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1. Resumen / Abstract / Resum

Resumen

La edicibn genética CRISPR-Cas ha abierto oportunidades sin precedentes en
biotecnologia de plantas. Para conseguir ediciéon genética CRISPR-Cas en plantas es
necesario expresar dos componentes de la reaccion, una nucleasa Cas que cortara el
DNA genomico y su RNA guia que la dirigira a una determinada posicion en el genoma.
En plantas, debido a la presencia de pared celular, la expresion de estos dos elementos
no es ftrivial y habitualmente requiere la transformacion genética estable. Como
alternativa, se puede aprovechar la capacidad replicativa y de movimiento sistémico de
los vectores virales. El objetivo de este trabajo de fin de master ha sido la obtencion de
algunas herramientas biotecnoldgicas que faciliten la edicion genética CRISPR-Cas en
una especie de particular interés agronémico como es la lechuga. Por un lado, se ha
tratado de transformar lechuga para expresar Cas9 de forma estable y, por otro, se ha
desarrollado un vector de expresion de RNAs guia derivado del virus X de la lechuga.

Palabras clave: edicion genética, CRISPR-Cas, lechuga, vector viral



Abstract

CRISPR-Cas gene editing has opened up unprecedented opportunities in plant
biotechnology. To achieve CRISPR-Cas gene editing in plants it is necessary to express
two components of the reaction, a Cas nuclease that will cut the genomic DNA and its
guide RNA that will direct it to a certain position in the genome. In plants, due to the
presence of the cell wall, the expression of these two elements is not trivial and usually
requires stable genetic transformation. Alternatively, the replicative and systemic
movement capacity of viral vectors can be exploited. The aim of this master thesis has
been to obtain some biotechnological tools to facilitate CRISPR-Cas gene editing in a
species of particular agronomic interest such as lettuce. On the one hand, we have tried
to transform lettuce to stably express Cas9 and, on the other hand, we have developed
a vector for the expression of guide RNAs derived from lettuce virus X.

Keywords: gene editing, CRISPR-Cas, lettuce, viral vector



Resum

L'edicié genética CRISPR-Cas ha obert oportunitats sense precedents en biotecnologia
de plantes. Per a aconseguir edicié genética CRISPR-Cas en plantes es necessari
expressar dos components de la reaccio, una nucleasa Cas que tallara el DNA gendmic
i el seu RNA guia que la dirigira a una determinada posicié en el genoma. En plantes,
degut a la preséncia de paret cel-lular, I'expressié d’aquests dos elements no és trivial i
habitualment requereix la transformacié genética estable. Com alternativa, es pot
aprofitar la capacitat replicativa i de moviment sistémic dels vectors virals. L'objectiu
d’aquest treball de fi de master ha sigut I'obtencié d’algunes eines biotecnoldgiques que
faciliten I'edicié genética CRISPR-Cas en una espécie de particular interés agrondmic
com és I'encisam. D’'una banda, s’ha tractat de transformar encisam per a expressar
Cas9 de manera estable y, per l'altra, s’ha desenvolupat un vector d’expressio d’'RNAs
guia derivat del virus X de I'encisam.

Paraules clau: edicié genética, CRISPR-Cas, encisam, vector viral



2. Introduccion

2.1. Mejora genética de plantas

Alo largo de la historia de la humanidad, el ser humano ha persistido en la busqueda de
mejorar las plantas con el fin de lograr una mayor calidad nutricional, mayores
rendimientos agricolas o resistencia a los distintos factores tanto ambientales como
biolégicos. Al inicio de la agricultura, la mejora de los cultivos se realizaba de forma
instintiva, se seleccionaban aquellas plantas que se consideraba que daban los mejores
frutos, ya sea por su apariencia, produccion o supervivencia, y se sembraban sus
semillas. De esta manera poco a poco se fueron domesticando las plantas hasta los
cultivos que conocemos hoy en dia.

Con los anos, la mejora de los cultivos se comenzd a hacer de forma consciente para
llegar a obtener plantas con unos requerimientos especificos. Para ello se comenzaron
a emplear técnicas convencionales de mejora basadas en seleccionar aquellas
variaciones genéticas naturales o inducidas, que resultaban interesantes, y mediante
cruces y seleccion en la descendencia introducirla en aquellos cultivos que se deseaba
(Mohanta et al., 2017). A pesar de tratarse de un buen sistema de mejora que sigue
empleandose hoy en dia, presenta varias limitaciones como su poca especificidad, ya
que realmente no podemos seleccionar la regiéon del genoma que se va a transferir de
una planta a otra, ni donde se va a producir dicha transferencia, pero, sobre todo,
presenta la limitacién del tiempo. Se requieren varias generaciones para conseguir
mejorar los cultivos (Hartung & Schiemann, 2014).

Cada afio la poblacién mundial va aumentando mas y mas, y esta surgiendo la
necesidad de conseguir mas rendimiento en los cultivos para conseguir satisfacer a toda
la poblacion, en un futuro no tan lejano. Por ello, son necesarias técnicas que nos
ayuden a mejorar las plantas de forma mas rapida y eficiente que los métodos que se
empleaban hasta ahora (Priyadarshan, 2019). Con el avance de la ciencia, se han
desarrollado diversas técnicas de edicién genética que nos permiten modificar de forma
mas precisa el genoma empleando endonucleasas especificas de secuencia. Las cuatro
principales técnicas que podemos encontrar en la edicién gendmica en funcién de la
endonuclasa son: las meganucleasas, las nucleasas de dedos de zinc (ZFN; zinc-fingers
nucleases), las nucleasas efectoras de tipo activador de la transcripcion (TALENS;
transcriprion activator-like effector nuclease) y el sistema CRISPR/Cas (Kaur et al.,
2022). Estas técnicas estan basadas en el empleo de “tijeras moleculares”
(endonucleasas) que cortan el ADN en el sitio especifico, dando lugar a que la célula
repare el ADN roto mediante la unién de extremos no homodlogos (NHEJ; non-
homologous DNA en joining) o mediante reparacién por homologia (HDR; homology-
directed repair), tratindose de técnicas de gran interés ya que permiten dirigir la
mutacién a un lugar concreto del genoma (Van Vu et al., 2022).

Las meganucleasas fueron las primeras herramientas de edicién gendémica empleadas.
Son endonucleasas naturales capaces de reconocer grandes secuencias de ADN (entre
12 y 40 pares de bases (pb)). Sin embargo, su principal inconveniente es la cantidad de
tiempo que requiere disefiar una secuencia de reconocimiento de gran tamano, por ello,
rara vez se emplea en comparacion con las otras herramientas genémicas (Puchta &
Fauser, 2013).



A continuacién, encontramos las ZFN compuestas por dos dominios. Por un lado, una
matriz en tandem de dedos de zinc que son capaces de unirse al DNA y reconocer
aproximadamente 3 pb y, por otro lado, una nucleasa Fokl no especifica. Al igual que
las meganucleasas, su disefio es costoso y junto con su poca especificidad y la alta tasa
de mutaciones hacen que su aplicabilidad sea limitada (Urnov et al., 2010).

Como alternativa surgen las TALEN, compuestas por un conjunto de proteinas TALE
capaces de unirse al DNA. Estas proteinas se encuentran fusionadas a un dominio de
nucleasa Fokl. Dado a que cada proteina TALE es capaz de reconocer un solo
nucledtido, es un sistema mucho mas preciso que los dos mencionados con
anterioridad, pero disefiar una matriz de TALE diferente para cada diana nucleotidica
requiere un trabajo costoso siendo este su principal inconveniente (Joung & Sander,
2012).

Comparando estas técnicas de edicion genética con las convencionales, podemos
modificar el genoma de las plantas de forma mucho mas rapida, versatil y especifica.
Sin embargo, estas técnicas tampoco son perfectas, presentan diversas desventajas,
ya que se pueden producir cortes de manera no especifica en regiones del genoma que
no deseamos. Asimismo, se trata de herramientas dificiles de disefiar y costosas (Gupta
& Musunuru, 2014).

2.2, Sistema CRISPR/Cas

Las técnicas basadas en CRISPR/Cas se desarrollaron en el afio 2012, aunque los
descubrimientos cientificos en las que estan basadas se retrotraen a la década de 1980.
Se emplean como poderosas herramientas de edicion genética gracias a su simplicidad
y versatilidad, ya que, a diferencia de las herramientas comentadas anteriormente, el
sistema CRISPR/Cas es guiado por un RNA personalizable (single guide RNA, sgRNA),
por lo que no es necesario disenar una nueva proteina para cada ADN diana. Gracias a
ello, se ha vuelto una herramienta lider para la mutagénesis dirigida (Huang et al., 2022).

La tecnologia se basa en las repeticiones palindrémicas cortas agrupadas y
regularmente interespaciadas (CRISPR) y proteinas asociadas a CRISPR (Cas).
CRISPR, junto con las proteinas Cas, forman un sistema de inmunidad adaptativa propia
de las bacterias y las arqueas frente a fagos (Bhatia et al., 2013). El sistema previene
de la infeccién almacenando ADN viral que ha atacado a la bacteria, de manera que
estos fragmentos seran utilizados para reconocer el ADN extrafio en futuros ataques
degradandolo para protegerse, convirtiéndose asi en un banco de memoria de las
distintas invasiones que ha sufrido la bacteria huésped (Nidhi et al., 2021 y Van Beljouw
et al., 2022).

Cada vez que se produce la entrada de ADN extrafo en una bacteria, se activa el
mecanismo CRISPR/Cas, y la bacteria degrada el ADN invasor en tres fases:
adaptacion, biogénesis e inmunidad (Figura 1). En la primera fase, la adaptacion, la
matriz CRISPR de la bacteria huésped adquiere un fragmento del ADN invasor que
posteriormente durante la fase de biogénesis se transcribe como ARN maduro (CRISPR
RNA, crRNA). Seran estos crRNA los que la enzima nucleasa Cas empleara como guia
para degradar el ADN extraiio durante la fase de inmunidad. Para que se produzca la
accién de la endonucleasa Cas, es necesario que en la secuencia de ADN esté presente
una secuencia corta conocida como motivo adyacente al protoespaciador (PAM;
protospacer adjacent motif) aguas abajo del sitio diana (Kaur et al., 2022).
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Figura 1. Fases de la inmunidad adaptativa del sistema CRISPR/Cas (Semenova
& Severinov, 2017).

En funciéon de las caracteristicas de las proteinas Cas en cuanto a su secuencia,
estructura y funcion, los sistemas CRISPR/Cas se distinguen en dos clases: la clase 1
y la clase 2, que a su vez estan divididos en tipos. Los sistemas de clase 1, emplean
mas de una proteina efectora. En esta clase podemos encontrar los sistemas tipo |, lll y
IV. Por otro lado, en los sistemas clase 2, solo es necesario una proteina efectora para
que se produzca la escision. Dentro de esta clase encontramos los sistemas tipo Il, Vy
VI (Cao et al.,, 2020). Son los sistemas CRISPR/Cas clase 2 los mas adoptados y
utilizados en el campo de la biotecnologia, entre los mas utilizados se encuentran el tipo
II Cas9 y el tipo V Cas12a (Figura 2). Ambos sistemas presentan sus propias
caracteristicas, como las diferencias entre los motivos PAM, el tamafio de la proteina
Cas o los sitios de corte de cada enzima (Liu et al., 2020b). En la actualidad, la mayoria
de las investigaciones se han centrado en el tipo Il Cas9 adoptado de la bacteria
Streptococcus pyogenes (Li et al., 2017).

Figura 2. Mecanismos de los diferentes tipos de sistemas CRISPR. (a) Sistema
tipo Il Cas9. (b) Sistema tipo V Cas12a (Liu et al., 2020b).

