypitm hivsutum :
Eucalyptus grandis Dicots
Citrus sinensic

Cucumiz melo
Daurus carota

Saramum ingdicum

Selanum lycopersicum
Coffea canephora
Zostera marina

96

Zea mays
Asparagur officinalis Monocots
100 - Phoenix dactylifera
86 Musa acuminata J
Amborella trichopoda
Picea sitchensis Other embrvophytes
Selaginella moellendorfii
Plyscomitralla patens =

————————————————————————————————————————————————————————————————————————— Chioralia variabiliz
________________________________________________________ Volvox carieri Chlorophytes

Figura 10: Filogenia del dominio de union a sustrato del gen codificante para

la enzima trehalasa en plantas.

El analisis filogenético fue realizado por el método del vecino mas cercano. El
arbol optimo cuya suma de la longitud de las ramas =5.46274126 es mostrado.
El porcentaje de réplicas de dicho arbol en los que los taxas asociados se
agrupan en mas del 50% de los casos (1000 réplicas) se muestran en los nodos
del arbol. Las distancias evolutivas fueron calculadas usando el método
corregido de Poisson. El andlisis se realiz6 con base en una secuencia de 25

aminoacidos correspondientes al dominio de unién a sustrat
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Figura 11: Representacion gréfica de la secuencia consenso para el dominio

de unibn a sustrato de la enzima trehalasa en plantas

(http://weblogo.berkeley.edu/)

1.17. Determinacion de la secuencia parcial del gen TRE1 en Z. mays
var. VT401.

Antes de establecer la secuencia nucleotidica del gRNA fue necesario
secuenciar la regiéon correspondiente al dominio estructural del gen de la trehalasa
que contiene el sitio de union a sustrato. El gen de la trehalasa contiene 11 exones
y este sitio de union se encuentra al final del exén I, por lo cual se amplificé la region
3'del exon |, el intrén 11y el extremo 5°del exén 1l (Fig. 12), a fin de conocer la
secuencia nucleotidica en una variedad comercial de maiz mexicana, denominada
VT401 y en una variedad ancestral de maiz (Zea spp.). Tras la amplificacion del
fragmento (Fig. 13), se clono el producto de PCR en el plasmido PCR8/GW/TOPO
y las clonas fueron analizadas por restriccion, PCR punto final y posteriormente

secuenciadas por el método de Sanger.

| m
P UTR-5 E1 N E2 E3 E4 E5 E6 E7 E8 E9 E10 E11 UTR-3' T
<€ 5.36 Kb >

Figura 12. Estructura del gen de trehalasa en monocotiledoneas. Las flechas
rojas indican la posicion donde se disefiaron oligos para amplificacién por
PCR punto final y la flecha en color azul indica el sitio de interés para la

realizacién de la edicidén genética.
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B73-1 B73-2 VT401-1 VT401-2 NIC

Figura 13. PCR punto final en Z. mays var. VT401y Zea spp. para amplificacion

de un fragmento codificante para el gen trel.

Tras la secuenciacién, se obtuvo que la secuencia del gen TREL1 en Zea
mays var. VT401 y Zea spp. presentan alto grado de homologia (98% en Zea spp.
y 99% en Zea mays var. VT401) en el sitio de union a sustrato con la secuencia en
maiz anotada (Zea mays var. B73).. Especificamente en el exdn 1, la homologia de
secuencias es del 100% entre las secuencias, por lo cual a la hora de ejecutar el
disefio de los gRNAs se considerd el mismo gRNA para la edicion de dicho gen en
todas las especies de maiz. Las secuencias obtenidas de los cromatogramas se

muestran a continuacion:

