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Resumen y palabras clave 1

l.- RESUMEN

La familia CUPULIFORMIS (CP) incluye cinco genes, dos de los cuales,
INCURVATA11 (ICU11) y CP2, codifican componentes de la maquinaria epigenética de
Arabidopsis y son desigualmente redundantes. En este Trabajo de Fin de Grado (TFG) hemos
continuado intentos anteriores de establecer si CP3, CP4 y CP5 presentan redundancia
funcional, entre si y/o con ICU11 y CP2. Aunque se habian generado previamente cuadruples
mutantes icull-5 cp3-1 cp4-5 cp5-1y cp2-3 cp3-1 cp4d-5 cp5-1, los alelos cp3-1 y 4-5 podrian
no ser nulos. Ademas, CP4 y CP5 estan ligados, lo que dificulta la obtencién de dobles
mutantes cp4 cp5 mediante cruzamientos, por lo que, previamente al inicio de este TFG se
disefiaron dos ARN guia para mutagenizar CP4 mediante la tecnologia CRISPR/Cas9. Hemos
obtenidos triples mutantes cp2-1 cp3-2 cp5-1, cp2-1 cp3-2 cp5-2 y cp2-3 cp3-2 cp5-2 y hemos
generado una construccion de CRISPR/Cas9 para mutagenizar CP4 y la hemos empleado
para transformar células de Agrobacterium tumefaciens.

Palabras clave: Arabidopsis, CUPULIFORMIS, CRISPR/Cas9, GoldenBraid

The CUPULIFORMIS (CP) family includes five genes, two of which, INCURVATA11
(ICU11) and CP2, encode components of the epigenetic machinery of Arabidopsis and are
unequally redundant. In this End of Degree Thesis (TFG), we have continued previous
attempts to determine whether CP3, CP4, and CP5 exhibit functional redundancy, either
among themselves and/or with ICU11 and CP2. Although quadruple mutants icull 5 cp3-1
cp4-5 cp5-1 and cp2-3 cp3-1 cp4d-5 cp5-1 had been previously generated, the cp3-1 and 4-5
alleles may not be null. Additionally, CP4 and CP5 are linked, which complicates obtaining cp4
cp5 double mutants through crossings. Therefore, prior to the start of this TFG, two guide
RNAs were designed to mutagenize CP4 using CRISPR/Cas9 technology. We have obtained
triple mutants: cp2-1 cp3-2 cp5-1, cp2-1 cp3-2 cp5-2, and cp2-3 cp3-2 cp5-2 and we have
generated a CRISPR/Cas9 construct to mutagenize CP4 and used it to transform
Agrobacterium tumefaciens cells.

Keywords: Arabidopsis, CUPULIFORMIS, CRISPR, GoldenBraid
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Il.- INTRODUCCION
II.1.- Control epigenético del desarrollo en Arabidopsis

El desarrollo postembrionario de las plantas es un proceso continuo y especificado por
los meristemos; en los animales, por el contrario, se da una especificacion fundamentalmente
embrionaria de los érganos y tejidos (Pikaard y Mittelsten Scheid, 2014). La maquinaria
epigenética de las plantas regula la expresion de muchos genes de forma reversible y
heredable mitéticamente, sin alterar la secuencia del ADN y en respuesta a factores
ambientales, contribuyendo asi a la adaptacién a los cambios en el ambiente (Yamamuro et
al., 2016). Arabidopsis thaliana (en adelante, Arabidopsis) es la planta modelo mas empleada
para la biologia vegetal aplicada, la innovacién agrondmica y la biotecnologia (Yaschenko et
al., 2024) y cuenta con mas de 130 reguladores epigenéticos, que incluyen enzimas
implicadas en la modificacion quimica del ADN vy las histonas (Pikaard y Mittelsten Scheid,
2014), que juegan papeles centrales en la funcion meristematica.

Arabidopsis es una planta anual, cuya reproduccién requiere una adecuada regulacion
de los genes que inducen la floracion, que depende de factores ambientales como la duracién
del dia (el fotoperiodo) y una exposicion prolongada al frio invernal (la vernalizacién) (Ibrar et
al., 2023). Por ejemplo, el gen inductor de la floracion FLOWERING LOCUS T (FT) se expresa
en condiciones de dia largo (Adrian et al., 2010) y es reprimido por FLOWERING LOCUS C
(FLC), cuya expresion se reduce tras la vernalizacion (Goodrich et al., 1997; Kim y Sung,
2014). FT y FLC estan regulados por marcas epigenéticas activadoras, como la trimetilacién
de la lisina 36 de la histona H3 (H3K36me3), y represoras, como la H3K27me3 (Shafiq et al.,
2014), que es depositada por el Polycomb Repressive Complex 2 (PRC2). Las marcas
H3K36me3 y H3K27me3 son antagonistas: cuando esta presente la primera, el PRC2 no
deposita la segunda (Yang et al., 2014). Durante la vernalizacién, el PCR2 deposita la marca
H3K27me3 en un segmento de la cromatina de FLC, conocida como region de nucleacion,
qgue con la llegada de las temperaturas primaverales, se extiende por la cromatina de FLC,

silenciandolo de manera estable (Costa y Dean, 2019).

Il.2.- Las dioxigenasas dependientes de 2-oxoglutarato y Fe?*

La superfamilia de las dioxigenasas dependientes de 2-oxoglutarato y Fe?* (20GD) es
la segunda mas numerosa del reino vegetal. Esta compuesta por enzimas oxidativas que
carecen de grupo hemo y que se localizan en Arabidopsis en el citoplasma, el ndcleo y los
cloroplastos (Kawai et al., 2014). Las 20GD requieren 2-oxoglutarato (20G) y oxigeno
molecular como cosustratos, y Fe?* como cofactor, para catalizar diferentes reacciones

oxidativas como la hidroxilacion, la desmetilacion, la desaturacion, el cierre y la apertura de
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anillos, la epimerizacion, determinados reordenamientos y la halogenacion (Farrow y Facchini,
2014). Esta superfamilia incluye cuatro clases de proteinas, denominadas DOXA, DOXB,
DOXC y JMJ (con el dominio JumonjiC) (Kawai et al., 2014; Nadi et al., 2018). Las DOXA
participan en la reparacion del ADN mediante desmetilacion oxidativa de &cido nucleicos e
histonas. Las DOXB, que contienen el dominio prolil-4-hidroxilasa (P4Hc, una subclase del
dominio 20GD) (Kawai et al., 2014), participan en la modificacion postraduccional de los
residuos de prolina de algunas proteinas de la pared celular y fitohormonas peptidicas. Las
DOXC estan implicadas en el metabolismo de las giberelinas, los flavonoides, el etileno y la
auxina (Kawai et al., 2014). Se ha demostrado que algunas JMJ son desmetilasas de histonas
y que algunas de ellas participan en la regulacién del momento del alzado (Accari y Fisher,
2015).

[1.3.- Duplicacion génicay redundancia funcional

Se dice que dos genes son funcionalmente redundantes cuando codifican proteinas
capaces de ejecutar la misma funcién. La redundancia funcional es relativamente frecuente
entre genes paralogos, cuyo origen es una duplicaciéon génica (Figura 1, en la pagina 4).
Aunqgue se asume que han sido muchas las duplicaciones génicas que han ocurrido a lo largo
de la evolucion de los seres vivos, han sido también muchos los casos en los que uno de los
dos genes duplicados se ha perdido o pseudogenizado (Panchy et al., 2016). En algunos
casos, sin embargo, tras la duplicacién ocurre una hipofuncionalizacion: uno o ambos genes
duplicados sufren mutaciones que reducen su funcién, o uno de los dos adquiere una funcion
antagonista (antimorfa) de la del otro, lo que conlleva que ambos sean necesarios para
mantener el nivel de funcién conjunto por encima de un determinado umbral. También puede
ocurrir que uno de los dos genes duplicados mute y adquiera una funcién nueva, diferente de
la de su paralogo y de la del gen ancestral del que ambos proceden (neofuncionalizacién), o
gue ambos experimenten mutaciones, de modo que cada uno de los genes duplicados asuma
solo una parte de la funcién del gen parental (subfuncionalizacion; Lynch y Force, 2000).

La redundancia funcional entre paralogos puede ser completa o parcial, siendo en
algunos casos desigual. En una redundancia desigual, la pérdida de funcion de uno de los
genes tiene un efecto fenotipico mayor que la de su paralogo. La redundancia desigual
también puede darse entre mas de dos genes (Briggs et al., 2006). La existencia de
redundancia funcional puede dificultar el andlisis de la funcién de las familias génicas,

haciendo imprescindible obtener mutantes multiples (Hu et al., 2023).
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Umbral (funcién)

—

1 Duplicacién

Neofuncionalizacién : |

Subfuncionalizacién

— i R —

Figura 1.- Posibles destinos de los paralogos generados por una duplicacion génica. (A) La duplicacién
puede rendir dos genes paralogos igualmente funcionales, que inicialmente conlleva un incremento en
el nivel de los productos —y, en consecuencia, de la funcién— del gen ancestral. (B, C) Uno de los
paralogos puede perder su funcién ancestral (B) totalmente (pseudogenizacién), o (C) parcialmente
(hipofuncionalizacion); este ultimo fenémeno puede afectar aambos paralogos. (D, E) Un gen duplicado
también puede adquirir una funcién que (D) interfiera la ancestral (antimorfa) o (E) sea nueva,
(neofuncionalizacidn). (F) Los dos genes pardlogos también pueden asumir dos partes distintas de la
funcidn ancestral (subfuncionalizacion).

I1.4.- La tecnologia CRISPR/Cas

Las mutagénesis dirigidas permiten inducir mutaciones en posiciones especificas de
genes concretos, a fin de analizar sus efectos fenotipicos y deducir de estos ultimos la
naturaleza de la funcion de los genes mutados. En las dltimas décadas ha adquirido una
especial relevancia la tecnologia de mutagénesis dirigida denominada CRISPR/Cas, basada
en un sistema de defensa adaptativo bacteriano frente a virus y pladsmidos. Las Clustered
Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats (CRISPR) son secuencias palindrémicas
enddgenas de una bacteria y fragmentos de la secuencia del genoma de un de virus
(Lammoglia-Cobo et al., 2016). Fueron descubiertas en las arqueas Haloferax volcanii y

Haloferax mediterranei (Mojica et al., 2000). Las CRISPR actian como guias para las
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endonucleasas Cas9, que producen cortes endonucleoliticos en las dos cadenas de los
segmentos de ADN viral incorporados al genoma bacteriano (Deltcheva et al., 2011; Shah et
al., 2013; Makarova et al., 2015).