El sistema CRISPR/Cas9 estd compuesto por crRNA, ARN CRISPR transactivador
(tracrRNA) y la nucleasa Ca9. Al detectar la entrada de ADN invasor, el sistema
CRISPR/Cas9 se activara y cortara el ADN extrafio mediante la nucleasa Cas9 y el ARN
guia (sgRNA) que surge de la combinacion entre crRNA y tracrRNA. La nucleasa Cas9
tiene dos dominios, el dominio HNH que corta la cadena complementaria al SgRNA, y el
dominio RucV que corta la cadena opuesta (Figura 3). El sgRNA con una longitud de
aproximadamente 100 nucleétidos (nt), presenta en el extremo 5’ una secuencia de 20



nt que actuara como guia para identificar la secuencia diana que ira acompafada del
motivo PAM (para el caso de Cas9 sera 5-NGG-3’), mientras que en el extremo 3’
presenta una estructura de bucle para formar un complejo con Cas9 y romper la doble
cadena en el sitio diana. Una vez se ha realizado el corte de la doble cadena, comienza
el mecanismo de reparacion, que como se ha comentado con anterioridad puede
realizarse mediante NHEJ o mediante HDR. La reparacion mediante NHEJ genera
mutaciones de inactivacion de genes, mientras que, si se repara mediante HDR con una
plantilla presente, se pueden conseguir reemplazar genes o activarlos. Gracias a esta
reparacion, se puede insertar o eliminar genes de forma simple convirtiendo asi al
sistema CRISPR/Cas9 en una manera eficiente de editar el genoma de diversos
organismos entre los que podemos incluir plantas, animales e incluso humanos (Koonim
& Makarova, 2019).

A Target sequence

Cas9
PAM

RuvC /}° NGG
7

/ HNH/ i )

Guide sequence
20 nt

VN
l 1

Gene knockout Gene replacement or knock-in

Oligo template

Figura 3. Edicion mediante sistema CRISPR/Cas9. (A) Esquema del sistema
CRISPR/Cas9. (B) Formas de reparar la rotura de la doble cadena (Koonim &
Makarova, 2019).

La introduccion del sistema CRISPR/Cas en plantas puede suponer un gran avance en
la mejora de la agricultura. Gracias a su capacidad para manipular el genoma con gran
precision, ya sea eliminando rasgos que son considerados no deseados o introduciendo
mutaciones que pueden ser beneficiosas, se estd consiguiendo mejorar no solo
caracteristicas en los cultivos como puede ser el aumento de rendimiento, la calidad del
cultivo o la resistencia a distintas enfermedades, si no que su combinacién con los
métodos de reproduccion convencionales ha supuesto un gran avance en la produccion
agricola. Su capacidad para dirigirse a genes relacionados con la reproduccién y obtener
lineas de mejora como pueden ser lineas haploides, lineas androestériles o
manipulando la autoincompatibilidad, ha supuesto que, lo que mediante mejora
convencional se conseguia a lo largo de muchas generaciones, ahora gracias al uso
conjunto con CRISPR/Cas se consigue en unas pocas, ahorrando asi no solo mucho



tiempo para la mejora de plantas, si no que haciéndolo de forma mucho mas eficiente
(Zhu et al., 2020).

2.3. Métodos de transformacién de plantas

Estos sistemas no los encontramos de manera natural en las plantas, es necesario
transferir el material genético exdgeno empleando distintos métodos. Podemos
encontrar métodos fisicos y métodos quimicos para realizar la transferencia de genes
de interés. Los tres métodos principales para conseguir este objetivo son: la
transferencia mediada por Agrobacterium tumefaciens, la biobalistica y el empleo de
virus como vectores virales (Atiq, 2019).

El primer método y el mas empleado es el mediado por A. tumefaciens, bacteria del
suelo que es capaz de causar tumores en las plantas. Dichos tumores estan asociados
con un plasmido inductor de tumores (Ti). Dentro de este plasmido, se identificd una
region conocida como ADN de transferencia (T-DNA) capaz de integrarse en el genoma
de la planta. Tras la infeccidn, el plasmido Ti induce la formacion de agallas en la region
del tallo de la planta huésped y comienza la transferencia del T-DNA desde el plasmido
Ti hasta el genoma nuclear de la planta de forma estable. Gracias a las tecnologias
actuales, es posible modificar el T-DNA para llevar un gen exégeno a eleccion y asi
expresar la proteina de interés (Ramkumar et al., 2020). Para emplear este método, es
necesario regenerar plantas mediante cultivo in vitro, proceso en el cual se forman
nuevos organos Y tejidos a partir de la transformacion de explantes. Dicha regeneracion
se puede realizar mediante organogénesis o embriogénesis somatica (Bidabadi & Jain,
2020). Pese a tratarse de un buen sistema de transformacion, también es necesario
conocer que presenta ciertas limitaciones como el largo proceso de regeneracién de las
plantas a través del cultivo de tejidos in vitro o las posibles variaciones somaclonales no
deseadas en las células regeneradas (Kujur et al., 2021).

El siguiente método ampliamente utilizado en la transformacion de plantas es la
biobalistica, que consiste en bombardear microparticulas recubiertas de DNA. Dichas
microparticulas son capaces de atravesar la pared celular y asi permitir la transferencia
de genes y su expresion en las células de forma transitoria (Lacroix & Citovsky, 2020).

El ultimo método es el empleo de virus para que actuen como vectores, de manera que
se consiguen manipular los virus para que expresen genes de interés en las plantas de
manera transitoria; se consigue que un determinado gen se exprese durante un corto
periodo de tiempo en la planta (Oh et al., 2021). A diferencia de otros sistemas de
transformacion, con los vectores virales se pueden obtener las proteinas de interés de
forma mas rapida y eficiente que con otros sistemas gracias a la capacidad replicativa
de los propios virus. Este método presenta ciertas limitaciones como el tamano de la
insercion que son capaces de expresar, tamafos muy grandes de DNA insertado no se
expresan de manera efectiva en la planta (Gleba et al., 2007).

Existen diversas aplicaciones del empleo de virus como vectores. Por un lado,
encontramos la edicion del genoma inducida por virus (virus-induced gene editing VIGE)
que permite la posibilidad de disefiar un virus que sea capaz de expresar proteinas Cas
y sgRNA manteniendo la infectividad de éste, de manera que pueda propagarse por
toda la planta (Oh et al., 2021b y Uranga & Daros, 2022). Por otro lado, encontramos el
silenciamiento de genes de la planta huésped (virus-induced gene silencing, VIGS),



ampliamente utilizado para estudiar la funcion de los genes de las plantas (Yin et al.,
2015)

2.4. Virus X de la lechuga

El virus X de la lechuga (lettuce virus X, LeVX) es un virus vegetal perteneciente al
género Potexvirus. Los virus pertenecientes a este género causan sintomas de
mosaicos cloréticos o sintomas de moteados. A diferencia de muchos otros virus, los
potexvirus se transmiten por contacto mecanico (Genus: Potexvirus | ICTV, s. f.). La
primera vez que se identifico el LeVX fue en 2005 en Iran, siendo el primer potexvirus
que se ha conseguido aislar en lechuga (Dizadji et al., 2008b).

La distribucion geografica del LevX se encuentra restringida a aquellos lugares en los
que se cultiven sus huéspedes. Es capaz de infectar plantas dicotileddneas; entre los
cultivos que es capaz de infectar podemos encontrar algunos de gran importancia
econdmica como: lechugas (Lactuca sativa), espinacas (Spinacia oleracea) y alubias
(Phaseolus vulgaris). En las plantas de lechuga se ha observado que el virus no muestra
sintomas, permanecen asintomaticas tras la infeccion, por lo que se ha podido pasar
por alto su presencia en el cultivo. En cambio, en otras especies, se pueden observar
sintomas tales como enrollamiento hacia debajo de las hojas, lesiones clordticas,
mosaico, moteado, lesiones necroéticas y coloracion amarillenta leve en los nervios de
las hojas (Dizadji et al., 2008b).

En cuanto a la estructura del virus, se ha observado por microscopia electronica (Figura
4) que forma particulas virales en forma de varilla larga con una longitud de barra igual
a 100 nm, contiene RNA monocatenario positivo de aproximadamente 7.2 kb.

Figura 4. Imagen de LeVX tomada por microscopia electronica (Dizadji et al.,
2008b).

El material genético del virus consiste en ssRNA (+) de cadena simple (Figura 5), el cual
contiene cinco marcos de lectura abiertos (open reading frame, ORF). La primera ORF
codifica una proteina implicada en la replicacién del virus de aproximadamente 192 kDa,
la RNA polimerasa RNA dependiente (RNA-dependent RNA polymerase, RdRp). Aguas
debajo de esta primera ORF, podemos encontrar los tres siguientes ORFs (ORF».4)
formando un bloque triple de genes (triple gene block, TGB). Los productos codificados



en el TGB estan implicados en el movimiento viral de célula a célula y son denominados
TGB1, TGB2 y TGB3 (25.5, 12.4 y 9 kDa, respectivamente). Por ultimo, la quinta ORF,
codifica una proteina de cubierta (CP) de 26 kDa. El extremo 5’ comienza con una region
no codificante poco comun entre los potexvirus (5’-GGAAAA), este motivo es importante
para la replicaciéon del RNA viral. En el extremo 3’ encontramos una cola de poliadeninas
(Van Der Vlugt & Berendsen, 2002 y Dizad;ji et al., 2008b).

A
5 R(lRp TGB CP 13-
E 192 K 155K =YK 26K =
124K

Figura 5. Representacion esquematica del genoma de LeVX (Dizadji et al., 2008b).
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. Objetivos

. Transformacién genética de plantas de lechuga (Lactuca sativa L.) para expresar
constitutivamente SpCas?9.

Construccion de un vector viral derivado de un asilado de LeVX para la expresion
de sgRNAs para edicién genética CRISPR-Cas en lechuga.

Evaluacién de la capacidad infectiva del vector en plantas modelo de Nicotiana
benthamiana.

Evaluacién de la infectividad del vector en cultivares comerciales de lechuga.
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4. Materiales y métodos

4.1. Transformacion genética de lechugas
4.1.1. Material vegetal

El material vegetal empleado para la realizacion de este trabajo son semillas de lechuga
(Lactuca Sativa L.) comerciales de los cultivares Romana Reina Mayo y Trocadero
Mantecosa.

4.1.2. Esterilizacion semillas

Es necesario esterilizar las semillas para obtener plantulas axénicas. Para ello, se
introdujeron las semillas en sobres de papel de filtro previamente esterilizado v,
posteriormente, se sumergieron en una solucion de lejia comercial al 12% durante 15
min. A continuacion, para eliminar la solucion desinfectante, se realizaron cuatro lavados
consecutivos con agua Milli-Q estéril durante 5 min cada uno de ellos.

4.1.3. Germinacion semillas y obtencion plantas axénicas

Las semillas estériles, se sembraron en placas Petri que contenian medio de
germinacion (MG) (n = 24 semillas por placa). Este medio esta compuesto por 2,2 g/L
de Sales MS vitaminadas (Murashige & Skoog), 10 g/L de sacarosa, 8 g/L de agar agar
BAC, pH 5,8. Se adicioné al medio 1 mL/L de benomilo para evitar posibles
contaminacion de hongos. Las placas se sellaron con esparadrapo de papel (Micropore).
La germinacion de las semillas se dio en camaras de cultivo en condiciones de
fotoperiodo (16 h luz) y temperatura (25 °C) controladas.

Las semillas se dejaron en este medio hasta los 11 dias, periodo en el que estas habian
germinado y se encontraban en un estado de desarrollo suficiente para poder obtener
explantes de cotiledon y de hoja que se emplearon en la transformacion.