>VT401_ZMTREH_M13-F: 5 -3’
AGCACAATAGTCTTTGCCGTGTCGTACATTTTGCTCACCAGCAATCCTC
TGCATTGAGCCATACCGCGATATAAGAAAGAAAAACGACAAGAATGGGTGTTA
GTTCGTTCCCGATGTCCATTTGGGTCAGTGCGAGTAGCTTATACAGTAGGTAC
AAAAAAAATTAACAGACATATAACAGATCATTGGGTCAGTGCGAGTAGCTTATA
CAGTAGGTACAAAAAAAATATTAACAGCCATATAACAGATCAGTAGGAACTAG
GACAGATAAAAGCAAGGACTCTTTTTCAGAAAACTAATTCCAATGCCAAGGCC
ACAGCCCACAGCACGGCGGCCAGCACCCATAGAAAAGTCAGGCGTACACAG
TCTTTAACTCCTGTATGGAGATGACTAAAGGCGCACGACGAACACAAGAGACA
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GCGATGACGAAGCATACGACGAACAGTACAGACAAGGTGATGACAAAGCGTA
CAATGAACGCAGGAAGACACAAATGAAAATCGAGACATTGCCTTACATGTGG
GACCGCAGCAGCGACAACTAACGGGAGAAGAACACGTACTATCGAACTCCAT
GTCAGGACCGACAGAGACCTGGATTCATCAATTTGCCCCTCCCAAACCCCAA
TGGAAAAAATAACCACGGATTATTGTACGTGATCCGGTGGGTGATCTAGAACT
ACCATTTCGTCCAAAACTTAAATATAGTAGTAAGGAGCAAAGCGGCGATGAAA
CCAAGCGAGCGGGGGCGGATCAGGCAGGAGAAGGGGTACCTGATGACCCAA
TAGGAGTCCCAGTAGTATACCTCCCGGAACCTGGATCCCGGCACGACGGCC
CTGCCGGGCAGGGCATCAGCGTGTGCCGGTCCGGCCGCGCCGCGACGTCG
GGCGCCACCCGCCGCGCCAGGCGCTTCCACAGCGCGTGCACCTCCAGCGC
CCACGCCCGCGCCTCGGGGCTGTGGACGTGGGGCAGGAACCCGLCGLCGGLT
CGGGCTCGAAATCCGGTGGGACGTCCGCCACGAGATCGGACLCLCGGGGTCCC
CGAAGTAGCGGGACAGGAAGT

>Zea spp_ZMTREH_M13-F: 5 -3’
AGCACAATAGTCTTTGCCGTGTCGTACATTTTGCTCACCAGCAATCCTCTGCATTGAGCCATAC
CGCGATATAAGAAAGAAAAACGACAAGAATGGGTGTTAGTTCGTTCCCGATGTCCATTTGGGT
CAGTGCGAGTAGCTATATACAGTAGGTACAAAAAAAATTAACAGACATATAACAGATCATTGGG
TCAGTGCGAGTAGCTTATACAGTAGGTAACAAAAAAATTTAACAGCCATATAACAGATCAGTAG
GAACTAGGACAGATAAAAGCAAGGACTCTTTTTTCAGAAAACTAATTCCAATGCCAAGGCCACA
GCCCACAGCACGGCGGCCAGCACCCATAGAAAAGTCAGGGCGTACACAGTCACTCCTGTATG
GAGATGACAAAAGGCGCACGACGAACACAAGAGACAGCGATGACGAAGCATACGACGAACAG
AACAGACTAGGTGATGACATAGCGTACAATGAACGCAGGAAGACACAAATGAAAATCGAGACA
TTGGCCTTACATGTGGGACCGCAGCAGGGACAACTAACGGGAGGGGAACACGTACTATCGAA
CTCCATGTCAGGACGACAGGACCTGGATTCATCAATTTGCCCCTCCCAAACCCCAATGGAAAA
AATTAACCACGGATTATTGTACGTGATCCGGTGGGTGATCTAGAACTACCATTTCGTCCAAAAC
TTAAATATAGTAGTAAGGAGCAAAGCGGCCGATGAAACCAAGCGAGCGGGGGCGGATCAGGC
AGGAGAAGGGGTACCTGATGACCCAATAGGAGTCCCAGTAGTATACCTCCCGGAACCTGGAT
CCCGGCACGACGGCCCTGCCGGGCAGCGGCATCAGCGTGTGCCGGCTCCGGCCGCGCCGL
GACGTCGGGCGCCACCCGCCGCGCCAGGCGCTTCCACAGCGCGTGCACCTCCAGCGCCCAC
GCCCGCGCCTCGGGGCTGTGGACGTGGGGCAGGAACCCGCGCGGCTCGGGCTCGAAATCC
GGTGGGACGTCCGCCACGAGATCGGACCCGGGGTCCCCGAAGTAGCGGGACAGGAAGT
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1.18. Disefio de gRNA.

Una vez elegido el dominio de union a sustrato como blanco para el disefio
del gRNA, con la ayuda del software en linea DESKGEN, se procedio a identificar
el mejor gRNA en A. thaliana y Zea mays. Los resultados de este analisis presentan
a continuacion (Fig. 14 y Fig. 15).

P G S RFREWVYY WDS|Y W

Guide Details

Cut site chrd [+12,488,941 : -12.488,941]
GC % 30

On-target score 17

Off-target score 99

OFF-TARGET ANALYSIS:

Mismatches 0 1 2 3 Total
Coding 0 0 0 0 0
Non-Coding 0 0 0 1 1

Arabidopsis thaliana Col-0

Figura 14. Disefio de gRNA para edicién del gen de trehalasa en A. thaliana.
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Guide Details

Cut site chrl [+80,007.736 : -80,007,736]

GC% 75
On-target score 87

Off-target score 94

OFF-TARGET ANALYSIS:

Mismatches o 1 2 3 Total

Coding 0 0 0 0 0

Non-Coding o 0 1 3 s Zea maySfB73

Figura 15. Disefio de gRNA para edicién del gen de trehalasa en Z. mays.
1.19. Construccion de vectores para edicion de genomas.