El desarrollo de la tecnologia CRISPR/Cas, basada en el sistema de defensa
mencionado en el parrafo anterior, fue el motivo de la concesién del premio Nobel de Quimica
a las investigadoras J. A. Doudna y E. Charpentier en 2020. En esta tecnologia se emplea un
ARN guia (gJARN) de 20 pb, que conduce a la Cas9 a las secuencias de ADN de interés y
genera rupturas cuya reparacion induce mutaciones en cualquier punto concreto del genoma
(Jinek et al., 2012). Esta tecnologia se ha diversificado mucho y se emplea en numerosos
ambitos como la terapia génica, el desarrollo de nuevas moléculas bioactivas, el control de
enfermedades infecciosas, la biologia sintética, la mejora genética de cultivos, ganado y

alimentos o la produccion de biocombustibles (Nidhi et al., 2021).

I1.5.- Obtencion de construcciones para el analisis funcional de genes mediante
la tecnologia GoldenBraid2.0
[1.5.1.- Transferencia de genes en Arabidopsis

El método de transferencia de transgenes mas habitual en Arabidopsis es la
transformacién mediante infiltracion con Agrobacterium tumefaciens. Esta bacteria saprofita
integra de manera estable un segmento de uno de sus plasmidos (pTi) denominado ADN-T
en el genoma de las células a las que infecta). Las secuencias del ADN-T que son cruciales
para su integracion en el genoma de la célula infectada se denominan borde izquierdo (LB,
por left border) y derecho (RB, por right border) (Bourras et al., 2015).

Para la transferencia génica mediada por Agrobacterium tumefaciens se usan
plasmidos pTi modificados, que pueden incorporar insertos de diferentes tamafios,
flanqueados por las secuencias LB y RB del ADN-T. Para la transformacion de Arabidopsis,
el gen de interés es clonado en un pladsmido en Escherichia coli y posteriormente transferido
a Agrobacterium tumefaciens (Walkerpeach y Velten, 1994). Finalmente, se realiza una
infiltracion floral de Arabidopsis con las células de Agrobacterium tumefaciens portadoras de
la construccion de interés. Los transgenes que contiene el ADN-T, tras integrarse en el
genoma de Arabidopsis, suelen expresarse de manera estable, aunque en ocasiones se

silencian (Clough y Bent, 2008).
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[1.5.2.- El sistema GoldenBraid2.0

El sistema GoldenBraid2.0 (https://gbcloning.upv.es/) genera construcciones
multigénicas mediante el ensamblaje de varias moléculas de ADN en un orden
predeterminado y su clonacion en vectores plasmidicos (Figura 2, en la pagina 7). Esta
basado en la tecnologia Golden Gate, que utiliza endonucleasas de restriccién de tipo IIS,
como BsmBI y Bsal, que cortan el ADN a una distancia de hasta 20 pb de su diana. Se
emplean en este sistema las mismas secuencias adyacentes a la diana en distintos vectores
para generar extremos complementarios de 4 nt, denominados prefijo y sufijo, que pueden en
consecuencia ser ligados covalentemente por la ligasa de T4 (Sarrion-Perdigones et al.,
2013).

La primera etapa de la clonacién GoldenBraid es la asi denominada domesticacion de
la molécula de ADN de interés, para su posterior ensamblaje, clonacion y expresion. Mediante
los vectores de entrada o pladsmidos domesticadores universales (pUDP2), se obtienen
insertos flanqueados por las secuencias del prefijo y el sufijo, que permiten su posterior
ensamblaje en el vector de destino especifico de GoldenBraid (pDGB). Cada vector pDGB
contiene el gen LacZ flanqueado por dos dianas de restriccién, para propiciar la seleccion de
las colonias que han incorporado el inserto (apartado 1V.10.4, en la pagina 22). Los plasmidos
pDGB pueden ser de dos tipos, alfa y omega, que se diferencian en la posicion relativa de las
dianas de Bsal y BsmBI, a fin de que dos insertos de vectores del mismo tipo se puedan clonar
en un vector del otro tipo; esto es que, insertos que se encuentran en dos vectores alfas se
puedan introduzcir en un vector omega y viceversa, lo que se conoce como ensamblaje
bipartito (Sarrion-Perdigones et al., 2013).

El sistema GoldenBraid2.0 permite el ensamblaje de varios insertos en un pDGB para
formar un solo transcrito primario policistrénico con dos o0 mas ARNg de CRISPR/Cas9. El
posterior procesamiento de este transcrito por las ribonucleasas de ARN transferente (ARNTt)
enddgenas de Arabidopsis (la RNasa P yla RNasa Z) escinde los ARNt y rinde ARNg maduros
(Vazquez-Vilar et al., 2016).
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Figura 2.- Obtencion de construcciones multigénicas mediante el sistema GoldenBraid2.0. (A) La
digestion con Bsal genera extremos cohesivos que permiten el ensamblaje multipartito. La diana de Bsal
se indica en rojo. (B) Vectores pUPD2 con insertos distintos (Parte 1 y Parte 2). Las flechas azul y
naranja representan las dianas de Bsal y BsmBI, respectivamente, cuyas puntas indican la posicién del
sitio de corte endonucleolitico respecto a la diana. En esta parte de la figura y en las siguientes, los
circulos representan los marcadores de resistencia a antibidticos (C, a cloranfenicol; S, a
espectinomicina; K, a kanamicina) (C, D) Vectores vacios (sin inserto) (C) pDGB_omega y (D)
pDGB_alpha. (E) Producto de la subclonacién simultnea de los insertos representados en (B) en un
vector pDGB_alpha, tras su digestion con Bsal y ligacion con la ligasa T4. Los extremos cohesivos
resultantes de la restriccion con Bsal se destacan en rojo, naranja y amarillo, y se rotulan como 1, 2 y 3,
respectivamente; los de BsmBI, en azul y verde, y como A 'y B. Los rectangulos grises representan los
insertos denominados Parte 1 y Parte 2 en (B). (F) Un ARNt de Arabidopsis. Se indican sus sitios de
corte endonucleolitico por la RNasa P y la RNasa Z. (G) Estructura de una unidad de transcripcion
policistronica, en la que se repite la secuencia que codifica un ARNt de Arabidopsis, intercalada con las
de varios ARNg distintos (ARNgl, ARNg2...). El procesamiento del transcrito primario del gen por la
RNasa P y la RNasa Z libera los ARNt, generando ARNg maduros. Los sitios de corte de la RNasa P y
la RNasa Z se representan mediante tridngulos verdes y naranjas, respectivamente. Los ARNg maduros
son reconocidos por la endonucleasa Cas9 (circulos naranjas). Modificada a partir de Xie et al. (2015)
y Valdés Penalva (2021), quien a su vez se inspir0 en Sarrion-Perdigones et al. (2013) Imagen obtenida
con Biorender (https://www.biorender.com/).
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[Il.- ANTECEDENTES Y OBJETIVOS

Antes del comienzo de este Trabajo de Fin de Grado (en adelante, TFG), se identificd
en el laboratorio de José Luis Micol el gen INCURVATAL1 (ICU11), miembro fundador de la
familia CUPULIFORMIS (CP), a la que también pertenecen cuatro de sus paralogos: CP2,
CP3, CP4 y CP5 (Mateo-Bonmati et al., 2018). Las proteinas de la familia CP forman parte de
la superfamilia de las 20GD y comparten un dominio P4Hc. ICU11 y CP2 interaccionan con
componentes del Polycomb Repressive Complex 2 (PRC2) y con algunas de sus proteinas
accesorias como TELOMERE REPEAT BINDING FACTOR 1 (TRB1), TRB2 y TRB3. ICU11
es una presunta desmetilasa de la marca activadora H3K36me3, que permite que el PRC2
pueda depositar la marca represora H3K27me3 (Mateo-Bonmati et al., 2018, Bloomer et al.,
2020).

ICU11 y CP2 presentan redundancia funcional desigual: el fenotipo de los mutantes
cp2 es indistinguible del silvestre y el de los icull es relativamente débil (muestran hojas
hiponasticas y floracién temprana), pero el de los dobles mutantes icull cp2 es sinérgico y
muy severo: forman flores embrionarias letales inmediatamente después de la germinacion
(Mateo-Bonmati et al., 2018). Para analizar la posible redundancia funcional entre ICU11 y
CP2 y sus paralogos CP3, CP4 y CP5, se obtuvieron cuadruples mutantes icull-5 cp3-1 cp4-
5 cp5-1y cp2-3 cp3-1 cp4-5 cp5-1 que resultaron fenotipicamente indistinguibles de icull-5
y cp2-3, respectivamente. Sin embargo, los alelos cp3-1 y cp4-5 parecen no ser nulos.
Ademas, CP4 y CP5 estan ligados, lo que dificulta la obtencién de dobles mutantes cp4 cp5
mediante cruzamientos, dada la extremadamente baja frecuencia de recombinacion que
puede ocurrir entre ellos, por lo que se considerd necesario mutagenizar uno de estos dos
genes en una estirpe portadora de un alelo mutante del otro. Por tanto, antes del comienzo
de este TFG se disefiaron dos ARNg para editar mediante CRISPR el dominio P4Hc de CP4.

El principal objetivo definido para este TFG fue generar cuddruples mutantes nulos
icull cp3 cp4 cp5y cp2 cp3 cp4 cp5 para establecer si CP3, CP4 y CP5 son funcionalmente
redundantes con ICU11 y CP2. Nuestros objetivos especificos fueron (1) obtener triples
mutantes de los alelos nulos icull-5, cp3-2 y cp5-1 0 cp5-2 0 ¢p2-3, cp3-2 y cp5-1 0 cp5-2'y
triples mutantes del alelo hipomorfo cp2-1 con cp3-2 y cp5-1 o cp5-2, (2) generar una
construccién con el sistema GoldenBraid2.0 para editar CP4 mediante CRISPR, y (3)
mutagenizar los triples mutantes con la construccion de CRISPR para inactivar CP4 y

seleccionar y analizar los correspondientes transformantes.
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IV.- MATERIALES Y METODOS
IV.1.- Pautas que se han seguido para laredaccion de esta memoria

Para la redaccion de esta memoria se han seguido las pautas definidas en varias Tesis
doctorales previas (Ponce Molet, 1996; Berna Amorés, 1997; Robles Ramos, 1999; Candela
Antén, 2001; Pérez Pérez, 2003; Aguilera Diaz, 2009; Sarmiento Mafus, 2011; Ferrandez
Ayela, 2012), Trabajos de Fin de Master (Ortega Menaches, 2020) y de Grado (Pomares Bri,
2020; Valdés Penalva, 2021; Melo Medina, 2022), realizados en los laboratorios de J.L. Micol
y M.R. Ponce. En este apartado de Materiales y métodos se reproducen literalmente algunos

parrafos procedentes de dichos trabajos anteriores.

IV.2.- Abreviaturas, acronimos y formulas quimicas

Se han seguido las normas de la International Union of Pure and Applied Chemistry
(IUPAC) en lo referente a la formulacion quimica y las denominaciones de los compuestos
empleados en este trabajo. No obstante, se ha preferido usar los acrénimos castellanizados
ADN y ARN —de uso comun en los medios de comunicacién espafioles—, en lugar de los
recomendados por la IUPAC, DNA y RNA, para los acidos desoxirribonucleico y ribonucleico,
respectivamente. Esta eleccién no esta basada en ningln argumento que se considere
incontestable; ambas opciones son aceptadas por el Diccionario de la lengua espafiola
(vigesimotercera edicién, 2014) de la Real Academia Espafiola (RAE). En esta memoria se
usan abreviaturas y acronimos que se definen la primera vez que aparecen en el texto.
Ademas, se han utilizado las abreviaturas de la Tabla 1, correspondientes en su mayoria a

las unidades de medida empleadas, que son las del Sistema Internacional.