4.1.4. Medios de cultivo

Todos los medios de cultivo que se han empleado durante la realizacion de este trabajo
estdn compuestos por un medio base (MB) compuesto por 4,3 g/L de Sales MS
vitaminadas (Murashige & Skoog), 30 g/L de sacarosa, 8 g/L agar agar BAC, pH 5.8. A
este medio se le adicioné 1 mL/L de benomilo para evitar la contaminacién por hongos
durante el experimento, 500 mg/L de polivinilpirrolidona (PVP) para evitar oxidaciones
tanto de los explantes como del medio de cultivo. En funcién de qué deseabamos
conseguir, se le adicionaron distintos reguladores de crecimiento a cada uno de los
medios que son los que se describen a continuacion:

a) Medio de precultivo:

Medio utilizado para favorecer desarrollo de los explantes y su supervivencia durante la
realizacion del experimento. Para ello, se adicion6 al MB 0.04 mg/L de &cido
naftalenacético (NAA) y 0.5 mg/L de 6-bencil aminopurina (6-BAP).

b) Medio de cocultivo:

Medio empleado para permitir el cultivo de los explantes junto a la cepa de A.
tumefaciens que contiene el gen de interés. Al MB se le adicion6 2 mg/L de acido 2,4-
diclorofenoxiacético (2,4-D), 2 mL/L de acetosiringona.

¢) Medio de organogénesis:

12


https://www.google.com/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=&ved=2ahUKEwi9lP3At9H_AhXSXqQEHROgByYQFnoECA8QAQ&url=https%3A%2F%2Fwww.probiotek.com%2Fproductos%2Freactivos%2Fmedios-de-cultivo-reactivos%2Fmurashige-and-skoog-ms-medium%2F&usg=AOvVaw1kz5qY_YJIQScch3Uujo9k&opi=89978449

Se empled para la formacion de callos organogénicos a partir de los explantes. Para
ello, al MB se le adicionaron 0.04 mg/L de NAA, 0.5 mg/L de 6-BAP, 10 mg/L de
higromicina como agente selectivo y 3 mg/L de timentina para inhibir el crecimiento de
A. tumefaciens.

Una vez elaborado el MB, se autoclavé durante 30 min a 121 °C. Tras ello, se dejaron
enfriar y se le adicionaron los distintos reguladores de crecimiento en funcién del medio
que necesitaramos antes de que solidificaran. A continuacién, se distribuyeron en placas
Petri que se dejaron solidificar y se guardaron a 4 °C hasta su uso.

4.1.5. Obtencién y precultivo de explantes

Transcurridos 11 dias se obtuvieron los explantes de cotiledon y de hoja de las plantulas
axénicas que se habian dejado germinando. En el caso de los cotiledones, se eliminaron
los extremos basal y apical unicamente. En el caso de las hojas, ademas, se dividieron
en dos obteniendo asi 2 explantes por hoja.

Una vez obtenidos los explantes de cotiledén y hoja, se transfirieron a placas de Petri
que contenian medio de precultivo (descrito en el apartado 4.1.4). Los explantes se
cultivan con el envés en contacto con el medio. Se cultivaron durante dos dias en cultivo
de noche en condiciones de temperatura y humedad controladas indicadas en el
apartado 4.1.3.

4.1.6. Cultivo de Agrobacterium tumefaciens

Para la transformacién de los explantes de lechuga, se empledé una cepa de A.
tumefaciens en la que se encontraba el plasmido pLBHigCas9 que contenia la
secuencia codificante de la proteina SpCas9, obtenida con anterioridad en el laboratorio.
Dicha cepa se encontraba glicerinada en un congelador a -80 °C para asegurar su
correcto mantenimiento.

Se cultivé la cepa A. tumefaciens con el plasmido de interés en medio sélido LB
suplementado con los antibiéticos adecuados para la correcta seleccion de las colonias
durante 48 h a 28 °C. Transcurrido ese tiempo, se picaron las colonias de tamafio
intermedio con un palillo estéril en un ambiente estéril por llama vy, se transfirieron a
tubos de ensayo de 10 mL que contenian medio liquido de LB junto con los antibiéticos
adecuados. Se dejaron creciendo los cultivos durante 1 dia a 28 °C en agitacion
constante. Tras ello, se pasaron parte de dichos cultivos crecidos (400 pL) a matraces
que contenian 50 mL de medio MB liquido (sin agar), a los que se le adicion6
acetosiringona a 150 yL. Se taparon los matraces con papel de aluminio y se incubaron
durante 1 dia a 28 °C en agitacién constante.

4.1.7. Seleccion y regeneracion de plantas transgénicas

Los explantes cultivados se sumergieron durante 15 min en el cultivo de A. tumefaciens
en agitacion manual cada 30 s aproximadamente. Tras la inoculacion, se transfirieron
los explantes sin secar a placas de Petri que contenian medio de cocultivo con el envés
de los explantes en contacto con el medio. Se llevaron a cultivar los explantes junto con
las bacterias durante 48 h a 28 °C en oscuridad en condiciones de humedad vy
temperatura controladas (descritas en el apartado 4.1.3).

Tras el cultivo conjunto de los explantes y las bacterias es necesario eliminar el exceso
de éstas ultimas. Para ello, se transfirieron los explantes a medio de lavado donde se
dejaron durante 15 min en agitacion manual. El medio de lavado estaba compuesto por
MB liquido suplementado con 500 mg/L de cefotaxima para eliminar el exceso de A.
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tumefaciens. A continuacién, los explantes se secaron bien con papel de filtro
previamente estéril y se transfirieron a placas de Petri con el envés en contacto con el
medio de organogénesis. Los explantes se cultivaron en una camara de cultivo con las
condiciones descritas en el apartado 4.1.3 donde se dio lugar la formacién de callos en
las zonas donde se han realizado los cortes en los explantes. Se realizaron diversas
transferencias de los explantes al mismo medio de organogénesis fresco cada 10-15
dias, para conseguir que a partir de los callos formados se desarrollaran yemas y brotes.

4.2. Construccion del vector viral
4.2.1. Amplificacion de DNA de interés mediante PCR

Las amplificaciones de DNA se realizaron mediante PCR empleando la DNA polimerasa
de alta fidelidad Phusion (Thermo Scientific), que presenta una baja tasa de error
(4.4x107). Con el fin de evitar contaminacién durante la realizacion de la PCR se
emplearon puntas con filtro. Ademas, durante el montaje de la reaccién se trabajé en
todo momento en hielo. Cada reaccion de PCR constaba de: 4 yL de tampon HF
(Thermo Scientific), 0.6 YL de dimetilsulféxido (DMSO), 0.4 uL de dNTPs (10 mM), 0.4
ML de cebador directo (25 uM), 0.4 uL de cebador reverso (25 uM), 0.2 yL de DNA
polimerasa Phusion (2 U/ pL), 0.2 uL de DNA molde y agua milli-Q hasta llegar a 20 pL.
Las PCR se llevaron a cabo en un termociclador con las condiciones que se muestran
en la tabla 1. La secuencia de los cebadores y su utilidad en el trabajo se muestran en
la tabla 2.

Tabla 1. Condiciones del termociclador empleado en las reacciones de PCR.

Proceso Tiempo Temperatura
Desnaturalizacion inicial 30s 98 2C
Desnaturalizacién 10s 98 °C
Hibridacidn x30 ciclos 30s 55 2C
Extension 15 s/ 1 kb producto 72 °C
Extensidn final 10 min 72 °C

Tabla 2. Cebadores empleados durante el trabajo junto con su utilidad en el mismo.

Codigo cebador Secuencia Uso
Retrotranscripcién de
D5107 5'-AGAAAGGCGTAAGTGGAAAACA-3' RNA de tejido infectado a
cDNA
D5347 5'-GTGGTCTCGATGTCGCCCCCTGGAA-3'

Amplificacién del cDNA

del sgRNA
D5348 5'-CCCGGCCCAAATCACCAAACTCGGC-3'
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5'-

D5457 AGGGGAACCCCACAAGCTGACATCGACGTATAAAATCCCGGT
TTTAGAGCTAGAA-3' Amplificacién del sgRNA
del plasmido pPVX:sgxT2B
D5458 5'-GTGGCACCGAGTCGGTGCTAGGGTTTGTTAAGTTTCCC-3'

4.2.2. Electroforesis en gel de agarosa

Se prepararon geles de agarosa (8 x 6.5 x 0.5 cm) vertiendo 25 mL de agarosa al 1% o
al 2%, dependiendo del tamario de los fragmentos de DNA a analizar, fundida en tampén
de electroforesis TAE (40 mM Tris, 1 mM EDTA, 20 mM acetato de sodio), se coloco un
peine con el numero de pocillos que se deseaba y se dejoé enfriar durante 15 min a
temperatura ambiente. Una vez transcurrido ese tiempo, se retird el peine y se sumergio
el gel en una cubeta de electroforesis que contenia TAE. Se introdujeron las muestran
en los distintos pocillos una vez se habian mezclado con una cantidad proporcional
(1:10) de tampon de carga (x10) (12.5 mg de azul de bromofenol, 12.5 mg de xilencianol,
28.75 g de glicerol al 87%, 1 mL de EDTA 0.5 M, pH 8.0). Se anadi6 un marcador
molecular en uno de los pocillos libres del gel de 1 kb o 100 pb en funcién del tamano
del DNA. Una vez cargadas todas las muestras, se corri6 el gel de electroforesis durante
35mina85V.

Se tifieron los geles en una cubeta de plastico que contenia 200 mL de agua milli-Q y
10 yL de bromuro de etidio (10 mg/mL), la cubeta se mantenia en agitacion constante
(125 rpm) durante 15 min. Transcurrido ese tiempo, los geles se lavaban con agua tres
veces consecutivas con el fin de eliminar todo lo posible el bromuro de etidio, y se
visualizaban en el transiluminador (Uvitec).

4.2.3. Elucién de acidos nucleicos de geles de agarosa

Para eluir el DNA que se habia separado en el gel de agarosa, se empleo el kit de
columnas ZYMO Research. Para ello, se cortaron las bandas (intentando realizar los
cortes lo mas precisos posibles) y se introdujeron en tubos Eppendorf de 1.5 mL. A
continuacion, se anadieron 3 volumenes de tampoén de disolucion de agarosa (agarose
dissolving buffer, ADB) para los geles al 1% de agarosa y, 4.5 volumenes a los geles al
2% y se incubaron a 55 °C durante 5-10 min. A continuacién, la mezcla obtenida, se
paso a una columna de silice colocada sobre un tubo Eppendorf de 2 mL y se centrifugd
a 13000 rpm durante 30 s descartando el filtrado. Posteriormente, se realizaron dos
lavados con 200 L tampon de lavado (washing buffer, WB), y se centrifugaron ambos
durante 1 min retirando el filtrado tras cada lavado. Por ultimo, se transfirié la columna
a un nuevo tubo Eppendorf de 1.5 mL, donde se anadieron 8 pL de tampdn de elucion
(elution buffer, EB) dejandolo incubar durante 1 min a temperatura ambiente para
posteriormente ser centrifugado a 13000 rpm durante 1 min recogiendo el eluido.

4.2.4. Digestion y ensamblaje de plasmidos

Con el fin de construir los plasmidos que se han utilizado durante la realizacion de este
trabajo, fue necesario manipular las secuencias de los plasmidos empleando enzimas
de restriccion y la union con DNA ligasa. Para ello, se digirié el plasmido pLBLeVX-prom
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con la enzima de restriccion Mlul en un tubo Eppendorf de 0.5 mL en los cuales se
afiadié una cantidad variable del plasmido a digerir en funcién de su concentracion, 1
ML (10 U) de la enzima de restriccion, 2 uL de tampén de digestion (x10) y agua milli-Q
hasta alcanzar un volumen de 20 pL. Las digestiones se dejaron incubar a 37 °C durante
1 h.

