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RESUMEN

CRISPR/CAS es una tecnologia innovadora que ha permitido realizar numerosos avances en
el mundo de la investigacion gracias a su capacidad de insertar y alterar ADN con precision.
La técnica de transformacion con Agrobacterium tumefaciens es muy utilizada para introducir
la construccién Crispr/Cas en células de plantas. Para la optimizacion del protocolo de
transformacion se eligieron tres especies modelo; Petunia hybrida, Nicotiana benthamiana, y
Antirrhinum majus. El éxito de la transformacion planteada en este trabajo provocara una
mutacion en el gen GIGANTEA, un gen con diversas funciones sobre caracteres de interés
agronomico como el tiempo de floracion o el crecimiento vegetativo. Aunque existen
protocolos para la transformacién de estas especies, el proceso de regeneracion in vitro de
plantas transgénicas puede ser perjudicado por contaminaciones o una baja produccién de
callos, tallos y raices. Para reducir futuros problemas causados por dichos aspectos, los
objetivos del trabajo se centraron en mejorar el proceso de transformacién y cultivo in vitro de
plantas modelo de Nicotiana benthamiana y Petunia hibrida y en evaluar posibles genes
candidatos involucrados en la formacion de callos por RT-PCR. Estos genes podrian servir
como marcadores moleculares para la seleccion de variedades optimizadas para la
transformacion. Como resultado del presente trabajo se observdé que la aplicacion del
antibiético cefotaxima en forma de un lavado de hojas a los dos dias de la infeccidén disminuyo
las contaminaciones y aumento la formacion de callos, aunque restringia el desarrollo de tallos
y raices. La expresion de genes marcadores no manifestd diferencias significativas en la
expresion génica entre variedades de Antirrhinum majus con un desarrollo diferencial del
callo. Por lo tanto, los genes estudiados no pudieron considerarse como marcadores del nivel

de crecimiento del callo en Antirrhinum.



ABSTRACT

CRISPR/CAS is an innovative technology that has enabled numerous advances in the world
of research thanks to its ability to precisely insert and alter DNA. The Agrobacterium
tumefaciens transformation technique is widely used to introduce the Crispr/Cas into plant
cells. Three model species; Petunia hybrida, Nicotiana benthamiana, and Antirrhinum majus
were chosen to optimize the transformation protocol. The success of the transformation
proposed in this work will cause a mutation in the GIGANTEA gene, a gene with various
functions on traits of agronomic interest such as flowering time or vegetative growth. Although
there are protocols for the transformation of these species, in vitro regeneration process of
transgenic plants can be damaged by pollution or low production of calluses, stems and roots.
The objectives of the work were focused on improving the transformation process and in vitro
cultivation of model plants of Nicotiana benthamiana and Petunia hybrida and on evaluating
possible genes involved in callus formation by RT-PCR in order to reduce future problems
caused by them.These genes could serve as molecular markers for the selection of varieties
optimized for transformation. Through this investigation, it was observed that the use of the
antibiotic cefotaxime in form of a leaf washing at two days after infection, decreased
contamination and increased callus formation although it restricted the development of stems
and roots. The expression of marker genes did not show significant differences in gene
expression between varieties of Antirrhinum majus with differential callus development.
Therefore, the genes studied could not be considered as markers of the level of callus growth

in Antirrhinum.



1. INTRODUCCION

1.1 Importancia de la transformacién de las plantas en la mejora vegetal y para el

estudio de funcién de genes.

Desde el comienzo de los tiempos el hombre empezd a realizar de forma inconsciente
actividades que fueron cambiando la composicion genética de muchas variedades vegetales,
dando lugar a nuevas especies de plantas mas faciles de manejar para la civilizacién. Estas
actividades de mejora marcaron el desarrollo de la humanidad ya que fue uno de los
principales factores que permitié pasar de una sociedad nédmada a una sociedad organizada
y cooperativa. Inicialmente las técnicas de mejora eran muy rudimentarias, se hacian sin
fundamentos cientificos, juntando aquellas variedades cuyas caracteristicas fenologicas
mostraran mas interés segun las necesidades que presentaran los humanos en aquel
momento historico. Sin embargo, desde la aparicidon de las leyes de Mendel, las técnicas de
mejora fueron teniendo mas base cientifica y han avanzado hasta la gran cantidad de

herramientas de mejora de las que disponemos en la actualidad (Gutiérrez et al., 2003).

Para entender la importancia que tiene generar plantas transgénicas en la mejora vegetal a
la hora de estudiar la funcidon de determinados genes es necesario conocer los siguientes

conceptos:

-Mejora Genética clasica:

Se refiere al proceso de optimizacion de cualidades fenotipicas de los individuos sin el empleo
de herramientas genéticas. Este método ha sido la técnica mas antigua y rudimentaria de
modificacion de organismos, se llevaba a cabo sin muchos conocimientos cientificos y se

basa principalmente en la herencia génica (Fig.1) (Horsch, 1985).

-Mejora Genética moderna:

Es el mecanismo de estudio génico actual que se desarroll6 a través de los principios basicos
de la herencia genética asentados por Mendel. La mejora genética moderna es un concepto
mas complejo que se centra en la optimizacion fenotipica y genotipica llevada a cabo
mediante numerosas técnicas de mejora, entre las que destacan; retrocruzamientos, métodos

de seleccion masal, empleo de ADN recombinante... etc (Fig.1) (Rubio Gardiel, 1973).
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Figura 1. Comparacion del cruzamiento clasico versus Ingenieria genética.Fuente: (Muntada, 2022)

-Ingenieria Genética;

También conocida como “Tecnologia del ADN recombinante” es un conjunto de técnicas cuyo
resultado final nos proporcionara una serie de genotipos que expresan caracteristicas de
interés mediante la integracion de un fragmento de ADN foraneo. Dicho gen que se incorpora
al organismo desde fuera recibe el nombre de transgén y aquel organismo modificado

genéticamente resultante transgénico (OMG).

Como ventaja en el empleo de ingenieria genética encontramos que esta nos permite trabajar
con genes presentes en especies que no estan relacionadas entre si e incluso de géneros y
reinos diferentes. Otra de sus ventajas es la facilidad que otorga a la hora de incorporar las
caracteristicas que queremos implantar en un genoma, puesto que al traspasar pocos genes
al genoma vegetal no es necesario recurrir a retrocruzamientos, proceso que resulta largo y
costoso. Todo esto es posible gracias a la correcta transformacion de la planta que se
consigue empleando herramientas y métodos especializados que manipulan el material

genético de los organismos (Horsch, 1985)

El empleo y desarrollo de las técnicas usadas en ingenieria genética han supuesto una
revolucién en la historia de la ciencia ya que ademas de causar efecto en areas como son la
Biomedicina, Biotecnologia y Biologia, también abarca otros muchos campos sociales, como

la alimentacion, economia y justicia (Gomez-Marquez, 2013).



-Transformacion de plantas;

Entendemos la transformacion de plantas como el correcto proceso de incorporacion de

genes foraneos mediante diversas herramientas y la correcta expresion de estos genes sin

que se lleguen a modificar las cualidades agronémicas y de mercado de los cultivos. Los

sistemas de transformacién en plantas resultan mas complicados que en animales. Aquellas

herramientas con las que modificamos genéticamente las plantas se pueden clasificar en

métodos directos, producidos por elementos fisicos, y métodos indirectos, cuya alteracion se

debe al empleo de vectores bioldgicos (Horsch, 1985).

a)

b)

Métodos directos: Se emplean en aquellas especies que no responden bien a la
transformacion por Agrobacterium tumefaciens. Dentro de este tipo de técnicas
podemos encontrar; (LA BIOTECNIA, 1994)

-Absorcion directa del ADN a través del uso de protoplastos.

-Electroporacion, perforacion de la membrana nuclear de las células a través de pulsos
nerviosos con un voltaje alto para introducir ADN foraneo en el interior de una célula.
Con el tiempo la pared celular se regenerara y continuara con su crecimiento natural.

Esta técnica es muy utilizada sobre todo para transformar células animales.

-Microproyectiles, también se conoce como biobalistica, es el método de transferencia
directa mas comun para transformar plantas vegetales. Consiste en transferir genes
al interior de una célula empleando una especie de pistola que expulsara en
condiciones de vacio pequefias particulas que se encuentran cubiertas de moléculas
de ADN.

-Microinyeccion, su frecuencia de transformacion es un éxito en embriones

unicelulares de animales, pero resulta muy baja en plantas transformadas.

Métodos indirectos; Se basa en el empleo de vectores para conseguir las
transformaciones. El vector mas utilizado por las caracteristicas que presenta es la
bacteria de suelo Agrobacterium tumefaciens. Una vez que el vector disponga del gen
de interés en su interior, se introducira el vector en la célula vegetal para que lo
incorpore a su genoma. Es muy importante que el material genético que se va a
introducir a la planta contenga todos los elementos reguladores que permitan la
correcta expresion de los genes introducidos. Otro tipo de vectores de trabajo en los
métodos de transformacion indirectos son los virus de ADN tanto de cadena doble y

simple, y algunos tipos de hongos. Una ventaja caracteristica es que nos permite



introducir de forma rapida genes particulares que hayan sido identificados y definidos
sus caracteristicas, dentro de una variedad que se desee mejorar (LA BIOTECNIA,
1994)

Los mas utilizados actualmente se centran en producir plantas transgénicas para generar
plantas completas y fértiles mediante el cultivo de tejidos y seleccion in vitro (proceso que
hemos hecho en el laboratorio para obtener los resultados de los experimentos) (Horsch,
1985).

-Plantas transgénicas;

Etimoldgicamente, el prefijo “trans” significa; atravesar, sobrepasar, por eso transgénico hace
alusién a la introduccion de un gen extrano en un organismo, el cual modificara
genéticamente, los genes que se transfieren se denominan transgenes. Dicho esto, una planta
transgénica es una variedad vegetal que ha crecido y se ha desarrollado con un fragmento
de ADN de una célula foranea, introducido en una de sus células mediante el empleo de
técnicas de ingenieria genética que aislan segmentos de ADN de un ser vivo el cual puede
ser un virus, bacteria, organismo vegetal, animal o incluso humano. Por lo tanto, las plantas
transgénicas, también llamadas plantas modificadas tendran uno o varios genes insertados
de forma artificial en un laboratorio y no por cruzamiento como ocurriria de forma natural

(Cabrera-Ponce and Irapuato, n.d.).

1.1.1 Desarrollo de la ingenieria genética

Los primeros pasos que se dieron en el campo de la produccion de plantas transgénicas fue
en los afos ochenta gracias al descubrimiento del importante papel que desempenfa
Agrobacterium tumefaciens para transferir ADN entre reinos puesto que tienen la capacidad

de acoplar su material genético dentro del genoma del hospedador (Valderrama, 2005).

Durante 1983 se consiguié desarrollar en laboratorios células de plantas de tabaco y de
petunia que presentaban resistencia a kanamicina, un antibiético de amplio espectro
bactericida, por aquel entonces también se consiguié insertar en una planta de girasol un gen
procedente del frijol. En 1995 después de anos de experimentos se comenzaron a desarrollar
los primeros cultivos transgénicos y en 2010 mas de 15,4 millones de agricultores sembraron
en 29 paises 148 millones de ha de cultivos transgénicos. Desde los afios ochenta hasta la
actualidad se ha conseguido transformar mas de 120 especies vegetales y 35 familias
diferentes (Granados and Giraldo, 2012).



1.1.2 Genética inversa

El hecho de que cada vez se invierta mas en estudios y experimentos acerca del desarrollo
de plantas transgénicas se debe a los numerosos descubrimientos y campos en los que
permite avanzar a nivel de investigacién para mejorar la calidad de vida de las personas. Por
ejemplo, gracias a las plantas transgénicas se pueden desarrollar nuevas variedades de
vegetales que contengan caracteristicas importantes a la hora de resistir frente a
determinados factores y favorecer su calidad y rendimiento frente a una explotacion agraria.
También toca temas de entidad sanitaria permitiendo la fabricacion de vacunas y otras

sustancias terapéuticas (Granados and Giraldo, 2012).