Tabla 1.- Abreviaturas empleadas en este trabajo

cm: centimetros M: molar. v/v: volumen/volumen.
g: aceleracion de la gravedad. min: minutos. V: voltios.

g: gramos. ml: mililitros. pl: microlitros.

h: horas. mm: milimetros. pMM: micromolar.

kb: kilobases. mM: milimolar. m/v: masa/volumen.

I: litros. pb: pares de bases. s: segundos.

IV.3.- Gramatica y terminologia

Tal como recomienda la RAE en su Ortografia de la lengua espafiola (2010), en esta
memoria no se realiza el plural de las siglas afiadiendo al final una s minuscula: se escribe “el
ARN” y también “los ARN”. Se emplean aqui algunos extranjerismos de uso comdn que

carecen de una traduccion al espafiol generalmente aceptada, como eppendorf. El caracter
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fordneo de estas palabras se ha destacado en cursiva. No se han traducido al espafiol muchos
de los nombres de genes y proteinas que se mencionan en esta memaoria; en estos casos

solo se ha usado la cursiva para los nombres de los genes.

IV.4.- Nomenclatura genética

La nomenclatura que se aplica en esta memoria a genes, mutaciones y fenotipos se
atiene estrictamente a las pautas propuestas para Arabidopsis por Meinke y Koornneef (1997),
cuya version mas reciente puede encontrarse en http://www.arabidopsis.org. Los alelos de un
gen se indican con abreviaturas en cursiva, empleandose las mayusculas para el silvestre y
las mindsculas para los mutantes. Las proteinas se indican en tipografia normal, con
mayusculas. Si existen diferentes genes que han recibido la misma denominacion, se les
distingue afadiendo un numero al grupo de dos, tres o cuatro letras que les denota. Los
diferentes alelos mutantes de un gen reciben un distintivo numérico, separado por un guion
del identificador del gen. Sirva como ejemplo de lo anterior gue hemos estudiado el mutante
incurvatall-5 (icull-5), portador del alelo icull-5 del gen INCURVATALl (ICU11), cuyo
producto es la proteina INCURVATA11 (ICU11).

No existe una nomenclatura de aceptacién general para los genotipos de Arabidopsis.
Hemos empleado la expresion linea (también planta, individuo, semilla, plantula o cualquier
organo) icull-5 para referirnos a cualquier homocigoto para esta mutacion. Salvo que se
indique lo contrario, las plantas que se describen en este trabajo son homocigéticas para las

mutaciones que se mencionan en cada caso.

IV.5.- Estirpes empleadas en este trabajo
IV.5.1.- Estirpes de Arabidopsis

Hemos empleado las estirpes silvestres y mutantes de Arabidopsis thaliana (L.) Heynh.
que se recogen en la Tabla 2 (en la pagina 11). Sus semillas se conservaron en tubos

eppendorf a 4°C.

IV.5.2.- Estirpes bacterianas

Las estirpes de microorganismos usadas en este trabajo son Escherichia coli DH5a y
Agrobacterium tumefaciens C58C1. Para su conservacion a —80°C, se realizaron cultivos en
medio liquido, en presencia de los antibiéticos necesarios (apartado 1V.7.2.3, en la pagina 16),
y se tomaron a continuacién 500 ul de cada uno de ellos en un tubo eppendorf, que se
mezclaron mediante agitacion en un vortex con 500 ul de glicerol al 30% esterilizado en

autoclave, para congelarlos finalmente por inmersion en nitrégeno liquido.
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Tabla 2.- Estirpes de Arabidopsis usadas en este trabajo

Mutante Cabdigo del NASC Mutageno y mutacion Gen mutado Origen
icull-5 - CRISPR (insercion) At1g22950 1
cp2-1 N861581 ADN-T enla UTR 5’ At3g18210 2
cp2-3 N826626 ADN-T en el primer intrén At3g18210 2
cp3-2 N579470 ADN-T en el quinto exén At5g43660 2
cp5-1 N541749 ADN-T en el quinto exén Atlg48740 2
cp5-2 N579655 ADN-T en el tercer exén At1g48700 2

Obtenida en el laboratorio de J.L. Micol mediante CRISPR/Cas9 (Meinke y Koornneef, 1997; Nadi et
al., 2023). 2Obtenida inicialmente del NASC y replicada varias veces por autofecundacion en el
laboratorio de J.L. Micol.

IV.6.- Cultivos
IV.6.1.- Condiciones de cultivo de Arabidopsis

Los cultivos de Arabidopsis se realizaron a partir de semillas que habian sido
previamente conservadas a 4°C durante al menos un dia. Los cultivos se llevaron a cabo en

placa de Petri o en maceta.

IV.6.1.1.- Cultivo en placa de Petri

La mayoria de los cultivos se iniciaron en placas de Petri de 14 cm de diametro, que
contenian unos 100 ml de medio sélido GM (apartado 1V.7.1.2, en la pagina 15). La siembra
de las semillas de Arabidopsis se llevd a cabo tras su esterilizaciébn por inmersion con
agitacion, durante 8 min, en una disolucién acuosa del 40% en lejia comercial (NaClO al 4-5%
m/v) y 2 ml/l de Triton X-100 al 1% v/v, realizando a continuacion tres lavados sucesivos con
agua estéril.

La siembra en placas de Petri se realiz6 con material estéril, en cabinas de flujo laminar
horizontal Telstar BH-100 o MH-100. Se sembraron 60 semillas por placa de Petri,
espaciandolas regularmente sobre la superficie del medio con la ayuda de una pipeta Pasteur
y una plantilla dispuesta bajo la placa. Tras su siembra, las placas fueron precintadas con
esparadrapo quirargico Micropore Scotch 3M, que constituye una barrera efectiva para
cualquier particula en aerosol sin impedir el intercambio de gases.

Las placas de Petri con las semillas se estratificaron durante 24 h en posicion invertida,
a 4°Cy en la oscuridad, con el fin de sincronizar su germinacion, tras lo que fueron cultivadas
a 20 + 1°C y 50-60% de humedad relativa, bajo iluminacién continua de unos 75 pmol/s-m?de
luz blanca, suministrada por tubos fluorescentes Sylvania Standard F20W/133-RS Cool White
o0 tubos led ToLEDo T8 10 W 4000 K Cool White en camaras de cultivo Conviron TC16.
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Las plantas de interés, cuyo cultivo se habia iniciado mediante siembra en placa de
Petri, fueron posteriormente trasplantadas a macetas, en las que completaron su ciclo de vida

en las condiciones que se detallan en el apartado siguiente.

IV.6.1.2.- Cultivo en maceta

Los cultivos en maceta se efectuaron en bandejas de plastico de 28 x 50 cm, con 42
alveolos, cada uno de ellos de 5 x 5 cm (diametro x altura), introducidas en cubetas de unos
7 cm de profundidad. Se introdujo en cada alveolo, previamente a su rellenado con el sustrato,
una maceta de rejilla de 5 x 5 cm (diametro x altura). Las macetas de rejilla impiden que el
sustrato se adhiera al alveolo, facilitando la extracciéon de las plantas para la realizacion de
cruzamientos o la recoleccion de semillas. Se emple6 como sustrato una mezcla de perlita
(granulometria de 1 a 3 mm; 105-125 kg/m?3), vermiculita (granulometria de 1 a 3 mm; 80-100
kg/m?) y turba no fertilizada (turba rubia de musgo Sphagnum, de estructura gruesa; Grobmull
Neuhaus), en una proporcién volumétrica 2:2:1. Cada alveolo se desting al cultivo de una sola
planta, que en la mayoria de los casos fue trasplantada, con pinzas, desde la placa de Petri
en la que habia permanecido durante las primeras tres semanas de su ciclo de vida.

Las plantas recién trasplantadas permanecieron durante 6 dias cubiertas con un
plastico transparente, en el que se realizaron algunos agujeros para reducir la condensacion
de agua. Cuando se manifestd el alzado y la elongacién de los entrenudos al término de la
etapa vegetativa, se aislé a las plantas trasplantadas enfundandolas con cilindros de plastico
transparente, denominados aracones (aracons; Beta Tech), que impiden el contacto entre
individuos adyacentes y facilitan la recoleccién de las semillas.

Los cultivos en maceta se mantuvieron en una camara climatica visitable, a 20 + 1°C
y 50-60% de humedad relativa, bajo iluminacién continua, con luz blanca suministrada por
tubos fluorescentes Sylvania 160 W F72T12 CW VHO Cool White, Philips F72T12/D/VHO 160
W 1500 SF, o tubos led ToLEDo T8 20 W 4000 K Cool White, totalizando unos 75 umol/s-m?2.

Las macetas y bandejas de alveolos estuvieron permanentemente subirrigadas,
manteniéndose un nivel de unos 2-3 cm de agua en el fondo de las cubetas. El aporte de
nutrientes se llevo a cabo dos veces por semana, mediante la adicion de medio minimo ATM
(apartado 1V.7.1.1, en la pagina 14). Se suspendio el riego cuando la floracion se interrumpio,
para propiciar el secado de las plantas, que fueron mantenidas en la cAmara al menos dos

semanas mas, para proceder finalmente a la recoleccion de sus semillas.



Materiales y métodos 13

IV.6.1.3.- Recoleccion de semillas

Para la recoleccion de todas las semillas de una planta seca, producto de su
autofecundacion, se restreg6 dicha planta contra un colador, que se sujeté sobre un papel de
filtro. La mezcla de semillas, fragmentos de silicuas y otras partes secas de la planta que cay6
sobre el papel fue cribada con un colador de malla mas fina que la del primero. Se eliminaron
asi todas las particulas méas grandes que las semillas. Estas ultimas se almacenaron en tubos

eppendorf, que se conservaron a 4°C.

IV.6.1.4.- Cruzamientos

Seguimos el procedimiento de emasculacion descrito por Kranz y Kirchheim (1987)
para el cruzamiento entre estirpes, una de las cuales se utiliz6 como donante (parental
masculino), y la otra, como receptora de polen (parental femenino). Se eligié un grupo de
capullos florales en el apice de un tallo inflorescente de la planta que se us6 como parental
femenino, eliminando las flores maduras, presuntamente autofecundadas, y los capullos, a
excepcion de aquellos cuyos pétalos fueron apenas visibles. A estos se les extirparon los
sépalos, pétalos y estambres inmaduros, obteniendo flores con un pistilo no fecundado como
Gnica estructura funcional. Estas manipulaciones se realizaron con pinzas de microcirugia
esterilizadas por inmersion en etanol al 95% y secadas al aire, a fin de destruir cualquier traza
de polen. De la planta donante de polen se extirpé una flor madura, presionandola con las
pinzas a la altura de los sépalos, a fin de poner en contacto varias de sus anteras con el pistilo
de la flor receptora del polen. El cruzamiento se sefializ6 adhiriendo al tallo, junto a la flor
fecundada, una etiqueta en la que se indic6 el genotipo del parental masculino empleado para
la polinizacién. Finalmente, la planta fecundada por este procedimiento fue devuelta a la
camara de cultivo, en la que permanecio hasta la formacion y maduracion de la silicua, que
fue recogida y depositada en un tubo eppendorf adecuadamente rotulado. Los cruzamientos
y las observaciones de rutina de las plantas se llevaron a cabo con una lupa binocular
Olympus SZ30 60TR.