Para construir el plasmido final, se utilizé el ensamblaje de Gibson. Para conseguirlo, se
empleo el kit NEBuilder HiFi DNA Assembly Master Mix (NEB). En un tubo Eppendorf
de 0.2 mL se mezclé el fragmento de PCR junto con el plasmido linealizado obtenido de
la digestion anteriormente comentada, con 1 volumen de Gibson Assembly Master Mix
(2x) y, se incubd a 55 °C durante 1 h.

4.2.5. Purificacién acidos nucleicos de una solucion liquida

Para purificar acidos nucleicos de mezclas de reaccién, como digestion y ensamblajes
de Gibson, se siguio el kit de purificacion ZYMO Research. Se traspasoé la mezcla a una
columna de gel de silice colocada sobre un tubo Eppendorf de 2 mL y se afiadieron 100
ML de tampdn de union a DNA (DNA binding buffer, DBB). Se centrifugé a 13000 rpm
durante 30 s descartando el filtrado. Tras esto, se lavo dos veces consecutivas con 200
pL de WB centrifugando a 13000 rpm durante 30 s y descartando el filtrado después de
cada lavado. Si la purificacién iba a ser empleada para electroporar, se realizaba un
lavado adicional con 200 uL de etanol al 80 %, centrifugando de igual manera a 13000
rpm durante 30 s. Para finalizar, se traspaso la columna a un tubo Eppendorf de 1.5 mL
y, se anadieron 8 uL de tampén de EB. En caso de que la solucion purificada fuera a ser
utilizada para electroporar se afiadi6 EB (x0.1), dejandolo incubar durante 1 min a
temperatura ambiente, para posteriormente ser centrifugado a 13000 rpm durante 1 min
y guardar el eluido final.

4.2.6. Electroporacion de Escherichia coli

El plasmido generado en la reaccion de ensamblaje Gibson, al que denominamos
pLBLeVX-sgRNA (Anexo ) se transformé en células competentes de E. coli (DH5a). Se
mezclé el producto de la purificacion junto con 40 uL de E. coli competentes en un tubo
Eppendorf de 1.5 mL, la mezcla se traspasé a una cubeta de electroporacion enfriada
previamente el hielo y secada correctamente para evitar descargar durante el choque
eléctrico. Se electroporaron a 1700 V durante 5 ms y, rapidamente se anadié 1 mL de
medio liquido SOC (20 g/L de triptona, 5 g/L de extracto de levadura, 0.5 g/L de NaCl,
KCI 2.5 mM, MgCl> 10 mM, glucosa 20 mM, pH 7.0) en la cubeta para recoger todas las
células y devolverlas al tubo Eppendorf de 1.5 mL original. Las células fueron incubadas
a 37 °C durante 1 h en agitacién constante (200 rpm). Finalmente, se plaquearon 10 pL
por un lado y el resto por otro (aproximadamente 100 pL), obtenido tras centrifugar las
células a 13000 rpm durante 2 min, en dos placas Petri que contenian LB suplementado
con el antibidtico necesario en funcion del plasmido, para poder seleccionar las colonias
positivas. Se dejaron crecer las bacterias en las placas a 37 °C durante 24 h.

4.2.7. Picado de colonias y minipreparacion de los plasmidos

Habiendo dejado pasar el tiempo necesario para que crecieran las bacterias en la placa,
se picaron colonias aisladas de un tamafo medio con palillos estériles en un ambiente
estéril por llama. Los palillos se colocaron en tubos de ensayo de 2.5 mL de medio LB
junto con el antibiético correspondiente y se llevaron a incubar a 37 °C durante 24 h en
constante agitacion (225 rpm).
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Transcurridas las 24 h, se tomaron 2 mL del medio de cultivo donde se habian dejado
creciendo las bacterias y se pasaron a un tubo Eppendorf de 2 mL para ser centrifugado
a 13000 rpm durante 1 min descartando el sobrenadante. Una vez realizado esto, se
purificaron los plasmidos bacterianos con el kit Genejet Plasmid Miniprep (Thermo
Scientific). Para ello, se afiadieron 250 pL de A1 (tampdn de resuspension con RNasa)
mantenido a 4 °C, resuspendiendo el sedimento obtenido anteriormente gracias a un
agitador vértex. A continuacion, se afiadieron 250 pL de A2 (tampédn de lisis), se mezclo
por inversion 6-8 veces y se dejé incubando a temperatura ambiente durante 5 min.
Transcurrido este tiempo, se afadieron 300 uL de A3 (tampdn de neutralizacion) y se
mezclé de nuevo 6-8 veces por inversion. La mezcla se centrifugé a 13000 rpm durante
5 min y se traspasé el sobrenadante a una columna de gel de silice donde se volvio a
centrifugar a 13000 rpm esta vez durante 1 min. Posteriormente, se le afiadieron 500 pL
de solucién de lavado sobre la columna y se centrifugé a 13000 rpm durante 1 min
descartando el filtrado. Por ultimo, se le afadieron a la columna 50 pyL de tampoén de
eluciéon donde se dejé incubando a temperatura ambiente durante 1 min para
posteriormente ser centrifugado a 13000 rpm durante 1 min, obteniendo asi el eluido,
que posteriormente seria cuantificado por espectrofotometria.

4.2.8. Secuenciacion de plasmidos

Con el fin de asegurarnos que las colonias picadas y eluidas mantenian el fragmento de
DNA de interés, los plasmidos se secuenciaron. Para ello, se utilizaron 5 uL de plasmido
a 50 ng/uL junto con el cebador necesario para la secuenciacién que se encontraba a 5
MM. La secuenciacion se llevé a cabo en el servicio de secuenciacion del IBMCP
(https://www.csic.es/es/investigacion/catalogo-de-servicios-cientifico-tecnico/unidades-

de-servicio/servicio-de-4). Para analizar las secuencias obtenidas se emplearon las
herramientas  Benchling  (https://www.benchling.com) y NCBI  BLAST
(https://blast.ncbi.nim.nih.gov/BlastAlign.cqi).

4.2.9. Electroporacion de A. tumefaciens

Una vez, se conocia que los plasmidos construidos y purificados presentaban los
insertos deseados, estos se transformaron en células competentes de A. tumefaciens
mediante electroporacion. El protocolo en este caso es muy similar al comentado
anteriormente para E. coli. En este caso, se emplearon 0.5 pL de plasmido con 40 pL
de células de A. tumefaciens competentes. Se electroporaron siguiendo el mismo
procedimiento descrito en el apartado 4.2.6, en este caso las células se incubaron a 28
°C durante 2 h en agitacion constante (200 rpm). Una vez transcurrido ese tiempo, se
plaguearon 10 yL y el resto, en placas de Petri distintas, que contenian medio LB
suplementado con los antibioticos kanamicina y rifampidicina (ambos a 50 pg/mL),
donde se dejaron creciendo las bacterias a 28 °C durante 2 dias.

4.2.10. Agroinfiltracion de plantas

Habiendo dejado pasar 2 dias, se picaron colonias aisladas de un tamano intermedio y
se llevaron a un tubo de ensayo con 10 mL de medio LB suplementado con kanamicina
(50 pg/mL) y se dejaron crecer a 28 °C en agitacion constante (200 rpm) hasta mostrar
una turbidez (aproximadamente 1 dia). A continuacion, se midi6 la densidad 6ptica (DO)
de los cultivos gracias a un espectrofotometro y se seleccionaron aquellos cultivos que
presentaban una DO a 600 nm de entre 0.5y 1.5. Una vez habian sido medidas las DO
y se habian seleccionado que cultivos se iban a emplear en la agroinfiltracion, se calculd
el volumen necesario para llevar el cultivo a una OD de 0.5 en un volumen final de 1.8
mL de medio de agroinfiltracion (MES-NaOH 10 mM a pH 5.6, de MgCl> 10 mM). A
continuacion, la mezcla se centrifugd a 10000 rpm durante 3 min descartando el

17


https://www.csic.es/es/investigacion/catalogo-de-servicios-cientifico-tecnico/unidades-de-servicio/servicio-de-4
https://www.csic.es/es/investigacion/catalogo-de-servicios-cientifico-tecnico/unidades-de-servicio/servicio-de-4
https://www.benchling.com/
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/BlastAlign.cgi

sobrenadante y, se resuspendié en 1.8 mL de medio de agroinfiltracién con la ayuda de
un agitador vortex. A cada una de las preparaciones, se le adicionaron 2.7 pL de
acetosiringona (150 uM) y, se incubaron a 28 °C durante 2 h.

Transcurrido ese tiempo, se procedio a inflitrar los cultivos de A. tumefaciencs en las
plantas. Para ello, se apoyé una jeringa, a la que se le habia retirado la aguja
previamente, en el envés de la hoja aplicando una ligera presion con el dedo en el haz
de la misma y, comprobando que la hoja cambiara de color por la entrada del cultivo en
el apoplasto. Se inocularon plantas de Nicotinana benthamiana, y plantas de lechuga de
la variedad Reina Mayo y la variedad Romana Mantecosa. En los tres casos, se dejo
una maceta sin inocular como control. Las plantas se llevaron al fitotrébn donde se
dejaron crecer en condiciones controladas (16 h luz, 25 °C) a la espera de tomar
muestras a los 5-10 dias postinoculacion (dpi).

4.2.11. Extraccion de RNA de plantas infectadas

Con la ayuda de unas pinzas, se recogieron aproximadamente 0.1 g de tejido infectado
de las plantas y se introdujeron en tubos Eppendorf de 2 mL en los que en su interior
habia una bolita de acero (4 mm) y, se congelaron en N;liquido. A continuacioén, a los
tubos se le afadié 1 mL de tampdn de extraccion (tiocianato de guanidinio 4M, Acetato
sodio 0.1 M a pH 5.5, EDTA 10 mM, 2-mercaptoetanol 0.1 M) y, se llevé a moler (Star-
Beater, VWR) a 30 s durante 1 min. Tras ello, se centrifugé a 13000 rpm durante 5 min
y se recogieron 600 pL del sobrenadante que se pasaron a un tubo Eppendorf de 1.5
mL al que se adicionaron 390 uL de etanol al 96% y se mezclo por agitacién con la ayuda
de un vortex para ser centrifugado a 13000 rpm durante 1 min. Posteriormente, se
transfirieron 700 uL del sobrenadante a una columna de gel de silice que se encontraba
posicionada sobre un tubo Eppendorf de 2 mL, se centrifugé a 13000 rpm durante 1 min
descartando el filtrado. A continuacion, se realizaron dos lavados consecutivos con 500
ML de tampon de lavado (etanol al 70%, acetato sddico 10 mM a pH 5.5) Ambos se
centrifugaron a 13000 rpm, el primero de ellos durante 30 s y, el segundo durante 1 min.
Tras ambos lavados se descarto el filtrado. Por ultimo, se afiadieron 10 uL de tampén
de elucion (Tris-HCI 20 mM a pH 8.5) en la columna y se dejo incubar durante 1 min a
temperatura ambiente, se centrifugd a 13000 rpm durante 2 min. El RNA eluido se
congel6 rapidamente en el caso de que no fuera usado inmediatamente o se mantuvo
en hielo si iba a ser utilizado en el momento.