Sin embargo, el aspecto mas importante que permite desarrollar el empleo de plantas
transgénicas y en los que se basa el fundamento de los experimentos expuestos en este
trabajo de investigacion se deben a que nos permite descifrar procesos bioldgicos claves
importantes para la vida ya que, aunque es menos conocida esta relacion, las plantas
transgénicas son muy importantes en los estudios cientificos destinados a determinar la
funcionalidad de ciertos genes. El proceso mas comun por el cual se descifra la importancia
que tiene un gen en concreto es el “analisis clasico” que consiste en observar el mutante de
una especie y mediante estrategias, relacionar el fenotipo mutante con un gen particular
(genética inversa). Por otro lado, con el empleo de plantas transgénicas también podemos
conocer cémo afectan los genes en los organismos, mediante una técnica inversa a la
descrita, esta técnica se conoce como “genética inversa”. La “genética inversa” identificara la
funcién de un gen aislandolo y observando el fenotipo que se produce al desarrollarse la
planta transgénica. Debido a que se ha alterado la actividad normal del gen se producira una
sobreexpresion o silenciamiento de este, esto se consigue gracias a la fuerte especificidad
que ofrece la herramienta CRISPR/Cas permitiendo elegir con este la ubicacion especifica

del genoma que se pretende estudiar (Huanca-Mamani, 2013).

A través de la informacién que podemos obtener trabajando con plantas transgénicas en
investigaciones se han hecho importantes avances a nivel molecular. Esto ha permitido
conocer el circuito de genes encargados de la regulacion de la transicion floral y del desarrollo
de diferentes partes de una planta como lo son las flores y el fruto, lo que nos facilita a nivel
productivo, planificar las cosechas con mayor precisién y modificar determinados caracteres,
entre ellos; valor nutritivo, color aroma...etc. Pero no solo eso, la identificacion de genes en
procesos vitales importantes como la embriogénesis, formacion de gametos, hojas y
diferenciacion de hojas y tallos, asi como la respuesta de estos ante situaciones de estrés

abidtico como la salinidad, sequia, frio o la existencia de metales pesados nos permitira



establecer sus bases cientificas y conocer los mecanismos que los regulan (Huanca-Mamani,
2013).

El estudio de la funcion de genes mediante el desarrollo de plantas transgénicas también se
consigue con una técnica conocida como RNAi (RNA de interferencia), con este método las
plantas transformadas incorporaran una construccién que produce moléculas especificas de
RNA de cadena doble que inhibirdn de manera selectiva la expresion de genes endégenos
(Guo et al., 2016).

Otras posibles aplicaciones de CRISPR; Activador o represor de la expresion génica,
generacion de modelos animales creando animales modificados genéticamente y
tratamientos de arreglo cromosomal a través de la fusién de genes para el estudio de terapias

con cancer (Lammoglia-Cobo et al., 2016).

1.1.3 Plantas modelo en investigacion cientifica

A la hora de realizar experimentos de genética inversa han sido numerosas las especies
vegetales tratadas en laboratorios como muestra de estudio. En la seleccion del modelo de
trabajo se tendra en cuenta la sencillez del organismo, tiempo de crecimiento, facil manejo,
buen comportamiento al procedimiento al que se vera sometido y sobre todo, la informacién
conocida procedente de estudios anteriores que ayudara a comparar resultados de la muestra
y sacar conclusiones. Por ello Petunia hybrida, Nicotiana benthamiana y Antirrhinum majus

son especies modelo usadas comunmente en experimentos.
e Petunia hybrida

Una planta que ha servido como modelo en numerosas investigaciones cientificas a lo largo
del tiempo ha sido Petunia hybrida, su popularidad surgié a raiz del descubrimiento del RNAI
y dispone de gran cantidad de informacién acerca de sus técnicas de transformacion génica
y comportamiento que muestra debido a lo bien que responde su manejo en condiciones de

laboratorio. (Mallona et al., 2010).
e Nicotiana benthamiana

Es una variedad de planta de tabaco mas pequefia que la famosa y comunmente
comercializada Nicotiana tabacum. Originaria del desierto australiano se ha convertido en el
sistema modelo mas utilizado para entender el comportamiento de los virus en las plantas.
Funciona como un huésped experimental en virologia vegetal debido a la enorme

susceptibilidad que presenta Nicotiana benthamiana ante diversas bacterias, hongos y otros



patdgenos. Ademas, su eficiente transformacion y regeneracion genética, asi como su sélida
compatibilidad ante el empleo de métodos sencillos para el silenciamiento génico inducido por
virus o expresion transitoria de proteinas le ha permitido abrirse camino en estudios sobre la
localizacién e interaccion de proteinas y su empleo en sistemas de expresion y purificacion
proteica. Gracias a todas estas caracteristicas se ha convertido en una importante
herramienta en los campos de investigacion de inmunidad innata y sefializacion de defensa

principalmente (Goodin et al., 2008).
o Antirrhinum majus

Es una planta ornamental también conocida como “Cabeza de dragén” empleada
comunmente en jardineria. Fundamentalmente se utiliza como planta modelo en estudios
sobre emisién de compuestos volatiles de flores, sintesis de pigmentos, desarrollo floras y

ritmo circadiano (Terry Lopez et al., 2016)

1.2 La técnica Crispr/Cas como método para crear mutaciones “knock out”

1.2.1 Origen de las herramientas de edicion genética Crispr.

Los datos y resultados expuestos en el siguiente trabajo de investigacion se centran en gran
medida en la optimizacion de los protocolos de transformacién vegetal con Agrobacterium
tumefaciens para la induccién de una mutaciéon en un gen especifico, aplicando la técnica
Crispr/Cas, pero antes de discutirlos y analizarlos vamos a ver cdmo surgieron, en qué

consiste y la importancia de las herramientas CRISPR en edicion genética.

CRISPR es el acronimo de “repeticiones palindrémicas cortas agrupadas y regularmente
espaciadas” (Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats), estas repeticiones
funcionan como un almacén de memoria de infecciones que sufren las bacterias frente a virus
bacteriéfagos y asi lo utilizan para reconocer estos agentes infecciosos y destruirlos, es decir
funciona como un sistema de inmunidad adquirida. Gracias a Crispr hoy en dia conseguimos
modificar genéticamente plantas, animales y humanos en un laboratorio basico y de forma
muy sencilla. Todo esto a partir del descubrimiento del sistema inmune de organismos

procariotas.

En 1987 ya se observé que algunas bacterias, en concreto Streptococcus pyogenes, eran
capaces de defenderse de los virus que las atacaban destruyendo su material genético. Pero
no fue hasta 1993 cuando Francisco Juan Martinez Mojica descubrié secuencias
palindromicas regularmente espaciadas en el genoma de arqueas, clave para el desarrollo de

Crispr y motivo por el cual estas técnicas de edicién genética se llaman asi. Juan Mojica,
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microbiologo de la Universidad de Alicante, estaba investigando en aquel entonces los
mecanismos moleculares por los cuales los microorganismos que habitan en las salinas de
Santa Pola se adaptaban tan bien a los cambios de salinidad. Al secuenciar ADN de arqueas
vio cuatro letras que se repetian en su genoma y como entre las zonas repetidas habia una
secuencia diferente en cada una. Comparandolo en las bases de datos descubrid que un
fragmento de material genético de virus bacteriéfagos encajaba con el fragmento de las
secuencias que se encontraban en medio de las repeticiones y que aquellos organismos que
presentaban un fragmento del genoma del fago no eran infectados por el virus (Montoliu y
Martinez Mojica, 2021).

Esto se debe a que cuando un virus infecta una bacteria o como era en este caso una arquea,
inserta en su interior su material genético que servira para replicar copias del virus y
posteriormente expulsarlas al exterior para incorporarlo a muchas mas células. Cuando las
bacterias sobreviven al ataque del virus los incorporan a su genoma el cual producira
constantemente copias de este ADN virico en ARN que permanecera libre en el interior del
microorganismo y se solapara al ADN del virus cuando este vuelva a introducirse en el
organismo (Fig.2). Una vez formado el complejo ARN-fragmento de ADN virico, entra en juego
una proteina Cas, esta proteina es una nucleasa producida por unos genes asociados a Crispr
llamados genes Cas. La proteina fue descubierta en 2005 por el equipo de investigacion de
Alexander Bolotin y se encarga de procesar la molécula del virus apareado y destruir el ADN

del virus (Montoliu y Martinez Mojica, 2021).
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Figura 2. Representacion de la incorporacion de la secuencia espaciadora en el genoma de una bacteria.

Fuente: Articulo de “La revolucion en ingenieria genética sistema Cris (Lammoglia_Cobo et al-2016)

Por lo tanto, Crispr es un sistema de defensa que existe en microorganismos procariotas para
defenderse de invasores como bacteriéfagos, plasmidos y cualquier otro elemento que pueda
introducirse ADN externo. Este sistema de defensa capturara los fragmentos invasores y los
incorporara a su genoma. Tras sucesivas copias del fragmento en ARN, cuando el cuerpo
extrafo vuelva a entrar en el organismo el ARN se apareara con el ADN virus y sera

procesado y destruido por la nucleada CAS (Lammoglia_Cobo et al-2016).

En 2012 Emmanuelle Charpentier y Jennifer Doudna de la Universidad de California
propusieron un estudio para emplear este sistema de defensa de las bacterias como técnica
de edicién genética en el que pudieran controlar qué fragmento de ADN es cortado mediante

Crispr y por el cual ganaron el premio nobel de quimica en 2020 (Ortonobes, 2022).

1.2.2 Empleo de las herramientas Crispr

Los elementos fundamentales para llevar a cabo la técnica Crispr/Cas que permitira editar
cualquier gen de un organismo son; por un lado, la proteina CAS 9 (endonucleasa asociada
a Crispr) que cortara el ADN y por otro una guia de ARN (gRNA o sgRNA). Esta guia es un

corto fragmento de ARN sintético que sera la encargada de indicar a la proteina por donde
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debe cortar. Segun su edicion permitira trabajar con unos genes u otros ya que al cambiar su

secuencia también se vera modificada la diana genémica (Fig.3) (Montoliu, 2022).

Primeramente, necesitaremos saber la secuencia exacta del gen que vamos a editar para asi
disefiar el fragmento de ARN guia que sera complementario a la secuencia que queremos
modificar. El ARN guia se compondra de una secuencia necesaria para su unién con la
proteina Cas 9 y de un espaciador que contiene alrededor de 20 nucledétidos establecidos por
el intervencionista segun lo que se pretenda modificar y que definird como diana genémica.
Hay que tener cuidado a la hora de seleccionar los nucledtidos, deben cumplir dos
condiciones, que la secuencia sea Unica en comparacion con el resto del genoma y que tenga
inmediatamente un motivo adyacente del protoespaciador (PAM) que indica donde se unira
la proteina Cas 9. Existen programas informaticos que permiten el disefio de construcciones
Crispr/Cas para la edicién génica como “Breaking-cas” (Breaking-Cas: ARNg libres fuera de
los objetivos para la tecnologia CRISPR/Cas, 2022) y (Addgene: Guia CRISPR, 2022)

PAM+Target .

Gene of
interest

Genome Engineering
Transcriptional Regulation
Other Applications

Figura 3.Componentes principales para disefiar sistema CRISPR. Fuente: Addgene: (Guia CRISPR, 2022)

-Formacion de células knockout

Recibe el nombre de knockout aquellas células u organismos modificados genéticamente, su
desarrollo mediante la técnica CRISPR es el siguiente;

Una vez que la proteina Cas9 ha hecho el corte en la seccion de ADN que le ha indicado el
ARN guia, la célula tratara de “repararlo” de dos formas posibles las cuales generalmente,
causaran mutaciones. Una de las formas en las que puede corregir el corte es permitiendo
que uno de los fragmentos afiada o quite bases de la hebra al azar, de esta forma lo convertira

en una molécula de ADN totalmente intacta pero ligeramente distinta a la original. Por lo que
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ya de por si, sin programar nada en el laboratorio, con este corte generado por Crispr
encontraremos una mutacion ya sea por_insercion o por delecién. Otra forma que tiene la
célula de recuperarse del corte producido por la proteina Cas9 es empleando una molécula
de ADN de una sola cadena que actuara como molde, esto nos permitira incorporar los
cambios deseados en el gen y dirigir la edicion del ADN, esta edicion puede darse por
sustitucién, cambiamos una base por otra, por insercién, cuando el molde tiene una letra mas,
o delecion, cuando desaparece una base (Fig.3). Esta forma de correccién es muy importante
porque permite editar de forma especifica practicamente cualquier organismo ya que
podemos activar o inhibir genes diana y manipular de forma muy selectiva ADN y ARN, lo que

deriva en un debate ético en cuanto a su uso (Montoliu, 2022).

gRNA
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Figura 4. Generacion de un Knockout usando CRISPR Fuente: Addgene: Guia (CRISPR, 2022)

Con esta técnica inicialmente lo que se pretendia era eliminar o silenciar genes diana que
codifican proteinas en cualquier célula de un organismo, sin embargo, Crispr se ha convertido
en una de las herramientas de edicion genética mas escalables siendo capaz de crear
pequenas mutaciones en los genes cortando y pegando regiones de ADN y ARN (Fig.5),

revelar imagenes de ADN en células que se encuentren vivas, regular la actividad de genes
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y su monitoreo, analizar rutas metabdlicas, correccion de fenotipado y terapias
biotecnoldgicas, con todo lo que esto supone para la investigacion tanto en medicina como
en biologia. (Breaking-Cas: ARNg libres fuera de los objetivos para la tecnologia
CRISPR/Cas, 2022)

ARN

[ rrem— —— N
tracrARN Dimero reconocido
por RNasa Il

| - O—T- | —— | ———— e
RNasa Il l Procesamiento

ARNcr

Formacién de complejo
CRISPR/Cas

l
—

Figura 5. Formacion del complejo CRISPR/Cas. Fuente: Addgene: Guia (CRISPR, 2022)

Gracias a la herramienta de edicion genética CRISPR se ha podido avanzar y concluir muchos
experimentos que llevaban afios estancados. Las alteraciones del genoma realizadas para
activar o desactivar un determinado gen ha hecho posible investigar las funciones que
desempefian muchos de ellos en el organismo, asi como las mutaciones que pueden dar

lugar a una enfermedad (Montoliu, 2022).