Los vectores pBUN411, pBUN501 y pBUNG6I11 poseen resistencia a
kanamicina y espectinomicina. La estrategia de clonacion del gRNA empleando la
enzima Bsal remueve un cassette de resistencia a espectinomicina, por lo cual,
resultd necesaria la modificacion de los vectores afiadiendo un cassette adicional
de resistencia a espectinomicina, fuera del T-DNA. El razonamiento de la adicion de
este cassette fue para poder emplear cepas hipervirulentas de A. tumefaciens
AGL1, quien de forma natural posee resistencia a kanamicina, por lo cual este
marcador de seleccién no seria de utilidad para el mantenimiento del vector binario
en la cepa bacteriana.

Mediante una estrategia de ligacion convencional de un amplicon de
PCR8/GW/TOPO quien posee resistencia a espectinomcina, a estos plasmidos se
les incorporo la resistencia a espectinomicina en un sitio de corte Acll usando oligos
digeribles con la enzima Clal. Clal y Acll tienen extremos compatibles por lo que la

ligacion de los vectores linearizados con en amplicon digerido, fue posible. En la
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Figura 16, se muestran los resultados de PCR en colonia obtenidos de clonas
recombinantes de cada uno de los plasmidos modificados. Como puede observarse
fue posible obtener clonas de todos los plasmidos que portasen el cassette de

resistencia a espectinomicina.

A 2448 bp |
Spel (10,380} Acl (10,864) Sspl
b m 11,000 11,5@ 12.0%' 115&' e
n pSs on ColeTon | < T
LB T-DNA repeat
B | |
3733
| 7 bp |
Spel (10,380) Sspl
tee L0000 12,0000 T3,0000 o
[ s 2 psaori | ColEL ori ) kanR |
LB T-DMNA repeat
N
D > S S
S S FEE S
) é &
N
el

3000 bp
2000
1650 ‘é’;:
1000 bp
850 bp—|
630 bp—|

Figura 16. Adicion de cassette de resistencia a espectinomicina. Patrén de
restriccion en codigestion Spel/Sspl en clonasin inserciéon (A) o con insercién
(B) del cassette de resistencia a espectinomicina. C) Gel de agarosa al 1%
mostrando la diferencia en los tamafios obtenidos en codigestién Spel/Sspl
en las clonas obtenidas D) comprobacion de la insercion del cassette

mediante PCR punto final.

Tras la adicion de los cassettes para espectinocina, fuera del T-DNA, se
realizd un intercambio de los cassettes de expresion para los gRNA debido a que
los vectores pBUN501 y pBUNG6I11 poseen promotores de especies dicotiledéneas
(AtUbp) y el plasmido pBUN411 poseia un promotor para especies
monocotileddneas (OsU3p). Mediante esta estrategia obtuvieron plasmidos con los
vectores intercambiados, de forma tal que se tendria un grupo de plasmidos con
Cas9 nativa, Cas9 mutada en uno de sus dominios de nucleasa y Cas9 inactiva
fusionada a un factor de inhibicion de la transcripcion (KRAB) con promotores para
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especies mono y dicotiledéneas. Para corroborar este intercambio realizado con la
enzima Hindlll y ligacién con ligasa T7, se analizaron las transformantes mediante
la digestion doble Ncol/Bsal, esta digestion nos permite diferenciar un fragmento
1426 bp (U3) vs 1326 bp (U6) para asi comprobar el correcto intercambio entre
dichos promotores (Fig. 17).

f 1426 bp ——{
Bsal (540) Bsal (1765) Ncol (3191)
LN ] — — LN ]
10007 20007 30007
B 0sU3 promoter > SmR .{ | Ubl promoter
0sU3 terminator
gRNA scaffold
1326 bp
Bsal (527) (1752) Bsal AtU6 terminator Ncol (3078)
LN ] — — LN ]
10007 20007 30007
AtUG promoter > SmR B Il Ubi promoter

gRNA scaffold

Figura 17. Intercambio de cassettes para expresion de gRNAs en vectores de expresion
para plantas monocotiledéneas y dicotiledoneas. Patrén de restriccion en codigestion Bsal/Ncol
en clona con el cassette de expresion de gRNA para monocotideloneas (A) o dicotiledoneas (B). C)
Comprobacion de la presencia del cassette de expresion de gRNAs para mocotiledoneas (U3)
mediante PCR punto final en gel de agarosa al 1%. Gel de agarosa al 1% mostrando la diferencia

en los tamafios obtenidos en codigestion Bsal/Spel en las clonas obtenidas.

A fin de resumir los resultados y caracteristicas de los vectores obtenidos en

este apartado, se presenta la tabla VII.