IV.6.2.- Condiciones de los cultivos microbianos

Los cultivos liquidos se realizaron en recipientes estériles, cuya capacidad excedia al
menos dos veces el volumen de medio utilizado, garantizando asi una aireacion suficiente
durante la incubacion. Se emple6 una agitacion de 225 rpm en un incubador dotado de una
plataforma orbital (NBS Innova 44, 4000 o 4260) que se mantuvo a 28°C para cultivar

Agrobacterium tumefaciens y a 37°C para Escherichia coli.



Materiales y métodos 14

Los cultivos en placas de Petri se inocularon con una micropipeta con 100 ul de
precultivo liquido, que fue esparcido por agitacibn manual, haciendo que rodaran sobre la
superficie del medio 5-8 perlas de vidrio estériles, de 3 mm de didmetro. Se realizaron
siembras por estria para la verificacion de la presencia y el tamafio esperado de insertos en
colonias presuntamente transformantes. Las placas en las que se cultivd Agrobacterium
tumefaciens se precintaron con esparadrapo quirtrgico Micropore Scotch 3M para ralentizar

la deshidratacion del medio.

IV.7.- Disoluciones
Se us6 siempre agua desionizada, con una resistividad media de 15 MQ/mm?-m. El
agua se esterilizé en autoclave, y las disoluciones se conservaron a temperatura ambiente,

salvo que se indique lo contrario.

IV.7.1.- Medios de cultivo para Arabidopsis

Los medios de cultivo mencionados en este apartado se prepararon disolviendo sus
componentes en agua. Todas las esterilizaciones en autoclave se efectuaron a 1 kg/cm? y
121°C durante 20 min. Las sustancias termolabiles fueron esterilizadas mediante filtracion
forzada por aspiracion, a través de filtros Millipore de 0,22 o0 0,45 um de didmetro de poro. Su
adicion a un medio de cultivo esterilizado en autoclave se realiz6 tras estabilizar a este Ultimo

a 55°C.

IV.7.1.1.- Medios de cultivo liquidos

Medio minimo ATM: KNO3 5 mM; KH;PO4 2,5 mM; MgS0O4 2 mM; Ca(NOs). 2 mM;
FeNaEDTA 51 uM; HzBOs 70 uM; MnCl, 14 uM; CuSO4 0,5 uM; ZnS0O4 1 pM; NaMoO, 0,2
puM; NaCl 10 pM y CoCl; 0,01 uM (Kranz y Kirchheim, 1987).

Para su preparacion, se afiadieron, a 900 ml de agua, 5 ml de KNOs 1 M; 2,5 ml de
KH2PO4 1 M; 2 ml de MgSOs 1 M; 2 ml de Ca(NOs)2 1 M; 2 ml de FeNaEDTA 20 mM, y 1 ml
de la disolucién de micronutrientes, ajustando el volumen final a 1 I. Todas las disoluciones
madre se prepararon en las concentraciones indicadas y se esterilizaron por filtracion. Las
disoluciones madre de las sales deben afiadirse a los 900 ml de agua, y no a la inversa, a fin
de evitar la precipitacién de complejos insolubles de fosfato célcico.

La composicion de la disolucion de micronutrientes es la siguiente: HsBOs; 70 mM,;
MnCl, 14 mM; CuS0O. 0,5 mM; ZnSO,4 1 mM; NaMoO4 0,2 mM; NaCl 10 mM, y CoCl; 0,01 mM.
Se prepar6 afiadiendo, a 900 ml de agua, 4,32 g de H3BOg; 2,77 g de MnCl;-4H,0; 124 mg
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de CuSO4-5H,0; 287 mg de ZnS0O4-7H,0; 48,7 mg de NaMo0O4-2H,0; 584,4 mg de NaCl, y

2,38 mg de CoCl,-6H20. Finalmente, se afiadié agua hasta 1 I.

IV.7.1.2.- Medios de cultivo solidos

Los medios de cultivo solidos se prepararon por adicién de Gelrite (Duchefa), a una
concentracion final del 0,6% m/v, tras la disolucion del resto de los componentes en agua.
Una vez finalizada su esterilizacion en autoclave, los medios de cultivo se mantuvieron durante
30 min en un bafio a 55°C antes de su vertido en placas de Petri, que se realizdé en cabinas
de flujo laminar horizontal Telstar BH-100 o MH-100. Las placas de Petri con medio sélido se
conservaron hasta un mes a 4°C, en posicion invertida y precintadas.

Medio GM (Germination Medium): NH4sNO3 10,3 mM; H3BOs 50,1 yM; CaCl; 1,5 mM;
CoCl»-6H,0O 0,05 pM; CuSO.4-5H,O 0,05 pM; NaEDTA 554 upM; MgSO. 0,75 mM;
MnSO4-H2O 50 uM; NaMoO4-2H20 0,5 uM; Kl 2,5 uM; KNO3 9,4 mM; KH2PO,4 0,62 mM;
ZnS04-7H,0 15 uM; sacarosa 29,2 mM; MES [acido 2-(N-morfolino)-etano sulfénico] 2,3 mM,
y 6 g/l de Gelrite.

Para su preparacion, se afiadieron, a 900 ml de agua, 2,2 g de sales de Murashige y
Skoog (Duchefa; Murashige y Skoog, 1962), 10 g de sacarosa y 0,5 g de MES (acido 2-[N-
morfolinojetano sulfénico). Se agitdé la suspension hasta la total disolucién de sus
componentes y se ajusté el pH a 5,7 con KOH 1 M. Posteriormente, se ajustoé el volumen a 1

| y se afiadieron 6 g de Gelrite. Se esteriliz6 en autoclave.

IV.7.2.- Medios de cultivo para microorganismos
IV.7.2.1.- Medios de cultivo liquidos

LB (Luria - Bertani; Bertani, 1951): 1% m/v de bacto-triptona; 0,5% m/v de extracto
de levadura, y 1% m/v de NaCl. Para preparar un litro de medio se mezclaron 10 g de bacto-
triptona, 5 g de extracto de levadura y 10 g de NaCl. Se afiadié agua hasta 1 |, se ajust6 el pH

a 7,5 con NaOH 5 My se esterilizé en autoclave.

IV.7.2.2.- Medios de cultivo solidos

Los medios de cultivo sélidos fueron preparados por adicion de agar bacteriolégico
europeo (Pronadisa), tras la disolucion del resto de los componentes en agua. La
concentracion de agar (m/v) fue del 1,5% para Escherichia coli y Agrobacterium tumefaciens.
Una vez finalizada su esterilizacion en autoclave, los medios de cultivo se mantuvieron durante
30 min en un bafio a 55°C antes de su vertido en placas de Petri de 90 mm de diametro, que

se realizé en una cabina de flujo laminar horizontal.
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IV.7.2.3.- Medios de cultivo suplementados con antibiéticos

Algunos de los medios anteriormente descritos se suplementaron con antibiéticos, a
una concentracion final de 50 mg/l (kanamicina), 100 mg/l (espectinomicina) o 25 mg/I
(cloranfenicol y rifampicina). Se prepararon disoluciones madre de estos antibidticos a
concentraciones mil veces superiores a la de trabajo, disolviéndolos en agua y esterilizandolas
por filtracioén, y se conservaron a —20°C, alicuotadas en tubos eppendorf de 1,5 ml. Los
antibiéticos se afadieron al medio después de la esterilizacion en autoclave de este Ultimo, y

tras mantenerlo a 55°C durante 30 min en un bafio termostatizado.

IV.7.3.- Tampones y otras disoluciones de uso general
IV.7.3.1.- Disoluciones para extraccion de ADN

Tampoén de extraccién: Tris-HCI 100 mM pH 8,0; Na.EDTA 50 mM, y NaCl 0,5 M.
Para preparar 50 ml de tampon TE se afiadieron 5 ml de Tris-HCI 1 M, 5 ml de Na,EDTA 0,5
My 5 ml de NaCl 5M a 35 ml de agua estéril. Puede conservarse varios meses a 4°C.

SDS al 20%: Se preparo disolviendo, a 68°C, 100 g de SDS (dodecilo sulfato de sodio)
en 500 ml de agua y ajustando el pH a 7,2 con HCI 1 N.

Acetato de potasio 5 M: Se preparé disolviendo, a 50°C, 49,1 g de KCH3;COO
(acetato de potasio) en 50 ml de agua y ajustando el pH a 7,5 con CH3sCOOH (acido acético
glacial). Finalmente se enrasé el volumen a 100 ml con agua.

Acetato de sodio 3 M: Se prepar6 disolviendo 49,1 g de NaKCH3;COO (acetato de
sodio) en 300 ml de agua y ajustando el pH a 5,2 con &cido acético glacial. Finalmente se

enraso el volumen a 50 ml con agua.

IV.7.3.2.- Disoluciones para electroforesis

Tampon TAE 50x: Tris-base [Tris-(hidroximetil)aminometano] 2 M; 5,71% v/v de
CHsCOOH, y Na;EDTA 50 mM pH 8,0. El pH final debe ser 7,6. Para preparar un litro se
mezclaron 242 g de Tris-base, 57,1 ml de CHsCOOH glacial y 100 ml de Na.EDTA 0,5 M pH
8,0.

Tampodn de carga 6x para electroforesis en geles de agarosa: 20% m/v de Ficoll;
0,25% m/v de xilencianol; 0,25% m/v de azul de bromofenol, y Na;EDTA 10 mM.

Marcador de peso molecular para electroforesis en geles de agarosa: Se diluyé el
marcador (1 kb Plus DNA ladder de Invitrogen; 1 pg/pl) en tampon de carga hasta una
concentracion de 0,1 pg/ul. Se usaron 6 ul por pocillo de un gel de agarosa convencional. Se

conservo a —20°C.



Materiales y métodos

IV.7.3.3.- Disoluciones para obtener bacterias competentes

TFBI (transformation buffer 1); KCH;COO 30 mM; RbCl 100 mM; CaCl; 10 mM;
MnCl, 50 mM, y 15% en glicerol. Para preparar 100 ml se mezclan 20 ml de RbCl 0,5 M; 2 ml
de CaCl, 0,5 M; 10 ml de MnCl, 0,5 M; 294 mg de KCH3COO, y 11,9 ml de glicerol. Se afiadio
agua hasta 100 ml, se ajusté el pH a 5,8 con CH3;COOH glacial al 10% y se esterilizd por
filtracion. Se conservo a 4°C.