Sin embargo, a pesar de las ventajosas caracteristicas que podemos encontrar en la técnica
CRISPR, hay que tener en cuenta la alta tasa de mutaciones espontaneas y translocaciones
cromosomicas no deseadas que puede generar. Estos procesos suponen un problema ya que
pueden distorsionar los resultados en un estudio. Para evitar que ocurran se recurre al uso
de Cas 9 nickase (una proteina complementaria), o al empleo un software especializado en
modelos de probabilidad para relizar una seleccién del ARN guia mas preciso para su

correspondiente ADN (Lammoglia-Cobo et al., 2016).
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Finalmente cabe recalcar que CRISPR supuso un avance en la edicion genética otorgando
una forma mas sencilla, comoda y versatil de trabajar y que abrira las puertas para el
desarrollo de nuevas técnicas mas avanzadas. Pero esto no significa que antes de este
hallazgo no existieran herramientas para la modificacidon de genes, consiguiendo, aunque

fuera de otra forma, los mismos resultados que se obtendrian con CRISPR.

1.3 Infeccién de plantas con Agrobacterium tumefaciens

1.3.1 Agrobacterium tumefaciens

La transformacion genética es un proceso genera “Organismos genéticamente modificados
(OGM)” con el principal objetivo de mejorar sus genotipos y expresar asi cualidades
agronomicas de interés y de mercado en el caso de los cultivos vegetales y estudiar diversas
funciones biologicas en el caso de animales. Para ello se introducira dentro del material

genético de una célula, ADN exégeno de su genoma (Valderrama, 2005).

La incorporacion de ADN foraneo en una planta se puede realizar a través de diferentes

vectores que determinan la técnica de trabajo (Valderrama, 2005).

En este trabajo nos centraremos en la transferencia horizontal de bacterias a plantas, se trata
de un método indirecto de transformacion cuyo vector bioldgico mas empleado es

Agrobacterium tumefaciens.

Agrobacterium tumefaciens es una proteobacteria alfa que pertenece a la familia
Rhizobiaceae, empezé a tomar fuerza en el campo de la ingenieria genética de plantas
cuando en 1977 un grupo de cientificos, descubrieron fragmentos de ADN procedentes de
A.tumefaciens en un trozo de agalla de una planta de tabaco. Gracias a esto se pudo
investigar acerca de la capacidad que tenia Agrobacterium de transferir ADN entre diferentes
reinos consiguiendo asi importantes avances para la ciencia como el estudio de la expresién
y funcion de determinados genes (genética inversa), transformar plantas susceptibles que
presentasen genes importantes agronémicamente o incluso poder producir plantas con

caracteristicas nuevas (Valderrama, 2005).
-Proceso de infeccion de Agrobacterium tumefaciens

Cuando un vegetal sufre un corte, se liberan una serie de compuestos quimicos fendlicos
(como la acetosiringona) cuyo olor atraera a Agrobacterium tumefaciens y convertira la herida
en un foco de entrada para la infeccién, este fendmeno se conoce como quimiotaxis. Una vez

que la bacteria se encuentra dentro de la planta introducira parte de su genoma en el
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hospedor, esta informacion transferida recibe el nombre de ADN de transferencia y es en él
donde se encuentra el plasmido Ti (Tumor inducing) (Fig.6). El plasmido Ti desempefia un
papel fundamental para la incorporacién de ADN foraneo ya que es el responsable de la
formacion de tumores y contiene los genes vir, involucrados en la incorporacion del fragmento

del material genético del ADN en el genoma de la planta (Valderrama, 2005).

Figura 6. Esquema de la infeccién de Agrobacterium a células vegetales. (Fuente: Goldbio, 2022)

Sin embargo, conseguir introducir el gen con el que se pretende investigar en un plasmido Ti,
puede ser un proceso realmente laborioso debido a que, a pesar del gran tamafio que
presentan, estos plasmidos contienen un bajo nimero de copias, son complicados de aislar,

tienen pocos lugares de clonacién.
Funcion en la transformacion de los vectores binarios:

El vector T-binario es un vector de menor tamafio que los plasmidos-Ti debido a que no
contiene genes vir ni ninguna secuencia génica responsable de la formacion de tumores
(Fig.7). En su caso, se encuentran compuestos por una serie de repeticiones de ADN-T de
los plasmidos Ti y del gen que se desea introducir en el genoma de la planta junto con algun

sistema de seleccién en la planta.

El plasmido auxiliar vir contiene genes vir que son los encargados de codificar la proteina Vir.
Esta proteina desempefa un papel fundamental en la transformaciéon con Agrobacterium ya
que facilita el corte y transferencia del ADN-T de la bacteria hasta las células de la planta (Una
guia para los vectores binarios de ADN-T en la transformacion de plantas | GoldBio, 2022).
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Figura 7. Esquema de la composicién de un vector Binario y el plasmido de ayuda. (Fuente: goldbio, 2022)

Proceso a seguir para la transformacion genética mediante Agrobacterium tumefaciens

1° Construccion del ADN recombinante e introducirlo en A.tumefaciens: Requiere insertar el
transgen (ADN exdgeno, en este caso el gen Cas9 y el ARNg), en un plasmido binario en la

zona que corresponde al T-ADN entre el, LB (left border) y RB ( right border).

Una vez hecho obtenemos el plasmido recombinante el cual se introducira dentro de la
bacteria (Agrobacterium), por ejemplo, a través del proceso de electroporacion. La
electroporacion, también conocida como electropermeabilizacion es una técnica que consiste
en introducir el ADN plasmidico en el interior de una bacteria mediante ondas
electromagnéticas que causaran un aumento significativo de la conductividad eléctrica y la
permeabilidad de la membrana plasmitica de la célula. La bacteria transformada con el
plasmido recombinante que contiene el ADN exdgeno de interés sera cultivada en un medio

de cultivo para Agrobacterium.

2° Infeccidn de las células vegetales a transformar con el Agrobacterium transformado: Para
ello se ponen en contacto los explantes, que suelen ser porciones de hojas, con la bacteria
para que infecte las células e inserte el t-ADN del plasmido dentro del nucleo de las células
haciendo que porten el transgen y acaben insertandolo en el genoma de la planta produciendo

células transgénicas.

3° Seleccionar las células transformadas en un medio selectivo: En este paso lo que se
pretende es detectar qué plantas han conseguido ser transformadas y cuales no, para ello se

procede a la colocacion de explantes en un medio selectivo: Junto al transgen se suele
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insertar un gen de seleccion, que actuara como un gen de resistencia a un antibidtico,
normalmente kanamicina, para que aquellas células que se han transformado puedan

sobrevivir en el medio selectivo y aquellas que no, se secaran y acabaran muriendo.

4° Regenerar plantas a partir del explante: Ademas de las pocas limitaciones de transferencia
de genes entre los diferentes reinos animales que ofrece el trabajar con Agrobacterium,
también es un vector muy cémodo puesto que no requiere el empleo de equipos sofisticados,
por lo que las transformaciones se pueden conseguir mediante protocolos simples, se puede
emplear en diferentes tipos de tejidos vegetales y ofrece una baja probabilidad de re-arreglos.

Sin embargo, implica ejercer dano fisico en el tejido que se desea infectar (Horsch, 1985).

1.3.2 Breve resumen del protocolo general de transformacién con Agrobacterium

-Infectar explantes con una dilucion de un cultivo de Agrobacterium en medio de cultivo

durante 15 min.

-Incubacion de los explantes en medio de cultivo no-selectivo (placas co-cultivo) en oscuridad

durante 3 dias.

-Opcionalmente: Lavado de explantes con cefotaxima para desactivar restos de
Agrobacterium que continden en las placas y asi reducir el riesgo de infecciones e

incorporacion de los explantes a un medio selectivo.

-Comprobar que la planta finalmente desarrollada es transgénica (desarrollo con kanamicina
y pruebas de PCR).

Controles empleados para asegurarnos la efectividad de la transformacion:
a) Control del cultivo de Agrobacterium transformado:

Para certificar que estamos trabajando con Agrobacterium transformado con el
plasmido recombinante emplearemos placas de cultivo y medio liquido de YEB
suplementado con kanamicina puesto que el gen de resistencia a la kanamicina se
encuentra en el plasmido y si no se hubiese implantado correctamente los Agros no

podrian desarrollarse.
b) Control del medio de cultivo donde creceran los explantes:

El siguiente filtro para comprobar la presencia del ADN plasmidico es la incorporacién

de kanamicina en las placas tanto de co-cultivacion como de las placas selectivas. El
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objetivo es que responda de la misma forma que el control de Agrobacterium

transgénico, esta vez seleccionando las células vegetales transformadas.
c) Control de transformacion sin infectar los explantes:

Para saber si estamos siguiendo un correcto procedimiento se realizara el mismo
crecimiento vegetal en plantas, pero sin transformar con Agrobacterium y sin el
marcador selectivo, kanamicina. Si vemos que no se desarrollan explantes sin haber
realizado la transformacion significa que estamos cometiendo algun error en la
preparacion del experimento y trabajamos bajo condiciones muy agresivas para que

puedan crecer y por lo tanto habra que modificar las condiciones del experimento.
d) Comprobar si la planta regenerada a partir de explantes es transgénica

Verificar que el gen se encuentra insertado (en nuestro caso seran el ARN guia para
el gen GIGANTEA vy el gen que codifica para la proteina CAS9): Para ello se empled
una PCR convencional a partir de ADN genémico, usando cebadores disefiados para

la amplificacion de los genes de interés.

Verificar que el gen CAS9 se expresa (ultima comprobacién para asegurar el éxito de
la mutacién con el gen de interés, en este caso GIGANTEA): RT- PCR (reverse-transcriptase-
PCR) con PCR cuantitativa.

e) Amplificacion del gen mutagenizado, clonacién y secuenciacion para identificar el punto de

mutacion (Leiva Brondo, 2022).

1.3.3 Relevancia del gen GIGANTEA

El siguiente estudio acerca de la optimizacion de protocolos de transformacion con
Agrobacterium tumefaciens se aplicé una construccién que contenia una guia para el gen
GIGANTEA.

GIGANTEA (Gl) es un gen que se descubrié por primera vez en Arabidopsis thaliana, su
especificidad se centra Unicamente en organismos vegetales ya que solo se ha ubicado en el
genoma de las plantas. Normalmente aparece como una sola copia en la mayoria de especies
vegetales, sin embargo en la familia de las Solanaceas se han observado dos o tres copias
del gen como es en el caso de Petunia hybrida, o Nicotiana benthamiana, probablemente

debido a una desviacion evolutiva en dichas familias (Brandoli et al., 2020).

19



La relevancia de GIGANTEA en la Agronomia se basa en la cantidad de funciones bioldgicas
que es capaz de regular en las plantas. Aquellas funciones en las que se ha podido detectar
su influencia son; regulacion del ritmo circadiano, tolerancia al calor, influencia de las sefales
luminosas, marcador hormonal y en el fotoperiodo de las flores. Sin embargo, el papel por el
que se muestra mas interés en su estudio es por la capacidad de controlar el tiempo de
floracién. Respecto a este proceso, GIGANTEA involucra la base de la interaccion con miRNA
y muchas rutas independientes o no del gen CONSTANS (CO) (Brandoli et al., 2020).