Tabla VII. Listade vectores paraedicion de genomas obtenidos en este estudio

y compatibles con la cepa hipervirulenta de A. tumefaciens AGL1.
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Marcador de Promotor para

Nombre del plasmido » Variante de Cas9
seleccion gRNA
pBUN4U3SM OsU3p
zCas9 (Cas9 nativa)
pBUN4U6SM AtU6p
pBUN5U3SM OsU3p

nCas9 (Cas9 mutada, corta una
sola hebra del DNA diana)

Espectinomicina

pBUN5SU6SM y Kanamicina AtUBp
PBUNGU3SM 0sU3p dCas9-KRAB (Cas9 sin actividad
nucleasa y fusionada al represor
PBUNGUGSM AtUBp transcripcional Kriippel Associated
Box)
1.20. Verificacion de la actividad del promotor ZmUbilp en

dicotileddneas

Una vez obtenidos los vectores para poder llevar a cabo la edicién de genes
con el sistema CRISPR/Cas9, resultaba necesario determinar la efectividad del
promotor que poseen estos plasmidos para Cas9, en especies dicotiledoneas,
debido a que dicho promotor proviene de una especie monocotiledénea (Zea mays),
y debido a que la homologia con otros promotores de especies dicotileddéneas
resulto muy baja al analizarlos mediante alineamiento simple de secuencias.

Para verificar entonces la actividad de este promotor en especies de plantas
dicotiled6neas, se decidid extraer este promotor de los vectores mediante PCR y
recombinado en el vector PCR8. Posteriormente, tras revisar la orientacion del
inserto, se recombind empleando LR clonasa en el vector binario destino pPBGWFS7
qgue es util para el andlisis de promotores. Los vectores desarrollados en este

apartado, se muestran en la Fig. 18.
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Figura 18. Vectores para la evaluacién del promotor ZMUbilp en plantas

dicotiledéneas.

El vector pBGWFS7-ZMUbilp fue transformado en A. tumefaciens AGL1 y
utilizado para la infiltracion de hojas de A. thaliana y N. benthamiana. Las imagenes
de microscopia confocal tras 7 dias postinoculacion se presentan en la Fig 19;

mientras que el Western Blot contra GFP se presenta en la Fig. 20.

Figura 19. Andlisis de expresion del gen que codifica para GFP, codificada en

el vector pPBGWFS7-ZMubipl en A. thaliana y N. benthamiana mediante
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microscopia confocal. A) A. thaliana silvestre B-C) A. thaliana expresando GFP. D)
N. benthamiana silvestre. E-F) N. benthamiana expresando GFP. Las barras blancas
son de 20 pm

AT NB AT NB
WT WIT' T T

Figura 20. Western Blot para la deteccion de la proteina de fusién GFP-GUS
expresada bajo el promotor ZmUbipl. AT: A. thaliana, NB: N. benthamiana. C+:
Control positivo de GFP expresado en el vector ZYMV (Lin et al., 2007).

Ya elegidos los gRNA para ambos organismos, se procedio al disefio de los
oligos que permitiria la facil clonacion del gRNA en los vectores pPBUN4U6SM (para
A. thaliana) y pBUN4U3SM (para Zea mays). Cada uno de estos oligos se alinean
con un oligo complementario que origina extremos cohesivos y complementarios a
los vectores tras digestion con Bsal. Tras el alineamiento y ligacién en los vectores
de edicion de genomas, fue necesaria la verificacion de las clonas resultantes. Para
ello, se analizaron mediante una PCR punto final especifica para cada gRNA. Esta
PCR utiliza como cebadores ubicados en la region promotora del gRNA (U3 o U6)
como oligo directo y el oligo reverso es el utilizado para complementar la secuencia
del gRNA (Fig. 22).
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Figura 21. Clonacién de gRNA a vectores de expresion del sistema de edicidn
de genomas. A) Alineamiento de los oligos para la formacién de dimero
cohesivo de codificante de gRNA. B) PCR U6p-F/U3pF con gRNA-R para

determinar la correcta clonacién en vector binario.

1.21. Transformacion y seleccion de transformantes
1.1.27. Caracterizacion de transformacion in planta de Z. mays var. VT401.

Para el caso de Z. mays se implement6 la metodologia referida por Rivas
(2016). Esta técnica de transformacién de coleoptilos supone una ventaja respecto
a las técnicas de transformacién convencional mediante callos embriogénicos en
cultivo in vitro, pero a la fecha de realizacion de este trabajo, aun se necesitaba
corroborar la estabilidad de esta transformacion. El protocolo general de corte de
los coleoptilos y posterior inoculacion de A. tumefaciens AGL1 se muestra
esquematicamente (Fig. 22). Tras un mes de la transformacion, todas las plantas
fueron analizadas por aplicacion topica de herbicida, seleccionandose asi aquellas
resistentes a glufosinato, caracterizadas por no mostrar amarillamiento o necrosis

del tejido foliar en el area de aplicacion (Fig. 23).
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Figura 23. Aplicacion topica de herbicida para seleccion de transformantes.