TFBII (transformation buffer Il): MOPS [acido 3-(N-morfolino) propano sulfénico] 10
mM; CaCl, 75 mM; RbCI 10 mM, y 15% en glicerol. Para preparar 100 ml se mezclaron 5 ml
de MOPS 0,5 M; 37,5 ml de CaCl, 0,5 M; 5 ml de RbCI 0,5 M, y 29,7 ml de glicerol. Se afiadié

agua hasta 100 ml, se ajusté el pH a 6,5 con KOH 1 Ny se esterilizo por filtracién. Se conservo

a4°C.

IV.8.- Obtencion y manipulacion de acidos nucleicos

IV.8.1.- Sintesis de ADN

IV.8.1.1.- Sintesis de oligonucledtidos

Todos los oligonucledtidos usados en este trabajo (Tabla 3) fueron sintetizados por

Merck.
Tabla 3.- Oligonucle6tidos usados en este trabajo
Proposito Nombre Secuencia (5'—>3)
Generacion de construcciones CRISPR_U6_Fw AGAAGAGAAGCAGGCCCATT
para mutagénesis CRISPR_alpha2_Rv CGCCAATATATCCTGTCAAAGC
mediante CRISPR CRISPR_hCas9_Fw GCCTGCAGCCTTCAAGTACTT
CRISPR_omegal_Rv CTGTCAGGATCCGGTCTCATG
Genotipadode  las lineas LBb1.32 ATTTTGCCGATTTCGGAAC
SALKy SAIL  LB1_SAILb GCCTTTTCAGAAATGGATAAATAGCCTTGCTTCC
icut1-5 ICU11_T1_Seq_CRISPR_For CCTCTCAAACAAACCATCATCA
ICU11_T1_Seq_CRISPR_Rev CGCTCAGTATCAGGGGAATATC
cp2-1y cp2-3 SALK_18210_LPe CCTGCTCAATTTTGCTACCTG
SALK_18210_RPec GACATTTTCAAACCATTCATGC
cp3-2 CP3_F1 CCGGAAATACTCACGGCGAAT
CP3_R3 ACTGAATATAGGAACGTAAGAGG
cpb-1 SALK_041749_LPe ATGAGTGGTGGATTTGAGACG
SALK_041749_RPe TTGTACTTGACGACTTTGGCC
cp5-2 SALK_079663_LP¢ CTTGCTTCTCAAGTTCTTGCG
SALK_079663_RPe TGAATCTTCCACATGAAAGCC

3Alonso et al. (2003). "Sessions et al. (2002). http://signal.salk.edu/tdnaprimers.2.html.

17
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IV.8.1.2.- Amplificaciones mediante PCR

Se uso la enzima GoTaq Flexi (Promega) para las amplificaciones de ADN gendémico
de Arabidopsis o ADN plasmidico; es una versién recombinante, barata y suficientemente
procesiva, de la ADN polimerasa de Thermus aquaticus.

Los cebadores y los desoxirribonucledtidos se afiadieron a una concentracion final de
0,4 UM y 0,2 mM, respectivamente. Las reacciones se llevaron a cabo en tubos eppendorf de
pared fina de 0,2 ml, en termocicladores BioRad T100 Thermal Cycler. Los volimenes de
reaccién oscilaron entre 10 y 30 ul, dependiendo del uso posterior de los productos de
amplificacion.

Los programas de PCR que hemos usado incluian una etapa previa de calentamiento
a 95°C durante 90 s, seguida de 35 ciclos en los que se repetia una fase de 30 s a 95°C para
desnaturalizar los moldes, otra de 15 s a la temperatura de hibridacion de los cebadores y una
final a 72°C para la polimerizacién, cuya duracién dependi6 del tamafio del producto de PCR
esperado, a razon de 1 min/kb en el caso de la polimerasa GoTaq Flexi.

Se programaron temperaturas de hibridacion entre 5y 10°C inferiores a las de fusién
(Tm), que se calcularon con los programas Tm Calculator y Multiple Primer Analyzer
(ThermoFisher). Este ultimo calcula también la probabilidad de que un oligonucleétido forme

apareamientos intracatenarios y autodimeros.

I\V.8.2.- Aislamiento de acidos nucleicos
IV.8.2.1.- Aislamiento de ADN gendmico de Arabidopsis para su amplificacion
por PCR

El ADN gendmico utilizado como molde en las mezclas de PCR fue purificado segun
Dellaporta et al. (1983), con algunas modificaciones. Se introdujo en un tubo eppendorf una
hoja de una planta recolectada 14 dias después de la estratificacion (dde) y se le afiadieron
500 pl de tampon de extraccion, macerandola en un macerador automatico (Mixermill 300,
Qiagen). A continuacion, se afiadieron 35 ul de SDS al 20%, incubando la mezcla en un bafio
termostatizado a 65°C durante 5 min. Finalmente, se anadieron 130 pl de KCH3zCOO 5 M,
incubando durante 15 min a 4°C, y centrifugando durante 10 min a 13.000 rpm (14.927 g) en
una microfuga. El sobrenadante se transfirié a un tubo eppendorf vacio, se precipité durante
20 min a —20°C con 640 pl de isopropanol y 60 ul de NaCH3;COO 3 M, y se centrifugd durante
otros 10 min a 10.000 rpm. El precipitado se lavd con 300 ul de etanol del 70% y se centrifugd
una vez mas durante 5 min, tras lo cual se dejé secar a temperatura ambiente, para

resuspenderlo después en 300 ul de agua y almacenar la disolucién a 4°C.
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IV.8.2.2.- Aislamiento de ADN plasmidico

Hemos llevado a cabo preparaciones a pequefia escala de ADN o minipreparaciones
(minipreps), a partir de cultivos bacterianos de 4 ml de medio liquido, empleando un Gene
Elute Plasmid Miniprep Kit (Merck) o GeneJET Plasmid Miniprep Kit (ThermoScientific). La
determinacion espectrofotométrica de la concentracion de ADN se realizd en un

NanoPhotometer P360 (Implen).

IV.8.3.- Restriccion y ligacion de ADN

Para las reacciones de restriccion y ligacién para la obtenciéon de construcciones se
emplearon 10 U de las enzimas Bsal o BsmBIl y 3 U de la ligasa del bacteriéfago T4, el tampdn
de la ligasay 75 ng de cada vector. Las reacciones se realizaron en tubos eppendorf de pared
fina de 0,2 ml, en un volumen final de 10 pl. Las mezclas de reaccion se incubaron durante 25
ciclos de 37°C durante 2 min y 16°C durante 5 min en un termociclador.

Para el genotipado del alelo icull-5 se restringieron con Hindlll los productos de
amplificacion previamente obtenidos. Se obtuvieron mezclas de digestion con 9 ul de la
mezcla de PCR, 1 uyl de tamp6n R y 0,5 pl de Hindlll. La digestién se realiz6 en un
termociclador durante 5 h a 36°C. La inactivacion final de la enzima se realiz6 por
calentamiento a 65°C durante 20 min. En el silvestre, cuando digerimos el producto de
amplificacién con Hindlll se generan dos productos de digestion de 202 y 187 pb, pero en el
mutante icull-5 solo se observa la banda original, que tiene un tamafio de 389 pb. Si el

individuo es ICU11/icull-5 se observan las tres bandas.

IV.8.4.- Electroforesis de acidos nucleicos en geles de agarosa

Se utilizaron geles del 1% m/v en agarosa para las electroforesis de ADN, excepto
para el genotipado de icull-5, en el que se utilizaron geles del 2,5% m/v en agarosa. Las
electroforesis se realizaron en cubetas horizontales, empleando como electrolito TAE 1x
(apartado 1V.7.3.2, en la pagina 16). La disolucién de la agarosa en el tampén se llevé a cabo
mediante calentamiento en un microondas. Una vez enfriada la disolucion a 55°C se afiadio
bromuro de etidio hasta una concentracion de 0,5 pg/ml. Las electroforesis en geles de
agarosa se llevaron a cabo a voltaje constante: se aplicaron 90 V en geles preparados con 50
ml de TAE 1x y 120 V para geles preparados con volimenes mayores (75, 100 y 200 ml). La
visualizacién de las moléculas se consigui6é iluminando los geles con luz UV de 312 nm,
obteniéndose las correspondientes fotografias en un documentador de geles Vilber E-Box
VX5.
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IV.8.5.- Secuenciacion y analisis de secuencias de ADN

Se utilizé la variante semiautomatizada y fluorescente del método de Sanger, que se
basa en el uso de didesoxinucleotidos terminadores (Smith et al., 1986) marcados con
fluorocromos. Las secuencias fueron obtenidas en secuenciadores Applied Biosystems
International PRISM 3130 y 3730 por STAB VIDA, empresa a la que se enviaron muestras
gue contenian 1.500 ng del ADN plasmidico obtenido de una minipreparacion. También se
enviaron a esta empresa 5 ul de las disoluciones 10 uM de cada cebador de secuenciaciéon
(Tabla 3, en la pagina 9). Algunas posiciones ambiguas en las secuencias obtenidas pudieron
esclarecerse mediante la magnificacion de los electroferogramas, usando el programa

Snapgene Viewer (https://www.snapgene.com/snapgene-viewer).

IV.9.- Genotipado de mutantes insercionales mediante PCR

Se usaron tres oligonucleétidos para verificar la presencia de las inserciones de ADN-T
de los mutantes insercionales a estudio (Figura 3, en la pagina 20). Se realizaron dos
amplificaciones: (a) una con dos cebadores especificos de la regién genémica que flanquea
la insercion (LP y RP), y (b) otra con el cebador RP y otro que hibrida con uno de los extremos
del ADN-T (LBb1.3 y LB-1 para las lineas SALK y SAIL, respectivamente). La visualizacién de
los productos de la amplificacién en un gel de agarosa permite establecer si las plantas son

homocigoticas o heterocigéticas para dicha insercion.