1.3.4 Métodos de control de infeccion en las placas

Cuando trabajamos con Agrobacterium tumefaciens en transformaciones genéticas, se
emplea un amplio abanico de antibiéticos que permite controlar diferentes parametros en el
desarrollo de los organismos modificados. Dichos antibiéticos ayudan a asegurar la correcta
implementacion de un gen que no se puede desarrollar en ciertas condiciones, promulgar el
desarrollo de tejidos a estudiar, restringir que el Unico organismo patdgeno de infeccion es la
bacteria con la que se pretende trabajar o la completa eliminacion de la bacteria una vez

realizada su funcion (Estopa et al., 2001).

La importancia de eliminar Agrobacterium tumefaciens cuando ya no se requiere su presencia
y la forma en la que se realiza influira en la supervivencia de la planta puesto que los
contaminantes microbianos que presentan los tejidos cultivados reducen la tasa de
multiplicacién, el enraizamiento y pueden llegar a causar la muerte del organismo (Estopa
et al., 2001).

Aquellos antibidticos mas exitosos para destruir Agrobacterium tumefaciens son cefotaxima,
carbenicilina y ticarcilina. Estos antibidticos pertenecen al grupo de los B-lactamicos y se
caracterizan por inhibir la sintesis de la pared celular bacteriana, causando finalmente la
muerte de la bacteria al alterar la pared. De entre todos, cefotaxima suele ser el mas efectivo
puesto que es un compuesto fuertemente resistente a las betalactamasas que libera
Agrobacterium. Sin embargo, cada antibiético genera diferentes efectos en el desarrollo de
los explantes y presenta distintas cualidades segun la especie sobre la que actua, es por eso
por lo que estan siendo durante varios anos objeto de estudio en diferentes plantas (Estopa
et al., 2001).

La eficacia de los B-lactamicos, como la de otros antibiéticos, se mide segun los valores de
la Concentracién Inhibidora minima (MIC), niveles que alcanzan mayor estabilidad bajo
condiciones de pH entre 4,5-6,5 a 25°C de temperatura. No obstante, no siempre muestran

una influencia fulminante en la eliminacion de bacterias pudiendo resurgir y continuar su
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desarrollo una vez aplicados los compuestos determinados en el ensayo. En numerosos
estudios se ha observado la recuperacién y crecimiento de bacterias hasta alcanzar
densidades significativas al cabo de un tiempo. Esta restitucién de las bacterias puede
deberse a la pérdida de efectividad del antibiético debido a su degradacion o bien al desarrollo

de resistencia por parte de la bacteria (Brouwers et al., 2020).

El empleo de antibiéticos como medida de control resulta muy efectiva pero el hecho de que
también genere efectos negativos en el desarrollo del vegetal sobre el que se aplica lleva a
plantearnos hasta qué punto son realmente necesarios. Ademas de suprimir Agrobacterium
tumefaciens, los principales efectos que los antibiéticos generan en el desarrollo de explantes
transformados son los siguientes; carbenicilina, aumenta el crecimiento de los callos, es el
menos téxico de los tres y segun su concentracién estimula el desarrollo de brotes adventicios
en hojas de manzano y Antirrhinum majus. Ticarcilina presenta la capacidad de eliminar
Agrobacterium sin influir en la regeneracion del organismo y, por ultimo, cefotaxima que
induce la maduracién somatica y presenta un efecto estimulante en el desarrollo, ademas es
el mas efectivo a la hora de eliminar Agrobacterium tumefaciens puesto que es un compuesto

fuertemente resistente a las betalactamasas (que libera Agrobacterium) (Estopa et al., 2001).

El antibiético mediante el cual buscamos optimizar el protocolo de transformacién para
inoculaciones futuras en plantas transgénicas es la cefotaxima (Fig.8). Son muchos los
estudios realizados acerca de este compuesto tanto a nivel de plantas como en humanos. Por
ello resulta fundamental conocer el comportamiento que mostraron diferentes vegetales ante
la aplicacién de cefotaxima en su desarrollo ya sea transgénicas o no. Resultados

procedentes de otros estudios:

Como caracteristica comun reflejada en escritos sobre antibioticos antibacterianos, la
cefotaxima destaca por su efecto estimulante en el crecimiento, induccién de la maduracién
somatica, morfogénesis y mejora de la tasa de regeneracién. Sin embargo, hay otros
antibioticos mas estimulantes del desarrollo y regeneracion de algunos érganos o efectivos

para la eliminacion de Agrobacterium (Estopa et al., 2001).

Para saber la reaccién que generaba la cefotaxima en cultivos in vitro se registré la evolucion
de distintos explantes de clavel inoculados con Agrobacterium sometidos a este antibiotico.
El explante favorecio su regeneracion y crecimiento con la presencia de cefotaxima. Uno de
los factores que mas condiciona la regeneracion de brotes y eliminacion total de
Agrobacterium es la concentracion de cefotaxima y su combinacion con otros antibiéticos.
Unas concentraciones excesivas de cefotaxima no suelen dar buenos resultados y llegan a

inhibir y alterar la regeneracion de las plantulas. De esta forma, concentraciones bajas de
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cefotaxima aumentaran el potencial de regeneracién y aportaran una mayor eliminacién de

Agrobacterium (Samara et al.,2018).

Por otro lado, mientras que en algunos registros se menciond el potencial toxico de la
cefotaxima, asi como la disminucion del crecimiento de raices, terminaciones de los
primordios radiculares y en el desarrollo foliar y de brotes, en otros se halaga la eficiencia del
compuesto sobre su capacidad regenerativa en explantes transformados, favoreciendo la
elongacién de hojas, enraizamiento y regeneracién. Ademas, combinando la concentracion
de cefotaxima junto con la de otros antibiéticos, conseguimos potenciar el desarrollo de
distintas partes de una estructura vegetal, por ello segun la concentracion de cefotaxima junto
con |AA conseguiremos favorecer el desarrollo radicular solo o inducir ademas la formacion

de raices y hojas secundarias a niveles significativamente mas altos (Naderi et al., 2016).

Debido al contraste de informacién que aparece en diferentes articulos acerca de los efectos
que genera la cefotaxima en un explante transformado, vuelve de especial importancia el
desarrollo de proyectos que estudien el efecto que causara este antibidtico en tejidos
vegetales segun su concentracion y combinacion con otros antibidticos y asi poder optimizar
protocolos de transformacién de distintas especies para obtener resultados mas favorables.
Una planta que ha servido como modelo en numerosas investigaciones cientificas a lo largo
del tiempo ha sido Petunia hybrida, su popularidad surgi6 a raiz del descubrimiento del RNAI
y dispone de gran cantidad de informacion acerca de sus técnicas de transformacion génica
y comportamiento que muestra debido a lo bien que responde su manejo en condiciones de
laboratorio. Esto hace que sea buen material de estudio para conocer la respuesta de la

cefotaxima en futuras transformaciones (Naderi et al., 2016).
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Figura 8. Estructura de Cefotaxima. Fuente. (Brouwers et al., 2020)
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1.4 Regeneracion de tejidos transformados

1.4.1 Produccioén de callos in vitro y genes analizados

Un cultivo “in vitro”, es aquel que se desarrolla en un medio nutritivo bajo condiciones estériles
pudiendo tratarse de plantas, semillas, 6rganos, explantes, tejidos, células y protoplastos de

plantas superiores (Pierik, 1987).

Poder producir organismos vegetales en un cultivo in vitro es posible gracias a que las células
de las plantas son totipotentes y omnipotentes lo que les permite continuar con su crecimiento
a partir de células aisladas hasta formar un nuevo individuo completo. De esta forma, creando
un ambiente que reuna las caracteristicas necesarias para su desarrollo podremos generar
material a partir de una sola célula que reuna unas condiciones sanitarias mejores que las
generadas de forma convencional. Aquel érgano o tejido vegetal que se cultiva in vitro, recibe
el nombre de explante. Sin embargo, reunir todas las condiciones idoneas que requiere una
planta para su desarrollo, asi como mantener el medio libre de virus e infecciones llega a ser
muy complejo, por lo que requiere de un control muy especifico del medio de cultivo y de las

necesidades que llegara a tener el explante a lo largo de su desarrollo (LA BIOTECNIA, 1994).

Los cultivos in vitro son muy importantes en el mundo de la investigacion puesto que nos
permiten; conservar material vegetal, obtener plantas transgénicas, desarrollo por
micropropagaciéon y cultivo de meristemos para generar plantas libres de virus y
enfermedades rapidamente, ademas facilita la produccion de compuestos de interés
comercial y variacion somaclonal. Por otro lado, estos cultivos son de gran ayuda en la
aceleracién de procesos genéticos facilitando el desarrollo de muchos estudios a nivel celular
y molecular en las plantas bajo condiciones de laboratorio, lo que ha convertido los cultivos in

vitro en un area de gran apoyo para avances en la biotecnologia moderna (Castillo, 2004).
Algunas técnicas de cultivo generadas con el objetivo de acelerar procesos genéticos son;

-Cultivo de embriones inmaduros, somaticos y cigoticos, producir plantas haploides, a través
de cultivos in vitro de gametofitos, generar hibridos somaticos mediante protoplastos,

seleccion in vitro, regeneracion in vitro.

Las finalidades que se le dan a los cultivos in vitro son muy diversas, desde su uso en
industrias farmacéuticas y alimentarias hasta el empleo en el campo de la investigacion. Sin
embargo, siempre y cuando su aplicacion se destine a la agricultura y acabe en el campo, el
sistema in vitro debera de lograr como producto final la regeneracion completa de una planta.

La correcta regeneracién es muy importante en los trabajos acerca de ingenieria genética,
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aquellos explantes transformados que no consigan alcanzar una regeneracién completa no

tendra ninguna utilidad de aplicacion directa (Mroginski & Roca, 1991).

La evolucién del explante en un medio de cultivo puede darse de dos formas, por un lado, el
desarrollo morfologico (organogénesis) del explante, formando primero los meristemos,
después primordios, posteriormente generara brotes y finalmente producirda raices
adventicias. Por otro lado, podemos encontrar, la formacion de embriones somaticos a partir
de la masa de células que se encuentran en el explante (embriogénesis). Ambas formas son

validas para alcanzar la multiplicacién clonal (LA BIOTECNIA, 1994).

A la hora de decidir el explante empleado para su cultivo in vitro es importante tener
establecido el objetivo de cultivacion y la especie vegetal con la que se trabajara (Fig.9).
Cuando la intencion es generar callos se podra emplear cualquier explante que dispongan de
células nucleadas vivas, lo mas comun es utilizar como material de partida érganos, explantes
de hoja o raiz, tejidos, células y protoplastos de plantas jévenes crecidas en invernaderos o
trabajar con semillas de plantas en condiciones asépticas. Por otro lado, la determinacién del
explante empleado también se vera afectada por otros factores como; homogeneidad,
disponibilidad, facilidad para manipularlo, rango de contaminacién y rapidez de crecimiento
en cultivos in vitro. Otro parametro que afectara al éxito del desarrollo in vitro es la interaccion
cuantitativa de aquellos reguladores de crecimiento (fitohormonas) que se encuentren
involucrados en el desarrollo de las células. Algunas variedades vegetales muestran un alto
grado de sensibilidad respecto al explante empleado para poder formar callo variando segun
la familia a la que pertenezca. Sin embargo, se conoce que una de las especies mas versatiles

y que genera callos con mayor facilidad es Nicotiana tabacum (Mroginski & Roca, 1991).
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Establecimignto de cultivos de tejidos vegetales...
Especie Explante

Meristemas
Nicotiana | Lamina foliar
tabacum Anteras
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Células (suspensién)
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Glycine Lémina foliar
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Células (suspensién)

Protoplastos

Meristemas

Lémina foliar
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Figura 9. Induccion de callos y regeneracion de plantas en cultivo in vitro de distintos explantes en cuatro

especies de dicotiledoneas herbaceas. Fuente: (Mroginski y Roca,1991)