Una vez seleccionadas aquellas plantas con resistencia a herbicida, se
procedio a la extraccion de DNA gendmico total de tejido foliar y a la identificacion
del transgén codificante para Cas9 mediante PCR punto final. (Fig. 24) A partir de
este analisis se obtuvieron un total de 12 lineas transformantes de un total de 200
coleoptilos transformados lo cual supone un 6% de eficiencia de transformacién
mediante esta técnica (Tabla VIII).
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Figura. 24. Identificacién de plantas transgénicas de Z. mays mediante PCR punto
final. A) Integridad del DNA de Z. mays resuelto en gel de agarosa al 0.8%. B) Deteccién del

transgén de Cas9 en plantas de Z. mays transformadas mediante PCR punto final en gel de

agarosa al 1%.

Tabla VIII. Eficiencias de transformacion obtenidas para Z. mays.

LOTE Plantas Plantas positivas por Eficiencia de transformacion
inoculadas PCR (%)
A 40 3 7.5
B 40 4 10.0
C 40 0 0.0
D 40 3 7.5
E 40 2 5.0
TOTAL 200 12 6.0

Tras la determinacion de la eficiente transformacion de plantas de Zea mays
con el método de transformacién in planta de coleoptilos, se procedié a caracterizar
dicho proceso. Para ello, A. tumefaciens transformando con el vector pPBGWFS7-
ZMUDbilp fue transformado en coleoptilos e incubados con buffer de GUS para
determinar la expresion de dicho gen las células transformadas (Fig. 25). Los
resultados de este ensayo muestran como los coleoptilos transformados muestran
una coloracion azul, indicando la presencia del transgén que codifica la B-

glucuronidasa.
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Figura 25. Analisis de expresién de B-glucuronidasa en coleoptilos de maiz
expresando el vector pPBGWFS7-ZMUbi. A) Z. mays VT401 WT B-D) maiz VT401. Las

barras representan 2 cm.

Posteriormente se construy6 el plasmido pB7FWG2-KN1 que expresa el
ORF del factor de transcripcion knotted1 de Z. mays fusionado a GFP. La eficiencia
de este vector fue comprobada mediante la transformacién de cotiledones de C.
maxima y tras un mes de la infeccion las plantas fueron evaluadas fenotipicamente
para verificar la presencia de un fenotipo nudoso (Fig. 26). Posteriormente se
infectaron coleoptilos de Z. mays var. VT401 con este vector y se evaluaron
mediante microscopia confocal (Fig. 27). Las observaciones del fenotipo nudoso en
C. maxima demuestran que el vector pB7FWG2-KN1 es funcional; sin embargo, no
fue posible distinguir este fenotipo en un total de 120 coleoptilos de maiz
transformados, aspecto que requiere de estudios adicionales para determinar las
cusas de la inhibicién de este fenotipo. Sin embargo, las imagenes de microscopia
confocal, apuntan a corroborar la eficiente transformacién mediante la técnica, al
observarse nucleos expresando GFP, tipicos de factores de transcripcion como
knotted1 quien cumple su funcién en estos organelos.
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KN1-3 KN1-4 KN1-5

Figura 26. Andlisis fenotipico en C. maxima sobreexpresando el gen knottedl de
maiz. A) Expresion transitoria del transgén 35S-KN1-GFP en C. maxima. B) Fenotipos de

plantas agroinfiltradas con el vector vacio, sin plasmido y 35S-KN1-GFP.

pB7FWG2-KNI1

Figura 27. Andlisis de microscopia de fluorescencia de coleoptilos de maiz infectados con

el vector pB7FWG2-KN1. A) Corte transversal de un coleoptilo de maiz silvestre B) Corte
longitudinal de coleoptilo inoculado con pB7FWG2-KN1. Las barras indican 200 (Om vy las flechas en

B sefialan estructuras similares a nucleos.

Posteriormente una linea corroborada por PCR punto final (B02), fue
monitoreada a través de su fenologia para detectar la presencia del transgén en los
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estadios VO1 y V10, mediante qPCR (Fig.26, Tabla 1X). Como puede observarse en
estos resultados las plantas poseen presencia del transgén solo en periodos
iniciales del desarrollo mientras que en estadios mas avanzados, ninguna de las
hojas muestreadas de la planta adulta presentaba la resistencia a herbicida. Esto
sugiere un posible mosaicismo en las plantas que se manifiesta en periodos iniciales
tras la trasformacion. Otro experimento que comprueba este posible mosaicismo es
el de determinacion de numero de copias a través de ddPCR, donde se obtuvieron
valores de numero de copias inferiores a 1, valor que se obtiene debido a que esta
determinacion considera el total de células de un tejido de las cuales, en mosaicismo
no todas estardn transformadas, por lo cual al establecer el cociente de
cuantificacion de gotas positivas al trangen/nuemod e gotas positivas al gen
enddgeno, resulta en un namero menor a 1 (Fig. 28).