A LBb1.3/LB-1 B
— . 2
Silvestre Heterocigoto Mutante

—_— < | P +RP
Lp (=900 pb)

Figura 3.- Genotipado de inserciones de ADN-T en las lineas de las colecciones SALK y SAIL. (A)
Representacion esquematica de una insercion de ADN-T (rectangulo rojo) en el genoma de Arabidopsis
(rectangulo azul), indicando las posiciones de los tres oligonucleotidos usados como cebadores para su
genotipado (flechas verdes): LP, RP y LBb1.3 (para las inserciones de la coleccion SALK) y LP, RP y
LB-1 (para las de la coleccion SAIL). Los elementos de este esquema no estan representados a escala.
(B) Productos de PCR que se visualizarian en una electroforesis en un gel de agarosa tefiido con bromuro
de etidio al genotipar plantas homocigoticas para el alelo silvestre del gen a estudio, heterocigdticas, u
homocigéticas para un alelo insercional. Se indican las parejas de cebadores de cada reaccion y el
tamafio de los productos esperados. Modificado a partir de Ros Sirvent (2020), que a su vez se basé en
http://signal.salk.edu/tdnaprimers.2.html.
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IV.10.- Transformacion de células bacterianas
IV.10.1.- Obtencidn de bacterias quimiocompetentes

La preparacion de células de Escherichia coli DH5a quimiocompetentes se llevd a
cabo segun Sambrook y Russell (2001) con modificaciones. Se inocularon cultivos de 100 ml
de medio liquido LB con Escherichia coli, y se incubaron a 225 rpm y 37°C hasta que alcanzé
una absorbancia a 600 nm (Asoo) de 0,6-0,8. A continuacion, se enfriaron durante 5 min en
hielo y se centrifugaron a 4°C y 5.500 rpm (5.445 g) durante otros 5 min. Tras decantar el
sobrenadante, se resuspendid el precipitado en 10 ml de TFBI (apartado IV.7.3.3, en la pagina
17). Se centrifugd otra vez, a 4°C y 4.500 rpm (3.645 g) durante 5 min, decantando el
sobrenadante y resuspendiendo el precipitado en 4 ml de TFBIl (apartado 1V.7.3.3, en la
pagina 17). Las células preparadas de este modo se distribuyeron en alicuotas de 200 ul, que

se congelaron por inmersién en nitrégeno liquido y se almacenaron a —80°C.

IV.10.2.- Transformacion por choque térmico

Se afiadieron 10 pl de una disolucion de ADN plasmidico, obtenida segun se indica en
el apartado 1V.8.2.2 (en la pagina 19) a un tubo eppendorf que contenia 50 ul de células
competentes de Escherichia coli DH5a, que se mantuvo en hielo durante 5 min. El tubo se
sometié a continuacién a un choque térmico, durante 90 s en un bafio termostatizado a 42°C,
depositandolo después en hielo. Se afadi6 a continuacion 1 ml de medio liquido LB,
incubando a 225 rpm durante 1 h a 37°C. El cultivo se centrifugd a 3.200 rpm durante 2 min y
se eliminaron 950 pl del sobrenadante con una micropipeta. Se resuspendi6 el sedimento en
el sobrenadante restante y se esparcié el contenido del tubo, empleando bolas de vidrio, sobre
el medio de cultivo sdélido, suplementado con antibiético, de una placa de Petri de 90 mm de

didmetro. Las placas de Petri se incubaron durante 24 h en una estufa a 37°C.

IV.10.3.- Transformacion por electroporacién

La electroporacion es una técnica en la que se usan descargas eléctricas que alteran
la estructura de las envolturas celulares bacterianas para facilitar la incorporacién de ADN
exogeno. Se afiadieron 200 pl de una suspension de células de Agrobacterium tumefaciens
C58C1 electrocompetentes, con una absorbancia a 600 nm (Aesw) de 0,8, y 0,5 ul de una
disolucion de ADN plasmidico (100 ng/ul) a las cubetas de electroporacion previamente
enfriadas en hielo.

La electroporacion se llevé a cabo en un Electroporator 2510 (Eppendorf),
programando un pulso de 5 ms y 1.700 V. Tras la electroporacion, se afiadid 1 ml de medio

liquido LB a las células, que se incubaron a 225 rpm durante 2 h a 28°C. Para la inoculacion
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de placas con estas células se procedid tal como se indica en el apartado 1V.10.2 (en la pagina

21). Las placas se incubaron a continuacién a 28°C durante 48 h.

IV.10.4.- Seleccion de transformantes

Las bacterias que han incorporado ADN exdgeno en un experimento de
transformacion, a las que se denomina transformantes, deben presentar rasgos fenotipicos
que permitan seleccionarlas. Hemos empleado el método denominado seleccién cromogénica
o de colonias azules/blancas. Consiste en la utilizacion de vectores que incluyen el gen lacZ,
cuyo producto, la B-galactosidasa, cataliza una reaccion colorimétrica en la que el sustrato X-
gal (5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-galactopirandsido) rinde un producto azul. Estos vectores
se emplean para transformar estirpes de Escherichia coli portadoras de un alelo nulo del gen
lacZ, como el lacZAM15 de DH5a. Estos vectores y estirpes hospedadoras se utilizan para
llevar a cabo la seleccion de colonias azules o blancas: mediante la adicion de X-gal e IPTG
(tioisopropil-B-D-galactdsido, un inductor gratuito de la expresion del gen lacZ) al agar de
cobertera utilizado para sembrar las cajas de Petri, se obtiene una coloracién azul de las
colonias en cuyo plasmido el gen lacZ no ha sido sustituido por un inserto, y blanca para las
que si lo han hecho. El X-gal se preparé en disoluciones del 5% (m/v) en dimetilformamida, y
el IPTG en disolucién acuosa al 20% (m/v), conservandolos a —20°C. Se tomaron 1 ml de X-

galy 300 pl de IPTG para 500 ml de medio LB.
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V.- RESULTADOS
V.1l.- Obtencién de combinaciones triples de alelos de insuficiencia de funcion
de genes de la familia CUPULIFORMIS
V.1.1.- Alelos nulos e hipomorfos de los genes ICU1l, CP2, CP3 y CP5 que
hemos usado en este trabajo

El alelo nulo icull-5 del gen ICU11 de Arabidopsis fue obtenido en el laboratorio de
José Luis Micol antes del comienzo de este TFG, en una mutagénesis dirigida llevada a cabo
con la tecnologia CRISPR/Cas9. Presenta una insercion puntual en el primer exén del gen
ICU1l, que causa un desfase de la pauta de lectura principal y genera un codén de
terminacion prematuro (Nadi et al., 2023). El alelo hipomorfo cp2-1 y los nulos cp2-3, cp3-2,
cp5-1y cp5-2 son insercionales y pertenecen a la coleccién SALK (Figura 4, en la pagina 23).
El fondo genético de todos estos mutantes es Col-0. Los genes CP4 y CP5 estan ligados, lo
que dificulta la obtencién de dobles mutantes cp4 cp5 mediante cruzamientos, dada la
extremadamente baja frecuencia de recombinacion que puede ocurrir entre ellos, por lo que
se considerd necesario mutagenizar uno de estos dos genes en una estirpe portadora de un

alelo mutante del otro.

A icull-5: 116 AGACT 119 Bcp2-1 cp2-3

! At1g22950 (ICU11) §[§ E z At3g18210 (CP2)

¢ cp3-2 100 pbP cp5-2  cp5-1 100 pb

At5g18210 (CP3) ii :Z :: At1g49700 (CP5)
—i

100 pb 100 pb

Figura 4.- Estructura de las unidades de transcripcion de los genes estudiados en este trabajo. (A)
ICU11, (B) CP2, (C) CP3y (D) CP5, con indicacion de sus alelos mutantes combinados en este trabajo.
Los exones e intrones estan representados por rectdngulos y lineas negros, respectivamente. Las regiones
exonicas 5’y 3' no traducidas se destacan en blanco. Los triangulos representan inserciones de ADN-T.
Se indican en (A) los nucle6tidos 116 a 119 del gen ICU11, destacandose en rojo la insercién de su alelo
icull-5. Modificada a partir de Nadi et al. (2023).

Nos propusimos obtener seis combinaciones triples mutantes de alelos nulos e
hipomorfos de ICU11, CP2, CP3 y CP5: icull-5 cp3-2 cp5-1, icull-5 cp3-2 cp5-2, cp2-1 cp3-
2 cp5-1, cp2-1 cp3-2 cp5-2, cp2-3 cp3-2 cp5-1 y cp2-3 cp3-2 cp5-2. Las mutaciones icull-5,
cp2-3, cp3-2, cp5-1 y cp5-2 son muy probablemente nulas, segun puede deducirse de la

naturaleza molecular del primero y de las posiciones de las inserciones de ADN-T de los otros.
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Ademas, la insuficiencia de funcion de cp2-1 es menor que la de cp2-3, tal como indica la
observacion de que el doble mutante icull-5/icull-5;cp2-1/cp2-1 y el sesquimutante icull-
5/icull-5;CP2/cp2-3 presentan el mismo fenotipo (flores embrionarias letales), mientras que

el doble mutante icull-5/icull-5;cp2-3/cp2-3 es letal embrionario.

V.1.2.- Triples mutantes icull-5 cp3-2 cp5-1 eicull-5cp3-2 cp5-2

Con el propésito de obtener dobles mutantes icull-5 cp3-2, se realiz6 un cruzamiento
icull-5 x cp3-2 antes del comienzo de este TFG (apartado IV.6.1.4, en la pagina 13). Hemos
recolectado las semillas ICU11/icull-5;CP3/cp3-2 de la Fi; de dicho cruzamiento, que
esterilizamos y sembramos segun se indica en el apartado 1V.6.1, en la pagina 11. Para
verificar la presencia de la mutacion icull-5, se extrajo ADN de las plantas Fi (apartado
IV.8.2.1, en la pagina 18) que se sometié a amplificacion mediante PCR [94°C, 2 min; 40 x
(94°C, 30 s; 59°C, 20 s; 72°C, 45 s); 72°C, 10 min; 4°C, «] con la pareja de cebadores
ICU11 T1 Seq CRISPR_For/Rev (Tabla 3, en la pagina 17). Esta amplificacién rindié un
producto de 389 pb, cuya presencia se confirmé tomando 5 pl de la mezcla de reaccion para
una electroforesis en un gel de agarosa (apartado 1V.8.4, en la pagina 19). Dado que la
mutacién icull-5 es una insercién de una adenina que interrumpe una diana de Hindlll,
digerimos con esta restrictasa el producto de la amplificacién, tal como se describe en el
apartado 1V.8.3, en la pagina 19. Esta digestion rindi6é dos fragmentos de restriccion del ADN
del alelo ICU11 silvestre, de 202 y 187 pb, pero solo uno, de 389 pb, del mutante icul1-5. Las
plantas heterocigoéticas ICU11/icul1-5 rinden tres bandas.

La presencia de la mutacion cp3-2 también se verifico mediante PCR [94°C, 2 min; 40
x (94°C, 30 s; 55°C, 20 s; 72°C, 90 s); 72°C, 10 min; 4°C, «], usando los cebadores CP3_F1,
CP3_R3 y LBbl1.3 (Tabla 3, en la pagina 17). Un heterocigoto CP3/cp3-2 rinde asi dos
productos de amplificacion, de 1348 pb y 813 pb, correspondientes al alelo silvestre CP3y al
mutante cp3-2, respectivamente. Para visualizar los productos de amplificacién se usaron en
este caso y en los siguientes de este apartado V.1.2 los 10 ul de la mezcla de PCR para su
electroforesis en un gel de agarosa (apartado 1V.8.4, en la pagina 19).