1.4.2 Andlisis de genes

Cuando las células de una planta se exponen a hormonas, en respuesta, ciertos genes
cambiaran su nivel de expresién. Esto puede conducir a un aumento de los niveles de ARNm
de estos genes 0, en caso de regulacién a la baja, a una disminucion en la produccion de
ARNm. En el caso de Camellia sinensis, una especie utilizada para la produccion de té, se
encontraron 3014 genes expresados diferencialmente al inducir un callo a partir de un
explante de tallo y 3495 al inducir callos a partir de una hoja. La mayoria de los genes estaban
regulados a la baja (70%) (Gao et al., 2019). Para encontrar genes que estan regulados hacia

arriba o hacia abajo mientras se someten a la induccion de callos en Antirrhinum majus, los
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genes de otras plantas como Camellia sinus y plantas modelo como Zea mays o Arabidopsis

thaliana (Xu et al., 2012)(Du et al., 2019) se comparan con los genes y proteinas que se

encuentran en el genoma de Antirrhinum majus utilizando bancos de datos como el Centro

Nacional de Informacién Biotecnolégica (NCBI) y el “Antirrhinum genome database

(http://bioinfo.sibs.ac.cn/Am/) (trabajo previo por miembros del laboratorio de Genética

Molecular, IBV; UPCT

Funcion de genes analizados a partir de callos de Antirrhinum de diferentes variedades:

Antirrhinum Royal Bride, Antirrhinum Lucky Lips, Antirrhinum Rembrandt.

b)

a) CRF 3 (Factor de Respuesta a Citoquinina)

CRF 3 es uno de los doce genes que conforman la familia de genes de factor de
respuesta a citoquinina (CRF) en Arabidopsis thaliana. Pertenece a una de las vias
genéticas que intervienen en la regulacion del desarrollo de raices laterales en las
plantas como respuesta ante diversos factores ambientales (ej; humedad, frio e
incluso los niveles de nutrientes y sal). CRF 3 interviene en el inicio y formacion de las
raices secundarias. Su expresion génica, al igual que en CRF 2, se encuentra regulada
por el frio, una sobreexpresion de este gen adelantara el inicio y aumentara la

formacioén de raices laterales y mutaciones en el retrasaran dicho desarrollo (Jeon, J.
et al,2016).

INDOLE-3-ACETIC ACID (IAA)

Los genes AUXIN/INDOLE-3-ACETIC ACID (AUX/IAA) son los responsables de la
respuesta de la fitohormona auxina implicada en la estimulacion del crecimiento. Esto
se debe a que dichos genes codifican represores transcripcionales de corta duracion
objetivo de las proteinas TRANSPORT INHIBITOR RESPONSE/AUXIN RECEPTOR
F-BOX. La expresion génica que producen las auxinas cuando interactian o se
encuentran en contacto con miembros de las proteinas que pertenecen al factor de
respuesta de auxina es regulada por las proteinas AUX/IAA sin embargo la funcion

exacta de estas proteinas no se conoce muy bien (Grof3-Hardt et al., 2002).

Las auxinas son unas sustancias reguladoras del crecimiento de las plantas, cuya
biosintesis puede ocurrir a partir de diferentes vias, una de ellas es INDOL-3-ACETICO
o0 ACETAMINA. Gracias al descubrimiento de la implicaciéon de esta hormona en el
control del crecimiento se pudo demostrar que los tumores generados por
Agrobacterium tumefaciens estaninducidos por IAA producidos a partir de genes

introducidos, por lo que podran crecer en ausencia de reguladores de crecimiento
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(Duca et al., 2014).
c) AINTEGUMENTA-LIKE 5 (AL5)

AINTEGUMENTA -LIKE 5 es uno de los 18 genes que conforman el subgrupo AP2
perteneciente a la familia de proteinas de factores de transcripcion AP2/ERF
caracteristica por su papel regulador en diferentes puntos del desarrollo de las plantas.
Pertenece a un grupo de genes que reciben el nombre de “AINTEGUMENTA-LIKE’
por la similitud de su secuencia con la del gen AINTEGUMENTA (ANT). Su expresién
viene dada por patrones temporales y espaciales distintos en los meristemas de la flor.
AINTEGUMENTA-LIKE 5 desempefa papeles muy importantes en diferentes
procesos a lo largo del desarrollo de diferentes tejidos de una planta, sin embargo, la
principal caracteristica de este gen es su influencia en el desarrollo floral. Suelen
encontrarse en tejidos jovenes que se estan dividiendo continuamente y se transcriben

en diferentes tejidos a lo largo de su evolucion (Losa et al., 2010).

d) CYCLIND 3;1 (CYCD3;1)
La ciclina D es un miembro de la familia de proteinas CICLINA que participa en la
regulacién de la progresion del ciclo celular. La sintesis de ciclina D se inicia durante
G1 e impulsa la transicién de fase G1/S. CYCD3;1 es una proteina altamente
inestable, degradada por un mecanismo dependiente del proteasoma y se pierde
rapidamente cuando las células entran en estados de reposo, como la fase

estacionaria (Healy et al., 2001).

Podemos recurrir a un resumen de las principales funciones y caracteristicas que desarrollan
los genes candidatos involucrados en el desarrollo de callos de distintas variedades de
Antihirrinum majus empleados en los experimentos de la presente investigacién en la Tabla
S1 de Anexo |.

1.4.3 Medicion del nivel de expresion con PCR cuantitativa

El nivel de expresion de un gen se puede medir mediante la RT-PCR (reverse transcriptase —
gPCR), basado en una reacciéon en cadena de la polimerasa que permite amplificar un
segmento de ADN comprendido entre dos cebadores especificos. Para poder realizar la
amplificacion de un segmento de ADN es necesario lo siguiente: ADN polimerasa
termoestable (Taq polimerasa), oligonucleétidos de alrededor 20 pares de bases de longitud
situados en los extremos de la secuencia que se desea amplificar, por lo que es necesario

conocer la secuencia de nucledtidos de dicho segmento para disefiar los oligonucleotidos
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especificos. Ademas, el medio de reaccién tiene que contener los 4 nucleétidos trifosfato que
son adenina, guanina, citosina y timina, el ADN molde y un tampdn. Normalmente este
proceso se realiza en un termociclador. Para la gqPCR (PCR cuantitativa), hay que afiadir
también un compuesto fluorescente llamado “SybrGreen”, que se intercala en el ADN de doble
hebra y emite una sefial fluorescente, medida por un laser. Cuantas mas copias de un
fragmento de ADN se encuentran en una reaccion de qPCR, mas fuerte va a ser la sefial de
fluorescencia. De esta manera, se puede cuantificar la cantidad de un determinado fragmento
de ADN en una muestra. Para cuantificar el niumero de copias de un gen expresado, hay
que primero retro-transcribir el ARN en ADN copia (cDNA) mediante la enzima transcriptasa
inversa. Es importante amplificar siempre, para cada muestra, también un gen de referencia,
en nuestro caso la ubiquitina ligasa. Se trata de genes de mantenimiento celular que se
expresan en todos los tejidos y células a niveles equivalentes a la cantidad de cDNA en la
muestra. Por lo tanto, funcionan como un valor estandar que permite comparar el nivel de

expresion génica entre diferentes muestras (Kozera and Rapacz, 2013).

2.0BJETIVOS

Los objetivos generales reunidos en la presente investigacion realizada en el Instituto de
Biotecnologia Vegetal (IBV) del edificio 1+D+i de la Universidad Politécnica de Cartagena se
basaron por un lado, en la mejora de metodologias de trabajo génicas para asegurar una
exitosa transformacion en diferentes variedades vegetales y conseguir asi allanar el camino
para el desarrollo de transgénicos en un futuro, asi como en la aportacion de datos que
permitan conocer la funcion e influencia que desarrollan ciertos genes en el desarrollo de
callos.

Para conseguir el cumplimento de los objetivos descritos se desarrollaron las siguientes vias

de trabajo;

e Optimizar la metodologia de transformacién de las plantas modelo Petunia hybrida y
Nicotiana benthamiana para la edicidon del genoma por CRISRR/CAS, incorporandolas
a través de Agrobaterium tumefaciens.

¢ Identificacion de genes marcadores para el crecimiento in vitro de callo en variedades

de Antirrhinum majus.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1 Material vegetal, cepas de Agrobacterium y plasmido binario

Para la transformacion con Agrobacterium se empled hojas de plantas de Petunia hybrida y

de Nicotiana benthamiana, cultivadas en cultivo in vitro.

Para el analisis de la expresiéon de genes candidatos durante el desarrollo de callos en
Antirrhinum majus, se trabajé con callos desarrollados a partir de hipocétilos cultivados en

cultivo in vitro.

La cepa de Agrobacterium tumefaciens fue EHA105. El plasmido binario pBIN, con la
construccion Crispr/Cas9 de GIGANTEA (plasmido pBIN Crispr/Cas9-Gi) fue suministrada por
la empresa AddGene (Fig.10) (Addgene: Guia CRISPR, 2022).
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Figura 10. Plasmido de Nicotiana bentamiana para el gen de GIGANTEA Fuente: Addgene: Guia(CRISPR,
2022)

3.2 Metodologia empleada para transformar plantas de Petunia hybrida y Nicotiana

benthamiana

El primer paso para la transformacion de Petunia hybrida fue la insercion del plasmido
Crispr/Cas9-Gl en bacterias, se empez6 introduciendo en bacterias de Escherichia coli con el
propésito/intencién de comprobar la secuencia del plasmido por PCR y almacenarlo. Una vez
asegurado el éxito de la insercion en E.coli se pasara a realizar el mismo procedimiento de
transformacion en Agrobacterium tumefaciens para la posterior infeccion en hojas de Petunia

y Nicotiana.
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3.2.1 Transformacion de Agrobacterium tumefaciens EHA105 con el plasmido pBIN
Crispr/Cas9-Gl

El ADN plasmidico fue introducido en bacterias competentes de Agrobacterium tumefaciens
mediante electroporacién a 1800 voltios, seguido por una incubacion a 28°C durante 1 hora
en medio de cultivo liquido “YEB”, una vez centrifugado y eliminado el medio de cultivo
sobrante se procedi6 al plaqueado en medio YEB sélido suplementado con kanamicina (Kan)
(2 pl/ml de un stock de 50mg/ml) vy rifampicilina (Rif) (3 pl/ml de un stock de 50mg/ml), un
antibiotico selectivo exclusivo para el crecimiento de Agrobacterium. De esta forma
disponemos con kanamicina, un marcador selectivo para los Agrobacterium transformados y
rifamplicina que inhibird el crecimiento de todas aquellas bacterias que no sean

Agrobacterium.

Al cabo de 3 dias se comenzo a observar la formacion de colonias bacterias en las placas.
De aquellas poblaciones de bacterias se seleccionaron 12 colonias para la comprobacién de
insercién del plasmido. Para ello, las bacterias se inocularon en 2,5ml YEB liquido y se
incubaron en condiciones de oscuridad (debido a que Agrobacterium es una bacteria que se
desarrolla a nivel radicular en las plantas debido a que las condiciones de oscuridad favorecen

su desarrollo) durante 2 dias a 28°C bajo una agitacion constante de 120rmp.

3.2.1.1 Comprobacion de la Transformacion de Agrobacterium tumefaciens

Cuando las 12 colonias seleccionadas y cultivadas crecieron lo suficiente se pudo recurrir al
analisis de las muestras que permitia asegurar que el ADN plasmidico se introdujo
correctamente en las bacterias. Para ello, primeramente se extrajo el ADN plasmidico
mediante el método de lisis alcalina y posteriormente se amplifica por PCR el ARN guia y un
fragmento del gen CAS9, aplicando cebadores especificos disefiados para para estas
secuencias: para CAS9 - hCas9_For 5-TGAGATGGCTAAGGTGGATGACTCTT-'3;
hCas9_Rev 5 -CACTCGCAGAATATCACTCAGCAGAA -'3; paragRNA - AtU6_For &
- CTTGAGAAGGAAGCGAGGGA-'3; gRNA_Scaffold_Rev 5 - CGACTCGGTGCCACTTTT-
‘3.

La extraccion del ADN plasmidico se llevd a cabo mediante el empleo de las siguientes

soluciones;
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-150 pl de Solucion 1 “Buffer de lisis” y 1 yl de RNAase (50mg/ml): La solucién produce una
desintegracién parcial de la pared celular de las células bacterianas y degrada ARN. Al afadir

dicha solucion las bacterias fueron resuspendidas e incubadas durante 30 minutos a 37°C.

-200 pl de Solucion 2: La solucién contiene 1% SDS + 0.2NaOH, provocando la lisis completa
de las células bacterianas y la desnaturalizacion del ADN cromosomal bacteriano y del

plasmido.