4.2.12. Retrotranscripcion (RT) de RNA y amplificacion de cDNA mediante PCR

Se realizé la transcripcion inversa del RNA a cDNA. En tubos Eppendorf de 0.2 mL se
afnadio una mezcla de 1 pL de cebador (5 uM), 1 uL de RNA purificado y 4.5 pyL de agua
Milli-Q. Las preparaciones se incubaron en un termociclador a 90 °C durante 90 s,
cuando la temperatura del termociclador bajé hasta los 42 °C, se pauso el programay a
cada preparacion se le anadieron: 1 yL de dNTPs (10 mM), 2 pL de tampdén RT (x5)
(Tris-HCI 250 mM, KCI 250 mM, MgCl, 20 mM, DTT 50 mM), 0.25 uL de inhibidor de
RNasas (40 U/uL) y 0.25 pL de retrotranscriptasa M-MulLV-RT (200 U/uL).
Seguidamente, se reanudod el programa y se incubaron las reacciones a 42 °C durante
45 min, a 50 °C durante 10 min, a 60 °C durante 5 min y para finalizar a 70 °C durante
15 min para inactivar la enzima RNasa y obtener asi el cDNA.

Una vez obtenido el cDNA, se realizé una amplificacién de este por PCR empleando la
polimerasa Phusion. Para cada reaccion, se emplearon las mismas cantidades que se
han comentado en el apartado 3.1. A continuacion, se introdujeron las preparaciones en
el termociclador siguiendo el programa que se describe en la Tabla 2.
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4.2.13. Cultivo de las plantas en el invernadero

Las plantas que se emplearon durante este trabajo se cultivaron en el invernadero del
IBMCP en condiciones controladas de temperatura (25 °C) y fotoperiodo (16 hdia/ 8 h
noche). Las plantas se sembraron en semilleros donde se dejaron crecer hasta tener un
tamafio adecuado para ser trasplantadas a macetas grandes. Cuando tuvieron el
tamafo optimo se inocularon por agroinfiltracion. Tras ello, se llevaron las plantas al
fitotrén, con las mismas condiciones comentadas anteriormente, para que siguieran su
desarrollo.
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5. Resultados y discusion

5.1. Transformacién genética de lechugas

El primer objetivo de este trabajo fue transformar genéticamente plantas de lechuga
para expresar de manera constitutiva SpCas9 en dos variedades comerciales de
lechuga, Romana Reina Mayo y Trocadero Mantecosa.

Para conseguir este objetivo, se emplearon explantes de cotiledon y de hoja de plantulas
de 11 dias de edad. Se observo que la variedad Romana Reina Mayo era aquella que
presentaba tasas de germinacion mayores que Trocadero Mantecosa como se muestra
en la tabla 3.

Tabla 3. Tasa de germinacion de semillas de las variedades Romana Reina Mayo y
Trocadero Mantecosa.

Variedad | N2 semillas inicial | N2 semillas germinadas | Tasa de germinacion
Romana 168 124 73,81%
Reina Mayo
T
rocadero 168 19 11,31%
Mantecosa

Con el fin de favorecer el crecimiento rapido y la supervivencia de los explantes durante
el experimento se realizé una etapa de precultivo de los explantes de hoja y cotiledén
de ambas variedades. Los explantes de cotiledon pertenecian principalmente a la
variedad Romana Reina Mayo, mientras que los de hoja pertenecian a la variedad
Trocadero Mantecosa, ya que los cotiledones de esta segunda variedad tenian un
tamafio muy pequefo para ser manipulados. Tras la etapa de precultivo, se pudo
observar que los explantes eran mas firmes y faciles de manejar, por lo que se procedio
al cocultivo de los explantes junto con la cepa de A. tumefaciens que portaba el plasmido
pLBHigCas9 y posteriormente, el lavado de estos.

A continuacién, se transfirieron los explantes al medio de organogénesis para favorecer
la formacion de callos. Este medio se encontraba suplementado con higromicina como
medio de seleccion de plantas transgénicas. Tras 26 dias en el medio de organogénesis,
se observo la aparicidon de callos organogénicos en los explantes (Figura 6). Cabe
destacar que los explantes de cotiledon presentaban mayor formacion de callo frente a
los explantes de hoja.
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Figura 6. Formacion de callos organogénicos en explantes de cotiledén y hoja en
las variedades (A) Romana Reina Mayo y (B) Trocadero Mantecosa.

A lo largo del ensayo, se observé que pese a la adicion de PVP al medio algunos de los
explantes, principalmente los de hoja, se iban oxidando por las zonas de corte, lo que a
su vez provocaba la oxidacion del medio, dando como resultado la muerte de los
explantes (Figura 7). Por ello, se fueron eliminando los explantes mas dafiados de cada
placa para favorecer la supervivencia del resto.

Figura 7. Oxidacién del medio de organogénesis y muerte de los explantes de hoja
y cotiledodn.

Se observé que los explantes de la variedad Trocadero Mantecosa eran mas
susceptibles a la oxidacion que los de la variedad Romana Reina Mayo. Finalmente,
debido a las oxidaciones, no se consiguieron regenerar brotes a partir de los explantes
ya que estos no sobrevivieron al ensayo en ninguna de las dos variedades, por lo que
no se pudo transformar la lechuga de manera efectiva para la expresion de SpCas9.

Uno de los factores limitantes en la transformacién genética de la lechuga mediada por
A. tumefaciens es la falta de un protocolo eficiente de regeneracion. Observando los
resultados experimentales de este trabajo podemos indicar que el protocolo de
regeneracion utilizado no es el adecuado para la transformacion genética de las
variades de lechuga empleadas. Pese a que la lechuga es una especie de alto interés
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agronomico, el estudio de su regeneracion mediante cultivo in vitro no esta tan
avanzado, ni existe tanta bibliografia referente a este tema como en otras especies de
interés como son el tomate, el maiz o el trigo. Por ello, para la realizacion de este trabajo
se emplearon como referencia los protocolos empleados en el trabajo de Lupan et al.
(2010) y en el trabajo de Mohebondini et al. (2014) en los que se consiguieron
transformar plantas de lechuga para que expresasen los genes de interés.

El oscurecimiento letal de los explantes y el medio de cultivo, es un problema comun
durante el establecimiento in vitro de los tejidos vegetales (Azofeifa, 2008). En nuestro
trabajo, el principal inconveniente al que nos enfrentamos durante la transformacién
genetica fue esta oxidacion, por ello, como medida de prevencion se adicioné al medio
PVP como en el trabajo de Kanamoto et al. (2016), en el cual se observaba la misma
problematica. Los resultados han indicado que la concentracién de PVP adicionada al
medio (500 mg/L), no ha sido suficiente para evitar el oscurecimiento del medio de
cultivo y de los explantes. Podria ser interesante emplear otros métodos para evitar la
oxidacién como, aumentar las concentraciones de PVP en el medio y ver como dichas
concentraciones afectan a los explantes. En otros estudios con otras especies que
también presentan dicho problema se han empleado diversas sustancias con el fin de
evitar la oxidacion como son el carbén activo en el caso del trabajo del Aliyu & Mashood
(2005), que lo empleo en Anacardium occidentale (anacardo) o en el caso del trabajo
de Joy et al. (1988) en el que empled acido ascérbico y acido citrico que disminuyeron
considerablemente la oxidacion de los explantes en Nicotiana tabacum.

Seria interesante en un futuro modificar las condiciones de los medios de cultivo para
obtener un buen protocolo de regeneracién para las variedades comerciales de lechuga
empleadas en este trabajo.

5.2. Construccion del vector viral

El segundo objetivo de este proyecto fue la construccién de un vector viral derivado del
LeVX que expresara sgRNAs para edicion genética de CRISPR/Cas en lechuga. Se
decidio expresar un sgRNA de Cas9 contra la magnesio quelatasa (CHLI) de lechuga,
ya que la falta de funcionalidad de esta proteina (provocada por una mutacion puntual,
por ejemplo), da lugar a un fenotipo blanquecino identificable a simple vista.

Para ello, se emplearon dos plasmidos. Por un lado, el plasmido base pLBLeVX-prom
obtenido anteriormente en el laboratorio capaz de replicarse tanto en E. coli como en A.
tumefaciens, que presenta el sitio Mlul de clonacién, de manera que permite que se
introduzca DNA de interés. Por otro lado, el plasmido pPVX:sgxT2B. De esta manera, la
secuencia del sgRNA fue obtenida mediante PCR (Figura 8), empleando los cebadores
D5457 y D5458, presentando el primero de ellos el crRNA mientras que el molde de la
PCR (el plasmido pPVX:sgxT2B) presentaba el tracrRNA.

A continuacién, se utilizé el método de ensamblaje de Gibson en el que se fusioné la
secuencia de interés junto con el vector pLBLeVX-prom digerido con la enzima Mlul
(Figura 9).
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Figura 8. Electroforesis en gel de agarosa del producto de PCR con el fragmento
de sgRNA amplificado (136 pb). Carril M, marcador de tamafio.
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Figura 9. Electroforesis en gel de agarosa del vector digerido con la enzima Mlul.
Carril M, marcador de tamafio; carril 1, control negativo de la digestion; carril 2,
plasmido pLBLeVX-prom digerido con Mlul.

Una vez construido el plasmido final (pLBLeVX-sgRNA), se purificé el DNA plasmidico
para confirmar en un gel de agarosa si presentaba el tamano adecuado de la
construccion (Figura 10). Dado que la secuencia introducida presentaba un tamafo muy
pequefio respecto al plasmido control (136 pb), la construccion final se secuencié para
asegurarnos de que se mantenia la secuencia y no se habian producido mutaciones
(Figura 11).
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Figura 10. Electroforesis en gel de agarosa del DNA plasmidico purificado de la
construccion final. Carril M, marcador de tamafio; carril 1, control pLBLeVX, carriles
2 a7, plasmidos con la insercion del sgRNA.

Score Expect Identities Gaps Strand
704 bits(381) 0.0 389/392(99%) 3/392(0%) Plus/Plus

Query 40  CTCAATTGTGAAACTTTGAGAACTTTCCCTTTCAACATACCAGGGGAACCCCACAAGCTG 99
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Sbjct 66  ACATCGACGTATAAAATCCCGGTTTTAGAGCTAGAAATAGCAAGTTAAAATAAGGCTAGT 125

Query 160 CCGTTATCAACTTGAAAAAGTGGCACCGAGTCGGTGCTAGGGTTTGTTAAGTTTCCCTTT 219

CLLERERECEEE e ey
Sbjct 126 CCGTTATCAACTTGAAAAAGTGGCACCGAGTCGGTGCTAGGGTTTGTTAAGTTTCCCTTT 185

e I T
[LLEELTLT l [LLLETLLL [LLELLELT

Sbjct 186 TTACTCGAAAGATGGGTACCCCTCAAGCAGTCAACACCCCGGTCAACAACCCGCCCAGGC 245

Query 280 CGACCCCAGTTCTCCAGCGTCCTCCAGCTAACTCTTCCGGTCCCAACCTCGCCGACCCAA 339

CELLLLLELEEEE R L L]
Sbjct 246 CGACCCCAGTTCTCCAGCGTCCTCCAGCTAACTCTTCCGGTCCCAACCTCGCCGACCCAA 305

e

FLLELLLELLLL LLLELLLELLLELLLT BRRNRRNRNNYY
Sbjct 306 ACCGCGCACCTTCCATGGAAGACCTCGCCCAGGTCAAATATGTGTCTTCCTCCTCCGCCG 365
Query 400 TCGCCACCCCGGCCCAAATCACCAAACTCGGC 431

CELLLLLLLEEEEEL R L LT
Sbjct 366 TCGCCACCCCGGCCCAAATCACCAAACTCGGC 397

Figura 11. Alineamiento de un fragmento de la secuencia del plasmido pLBLeVX
con el inserto de sgRNA.