También se realizaron cruzamientos de ICU11/icull-5;CP3/cp3-2 por cp5-1 y cp5-2
(Figura 5, en la pagina 25) y se genotiparon mas de 30 plantas de cada una de las progenies
F1 obtenidas, siguiendo en ambos casos el procedimiento hasta aqui descrito para icull-5y
cp3-2: una amplificacién de PCR [94°C, 2 min; 40 x (94°C, 30 s; 59°C, 20 s; 72°C, 90 s); 72°C,
10 min; 4°C, o] con los cebadores SALK 041749 LP, SALK 041749 RP y LBb1.3 para
verificar la presencia de cp5-1, y SALK_079663 LP, SALK_ 079663 RP y LBb1.3 para la de
cp5-2 (Tabla 3, en la pagina 17). Una planta heterocigética CP5/cp5-1 rinde asi un producto
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de amplificacion de 1174 pb (CP5) y otro de 731 pb (cp5-1). Una planta CP5/cp5-2 rinde un
producto de 1041 pb (CP5) y otro de 653 pb (cp5-2).

icull-5/icull-5 x cp3-2/cp3-2
o2 l 32
ICU11/icull-5;CP3/cp3-2 x cp5-1/cp5-1
N l ol
ICU11l/icull-5;CP3/cp3-2;CP5/cp5-1  1/4
e AR | e e
icull-5/icull-5;cp3-2/cp3-2;cp5-1/cp5-1 1/64
LIS IS IR IS IR IR AR AR IR SR IR S NI SR R
ORI NS AR 1R R AR IR IR IR 4Rt o R R
PSS IR AR IR AR AR IR SR NI S NI SR R
XA AIR IS AW AR AR IR AR R IR SR Wi

Figura 5.- Obtencion de triples mutantes icull-5 cp3-2 cp5-1. Se representan las segregaciones
fenotipicas esperadas en cada generacion. Las plantas de color verde claro representan el genotipo de
interés, y las de color negro, las restantes que también se genotiparon. Imagen obtenida con Biorender.
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Se seleccionaron plantas [ICU11/icull-5;CP3/cp3-2;CP5/cp5-1 e ICU1ll/icull-
5;CP3/cp3-2;CP5/cp5-2, que fueron trasplantadas a bandejas de alveolos, en donde
completaron su ciclo de vida (apartado IV.6.1.2, en la pagina 12). De la autofecundacion de
estos triheterocigotos esperabamos obtener semillas entre las que se encontraran los triples
mutantes deseados en una proporcion 63:1 (Figura 5, pagina 25).

Sin embargo, la siembra de las semillas producidas por las plantas ICU11/icull-
5;CP3/cp3-2;CP5/cp5-2 y el genotipado de 36 de las plantulas que rindieron tras su
germinacion no nos permitié identificar ningun triple mutante icull-5 cp3-2 cp5-2. No
obstante, hemos identificado plantas homocig6ticas para dos de estas mutaciones y
heterocigéticas para la tercera, que hemos trasplantado para el estudio de la progenie de su
autofecundacion, en la que esperamos encontrar triples mutantes en una proporcion 3:1.
También hemos recolectado semillas derivadas de la autofecundacion de las plantas
ICU11/icull-5;CP3/cp3-2;CP5/cp5-1, que aun no hemos sembrado.

V.1.3.- Triples mutantes cp2-1 cp3-2 cp5-1y cp2-1 cp3-2 cp5-2
Para obtener los triples mutantes cp2-1 cp3-2 cp5-1 y cp2-1 cp3-2 cp5-2 se procedid

tal como se indica en el apartado V.1.2, en la pagina 24, partiendo en este caso de semillas
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F1 derivadas de un cruzamiento cp2-1 x cp3-2, que se sembraron y rindieron plantulas entre
las que se seleccionaron las de genotipo CP2/cp2-1;CP3/cp3-2, para cruzarlas por los
mutantes cp5-1 y cp5-2. Para verificar la presencia de la mutacion cp2-1, se realiz6 una
amplificacién mediante PCR [94°C, 2 min; 40 x (94°C, 30 s; 59°C, 20 s; 72°C, 90 s); 72°C, 10
min; 4°C, oo] usando los cebadores SALK 18210 LP, SALK 18210 RPyLB1 SAIL (Tabla 3,
en la pagina 17). Un heterocigoto CP2/cp2-1 rinde asi un producto de amplificacion de 1555
pb (CP2) y otro de 913 pb (cp2-1). Obtuvimos finalmente algunos triples mutantes cp2-1 cp3-

2 cp5-1y cp2-1 cp3-2 cp5-2, que resultaron ser aparentemente silvestres.

V.1.4.- Triples mutantes cp2-3 cp3-2 cp5-1y cp2-3 cp3-2 cp5-1

Para obtener triples mutantes cp2-3 cp3-2 cp5-1 y cp2-3 cp3-2 cp5-2 también
seguimos el procedimiento descrito en el apartado V.1.2, en la pagina 24. Partimos de semillas
CP2/cp2-3;CP3/cp3-2, derivadas de un cruzamiento cp2-3 x cp3-2. Las plantas CP2/cp2-
3;CP3/cp3-2 fueron cruzadas por mutantes cp5-1 y cp5-2. Para verificar la presencia de la
mutacion cp2-3, se realiz6 una amplificacion mediante PCR [94°C, 2 min; 40 x (94°C, 30 s;
59°C, 20 s; 72°C, 90 s); 72°C, 10 min; 4°C, «] usando los cebadores SALK 18210 LP,
SALK 18210 RP y LB1 SAIL (Tabla 3, en la pagina 17). Un heterocigoto CP2/cp2-3 rinde
asi un producto de amplificacién de 1555 pb (CP2) y otro de 354 pb (cp2-3). Obtuvimos solo
un triple mutante cp2-3 cp3-2 cp5-2, aparentemente silvestre. No hemos llegado a sembrar

las semillas F2 que nos hubiesen permitido identificar plantas cp2-3 cp3-2 cp5-1.

V.2.- Obtencion de una construccién GoldenBraid 2.0 para mutagenizar CP4
mediante CRISPR

ARNg1 ARNg2
At1g48740 (CP4) { v
il = —
L J —
100 pb
Dominio P4Hc

Figura 6.- Estructura de la unidad de transcripcion del gen CP4 con indicacion de las posiciones
correspondientes a las secuencias de los ARNg disefiados para su mutagénesis mediante CRISPR. Se
siguen las pautas definidas para la Figura 4, en la pagina 23. Se destacan en color amarillo los exones
que codifican el dominio P4Hc. Las flechas indican los sitios de corte endonucleolitico de la Cas9.

Hemos empleado el sistema GoldenBraid 2.0 (apartado 11.5.2, en la pagina 6) para

generar una construccion para mutagenizar CP4 mediante CRISPR. Antes del comienzo de
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este TFG, se disefiaron en el laboratorio de J.L. Micol dos ARNg (ARNgl y ARNg2) para
inducir mutaciones puntuales y una delecién de parte de la secuencia del gen CP4 que codifica
el dominio P4Hc de la proteina CP4 (Figura 6, en la pagina 26).

También se habian obtenido en el laboratorio de J.L. Micol las construcciones
pUPD2_guial y pUPD2_guia2, tras clonar en vectores pUPD2 las secuencias que codifican
los ARNg1 y ARNg2 mencionados en el parrafo anterior, sus correspondientes esqueletos y

secuencias del ARNt, asi como un terminador (poliT) (Figura 7, en la pagina 27).

poliT

ARNt [ARNg1|Esqueleto ARNt JARNg2 Esqueleto
pUPD2_guial pUPD2_guia2
C C

» Bsal +

pDGB3_alpha2

B Cl
LacZ 4
Bsal Bsal
Digestion con Bsal y
ligacion con la ligasa T4

Figura 7.- Construccién del vector pDGB3_alpha2_CP4. Se representa el ensamblaje del promotor
pU6-26 (pU6-26), presente en el vector GB_1001; y los insertos que contienen las secuencias de los
ARNgly ARNg2 con sus correspondientes esqueletos y ARNt, presentes en los vectores pUPD2_guial
y pUPD2_guia2. Se siguen las pautas definidas para la Figura 2, en la pagina 7. Tras su digestion con
Bsal y ligacion con la ligasa T4, se obtiene finalmente el vector pDGB3_alpha2_CP4, que contiene los
tres modulos requeridos y adecuadamente ordenados para la mutagénesis de CP4 mediante
CRISPR/Cas9. Los colores de los recuadros de este ultimo se corresponden con los que se indican en la
parte superior de la figura: el promotor pU6-26 (verde oscuro), los esqueletos (verde claro), los ARNt
(azul), los ARNg (naranja) y un poliT (violeta). Imagen modificada a partir de Valdés Penalva (2021).
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V.2.1.- Adicion del promotor pU6_26

Generamos en primer lugar el modulo que incluye la secuencia que rinde el transcrito
policistrénico con los ARNgl y ARNg2 bajo el control de pU6_26, el promotor de la ARN
polimerasa Ill, en el vector de destino pDGB3 alpha2, que hemos denominado
pDGB3_alpha2_CP4 (Figura 7, en la pagina 27).

Se verifico la integridad de las construcciones pUPD2_guial y pUPD2_guia2 mediante
su secuenciacion por el método de Sanger (apartado 1V.8.5, en la pagina 20). A continuacion,
se realiz0 la reaccién de digestion y ligacion (Figura 7, en la pagina 27, y Tabla 4, en la pagina
28). La restrictasa Bsal genera extremos cohesivos en el vector pDGB3_alpha2 y en los
insertos de GB_1001 (pU6_26), pUPD2_guial y pUPD2_guia2. Tras la digestion, la ligasa T4
incorpora unidireccionalmente a pDGB3_alpha2 los tres fragmentos de restriccion con
extremos compatibles generados por Bsal. Esta digestion escinde del vector pDGB3_alpha2
al gen lacZ, que es reemplazado por la construccion de interés, lo que a su vez permite la
seleccién cromogénica posterior de las colonias transformantes resultantes (apartado 1V.10.4,
en la pagina 22). La reaccion de digestion y ligacion se llevé a cabo en un termociclador
durante 25 ciclos, cada uno de ellos con dos etapas: una de 2 min a 37°C para la digestion,

seguida de otra de 5 min a 16°C para la ligacion.