-150 yl de Solucion 3 (conservada a 4°C): La solucion tiene un pH de 4,8 y provoca la
renaturalizacion del ADN plasmidico. Tras una centrifugacion durante 10 min a 13.000 rpm se
forma un precipitado que contiene restos celulares, ADN cromosomal y proteinas degradadas,
mientras el sobrenadante contiene el plasmido. Se precipitd el plasmido mediante el proceso

de precipitacion con isopropanol.

A continuacién, se realiz6 una PCR que nos permitira comprobar si la construccion
Crispr/Cas9-Gi se ha incorporado correctamente (Fig. 11). Una alicuota del cultivo liquido en
50% de glicerol de las bacterias transformadas se almacenara a -80°C para asi poder
emplearlos mas adelante. La mezcla de PCR consistio en 5 pyl de PCR Master mix “Kapa”
(Sigma-Aldrich), 0,6 ul del cada cebador (10 mM) y 3,8 ul de HO: La amplificacién se realizé
en un termociclador bajo las siguientes condiciones: 95°C durante 3 min., 35 ciclos de 95°C
durante 15 sec., 60°C durante 15 sec., 72°C durante 30 sec. y una sintesis final a 72°C durante

1 min.

10000 pb

1000 pb

250 pb

1A 1D 1C 1D 2A 2B 2C 2D 3A 3B 3C 3D

Figura 11.Amplificacién del ADN correspondiente al ARN guia del plasmido pBIN Crispr/Cas9-Gi de Petunia
hybrida con cebadores Alu6 for y Scaf rev. Extraido de E.coli. Control positivo:plasmido Puc119; Control

negativo: H20.
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3.2.2 Infeccidn de hojas de Petunia hybriday Nicotiana benthamiana con los

A.tumefaciens recombinantes.

El siguiente experimento fundamental por el que se logré las plantas transformadas consistié
en la infeccion de hojas de Petunia hybrida y Nicotiana benthamiana con Agrobacterium
tumefaciens. Para la regeneracién de una planta completa transformada de Petunia hybrida
se recurri6 a la transformacion a partir de hojas de plantas sembradas y cultivadas en cultivo
in vitro. La transformacion tuvo lugar mediante la metodologia establecida en el protocolo

“Petunia Leaf Disc Transformation” (Horsch,1985).

En cuanto al procedimiento que contempla la infeccién con Agrobacterium tumefaciens en
muestras de tejidos de Petunia y Nicotiana, siempre se realizd de la misma manera,
afadiendo las hormonas y antibidticos al medio de cultivo que correspondia segun el estado
de crecimiento del explante. Sin embargo, nuestro estudio se centrdé en el seguimiento del
éxito de la regeneracion de hojas que habian sido tratadas con cefotaxima en diferentes
momentos después de la infeccién con Agrobacterium como variante del protocolo original de
transformacion. De esta forma se desarrollaron tres lineas de trabajo con las siguientes

caracteristicas.

-Experimento Modelo: Se fundamentd en el protocolo de transformacion base en el que no
cita el empleo de cefotaxima, solo lo aconseja como método (recomendable) para la
disminuciéon de contaminaciones. Por lo tanto, en este caso no se hizo ningun lavado con

Cefotaxima después de la infeccion de Agrobacterium.

-Experimento A: Infeccidén de las hojas con Agrobacterium durante 15 minutos y posterior
lavado con agua y cefotaxima. El lavado se realizd justo después de retirar los Agros de las

placas (Fig. 12).
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Figura 12. Placas de co-cultivacion después de la infeccion con Agrobacterium y el lavado con cefotaxima en
caso del Exp A.

-Experimento B: Infeccion de hojas de Petunia y Nicotiana con Agrobacterium durante 15
minutos en placas de co-cultivacion, seguido por la retirada de las bacterias y un secado con
papel de filtro. Las placas fueron guardadas durante dos dias en oscuridad a temperatura

ambiente, seguido por el lavado con cefotaxima.

El procedimiento detallado de infeccién atendiendo a las diferentes aplicaciones de lavado

con Cefotaxima fue el siguiente:

1° Preparacién de cultivos de Agrobacterium tumefaciens con pBIN/ Crispr/Cas9-Gl para
infectar las hojas: YEB liquido inoculado con precultivo de Agrobacterium e incubado durante

12 horas a 28°C. A continuacion, el cultivo fue diluido 1:10 con agua destilada y autoclavada.

2° Elaboracion del medio con sus respectivas hormonas para la preparacion de placas de co-
cultivaciéon (Tabla1). Las placas de co-cultivo son el medio en el que las bacterias entran en
contacto con las hojas. Estas placas estan compuestas por el medio de cultivo estandar,
suplementado con 6-Bencilaminopurina (BAP)— citoquinina que favorecera el desarrollo y
crecimiento de la planta y Acido 1-naftalenacético (NAA) — auxina vegetal empleada para la
propagacion vegetativa. Dentro de cada una de las placas se colocaran alrededor de unos 8

trozos de hojas cortadas y se anadira 10 ml de cultivo de Agrobacterium diluido.
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15 minutos después de verter las bacterias en las placas de co-cultivo que contienen las hojas
se retirara toda sustancia liquida de sobrante que quede en las placas y es cuando comienzan

las variantes del experimento.

3° Una vez que las hojas estan infectadas las placas permanecen guardadas en oscuridad a
temperatura ambiente durante tres dias. Pasado este tiempo, se emplea un nuevo medio de
cultivo que formara las llamadas placas de seleccion. Para estas placas anadiremos los
antibioticos carbenicilina, que limitara la presencia de bacterias Grampositivas y kanamicina
del grupo de los Aminoglucésidos para seleccionar las plantas que contienen el transgen.
Todas las hojas de las placas de co-cultivos se colocaran en las nuevas placas selectivas y
se conservaran en camaras de cultivo a condiciones de 12 horas luz/12 horas oscuridad a
23°C. Las placas se guardaran cubiertas por varias capas de papel que se iran retirando cada
semana para acostumbrar los tejidos a la luz. Este traspaso de hojas se realizara cada 17-20
dias a nuevas placas cuyo medio estara compuesto por los antibidticos pertinentes segun el
desarrollo del explante. Aquellas hojas que terminen formando callo en placas que contienen
kanamicina demostraran que la infeccion ha sido un éxito. En cuanto a la composicion y
concentracién de hormonas y antibidticos, se fue alternando y variando segun la etapa de
desarrollo de los explantes, debido a las distintas necesidades fisiolégicas que se alcanzaran

con el medio correspondiente.

Medios de cultivo aplicados en el proceso de transformacién y regeneracion de plantas.

Tabla 1. Medios de Cultivo para realizar las transformaciones

Medios de cultivo  Duracion Funciéon Composicion para 1 litro

Estandar “M.S Pet” 17-21 dias  Solucion base del que 30 g de azicar,4,4 gr de
se forman el resto de murashige rebasado a un
medios segun las pH (5,7-5,9) y 4g de
hormonas afiadidas Phytagel.

Co-cultivacion “M.S 2-3 dias Medio donde se realiza Medio estandar

Pet” la inoculacién de suplementado con; 6-
Agrobacterium Bencilaminopurina (2 mg/1

BAP) y Acido 1-
naftalenacético (0,1 mg/l

NAA)
Selectivo “M.S. 17-21 dias Induce el desarrollo de  Medio estandar
Petunia” callos y tallos suplementado con; 2 mg/1

de BAP, 0,1 mg/l de NAA,
500 mg/1 de carbenicilina y
300 mg/1 de kanamicina y
300mg/1 de cefotaxima.
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Enraizamiento “M.S. 17-21 dias Favorece el desarrollo  Medio estandar

Petunia” radicular para poder suplementado con 500 mg/1
pasar la planta a de carbenicilina y 50 mg/1
maceta de kanamicina.

Cuando finalmente hemos conseguido pasar la planta a maceta debemos de comprobar si
se trata de un organismo transgénico mediante la extraccion de ADN gendémico de planta para
la realizacion de PCR convencional. En la tabla S5 del Anexo se especifica el calculo de
gastos fungibles para la generacién de Petunia transgénica con mutaciones génicas por el
método CRISPR/CAS en la generacién TO. Este parametro es una informacion clave para el

calculo de la dimensién de gastos totales en proyectos de investigacion de la genética inversa.

3.3 Evaluacion de genes relacionados con el desarrollo de callos en Antirrhinum

majus

A diferencia de los experimentos y estudios realizados con Petunia y Nicotiana, no llevamos

a cabo ninguna transformacion en los trabajos con Antirrhinum majus.

La segunda rama de investigacién en la que se fundamentd el siguiente trabajo de fin de
grado se baso en el estudio de la expresion de diferentes genes candidatos, posiblemente
implicados en el desarrollo de callos a partir de hipocotilos en variedades de Antirrhinum

majus.

Tabla 2. Medios de cultivo empleados para el desarrollo de callos de Antirrhinum majus

Medios de cultivo Duracion Composicion para 1 litro

Estandar 17-21 dias 2,2 g de MS + 30 g de sucrosa

Induccién de callo 17-21 dias 4,3g/L. de MS, 30 g/L de sucrosa, 0,1g/L
de inositol. Concentracion de hormonas
0,1mg/l de Acido 2,4-

diclorofenoxiacético, 2,5 mg/l de acido
naftalenacético (ANA), Img/l de 6-
bencilaminopurina (6-BA) y 9 g/L de
AGAR
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Primeramente, se cultivaron en placas semillas de nueve variedades distintas de Antirrhinum
majus (Tabla 2). La germinacion de las semillas y el posterior desarrollo de las plantulas tuvo
lugar en un medio de cultivo estandar (medio 1). La renovacion del medio fue realizada cada
17-20 dias. Los hipocotilos de las diferentes variedades se pasaron a un medio de induccion
de callo a los 7 dias tras la germinacion (medio 2). Al cabo de un mes todas las variedades
habian desarrollado callo, entre todos se seleccionaron aquellos con mas diferencia fenotipica
significativa en cuanto al tamafo y forma, dejando como ejemplares de estudio los callos
pertenecientes a las variedades (Fig.13); Antirrhinum majus var.Royal Bride (variedad que
generd los callos mas grandes), Antirrhinum majus var.Lucky Lips (callos pequenos),
Antirrhinum majus var.Rembrandt (callos medianos). Establecidos los callos, se extraera su
ARN.

NTIRRHINUM
“‘Thompson, & ‘Moif_a Thompson &Morgan,

Figura 13 . Bolsas de semillas de las variedades seleccionadas y callos de Antirrhinum majus var.Royal Bridey y
Antirrhinum majus var Antirrhinum Lucky Lips.
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3.3.1 Extraccion de ARN

Los callos de las distintas variedades de Antirrhinum seleccionadas fueron triturados con un
mortero hasta que el material vegetal quedase reducido a polvillo. Una vez molidas las
muestras se extrajo el ARN de cada variedad mediante el kit “NucleoSpin® RNA Plant kit de

Macherey-Nagel” segun las instrucciones del proveedor.

3.3.2 Transcripcion de ARN a ADN de copia

La retrotranscripcion de ARN en cADN (ADN de copia) permite la amplificacion de los genes
de interés debido al hecho de que la Taq polimerasa soélo puede amplificar ADN a partir de
ADN.

La transcripcion inversa se realiza mediante la Maxima H Minus Reverse Transcriptase de
Thermo Scientific, que contiene la enzima transcriptasa invesa, un tampén y el cebador
oligoDT. A esta mezcla se afiadieron 200ng de ARN. Las condiciones de retrotranscripcion
fueron. Las condiciones de retrotranscripcion fueron: 10 min a 25°C, 15 min. a 50°C, 5 min. y
85°.

3.3.3 PCR Cuantitativa

La gPCR se realiz6 en el termociclador Stratagene Mx3000P Agilent Technologies con tres
réplicas bioldgicas de cada variedad y tres réplicas técnicas, la reaccién de la PCR contenia
el 2 pl de cADN molde, 5 uyl de PowerUp SYBR Green Master Mix (Applied Biosystems), 0,2
microlitros de cada cebador (10 microMolar) en un volumen total de 10 pl. Como gen de

referencia se aplic el gen Ubiquitina (Mayona et al, 2010).

Los cebadores de todos los genes analizados estan listados en la tabla S2 del ANEXO
Las condiciones de gPCR fueron las siguientes;

50°C 2’(hotstar)

95°C 2’(Initial desnaturalization)

95°C 157 desnaturalization

60°C 15" 35X primer anidado
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72°C 15" sintesis de ADN
3.3.3.1 Calculo de los niveles de expresion.