Habiendo confirmado que pLBLeVX-sgRNA estaba correctamente construido, este
plasmido se utilizé para transformar A. tumefaciens. El clon resultante se utilizé para
agroinfiltrar plantas de N. benthamiana y posteriormente plantas de variedades
comerciales de lechuga, y asi comprobar la expresion del sgRNA en ellas. Para
comprobar que los cultivos de las colonias seleccionadas con los que ibamos a
agroinfiltrar las plantas presentaban el inserto deseado de sgRNA, se llevé a cabo una
minipreparacion de estos, y posteriormente se realizd6 una PCR empleando los
cebadores D5347 y D5348 la secuencia de interés y se realiz6 una comparacién por
electroforesis junto con el producto del plasmido pLBLeVX-prom como control. El
resultado mostré que el producto de PCR del control presentaba un tamarno menor, que
se observa por la mayor movilidad electroforética en el gel de agarosa (Figura 12).
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Figura 12. Electroforesis en gel de agarosa de los productos de amplificacion por
PCR del fragmento de sgRNA de interés. Carril M, marcador de tamafo; carril 1,
control negativo de PCR; carriles 2 a 4, producto de PCR del fragmento sgRNA
proveniente de la minipreparacién de los cultivos de A. tumefaciens; carril 5, control
positivo del fragmento de interés (plasmido original transformado); carril 6, control
de pLBLeVX-prom sin el fragmento de interés.

El dltimo objetivo de esta parte del trabajo era confirmar si el vector viral construido
permitia expresar el sgRNA en las lechugas. Para ello, primero decidimos comprobar la
capacidad infectiva de la construccion en plantas de N. benthamiana. Se agroinfiltraron
un total de 12 plantas de entre 3 y 4 semanas de edad, manteniendo ademas una
maceta con tres plantas controles sin inocular. A partir de los 5 dpi, se observaron
sintomas de infeccién viral en el tejido sistémico de las plantas inoculadas, como es el
enrollamiento hacia abajo de las hojas. A partir de los 7 dpi, se pudo apreciar la aparicién
de moteados en las mismas, mientras que los controles negativos no mostraban ningun
sintoma (Figura 13). Dichos resultados eran comparables con los obtenidos por Dizadiji
et al. (2008b), los cuales tras inocular planta de N. benthamiana con este mismo virus,
observaron que las hojas inoculadas se mantenian asintomaticas, mientras que en el
tejido sistémico se apreciaba el enrollamiento hacia abajo y el moteado.

Figura 13. Plantas de N. benthamiana a distintos tiempos tras ser inoculadas con
el vector pLBLeVX que expresa el sgRNA. (A) Plantas control sin inocular. (B, C y
D) Plantas inoculadas a los 5, 7 y 14 dpi respectivamente.

Posteriormente, se realizé un diagndstico molecular para confirmar la presencia de
sgRNA en las plantas. Para ello, se tomaron muestras de tejido de hojas apicales de las
plantas inoculadas. Se purificd el RNA y empleando el cebador D5107 se realizé una
retrotranscripcion. EI cDNA se amplificdé por PCR empleando los cebadores D5347 y
D5348. Se tomaron muestras a 5, 7 y 14 dpi para poder analizar asi la evolucion del
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virus con el tiempo en las plantas. El diagndstico molecular, confirmo la presencia de la
secuencia correspondiente al sgRNA en las plantas inoculadas a los 5y 7 dpi, ya que
podia observarse bandas a una altura de 431 pb en comparacion con las bandas a la
altura 339 pb que correspondian al tamafo del fragmento control que no presentaba la
secuencia de interés (Figura 14).
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500 pb 250 pb

250 pb

Figura 14. Electroforesis en gel de agarosa de los productos de amplificaciéon RT-
PCR en plantas de N. benthamiana (Ay B) alos 5y 7 dpi respectivamente. Carril
M, marcador de tamafio de DNA; carriles 1 y 2, controles negativos de plantas sin
inocular; carriles 3 y 4, controles negativos de RT-PCR y PCR; carriles 5 a 16
muestras de hoja de plantas inoculadas; carril 17, control de una planta inoculada
con pLBLeVX-prom sin el fragmento de interés.

En cuanto a los resultados obtenidos a los 14 dpi. Se tomaron muestras de 6 de las
plantas inoculadas, en las que el diagnostico molecular reveld que en solo una de ellas
se observaba una banda del tamafio esperado (431 pb) (Figura 15). La amplificacién
de la banda al tamano correspondiente y no de un tamafo menor, nos indica que a los
14 dpi todavia se mantiene el inserto. En cuanto al resto de muestras, dado que el tejido
se tomod de hojas que presentaban sintomas cabria esperar que se observaran bandas
a la altura correspondiente, por lo que ausencia de estas puede deberse a una baja
eficiencia durante el proceso de extraccion de RNA y/o RT-PCR, y no es posible sacar
conclusiones acerca de estas.
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Figura 15. Electroforesis en gel de agarosa de los productos de amplificacion RT-
PCR a los 14 dpi en plantas de N. benthamiana. Carril M, marcador de tamafio de
DNA; carriles 1 y 2, controles negativos de plantas sin inocular; carril 3 y 4,
controles negativos de RT-PCR y PCR; carriles 5 a 10, muestras de hoja de plantas
inoculadas; carril 11, control de planta inoculada con pLBLeVX-prom sin el
fragmento de interés.

A continuacion, se realizé el mismo ensayo esta vez en plantas de lechuga de las
variedades comerciales. En este caso, se agroinfiltraron un total de 6 plantas de la
variedad Romana Reina Mayo y 4 plantas de la variedad Trocadero Mantecosa de 11
dias de edad, manteniendo una planta como control negativo sin inocular. En las plantas
inoculadas tras los 14 dpi, se pudo observar un arrugamiento de la hoja, pero no
curvatura hacia debajo de la hoja (Figura 16). Dado que este sintoma también se podia
apreciar en la planta control, que se encontraba separada del resto de plantas
inoculadas, existe la posibilidad de que sea causado por que las condiciones dentro del
fitotron no sean del todo las adecuadas para el desarrollo de las plantas de lechuga. Por
lo que, al igual que en los resultados obtenidos por Dizadji et al. (2008b), las plantas de
lechuga infectadas parecen mantenerse asintomaticas y debe ser necesario realizar un
diagnéstico molecular para conocer si son susceptibles al LeVX. Cabe destacar que no
se mostraban diferencias visuales en los sintomas entre las variedades empleadas en
la inoculacion.
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Figura 16. Plantas de lechuga a 14 dpi. (A) Plantas control sin inocular, (B) plantas
de la variedad Romana Reina Mayo y (C) plantas de la variedad Trocadero
Mantecosa.

Finalmente, se analizé la expresién viral por RT-PCR repitiendo el mismo procedimiento
empleado en las plantas de N. benthamiana. En el diagnéstico molecular se observo
que, a los 5 dpi, 3 de las 10 plantas analizadas mostraban la presencia de RNA viral, en
las cuales ademas se amplifico el inserto del sgRNA, ya que en la electroforesis de gel
de agarosa se podia observar una banda a la altura correspondiente (431 pb) (Figura
17). Analizando los resultados obtenidos, se puede observar que en plantas de lechuga
el vector viral derivado del LeVX es menos infectivo que en las plantas de N.
benthamiana.

M o1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

1000 ph
500 pb
250 pb

Figura 17. Electroforesis en gel de agarosa de los productos de amplificacion RT-
PCR a los 5 dpi en plantas de lechuga comercial. Carril M, marcador de tamafo de
DNA; carriles 1 y 2, controles negativos de plantas sin infectar; carril 3, control
negativo de RT-PCR; carril 4, control negativo de PCR; carriles 5 a7y 10 a 12,
muestras de hoja de lechugas Romana Reina Mayo inoculadas; carriles 8, 9, 13 y
14, muestras de hoja de lechugas Trocadero Mantecosa inoculadas (muestras
positivas carriles 7, 13 y 14); carril 15, control de planta inoculada con pLBLeVX-
prom sin el fragmento de interés.

En este trabajo se han llevado a cabo experimentos que nos permitiran avanzar en el
campo de la mejor genética de la lechuga. Espafia fue en 2021 el quinto productor
mundial y el primero europeo de dicho cultivo (FAOSTAT). Pese a ello, esta especie se
enfrenta a numerosas plagas y enfermedades, que pueden dar lugar a pérdidas
catastréficas, como es el caso del mildiu (Rodriges-Porto, et al., 2021). Sin duda, el
sistema de edicion genética CRISPCR/Cas es una via idénea que nos permite hacer
frente a estos problemas de manera relativamente rapida. En este trabajo final de
master, se han intentado transformar dos variedades comerciales de lechuga que
expresasen la nucleasa SpCas9. No obstante, no se han podido regenerar lineas
transformadas debido a la falta de un protocolo contrastado. Por lo tanto, se ha llevado
a cabo un experimento alternativo pero complementario, para evaluar la capacidad de
un vector viral, derivado del LeVX, de expresar el otro componente necesario para la
edicion CRISPR/Cas9: el sgRNA. Tras desarrollar un vector para expresar el sgRNA,
este ha sido utilizado para inocular plantas de la especie modelo N. benthamiana, asi
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como dos variedades distintas de lechuga. Nuestros resultados concluyen que dicho
vector es infectivo en ambas especies, y que ademas puede expresar el inserto con el
sgRNA, como minimo, hasta los 14 dpi (al menos en N. benthamiana). Segun
experimentos previos hechos en nuestro laboratorio, estos 14 dias son suficientes para
detectar edicidn si consiguiéramos expresar simultaneamente la nucleasa SpCas9, por
lo que podemos concluir que el vector desarrollado tiene una alta probabilidad de ser
funcional.
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. Conclusiones

No se ha conseguido transformar genéticamente plantas de lechuga (Lactuca
sativa L.) para que expresen constitutivamente SpCas9 debido a la oxidacion de
los explantes durante el proceso de regeneracion.

Se ha construido con éxito un vector viral derivado de un aislado de LeVX que
lleva insertado una secuencia de sgRNA.

El vector viral construido es capaz de infectar plantas de Nicotiana benthamiana
produciendo sintomas visibles desde los 5 dpi, manteniéndose el sgRNA
insertado, como minimo, hasta los 14 dpi.