10

0.1
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0.001

0.0001

0.00001

0.000001

Legend

W Hvet [lieAarR

Figura 26. qPCR para HMG y BAR en Z. mays VT401 linea transgénica B02, en
estadios fenoldgicos V03 'y V10.
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Tabla IX. Valores de Ct obtenidos mediante gPCR para evaluar la presencia del
transgén en plantas de Z. mays transformadas con el sistema de edicion de

genomas.
CT (PROMEDIO) = SD
MUESTRA

HMG BAR
VT401 BO2 V10-01 27.10+0.02 30.45+0.28
VT401 BO2 V10-02 26.76+0.26 31.26+0.16
VT401 BO2 V10-03 26.99+0.22 31.33+0.06
VT401 B02 V10-04 27.22+0.04 30.01+0.15
VT401 BO2 V10-05 27.55+0.19 31.09+0.27
VT401 BO2 V10-06 27.38+0.29 30.22+0.08
VT401 BO2 V10-07 26.70+0.20 31.32+0.12
VT401 BO2 V03-01 27.03+0.09 26.36+0.17
VT401 WT V03-01 27.10+0.03 31.42+0.08

NTC ND ND
Control + (1 ng) ND 19.76+0.06
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Figura 27. ddPCR para cuantificacion de numero de copias en Z. mays var.
VT401.

El dltimo experimento para corroborar esta transitoriedad y mosaicismo de
las muestras se realizé al comparar el numero de semillas transformadas en la F1,
respecto al numero de semillas esperadas, suponiendo un patrén de segregacion
mendeliana. Para ello, la linea A06 fue cruzada con polen de plantas silvestres y las
56 semillas obtenidas de esta cruza fueron germinadas y asperjadas con herbicida
al 2%. (La estandarizacion de la dosis minima de herbicida que puede causar
necrosis y amarillamiento fue definida previamente en ensayos con plantas
silvestres). Todas las plantas obtenidas resultaron susceptibles al herbicida tras
evaluacion macroscopica 15 dias tras la aspersién, y se realiz6 un andlisis

estadistico de chi-cuadrado para determinar la significancia de estos resultados.
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Figura 28. Analisis de fenotipico de resistencia a herbicida en plantas de Z.
mays var. VT401, provenientes del cruce A06 xWT.

De un total de 58 plantas ninguna presentd resistencia a herbicida.
Tedricamente, el valor esperado para un cruce de una planta hemiciga con una no
transformada, es un 25% de plantas portadoras del alelo trasngénico, que estaria
representado por un total de 14.5 plantas. Al analizar estadisticamente estos
resultados, se obtuvo que y?cac=13.5>y%ab=3.84 (0=0.05); por lo cual se rechaza la
hipodtesis nula que asume un patrén de segregacion tipo mendeliano, y se corrobora
que esta caracteristica trangénica esta presente sélo en plantas de la FO siendo
posiblemente un mosaico genético, al corroborarse con los resultados mostrados

anteriormente (Fig. 26).

Otros autores han reportado metodos de transformacion en planta en maiz
que evitan el uso de técnicas de cultivo in vitro (Abhishek et al., 2016). Mediante el
uso e implementacion de este tipo de técnicas, se podran obtener en el futuro
cercano, plantas transformantes en menores tiempos y en variedades con genotipos
no transformables hasta la fecha por las técnicas convencionales. Sin embargo, los

resultados obtenidos en esta seccién indican que esta tranformacion implementada
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la produccion eficiente de plantas trangénicas seria baja. Sin embargo, a partir de
la optimizacion de la misma, garantizando la tranformacién de celulas germinales
del meristemo apical, las plantas estables podrian ser obtenidas. No obstante, esta
tecnica seria util en la produccion de proteinas heterélogas o bien para el estudio

de genes de forma transitoria.
1.1.28. Seleccion y caracterizacion de transformantes de A. thaliana.