El nivel de expresion fue calculado usando el método Delta CT aplicando la siguiente

ecuacion: (Ecuacién 1) (Marcolin-Gomes J et al).

ACt = 2—(Ct reference gene—Ct experimental gene)

4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Optimizacién del cultivo in vitro tras la transformacion de Agrobacterium en

Petunia y Nicotiana.

Los resultados de los experimentos que se realizaron infectando tanto en hojas de Petunia
como de Nicotiana con Agrobacterium tumefaciens recombinante fueron registrados en tablas
con la intencion de cuantificar la formacién de callos, las contaminaciones y la cantidad de

plantas traspasadas a maceta con éxito respecto a la aplicacién con cefotaxima.
e Petunia hybrida

El protocolo de transformacion que se tomé como base, apelaba a una correcta infeccion y
finalmente la transformacién de plantas con Agrobacterium tumefaciens sin el empleo de
ningun lavado de hojas con antibiéticos como requisito indispensable en el procedimiento. En
el presente trabajo se pretendié medir los niveles de efectividad de dicha transformacion, asi
como su evolucidn segun la aplicacion de un lavado de hojas con cefotaxima tras la infeccion

y el momento de aplicacion.

En la siguiente tabla (Tabla 3), podemos comparar los resultados de los diferentes

experimentos (apartado 3.2.2) manifestados en hojas de Petunia hybrida.

Tabla 3. Resultados de las hojas de Petunia hybrida transformadas

Parametros Experimento modelo  Experimento A Experimento B
N.°de plgcas totales 6 10 15
del experimento
N. plagas ) ’ 0
contaminadas
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N.° hojas totales
transformadas
N.° hojas
contaminadas
% de hojas
contaminadas

50 106 120

16 7,5 0

N.° callos totales
formados

% de hojas que
desarrollaron un 84 0 69,2
callo

N.° callos con tallos 32 0 21

% de callos que
desarrollaron 76,2 0 25,3
tallos

N.° tallos con raiz 25 0 9

42 0 &3

% de tallos que
desarrollaron 78,1 0 42,86
raices

N.° callos
infectados

% de callos
inyectados

N.° plantas (tallos
con raices)
sobrevivientes a
maceta

A nivel general, tanto en Petunia como Nicotiana el Experimento A fue el que peores
resultados reflejé ya que ni siquiera consiguié la formaciéon de ningun callo y su aspecto fue
debilitandose progresivamente hasta adquirir una apariencia totalmente seca. Esto puede
deberse al bajo tiempo de exposicién de los explantes en el medio bacteriano por su rapida
eliminacion con cefotaxima pocos minutos después de realizar la inoculacién, dificultando asi
la correcta incorporacién e infeccién de las hojas por las bacterias. De esta forma se confirma
el eficaz papel antibactericida de la cefotaxima como antibiético de proteccién ante infecciones

y eliminacién de Agrobacterium.

El experimento B en hojas de Petunia fue el que mejores resultados mostré en cuanto al
numero de infecciones ya que no se desarrollé6 ninguna contaminacion en las placas
inoculadas. Ademas, el porcentaje de callos totales formados no era demasiado inferior a los
que se generaron en el experimento modelo, aunque si tardaron mas tiempo en formarse con
respecto a los callos generados en el experimento modelo. Sin embargo, se manifestaron
serios problemas en el desarrollo radicular y elongacion del tallo, haciendo que muy pocas
plantas desarrolladas a partir de este experimento pudieran pasar a maceta. La dificultad de

los callos para formar tallos y finalmente raices puede deberse a la influencia de la
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concentracion de cefotaxima aplicada en dichos parametros como se ha encontrado en
diferentes cultivos, incluyendo Brassica rapa L, en donde cefotaxima inhibe la rediferenciacion
a una concentracion relativamente baja y provoca un retraso en la morfogénesis de 6rganos
(Horsch,1985). En callos embriogénicos de Zea mays LL, el crecimiento y la morfogénesis de
estos depende de la concentracion de cefotaxima con efectos opticos a 150mg/I (Danilova &
Dolgikh,2004).

El experimento modelo partia con la hipodtesis de ser el que mejor comportamiento mostrara
respecto a la correcta obtencién de plantas transgénicas como resultado final. Sin embargo,
a pesar del alto numero de callos formados y el correcto desarrollo de raices y callos que
permitia trasplantar las plantas a maceta, los resultados no fueron notablemente mejores en
comparacion con el numero de callos formados en el experimento B debido a las multiples
contaminaciones que aparecian en las placas como consecuencia de la ausencia de
cefotaxima. Por lo tanto, al no emplear cefotaxima, la infeccién con Agrobacterium fue superior
ya que la bacteria pudo infectar con éxito todas las hojas de Petunia, pero se perdieron

muchos callos debido a la aparicion de contaminaciones.
e Nicotiana benthamiana

En la transformacion de hojas de Nicotiana (Tabla 4), el experimento A también fué el que
peores resultados manifestd, a pesar de que el aspecto que presentaba dejaba totalmente
claro la imposibilidad de desarrollarse en ellas ninguna estructura callosa, la apariencia
blanquecina que reflejaban no dejaba claro que se debiera a problemas de infeccién de las
bacterias puesto que no se han realizado tantos estudios acerca del comportamiento de la
transformacion y su reaccion frente a la cefotaxima de dicha planta. Finalmente, este

experimento acabé desechado sin obtener resultados significativos.

El experimento B reflejé mucho mas éxito en la formacién de callos y no desarrollé ninguna
contaminacion como también ocurre en este mismo experimento realizado en hojas de
petunia. Sin embargo, la dificultad de desarrollar raices y tallos fue mucho mayor por lo que a
pesar de la formacion de callos no se consiguid regenerar ninguna planta completa a partir

de este experimento.

El experimento modelo en hojas de Nicotiana permitié formar callos, de los cuales mas de la
mitad consiguieron desarrollar raices y tallo gracias a la ausencia de cefotaxima que no limit6
su crecimiento. Es importante resaltar que el nimero de contaminaciones fue mucho mayor

que en el resto de experimentos realizados.
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Tabla 4. Resultados de las hojas de Nicotiana benthamiana transformadas

Pardmetros Experimento Experimento A Experimento B
modelo

N°de pla.cas totales 3 10 6

del experimento

N. plagas 4 0 0

contaminadas

N.° hojas totales 75 75 47

transformadas

N.* hojas 19 0 0

contaminadas

P .

%o de hojas 25,33 0 0

contaminadas

N.° callos totales 19 0 14

formados

% de hojas que

desarrollaron un 25,33 0 33,33

callo

N.° callos con 10 0 0

tallos

% de callos que

desarrollaron 52,63 0 0

tallos

N.° tallos con raiz 10 0 0

% de tallos que

desarrollaron 52,63 0 0

raices

N.° callos

infectados 9 0 0

% de callos

infectados 47,37 0 0

N.° plantas (tallos

con ralpgs) 4 0 0

sobrevivientes a

maceta

En resumen, la ausencia del lavado con cefotaxima (experimento modelo) aumento el nimero
de contaminaciones tanto en Nicotiana como Petunia. Estas infecciones fueron mas
frecuentes al principio del proceso cuando las placas aun no habian desarrollado callo y
fueron disminuyendo su intensidad conforme evolucionaban las hojas. El numero de callos
totales formados fue considerablemente superior que los registrados en las otras variedades
del experimento, asi como aquellos callos que desarrollaron tallos. En cuanto al desarrollo
radicular, fue bastante deficiente a pesar de complementar el medio con hormonas
estimulantes de estos 6rganos, es por eso por lo que a pesar del gran nimero de callos
traspasados a medios de enraizamiento muy pocos acabaron desarrollando plantas

completas en maceta.
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Exp A: Todas las hojas de este experimento, tanto de Petunia como de Nicotiana obtuvieron
un color blanco y textura blanda. En Nicotiana el color blanco no tiene porque ser significado
de que no sean plantas transgénicas ya que no hay tantos estudios acerca de las
caracteristicas de hojas transformadas que nos permita conocer cémo deberia de ser su
desarrollo. Sin embargo, con la finura que se observa en las hojas de Nicotiana podemos
asegurar que no llegaran a desarrollar callo. En Petunia se pudo observar una lenta evolucion
y desarrollo de las hojas pero que finalmente acabaron palidas y blandas e incluso con zonas
transparentes, presentaban un aspecto seco y muerto debido a que el temprano lavado con

cefotaxima pudo haber dificultado la correcta infeccién de los Agros.

Exp B: No se produjeron problemas de contaminacién ni infecciones durante el desarrollo de
los explantes a pesar de lavar con cefotaxima dos dias después del contacto con las bacterias.
La mayoria de las hojas infectadas desarrollaron callos grandes y compactos de colores verde
oscuro, aunque tardaron bastante tiempo en desarrollarse. De los callos formados solo se
consiguieron pasar a maceta solo el 7 % en Petunia posiblemente debido al bajo éxito de la

transformacion.

4.2 Anadlisis de niveles de expresion en genes candidatos involucrados en el

desarrollo de callos de Antirrhinum:

La tabla 5 muestra los valores delta Ct, es decir, la expresion relativa y normalizada de genes
candidatos para el desarrollo de callos, en tres variedades con diferentes caracteristicas del
desarrollo del callo a partir de hipocotilos. Los valores delta Ct fueron calculados en base a
los valores Ct del gen de normalizacién y del gen candidato (Tabla S3). Debido a la no
“amplificacion” del gen de normalizacién o del gen candidato en algunas muestras, no se ha

podido calcular el valor de delta Ct para todas las réplicas.

Tabla 5. Expresion relativa delta t de genes candidatos en callos de 3 variedades de Antirrhinum majus

Replica Réplica Crf CcYC ALS IAA
bioldgica técncia
Lucky Lips a 1
2
Lucky Lips b 1 0,00 17,63 0,82 1031,12
2 0,00 1,38 749,61
Lucky Lips c 1 0,08 1,34 3200797,55
2 5199710,96
Promedio 0,03 17,63 1,18 2100572,31
Desviacion 0,05 17,63 0,31 2558155,88
Royal Bride a 1 0,01 0,02 1,34 6841,04
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2 0,01 0,02 1,10 5712,87
Royal Bride 1 0,01 0,01 0,87 8451,55
2 0,01 0,00 0,90 6295,04
Royal Bride c 1
2
Promedio 0,01 0,01 1,05 6825,12
Desviacion 0,00 0,01 0,22 1178,08
Rembrandt a 1 0,04 0,03 1,36 27554,49
2 0,02 0,61 18561,17
Rembrandt b 1 0,00 3929,15
2
Rembrandt c 1 3313673,43
2 0,04 0,70 1482910,40
Promedio 0,04 0,02 0,67 969325,73
Desviacion 0,00 0,00 0,56 1456246,22

La tabla S4 muestra un analisis de las diferencias significativas en el nivel de expresion de
genes candidatos involucrados en el desarrollo de callos pertenecientes a tres variedades de
Antihirrinum majus en base a la herramienta estadistica de la prueba “T studentes”. Para
establecer los resultados se siguid la siguiente relacién en la que cuando los valores p < 0,05
se considera que presentan una diferencia no significativa. Ensayos de diferentes autores
demuestran que los genes analizados se encontraban sobre expresados en callos de las
especies Arabidopsis thaliana y Camelia sinensis durante el desarrollo del callo. (Gao et al.,
2019) (Luo et al., 2018) (Mizukami and Fischer, 2000).