La deteccidon visual de nuestro vector derivado del LeVX en variedades
comerciales de lechuga es muy complicada debido a que estas permanecen
asintomaticas. Por lo tanto, es necesario emplear técnicas de deteccion
molecular para detectar la presencia de dicho virus. Ademas, la infectividad de
este vector en lechugas es menor que en N. benthamiana.
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Anexo |

>pLBLeVX-sgRNA (10 874 pb)

GATTCCATTGCCCAGCTATCTGTCACTTTATTGTGAAGATAGTGGAAAAGGAAGGTGGCTCCTACAAATG
CCATCATTGCGATAAAGGAAAGGCCATCGTTGAAGATGCCTCTGCCGACAGTGGTCCCAAAGATGGACCC
CCACCCACGAGGAGCATCGTGGAAAAAGAAGACGTTCCAACCACGTCTTCAAAGCAAGTGGATTGATGTG
ATATCTCCACTGACGTAAGGGATGACGCACAATCCCACTATCCTTCGCAAGACCCTTCCTCTATATAAGG
AAGTTCATTTCATTTGGAGAGGGAAAACTAAACAAAACAAACGAAAACAAACTTAAACCTCTCCACACAT
AACCACAGGCCAAAACCGGAAAACCCCTCCACTTTCGCCTATTATGTCGAGAATTCGTAACGTTTTGGAT
AGGATCAGAGACCCCTCCGTACAAACTGCTATTTGCGAATCCGCTTATACACAAATACGGCCAGTCCTGA
AAGAAGCCCTAATTAACTGCCCTTACGCTCTGAACGACAATGAGGCTGACGCACTAGAGAATTTAGGCAT
CTCTGTCAACCCCTACGCTGTTCAAACCCACACCCACGCTGCGGCTAAAGCCATCGAGAATCAAATGCTA
CAGATTGTGGGCCACCACCTACCCAAGTCCAAAGTCACCTTCCTCTTTCTCAAGAGAAGCAAGCTACGCT
ACCTTAGAAGAGCGGCCGCACTGAAAGACACATTCATGAACAAAGAAGTGGAGCCCAAAGACTTCTTTCG
CTACGACTCCGACACCATCCACTCCCGCATACAAGAAGTCAGCACCAGCGTGGCGTACATGTCCGACACC
TTACACTTTATGACTCTTGAAGAGCTCGCACACCTCTTTGAGTCATCGCCCCGACTGGACACCCTCCTGG
CCACCGTAGTGCTTCCCGTGGAGGCCTTGCATCGCAAAACCTCACTACACCCGGCCGTGTACTCCATAAA
CTACAATAAAGACGGCTTTGAGTACATCCCTGGCAACCATGGCGGCGGAGCTTACTTCCACCCGTACAAC
ACACTGGAATGGCTCAAAGTCCGGCAGCTCGAGTGTGCCCCAAGGTATAAATTCGGCCGGCCCTTCACCC
TGACCTTCCAAATGGTCGAGTCCCTCGGTGCCAACCACCTCTTCATAATCAGACGCGGTCTTTTTGAAAC
ACCCCAATACCGCACCTTCTGCCGCAACACCTTCGTGCTGTTCCCAAAGATCTTCCACCCAGCAAGTTCG
AACGCAAACCGGCCAATCACCAAGACCAAGGCCATGCAAATGTGGCTATATGTGAAGGCTGTCAAAGCGG
TAACCGAGAGAGACATCTATGCGAAAATACACCAGGTTCTGCCGACGAACGAACTTGAACTCTACGAGCC
AGACGAACTTGTGCACCTCGCCAACTACTTCTTCTTCCTTTCCAACCTCAAATCTTACACCTGTTACGAG
GATCTGCTGTCTGGGGGACTCATCAAAAGATTAACACGGCCCGTACGAACAGCCGTAACTCGATTCATCG
AGTTCTTCGCCGGCCGCAATGACTTTAACAAGCTGATGGATGCCCTCAAGTGGGAGCCCTTCACATACAC
GCTCGAGCCTGCCGTCTACAAAACCAAAGTGGGAAGCCATGTCATCCACCAAACGATGGAGGCCACCGGC
CGAACCGAAAGCGCCGTCATAAGGGACCTGCTCGCCGCCCACCAGAACCCAGACCTCCTCCAACCTGAAG
ACCTTATCCCTACCGAACCGCCAACCTTCCTAGACAGAACCCTGTTCCAAGGCTCAGCCGACTCTACCCA
GCCACGCGCCGACCACCAACGAGATGCGGCACCAACCAGGCCGACAACTGCGCGCACCACTGAAGACAGA
CAAGCCGGCGGTCCCGAACCCGAGCCTGAGCTGGAAACAACAACAACGCCAGCGCCCACACCATCGACCT
TAGTCACTGAAGCAGCTGGCACAACCCCTTCCACCAGCCATCCACCCCAAACCGAAGCCTCTACTAGCAC
TGGGATGCCCCACGTCACCCAAGACCCGAACCCCATGCCGCAAAGCGCTGCTACCGACGAAGAAGAGCGA
CACAAAAGAGATCCCACCAAAATGTGCGTCTGCGCATCTGGCTGGTCACCTGAACCTTTTTTCGACCTGG
TACCAGGCTCTCTAGTCACCAAGCTGAAGACGAGAGACGCTTTCTTCTTCTCAACACGGCCAGACATCAC
ATACGGTCACGACAAGGTGTCCTACGCGCGGAACGACTGGCCCCTCGTTTTAACTGACTTCCTACGCACA
GTGGGCTTCCAAGCCAATGGGGCACTCCTCCAAATTTACGCCAAGGGGCCAGGCATTCCATGGCATAAAG
ACGACGAGCCCTGCTATGACGGGCAGCCCATATTGACTTTGAACTTTGGTCAAGCTACTTTCGAGTTCAG
CAATGGAGTCAAGATGCCCTTAAAAGATGGGGAATATTTTGTGATGGCCGGCCCATGGCTGAAACTCAAA
CACCGAGTCACCAACTGCAGCTCCAACCGCATGTCTATCACCTTCCGCACTCACACTCATACGATCTTTG
GCCACCCCCTGCCTGGAGACAGTGTGAACCCCAAACCAGAGGACAAACCACGTCCCGCTCCTGGCAACCA
AACCCCTCCAGCCCCCGCGTCCAAGGAAACGCCACCGCCACAGTCCACGCACCAGGCAACTGACGACTCC
ACCTCCCCCTTTCAGGCAAACACTAGCAACCGTACCCGCGGCCAGGCACCGCCCCACCCACAGACAGCCG
GCCACCACGATGGTGACTCTAACGAGCTTCCAAAGAAAAATTTTTCCCACTCACCACCATGGAACGCCTG
GATTCCCCTGCTGAACGCCCACGGTTTCAACGGTCACGAGCAACAGTTAAACCCTGAAGGGTTTCTCATA
ATTCCCATTAGTGACGTGAAGCAGCTACCACACTGCCCCTTCCCAGACACGGTGCCCAAGCTACTACAGG
AAAACCTGAAACGCATGCGCCGCTTCCCCACGCCCATCACCCTGCGAGCCAAACGGGCTGCAGCCTACGC
CTCAGACGTCAAGAACAACCGCACGGGCAAACTCCTGAGCTCCATGGACCTCGCTTGGAAGGCTAGCCTC
GCCTACAAGATGCAATTTGACGATCTCATACTCCCAGGGATTGTTATCCACGGTTGCGGTGGCTCCGGCA
AGTCGCAGATGATTCAGTCTTTCATGGCGTCCCCCTTAGCTGAGGAAAACAACGTCACAGTCATCACACC
CACCGTTGAACTACGAAATGATTGGGCGACCAAGGTACCTAACGTTGTGGCGGAAAATTTCAAAACATTT
GAGAAGGCCATGATCCAGCCATGCAACTCCGTGGTGGTGTTCGACGACTACACCAAGCTGCCCCCAGGAT
ACATCGAGGCGCTGCTGATGCACCACCGTAACGTTGATCTTTTCATCCTCACAGGTGACAGCCGGCAAAG
TGTGTACCACGAGAGCAATTCAGAAGCCTACATCTCTACCCTCTCCGAAGCCGTGGAGGTTTTCGAGCCC
TACAGCGAATTCTACGTCAACGCCACTCACCGAAATGTCACCGGGCTGGCCAACAAACTGGGAGTCTACT
CAGAAAGACAAGGGAAGCTACGAGTTTCCTTCAGCACCCACCATCTCAAAGGCTCCCGCATACCCCTACT
TGTGCCTTCCAACCTGAAGCGGAACGCTTTCTTGGACGTGGGCCATCGAACCATGACGTACGCCGGCTGC
CAAGGACTAACCGCACCGAAAGTTCAAATCTTGTTGGACAACCATACCGAAATGTGCTCAGAGAGGGTAC
TCTACACCGCACTATCCAGGGCCGTCGACCAGATCCATTTCATAAACACAGGCCCTAACTCCTCTGACTG
GTGGGCTAAGCTTGAGTCGACCCCCTACCTGAAGGCCTTCATTGACACCTACCGCGACGAACGCACTGAG