Para el caso de A. thaliana, las plantas portadoras de Cas9 y el gRNA fueron
seleccionadas en primer lugar por aspersion con herbicida. A aquellas plantas
resistentes se les extrajo DNA y posteriormente se analizaron por PCR punto final
amplificando un fragmento del gen codificante para la proteina Cas9.
Posteriormente se determiné el nimero de copias en cada planta a fin de
seleccionar aquellas con solo una copia en su genoma. Estos resultados se

presentan en la Fig 29.
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Figura 29. Seleccion y analisis de transformantes de Arabidopsis. A-D:
Seleccién fenotipica de lineas resistentes a herbicida. E: Extraccion de DNA
genomico en posibles lineas transformantes. F: PCR punto final para
deteccidn del transgén codificante para Cas9. G: Determinacién del niUmero

de copias lineas positivas a PCR mediante ddPCR.
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1.22. Determinacion de cambios genotipicos y fisiolégicos:

Una vez obtenidas las lineas transformantes de A. thaliana, se procedi6 con la
determinacion de los posibles cambios fenotipicos presentes en el gen codificante para
trehalasa, especificamente en el dominio de unién a sustrato. De cada una de las lineas
obtenidas, se amplific6 mediante PCR punto final una regién flanqueante al potencial sitio
de edicién (Fig. 30). El amplicdn resultante, fue clonado en el vector PCR8/GW/TOPOQ vy al
menos 5 clonas provenientes de cada linea fueron secuenciadas. Los resultados de esta
secuenciacién se presentan en la Figura 31, donde se muestra que de 5 lineas analizadas,
una sola de ellas presenta cambios en el sitio de edicion. Si se analiza la secuencia en
términos de marco abierto de lectura, se puede notar que esta linea posee una sustituciéon

de una serina por una fenilalanina.

N f\r (2™ b‘
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Figura 30. PCR punto final de las lineas obtenidas, en el gen codificante para

PCR ATTREH en lineas de A. thaliana para mandar a secuenciar.
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SC PAM

.
Specles.mbbnﬂﬁmupﬂame ----.------.------..----.---E-- --:--- -
1.1 ATTRE-L1 CGAGATTCAGAGﬁ.ﬁGTCTATTACTGGGA:TTCTTﬂETTGGG
2.1-2 ATTRE-L1 CGAGATTC&GAGA&GTCT.&TTACTGGG.’\ETTCTTﬂ.:TTG(jG
3.1-3 ATTRE-L1 CGAGhTTCAGAGAAGTCTATTACTGGGJ\:TTCTTAETTGGG
4.1-4 ATTRE-L1 CGAGATTCAGAGHP«GTCT&TTJ\CTGGGAETTCTTﬁ:TTGGG
5.1-5 ATTRE-L1 CGAGATTCAGAGAAGTCTATTACTGGGA:TTCTTAETTGGG
6. 2-1 ATTRE-L2 CGAGATTCAGAGAAGTCTATT.P\CTGGGAETTCTT&:TTGGG
-
7.2-2 ATTRE-L2 CGHGATTCAGAGAHGTCT&TTHCTGGGAETT.TT&:TTGGG
8 2-3 ATTRE-L2 CGAGATTCAGAGAAGTCTnTTACTGGGA:TTCTTAETTGGG
Q9. 2-4 ATTRE-L2 CGAGATTCAGAGAAGTCTATTACTGGGAETTCTTA:TTGGG
10. 2-5 ATTRE-L2 CGAGHTTCAGAGHP\GTCT&TTACTGGG.H:TT.TTAETTGGG
1. 31 ATTRE-L3 CGAGATTCﬁGAGAhGTCTﬂTTACTGGGHETTCTTA:TTGGG
12. 3-2 ATTRE-L2 CGAGATTCAGAGHAGTCTATTHCTGGGA:TTCTTAETTGGG
13. 3-3 ATTRE-L3 CGAGATTCAGAGA&GTCT&TTACTGGG)\ETTCTTJ‘-:TTGGG
14, 3-4 ATTRE-L2 CGAGATTCAGAGAAGTCTJ’\TTACTGGGJ\:TTCTTAETTGGG
-
15, 3-5 ATTRE-L3 CGAGATTCAGAGAF!GTCT&TTF*CTGGGA:TTCTTAETTGGG
16. 4-1 ATTRE-L4 CGAGATTCﬁGAGAﬂaGTCT.&TTACTGGGP«ETTCTTﬂ.:TTGGG
17. 4-2 ATTRE-L4 CGAGATTCAGAGAAGTCT.nTTACTGGGA:TTCTTAETTGGG
18. 4-3 ATTRE-L4 CGAG&TTCAGAGH&GTCT&TTJ\CTGGGF\ETTCTT.&:TTGGG
19. 4-4 ATTRE-L4 CGAGATTCAGAGAAGTCT&TTACTGGGA:T'I'CTTAETTGGG
20. 4-5 ATTRE-L4 CGAGATTCAGAGAAGTCTATTACTGGGAETTCTTA:TTGGG
21. 51 ATTRE-LS CGAGATTCAGAGA&GTCT&TTJ\CTGGGJH:TTCTT.ﬂETTGGG
22. 5-2 ATTRE-LS CGHGATTCAGAGAAGTCTJ\TTHCTGGGJ‘\ETTCTTA:TTGGG
-
23.5-3 ATTRE-LS CGAGATTCAGAGAAGTCTATTACTGGGAITTCTTATTIGGG
-
24, 5-4 ATTRE-LS CGAGATTCAG&GA&GTCT&TT.&CTGGGJH:TTCTTJ&ETTGGG
25.5-5 ATTRE-LS CGAGATTCAGAGAAGTCTATTACTGGGAETTCTTA:TTGGG
26. REFERENCE ATTRE-WT CGAGATTCAGAGnAGTcTATTACTGGGA:TTCTTAETTGGG
s R F R E v Y Y W D s Y W
OH
,( TCT—->TTI
HaN™ ~COOH Ser — Phe
S Ser. & HaN COOH
arine (Ser, S) .
. . Phenylalanine (Phe, F)
MW: 87.08, pK4 ~ 16 MW: 147.18