Sin embargo, los niveles de expresion de los genes analizados en el laboratorio a partir de
las distintas variedades de Antirrhirinum majus que mostraban diferencias significativas en el
desarrollo de sus callos generados a partir de hipocotilos en condiciones in vitro no fueron
significativos ya que los valores p eran superiores a 0,05. Por lo tanto, la expresion de los
genes seleccionados no puede utilizarse como marcados en el nivel de crecimiento de callos
de Anthirrinum. Por otro lado, cabe destacar el alto nivel de expresidon relativa del gen
INDOLES-3-ACETIC ACID (IAA) respecto al resto de genes, posiblemente debido a la
suplementacion del medio de induccion de callos con NAA y 2,4D. El gen IAA, inducido por
auxinas (Reed, 2001) pertenece a la familia de genes Aux/IAA y esta involucrado en la
respuesta a auxina. Estos genes se caracterizan por manifestar distintas funciones en el
desarrollo de las plantas como el desarrollo de las raices, el crecimiento de brotes y la

maduracién de frutos (Luo et al., 2018).
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5. CONCLUSIONES

e Respecto a la optimizacion del protocolo de transformacién en plantas modelo,
podemos concluir que el experimento que mejores resultados manifesto finalmente
fue el que procedi6 al lavado de hojas de Petunia y Nicotiana dos dias después de la

infeccién con Agrobacterium (Exp B).

e La aplicacion de cefotaxima pocos minutos después de realizar las inoculaciones fue
descartada debido a la ausencia de muestras concluyentes posiblemente provocado

por el posible efecto inhibidor de la cefotaxima sobre Agrobacterium.

o A pesar de la considerable dificultad de desarrollar tallos y raices en los explantes del
experimento B, la prevencién de contaminaciones no supuso alteraciones en la
correcta infeccion de los tejidos generando un porcentaje de callos muy similar a los

producidos siguiendo el protocolo modelo.

e Realizar un lavado con cefotaxima pocos dias después de infectar el tejido vegetal con
Agrobaterium es una técnica recomendable para asegurar el menor numero de
contaminaciones que acaben desechando el trabajo realizado sin producir problemas

en la transformacion.

e Para mejorar el desarrollo de tallos y raices proponemos aplicar menores
concentraciones de cefotaxima durante el lavado y trabajar con medios de cultivo
complementados con hormonas estimulantes en el desarrollo de dichos 6rganos como
por ejemplo; sustancias de la familia de las auxinas; acido indol-3-acético, acido a-
naftalenacético, acido 2,4-diclorofenoxiacético y acido indolbutirico. Compuestos

gibereleicos como acido abscisico y citoquininas como zeatina y B.A.P.
e Laexpresiéon de genes marcadores del desarrollo de callo, no manifestaron diferencias

significativas en la expresion génica entre variedades de Antirrhinum majus, debido a

una varianza muy alta entre muestras.

o Los genes seleccionados no se pudieron considerar como marcador para el nivel de

crecimiento de callo en Antirrhinum.
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Sugerimos un posible experimento futuro que consista en la secuenciacién del
transcriptoma de las diferentes variedades de Antirrhinum seguido de un analisis de
los genes diferencialmente expresados para la identificacién y deteccion de nuevos

genes candidatos involucrados en el desarrollo de los callos.
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ANEXO |

INFORMACION ADICIONAL DE MATERIAL EMPLEADO, GENES CANDIDATOS,
RESULTADOS DE LA EXPRESION Y GASTOS FUNGIBLES.
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ANEXO |

Tabla S 1.Genes candidatos involucrados en el desarrollo de callos de Antihirrinum majus

Gen Planta Nivel de Funcion Referencia
expresion en
la induccién
del callo
CRF 3 Arabidopsis Inicio de desarrollo de raices
thaliana laterales bajo condiciones de
estrés por frio
INDOLE-3- Camelia Sobre- IAA, familia de genes (Gao et al,
ACETIC ACID  sinensis expresion tempranos que responden a 2019) (Luo et
(I44) auxinas, esencial para la al, 2018
transduccién de sefializacion
de auxinas. Un mayor nivel de
expresion en los callos puede
ser un indicador de una
elevada capacidad de
respuesta a las auxinas
AINTEGUMENTA- Arabidopsis  Desconocido  El grupo ANT comprende los  (Mizukami
LIKE 5 (AL5) thaliana genes AINTEGUMENTA- and Fischer,
LIKE 5 (ALS) implicados en 2000)
procesos relacionados con el
crecimiento  de  plantas
(Mizukami  and  Fischer,
2000).
CYCLIND D 3;1 Camelia Sobre- Marcador de division celular. (Gao et al.,
(CYC) sinesis expresion Marca en indice midtico 2019)
(Dewitte et
al., 2007)
Tabla S2. Cebadores Empleados
Gen Foward Reverse
L GGCTGAAGTCTTCCCTCTGG ATAGGCAAAGGCACAACGGA
Ubiquitina

indole-3-Acetic
Acid (IAA)

(GC content: 0.6, length: 20)

GCACAAGTTGTTGGATGGCC

(GC content: 0.55, length: 20)

(GC content: 0.5, length: 20)

CACACCAATGCAGGGCTCTA

(GC content: 0.55, length: 20)
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CYCDCD3-1

(CYC)

Aintegumenta-like

5 (ALS)
CRF3

response factor)

TCCTCTTCTCTTCTCCCGCT (GC CACACCAATGCAGGGCTCTA

content: 0.55, length: 20)

CACTAAGCCCCACCCAAACA
(GC content: 0.55, length: 20)

(Cytokinin AGTACCCCAAGTTGCTGCAA
(GC content: 0.5, length: 20)

(GC content: 0.55, length: 20)

GTCGAGCACGGTTAGTCCTT
(GC content: 0.55, length: 20)

GGGGTGTTCTGTCCTGTGTC (GC

content: 0.6, length: 20)

Tabla S3.Valores CT de genes candidatos y del gen de referencia en tres réplicas de callos de tres variedades
de Antihirrinum majus

Variedad ~ Replica  Replica Ubi* crf cYcC ALS IAA
biolégica técncia
Lucky Lips a 1 31,93 10,91 31,49 9,42
2 31,8 10,95 34,87 12,4
Lucky Lips b 1 22,31 32,1 18,17 22,6 12,3
2 22,48 32,3 22,02 12,93
Lucky Lips o 1 31,12 34,78 30,7 9,51
2 30,85 31,09 8,54
Variedad ~ Replica  Replica Ubi* crf cYe ALS IAA
biolégica técncia
Royal
Bride a 1 25,29 31,765 30,6 24,87 12,55
2 24,95 31,13 30,7 24,81 12,47
Royal
Bride b 1 25,325 31,71 30,98 25,53 12,28
2 25,11 31,63 31,43 25,26 12,49
Royal
Bride C 1 32,8 13,23 31,3 10,58
2 32,8 13,98 10,75
Variedag  [ePlica  Replica Ubi* crf CYC AL5 IAA
biolégica técncia
Rembrandt a 1 26,64 31,46 31,94 26,2 11,89
2 26,06 31,71 26,78 11,88
Rembrandt b 1 20,01 30,66 8,07
2 32,9 29,98 8,49
Rembrandt C 1 28,74 31,945 21,24 27,99 7,08
2 27,45 32,28 27,97 6,95

Tabla S4.Resultados de la prueba T de Student para analizar diferencias significativas entre los valores delta CT

de genes candidatos involucrados en el desarrollo de callo en tres variedades de Antirrhinum majus

Gen CRF Lucky Lips Royal Bride Rembrandt
Lucky Lips 0,52 0,714
Royal Bride 0,52 0,605
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Rembrandt 0,71 0,60
Gen CYC Lucky Lips Royal Bride Rembrandt
Lucky Lips 0,36 0,54
Royal Bride 0,36 0,23
Rembrandt 0,54 0,23
Gen ALS Lucky Lips Royal Bride Rembrandt
Lucky Lips 0,56 0,29
Royal Bride 0,56 0,31
Rembrandt 0,29 0,31
Gen 144 Lucky Lips Royal Bride Rembrandt
Lucky Lips 0,15 0,43
Royal Bride 0,15 0,23
Rembrandt 0,43 0,23
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Tabla S5.Calculo de gastos fungibles para la generacion de una planta transgénica con mutaciones génicas por el método CRISPR/Cas (generacién T0)

Tarea y funcion

Nombre de productos necesarios

Proveedor producto

Precio producto (€)

Precio (euros) para generar
una planta transgénica

Disefio del plasmido Plasmido con construccion CRISPR | Genescript 175,00 /plasmido 175,00 (1 plasmido)
/Cas

Transformacion de | Cuveta para transformar | Biorad 26,80/unidad 26,80 (1 cuveta)

Agrobacterium Agrobacterium tumefaciens

Preparacion de medio | Medio de crecimiento YEB: Para 1L (liquido y sélido)

de cultivo y | Sacarosa 0,27(59)

cultivacion de | Extracto de carne PanReac 57,00/1kg 1,33(59)

Agrobacterium Extracto de levadura PanReac 133,30/500g 0,18(19)

tumefaciens Peptona PanReac 90,40/500g 0,96(5g)
Kanamicina PanReac 95,60/500g 1,18 (50mg/ml)
Espectinomicina Sigma Aldrich 118,00/5g 1,72 (50mg/ml)
Rifampicina Sigma Aldrich 172,00/1g 1,52 (50mg/ml)
MgSO4 Sigma Aldrich 152,00/5g 0,35(10ml de 1M)
Agar Sigma Aldrich 144,00/500g 3,00/10g
Placas Petri Sigma Aldrich 76,10/250g 0,67/2ud.

ThermoFisher 168,62/500 ud. Total: 11,18
Minipreparacion  de | Kit para Minipreps ThermoFisher 292,00/250 ud. 7,00 (6 ud.)

plasmido

Comprobacion de | PCR:
Agrobacterium Cebadores ThermoFisher 5,00/ud. 0,16(4 PCRs)
transformado por PCR | Taq polimerasa MIX Sigma Aldrich 66,00/250 ud. 1,00 (4 PCRs)
y electroforesis Electroforesis:
Agarosa Sigma Aldrich 71,40/100g 0,71 (1 gel)
TAE buffer 10x Sigma Aldrich 46,00/1L 1,38 (300ml)
Total: 3,13
Desinfeccion y | Lejia (50%) 0,86 /L 0,09/50ml
sembrado de semillas | Medio de cultivo 1L medio cultivo:
y cultivacion de | Sacarosa PanReac 57,00/1kg 1,71(30g)
plantulas para la | MS(Murashige&Skoog) Duchefa 39,40/75L 0,52 (1L)
transformacion de | Phytagel Sigma Aldrich 379,00/1kg 1,67(4,49)
hojas Placas Petri ThermoScientific 168,62/500 ud. 0,67(2ud.)

Total: 4,66




Transformacion de
hojas y regeneracion
de plantulas
transgénicas

Medio “co-cultivo (C), Medio
selectivo (S) Medio de
enraizamiento (R):

Sacarosa

MS(Murashige&Skoog)

Phytagel

Placas Petri

Kanamicina

Cefatoxima

Carbenicilina

NAA

BAP

IBA

Substrato para maceta

PanReac
Duchefa
Sigma Aldrich
ThermoScientific
Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
CampoSana

57,00/1kg
39,40/75L
379,00/1kg
168,62/500 ud.
118,00/5g
312,00/1g
53,50/250 mg
30,30/25¢
38,4/1g
24,5/1g
9,99/50L

1L medio C
1L medio S
1L medio R

5,13(3x30g/L)
1,58 (3x1L)

5,01 (3x4,4g/L)
10,11 (30 ud.)
14,16(2x300mg/L)
6,42(30mg/100ml)
214,00(2x500mg/L)
>0,10(2x0,1mg/L)
0,15(2x2mg/L)
0,13(1x5mg/L)
0,99(5L)

Total: 257,68

Extraccion de gADN
de hojas para
identificar
transgénicos

Extraccion de 8 pantas candidatos

Kit ADN plantas

Macherey & Nagel

878,00/100 preps

70,24 (8 preps)

PCRs para identificar | Amplificacion de gRNA y CAS 0,30/PCR 4,80 (16 PCRs)
plantas con el | 2 x 8 reacciones de PCR

transgen

PCRs para identificar | Amplificacion de un fragmento del 0,30/PCR 5,40 (18 PCRs)

mutacion

gen de 4 plantas candidatos +
controles

Clonacion de | Bacterias competentes Thermo Fisher 109,00 (200 reac.) 4,36 (8 reac.)
fragmentos pGEM-T easy sistema de clonacion | Promega 188,00 (20 reac.) 75,20 (8 reac.)
amplificados y
preparacion de ADN | LB: Para 1L LB (%2 liquido y 2
plasmidico Triptona solido)
Extracto de levadura PanReac 95,60/500g 1,92 (10g)
NaCL PanReac 90,40/500g 0,90(59)
Agar PanReac 21,10/kg 0,11(59)
Ampicilina Sigma Aldrich 76,10/250g 1,13(3,759)
Sigma Aldrich 363,00/25g 1,45(100mg)
Cuveta electroporacién 214,40 (8 ud.)
Kit para Minipreps BioRad 26,80/ud. 93,44 (80 ud.)
ThermoFisher 292,00/250 ud. Total:85,07
Identificacion de | Servicio de secuenciacion (UMU) 4,00/reac. 320,00 (80 reac.)
mutacion por

secuenciacion




[1278,80 €