GCCCTGATTTCCGCACCCCGAGAACCCACACCCCCGCAGGTGCCCGCTCCTAAGACTCACTTTCCACCTG
CGCCAAAACACCTGTTAGAGCCTCTGGTTGCGTCACTCACGGACAAGGAGAGTAGGGAGCTATTCAACGA
AAACACCGGCATGAGCAACGCCATCCAAACGGAAGATCCAGTGGTGCAACTGTTTCAACATCAACAGGCA
AAGGACGAGACTCTCTACTGGGCCACCATTGAAGCTAGACTCTCCATCTCAACCCCTGAGGCCAATGTGA
AGGAATTCGCCTTGAAACGCGACGTCGGAGATGTGCTGTTCGCCAACTACGCAAAAATTATGCACCTGCC
AGATCAACCGGTGCCCTTCGACCCAAGAATGTGGGAGATCTCCGCCGCCGAGGTCAAGAATGTTTACCTC
AGCAAGCCTGTAGGGAACCTCGTCAACGCCGCCACTCGCCAAAGCCCAGACTTCCCCAGCGACAAGATCG
CACTGTTCCTGAAGTCCCAATGGGTCAAGAAGACAGAGAAGCTTGGGGTGTTAAAAGTGAAGCCCGGCCA
GACCATCGCCTCATTCATGCAAGAGACTGTCATGCTCTACGGGACCATGGCCCGCTACCTCAGGAAGATG
CGAGCTCGCTACCAGCCAGACAACATATTCATCAACTGCGAGAAAACGCCTGAGGACTTGAACGAGTTTG
TCAAGACTAGATGGAACTTCAATGTACAAGCCCACACCAATGATTTCACGGCTTTCGACCAGTCACAGGA
TGGCGCCATGCTACAGTTTGAAGTCCTGAAAGCTAAGTTCTTCAACGTTCCGGCCGACATCATCGAGGGT
TACATCACCATTAAGCTGAACGCCAATATCTTCCTCGGGACCCTAAGCATCATGCGGCTCTCCGGCGAAG
GCCCCACATTCGACGCCAACACCGAGTGTTCCATCGCCTACAATGCCACGAGGTTCCATTTGGACGACTC
GGTGGCCCAAGTGTACGCCGGAGACGATATGGCCTTGGACCACAAAGTGCCGGAAAAAGCTAGCTTCATA
CGGCTGCAACAGAAACTCAAGCTTACCTCCAAGCCACTCTACCCTACCCAGACTCCCGGGGACTACGCTG
AGTTCTGCGGTTGGTCATTCACACCCGACGGAATCATGAAAGCCAGCCTCAAGATGCACGCCAGCATTGA
ACTTCAGAAACGCATTAACAATTTCCATGAAAGCGCCCGCTCCTACGCGCTAGATCTGAAGTATGCTTAC
GACATGGGCGATTTACTCCACGACCATCTCACGGAAGCTGAAGCCGAATACCATGTCCAGTCGGTGCGCG
ACATGCACCTGGCTCATCAACAAGACGTACTCGTCAACGGCGCAGCTAGCCCCCCAACAAGCCCAGTACA
CAGTGGCTCACAAGCGCGCAGCAGTTTCGTCACTAAACTTGTCGGCAGTGCAAAGACCAAGGCCCGTAAT
GCCAGCAAGCGCCGTGCTAAGGTACGTGTGGTGGACCTCTCCACCGACACCTTCGCATAGCGGGGTTAAG
TTACCTTCGTTCTCGAAATGGCTGTACCTCTTCTTCACAAATTACTTCTCGAGAACGAATTTCAAAGGAC
AGCCACCCCCCTCTCCTACCCCATTATCATCTTCGGCACTGCAGGTTCTGGGAAAACAACCATCATTCGC
CTTCTTGCTGCCGCTTACCCCGACCTGCACTTCTCCAGCTTCCGACCTTGCCTCCTCCTTCCAAACACCC
GCCGTTCACAAGTTGCCGCCAACCCGCTCACGCCCACCGACGTCCTAGACGAATTTCTCGCTGGGCCGAA
CCCTGCTGTTTCCTTAGCCAAGTTCTGCGACCCCCTCCAATACAACTGCACTGATTTGCCGCTTCCGCAC
TACACTTCCAATCATACCTACCGGTTCTGCCCAGCCACCTGTGATCTCTTGAACCAGCTTTTCAGCACCA
CCCTTTCCTCTCGTCTGCCAACCGCCGCCTCGATCACTCGGCCCGACCCGTACTCACAAGACCCTTCTGG
GACCGTGGTCGCTCTCGAACAGGACCTGCTCGACATCCTTAAACAACACGGCGCCTTTCCCAAGAAACCA
GCAGAGCTAACCGGCCAGACCCTGCCCGCCGTCGCCTTCTACTGCTCTTCACTTCAAGACGCTTACGACG
CTGACCCGGCGGCCACCTTCATTGCCCTGACTCGCCATACCACCAAGTTGGAGATCTTCGAGTTAGATGC
CAGGCCTGACCCCACCGCCTAACCACGAGCACACTTTCCAGATTATCGCCATTGGCTTCCTATGTTGTGG
CATCATATACGCTTTGCGGACGAACCACGCGCTCCACACGGGAGACCAACAGCATTCTCTTCCCTTTGGT
GGCCATTACCAGGACGGCACGAAGCGAGTCATCTACAACTCACCGTCATACCCGAATGTCAGATGCTCCA
AGCTCTTGGCCCTGGCGGCGATCCTCGGGCTGTCAGCCTTTATCCTGGGCAATCAATGGTACTCTCGGCG
CTCTGTTACTCGTATTCATACTTGTGTGCATTGCTCCAACGTACCACCATCCCTGTAGAGTGGTCATTTC
CGGACACACTATTACAATCACCGATTGCCCGAATGCAGCTGAAATTCTGCGTGGTCTCGATGTCGCCCCC
TGGAACGGGGTTAAGTTTCCTCAATTGTGAAACTTTGAGAACTTTCCCTTTCAACATACCAGGGGAACCC
CACAAGCTGACATCGACGTATAAAATCCCGGTTTTAGAGCTAGAAATAGCAAGTTAAAATAAGGCTAGTC
CGTTATCAACTTGAAAAAGTGGCACCGAGTCGGTGCTAGGGTTTGTTAAGTTTCCCTTTTTACTCGAAAG
ATGGGTACCCCTCAAGCAGTCAACACCCCGGTCAACAACCCGCCCAGGCCGACCCCAGTTCTCCAGCGTC
CTCCAGCTAACTCTTCCGGTCCCAACCTCGCCGACCCAAACCGCGCACCTTCCATGGAAGACCTCGCCCA
GGTCAAATATGTGTCTTCCTCCTCCGCCGTCGCCACCCCGGCCCAAATCACCAAACTCGGCGAGTGGTTC
GTCAAAGTCGGCATCGAACCCAACTCCACTGGACCTGCCATGTGGGACCTCGCCCGCGCTTACGCTGACG
TGCAGGCTAGCCGTTCCGCCATGCTCACCGGAGCATCGGCTGCTGACCCCAACGTCTCAAGACAGTCCCT
CGCGAGACAACTTGACGCAGTCTTCCTCACCCCGAGACAATTCTGCATGTACTTCGCAAAAGTCGTGTGG
AACATCCTACTCACTACGCAAGTTCCTCCAGCTAGCTGGGCAAAACTCGGATACTCCTACGATTGCCGGT
TCGCCGCTTTCGACTTCTTCGACGGAGTGCTCAACCCAGCCGCCCTGGACCCAGCTGACGGCCTCGTCAG
GCAACCCAGCCCACGGGAAATCCAAGCTCACCAAGTTGCCAAGTCTGCCTCACTCGCTAGACAAAGAATC
TCCGAAGGCAACTTCGTCTCCAGCCTCTCCGATGTCACCCACGGTCGCATAGGCGGCATCAACTCCATGT
ACGCGATCGAAGCGCCACCCGAATTTTAATACTCCTTGCCCAACTTAAATAAGGAGGTGGTTTTCTACAG
TTTGTTTTCCACTTACGCCTTTCTAGCGTAAGTAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA
AAAAAAAAAAAAACGCTGAAATCACCAGTCTCTCTCTACAAATCTATCTCTCTCTATTTTCTCCATAAAT
AATGTGTGAGTAGTTTCCCGATAAGGGAAATTAGGGTTCTTATAGGGTTTCGCTCATGTGTTGAGCATAT
AAGAAACCCTTAGTATGTATTTGTATTTGTAAAATACTTCTATCAATAAAATTTCTAATTCCTAAAACCA
AAATCCAGGTCAGGAGACGGGACAAGGATGCGAGCTAGCCTGCAGGAATTGTTGATTTTGTGATGACTGA

TCATTTTTATTGTCTAAATTTCTGTATTTGTTTGTTTGTTCGGTTG
TAAATTTTTTTGGAAGAACAAGAAAAGAAAAAACACCCGTTAGGGTGTTTTTAGTTAGTGTGGCGCGCCG
ACTTGCGACATGCGGTCCTTTGCAATCAACTATTAGAAAAATTCATCCAGCATCAGATGAAATTGCAGTT
TGTTCATATCCGGATTATCAATGCCATATTTCTGAAACAGACGTTTTTGCAGGCTCGGGCTAAATTCGCC



CAGGCAGTTCCACAGAATGGCCAGATCCTGATAACGATCCGCAATGCCCACACGGCCCACATCAATGCAG
CCAATCAGTTTGCCTTCATCGAAAATCAGGTTATCCAGGCTAAAATCGCCGTGGGTCACCACGCTATCCG
GGCTAAACGGCAGCAGTTTATGCATTTCTTTCCACACCTGTTCCACCGGCCAGCCGTTACGTTCATCATC
AAAATCGCTCGCATCCACCAGGCCGTTGTTCATACGGCTCTGCGCCTGGGCCAGACGAAACACACGATCG
CTGTTAAACGGGCAGTTGCACACCGGAATGCTATGCAGACGACGCAGAAACACGGCCAGCGCATCCACAA
TGTTTTCGCCGCTATCCGGATATTCTTCCAGCACCTGAAACGCGGTTTTGCCCGGAATCGCGGTGGTCAG
CAGCCACGCATCATCCGGGGTGCGAATAAAATGTTTAATGGTCGGCAGCGGCATAAATTCGGTCAGCCAG
TTCAGACGCACCATTTCATCGGTCACATCGTTCGCCACGCTGCCTTTGCCATGTTTCAGAAACAGTTCCG
GCGCATCCGGTTTGCCATACAGACGATAAATGGTCGCGCCGCTCTGACCCACGTTATCACGCGCCCATTT
ATAGCCATACAGATCCGCATCCATGTTGCTGTTCAGACGCGGACGGCTACAGCTCGTTTCACGCTGAATA
TGGCTCATAACACCCCTTGTATTACTGTTTATGTAAGCAGACAGTTTTATTGTTCATGATGATATATTTT
TATCTTGTGCAATGTAACATCAGAGATTTTGAGACACAAGATCGGATTGGCGGTTATGCGGTTCTACCGG
CGCGGCAGCGTTACCCGTGTCGGCGGCTCCAACGGCTCGCCATCGTCCAGAAAACACGGCTCATCGGGCA
TCGGCAGGCGCTGCTGCCCGCGCCGTTCCCATTCCTCCGTTTCGGTCAAGGCTGGCAGGTCTGGTTCCAT
GCCCGGAATGCCGGGCTGGCTGGGCGGCTCCTCGCCGGGGCCGGTCGGTAGTTGCTGCTCGCCCGGATAC
AGGGTCGGGATGCGGCGCAGGTCGCCATGCCCCAACAGCGATTCGTCCTGGTCGTCGTGATCAACCACCA
CGGCGGCACTGAACACCGACAGGCGCAACTGGTCGCGGGGCTGGCCCCACGCCACGCGGTCATTGACCAC
GTAGGCCGACACGGTGCCGGGGCCGTTGAGCTTCACGACGGAGATCCAGCGCTCGGCCACCAAGTCCTTG
ACTGCGTATTGGACCGTCCGCAAAGAACGTCCGATGAGCTTGGAAAGTGTCTTCTGGCTGACCACCACGG
CGTTCTGGTGGCCCATCTGCGCCACGAGGTGATGCAGCAGCATTGCCGCCGTGGGTTTCCTCGCAATAAG
CCCGGCCCACGCCTCATGCGCTTTGCGTTCCGTTTGCACCCAGTGACCGGGCTTGTTCTTGGCTTGAATG
CCGATTTCTCTGGACTGCGTGGCCATGCTTATCTCCATGCGGTAGGGGTGCCGCACGGTTGCGGCACCAT
GCGCAATCAGCTGCAACTTTTCGGCAGCGCGACAACAATTATGCGTTGCGTAAAAGTGGCAGTCAATTAC
AGATTTTCTTTAACCTACGCAATGAGCTATTGCGGGGGGTGCCGCAATGAGCTGTTGCGTACCCCCCTTT
TTTAAGTTGTTGATTTTTAAGTCTTTCGCATTTCGCCCTATATCTAGTTCTTTGGTGCCCAAAGAAGGGC
ACCCCTGCGGGGTTCCCCCACGCCTTCGGCGCGGCTCCCCCTCCGGCAAAAAGTGGCCCCTCCGGGGLTT
GTTGATCGACTGCGCGGCCTTCGGCCTTGCCCAAGGTGGCGCTGCCCCCTTGGAACCCCCGCACTCGCCG
CCGTGAGGCTCGGGGGGCAGGCGGGCGGGCTTCGCCCTTCGACTGCCCCCACTCGCATAGGCTTGGGTCG
TTCCAGGCGCGTCAAGGCCAAGCCGCTGCGCGGTCGCTGCGCGAGCCTTGACCCGCCTTCCACTTGGTGT
CCAACCGGCAAGCGAAGCGCGCAGGCCGCAGGCCGGAGGCTTTTCCCCAGAGAAAATTAAAAAAATTGAT
GGGGCAAGGCCGCAGGCCGCGCAGTTGGAGCCGGTGGGTATGTGGTCGAAGGCTGGGTAGCCGGTGGGCA
ATCCCTGTGGTCAAGCTCGTGGGCAGGCGCAGCCTGTCCATCAGCTTGTCCAGCAGGGTTGTCCACGGGC
CGAGCGAAGCGAGCCAGCCGGTGGCCGCTCGCGGCCATCGTCCACATATCCACGGGCTGGCAAGGGAGCG
CAGCGACCGCGCAGGGCGAAGCCCGGAGAGCAAGCCCGTAGGGGGCCATCATCAGTTCGGTGGTCTTCCG
ACGAACAATAAGGCCGCAAATCGCGGCCTTTTTTATTGATAACAAAACCGGCTCAGTTCTGCGTAGAAAC
CAACATGCAAGCTCCACCGGGTGCAAAGCGGCAGCGGCGGCAGGATATATTCAATTGTAAATGGCTTCAT
GTCCGGGAAATCTACTGGTGGCAGGATATATTGTGGTGTAAACAATGGAGAAAAAGATTAATTAAGTACT
AGTAGCCTGGTCGAAACCGTCTCA

Secuencia del plasmido pLBLeVX-sgRNA construido. Promotor (inicio de
transcripcion sobre fondo amarillo) y terminador (sitio de procesamiento y
poliadenilacion subrayado) 35S del CaMV en rojo y fucsia, respectivamente. Cola
poliA (50 nt). sgRNA subrayado en gris, con el crRNA en negrita. Doble LB y BB
sobre fondos amarillo y rojo, respectivamente. Resistencia a kanamicina (50
pg/ml) y origen pBBR1 con numero de copias medio.