Figura 31. Identificacion de cambios en secuencias editadas en clonas ATTREL1 (L1-L5)
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1.23. Analisis fenotipico de mutantes de A. thaliana.

Para el andlisis comparativo de las lineas editadas en términos fisiolégicos, se procedié a
la obtenciébn de lineas homocigotas mutantes por insercibn de T-DNA reportadas
previamente como lineas silenciadas (SALK_147073) y sobreexpresoras de trehalasa
(SALK 151791) segun Van Houtte et al. (2013) (Fig. 32-A).

WT 01 02 03 04 05 06 07 08

WT 01 02 03 04 05 06 07 08

Figura 32. Genotipificacion de lineas mutantes para el gen trel en A. thaliana.

SALK_ 147073

SALK_151791

En azul se especifican las plantas heterocigotas para el transgén y en verde las plantas

homocigotas.

Una vez genotipificadas las lineas se procedié a comparar fenotipicamente
estas lineas basandose en caracteres morfologicos de la roseta (Figura 33-A) y las

hojas caulinares (Figura 33-B).

Figura 33. Comparacion fenotipica de plantas mutantes por inserciony

genéticamente editadas en Arabidopsis thaliana.

A) Comparacion de hojas de roseta. B) Comparaciéon de hojas caulinares.

La barra blanca equivale a 5 cm.
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Por ultimo las lineas mutantes por insercion de T-DNA fueron analizadas

mediante RT-gPCR para determinar los niveles de expresion relativa, respecto a las

plantas silvestres. Las lineas mutantes de insercion, tal como lo reporta Van Houtte

et al., (2013) son lineas sobreexpresoras y silenciadas respectivamente. Por su

parte, las lineas genéticamente editadas, no presentan diferencias estadisticamente

significativas respecto a las plantas silvestres. Sin embargo, este experimento

debera ser repetido con un andlisis que incluya un nimero mayor de réplicas

bioldgicas a fin de poder cuantificar de forma mas certera las diferencias obtenidas.
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Figura 34. RT-gPCR para la cuantificacion relativa del gen trel.
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8 CONCLUSIONES

Se establecio un sistema de vectores para edicién de genomas basado en el
uso de la cepa hipervirulenta A. tumefaciens AGL1 que permitieron la edicion
efectiva del locus de trehalasa en A. thaliana a partir de una sustitucion
nucleotidica.

La caracterizacion de un sistema de transformacion in planta de maiz, indica
que el sistema de transformacion tiene baja prefuencia, siendo
esencialmente transitorio. Se propone su uso como un sistema de expresion
transitoria de proteinas heterdlogas.

Comparativamente, las lineas por insercion de T-DNA muestran
caracteristicas fenotipicas diferentes respecto a plantas silvestres; asi como
las plantas posiblemente editadas. Estas lineas mutantes de insercion son
una herramienta Util para la comparacion y dilucidacién de los efectos del

incremento y disminucién de los niveles de expresion del gen de trehalasa.
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9 PERSPECTIVAS

En relacion a la estandarizacion de la transformacion maiz, se recomienda disefar un
vector de sobreexpresion de genes involucrados en el desarrollo y morfogénesis como
indicadores de la efectiva transformacién de plantas. En ese sentido, se recomienda el uso
de genes homeoticos que no sean de maiz para poder evaluar su expresion en este sistema

y poder visualizar posibles fenotipos

Para lograr la edicién del gen codificante para trehalasa, se recomienda el uso de
técnicas ya establecidas como bombardeo de callos embriogénicos o la transformacion de
embriones inmaduros mediante agroinfeccién a fin de establecer plantas portadoras del

sistema de edicion de genomas

Para el caso de la edicion del gen trel en A. thaliana, se recomienda obtener progenie
de la linea editada para poder obtener segregantes libres de transgén y poder ensayos de

tolerancia a sequia y cuantificacion de trehalosa y actividad trehalasa.
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