Tabla 4.- Mezcla para la reaccion de digestion con Bsal y ligacion con la ligasa de T4

Componentes de la mezcla de reaccion Concentracion inicial ~ Volumen (ul)  Concentracion final

Promotor pU6_26 (Vector GB1001) 75 ng/pl 1 7,5 ng/ul
pUPD2_guial 75 ng/ul 1 7,5 ng/ul
pUPD2_guia2 75 ng/ul 1 7,5 ng/ul
Vector de destino pDGB3_alpha2 75 ng/ul 1 7,5 ng/ul
Bsal 10 U/pl 1 1u/ul
Ligasa T4 5 U/l 0,6 0,3 u/ul
Tampon de la ligasa T4 10x 1 1x
H20 3.4

Con los productos de la reaccién de digestion y ligacion se transformaron células
quimiocompetentes DH5a de Escherichia coli mediante choque térmico, que fueron incubadas
a 37°C durante toda una noche en placas de Petri que contenian medio de cultivo LB
suplementado con kanamicina, IPTG y X-Gal (apartado 1V.10.4, en la péagina 22). Las
bacterias portadoras de pDGB3_alpha2_CP4 son resistentes a kanamicina, y generan
colonias blancas, como consecuencia de su carencia del gen lacZ. Se seleccionaron células

de dichas colonias y se sembraron por estria. Se verific6 mediante PCR [94°C, 2 min; 40 x
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(94°C, 30s;60°C, 20 s; 72°C, 45 s); 72°C, 10 min; 4°C, o], con los cebadores CRISPR_U6_Fw
y CRISPR_alpha2_Rv (Tabla 3, en la pagina 17), que hibridan con pU6 26 y el vector
pDGB3_alpha2, respectivamente, la obtencion de un producto de amplificacion de 574 pb.
Con las estrias positivas se inocularon precultivos en medio liquido LB suplementado con
kanamicina, que se incubaron a 37°C y una agitacién de 225 rpm durante toda la noche. Se
realizaron finalmente minipreparaciones (apartado 1V.8.2.2, en la pagina 19) para aislar ADN
plasmidico, cuya integridad se verific6 mediante amplificacion por PCR y secuenciacién por

el método de Sanger (apartado 1V.8.5, en la pagina 20).

V.2.2.- Adicion de los genes de la proteina roja fluorescente y la Cas9

Se adicionaron a continuacion los genes que codifican el marcador dsRed (una
proteina fluorescente roja que se expresa en la semilla) y la endonucleasa Cas9, a partir del
vector pDGB_alphal (EGMO005), que pretendiamos ensamblar con el médulo presente en el
vector pDGB3_alpha2_CP4, para obtener la construccion pDGB3_omegal CP4. Empleamos
la restrictasa BsmBI, cuya diana esta presente en los tres vectores y permite escindir las
secuencias codificantes de dsRed y Cas9 de EGMO005 y el médulo de pDGB3_alpha2_CP4.
A suvez, laligasa de T4 incorpora a pDGB3_omegal los fragmentos de restriccion generados
por BsmBI. La reaccion se realizd en un termociclador segun se ha indicado en el apartado
V.2.1, en la pagina 28, usando la mezcla de reaccién que se detalla en la Tabla 5. Con los
productos de digestién y ligacién, transformamos células quimiocompetentes DH5a de
Escherichia coli, tal como se indica en el apartado V.2.1, aunque en este caso se

seleccionaron las bacterias resistentes a espectinomicina.

Tabla 5.- Mezcla para la reaccion de digestion con BsmBIl y ligacion con la ligasa T4

Componentes de la mezcla de reaccion Concentracion inicial ~ Volumen (ul)  Concentracion final

EGMO05 (alpha 1 con DsRed y Cas9) 75 ng/ul 1 7,5 ng/ul
pDGB3_alpha2_CP4 75 ng/ul 1 7,5 ng/ul
Vector de destino pDGB3_omegal 75 ng/ul 1 7,5 ng/ul
BsmBI 10 U/ul 1 1 U/l
Ligasa T4 5 u/ul 0,6 0,5 u/ul
Tampon de la ligasa T4 10x 1 1x
H20 4.4

Realizamos cultivos por estria partir de las colonias blancas, portadoras de
pDGB3 _omegal CP4 Yy se verificd la presencia del inserto de interés mediante PCR [94°C, 2
min; 40 x (94°C, 30 s; 63,5°C, 20 s; 72°C, 105 s); 72°C, 10 min; 4°C, o], usando los cebadores
CRISPR_hCas9 _Fw y CRISPR_omegal Rv (Tabla 3, en la pagina 17), que hibridan con la
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secuencia codificante de la Cas9 y el esqueleto de pDGB3_omegal, respectivamente, y
rinden un producto de 1471 pb. Preparamos precultivos en medio liquido LB suplementado
con espectinomicina a partir de los cuales obtuvimos ADN plasmidico (apartado 1V.8.2.2, en
la pagina 19). Comprobamos la integridad estructural de pDGB3_omegal_ CP4 mediante una

PCR y secuenciacion por el método de Sanger (apartado 1V.8.5, en la pagina 20).

K K

EGMO005 l pDGB3_alpha2_CP4

y
B 8 c

+
‘ Bsal ‘

pDGB3_omegal

AH Lacz FOHC

Digestidon con BsmBl y
ligacién con la ligasa T4

pDGB3 omegal CP4

B C

Figura 8.- Construccion del vector pDGB3_omegal_ CP4. Se representa el ensamblaje de las
secuencias gque codifican el marcador DsRed y la nucleasa Cas9, presentes en EGMO005 (un vector
alphal) y el inserto del vector pDGB3_alpha2_CP4, que incluye el promotor pU6-26 y las secuencias
que rinden el transcrito policistronico. Se siguen las pautas definidas para la Figura 2 (en la pagina 7).
Tras la reaccion de digestion con BsmBI y de ligacion con la ligasa T4, se obtiene pDGB3_omegal_ CP4.
Imagen modificada a partir de VValdés Penalva (2021).

V.2.3.- Transformacién de células de Agrobacterium tumefaciens

Transformamos mediante electroporacion células competentes de Agrobacterium
tumefaciens C58C1 (apartado 1V.10.3, en la pagina 21) con pDGB3 omegal CP4.
Seleccionamos las células transformadas en placas que contenian medio LB suplementado
con rifampicina y espectinomicina. Realizamos cultivos por estrias de las colonias resistentes

a rifampicina y espectinomicina y verificamos que eran portadoras de pDGB3_omegal CP4
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mediante amplificacion por PCR con las mismas condiciones que en el apartado V.2.2, en la
pagina 29). Estas células portadoras de la construccién pDGB3_omegal CP4 se emplearan
para transformar los triples mutantes descritos en el apartado V.1, en la pagina 23, una vez

que se haya completa su obtencién y genotipado inequivoco.

31
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VI.- DISCUSION

En este TFG hemos contribuido a la obtencién de cuadruples mutantes de alelos de
insuficiencia de funcién de ICU11 o CP2 con los de CP3, CP4 y CP5, en un fondo genético
Col-0. Con este fin, hemos iniciado la obtencion de triples mutantes mediante cruzamientos.
El abordaje habitual para obtener combinaciones multiples de mutaciones consiste en la
obtencion inicial de dobles mutantes, para luego generar el triple. Si los mutantes simples
tienen un fenotipo morfologico visible, esta estrategia supone poco esfuerzo, ya que se
pueden seleccionar los mutantes multiples por sus alteraciones fenotipicas y comprobar el
genotipo de solo algunas. En nuestro caso hemos optado por una estrategia diferente, al
cruzar directamente plantas diheterocig6ticas de la Fi1 de un cruzamiento por un tercer
mutante. Esta estrategia ha supuesto un mayor esfuerzo, tanto en el nimero de cruzamientos
realizados como en el de plantas que debiamos genotipar. Sin embargo, nos ha permitido
reducir la duracién del proceso, ya que en vez de tener que esperar cuatro generaciones,
hemos obtenido los triples mutantes cp2-1 cp3-2 cp5-1, cp2-1 cp3-2 cp5-2 y cp2-3 cp3-2 cp5-
2 en tan solo tres generaciones. Solo ha sido necesario esperar otra generacion para icull-5
cp3-2 cp5-2, lo que demuestra que nuestro abordaje agiliza el proceso de obtencién de
mutantes multiples en comparacion con las estrategias tradicionales. Cabe resaltar que en las
progenies F, en las que hemos logrado encontrar triples mutantes, hemos genotipado menos
de 40 plantas.

Dado que CP4 y CP5 estan ligados, para obtener los cuadruples mutantes es
necesario inducir alelos de CP4 mediante CRISPR/Cas9 en un fondo mutante para otros tres
genes de la familia CUPULIFORMIS. EI sistema GoldenBraid2.0 tiene médulos disponibles
para obtener transcritos policistrénicos que faciliten la edicion simultdnea mediante
CRISPR/Cas9 de multiples dianas. Aprovechando este sistema, hemos clonado dos ARNg
para editar el dominio P4Hc del gen CP4 e inducir mutaciones nulas cp4. Esta estrategia nos
permitira obtener diferentes alelos como pequefas inserciones y deleciones en los sitios de
corte de Cas9, que causaran diferentes grados de insuficiencia de funcion, incluida su

ausencia.
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VIl.- CONCLUSIONES Y PROYECCION FUTURA

En este TFG hemos contribuido al estudio de la eventual redundancia funcional entre
los genes de la familia CUPULIFORMIS de Arabidopsis. Antes del inicio de este TFG se
obtuvieron en el laboratorio de J.L Micol combinaciones cuadruples de alelos de ICU11, CP3,
CP4 y CP5 o0 de CP2, CP3, CP4 y CP5, pero algunos de los alelos empleados podian no ser
nulos. La ausencia de fenotipo morfologico en estos cuadruples mutantes, en consecuencia,
no permite descartar la existencia de redundancia funcional. Ademas, CP4 y CP5 estan
ligados, lo que dificulta la obtencién de dobles mutantes cp4 cp5 mediante cruzamientos, por
lo que también se inicié la obtencion de dos ARNg de CRISPR/Cas9 para mutagenizar el
dominio P4Hc del gen CP4. El objetivo definido para este TFG fue generar cuadruples
mutantes icull cp3 cp4 cp5y cp2 cp3 cp4 cpb.

Nos propusimos obtener triples mutantes para ICU11, CP3y CP5 o CP2, CP3y CP5
mediante cruzamientos. Debido a la limitacion de tiempo, solamente hemos obtenido tres de
las seis combinaciones de triples mutantes propuestas inicialmente: cp2-1 cp3-2 cp5-1, cp2-1
cp3-2 cp5-2 y cp2-3 cp3-2 cp5-2. Mas adelante se continuara con la obtencion de cp2-3 cp3-2
cp5-1, icull-5 cp3-2 cp5-1 e icull-5 cp3-2 cp5-2.

Hemos generado una construccibn mediante la tecnologia GoldenBraid2.0 para
realizar mutagénesis dirigida del domino P4Hc de CP4 mediante CRISPR/Cas9. Primero
generamos pDGB3_alpha2_CP4, con el promotor pU6_26 y la secuencia cuya transcripcion
por la ARN polimerasa lll rinde el transcrito policistronico que, tras ser procesado, dara lugar
a las dos ARNg contra CP4. Posteriormente, hemos obtenido el vector de expresion
pDGB3_omegal CP4, con las secuencias codificantes de la dsRed y la Cas9. Hemos
transformado células de Agrobacterium tumefaciens con pDGB3 omegal CP4, que
permitiran transferir la construccion a los triples mutantes.

Una vez transformados los triples mutantes, se seleccionaran las semillas T, rojas, ya
que seran portadoras de la construccion. Se hard un escrutinio de las plantas T: para
comprobar la presencia de alelos mutantes cp4. Dado que la ediciébn puede ocurrir en
cualquier momento, esperamos que Se generen mosaicos, es decir, que haya diferentes
mutaciones en partes diferentes de la planta. Solo las mutaciones que pasen a la linea
germinal se transferirdn a la siguiente generacion. Se escogeran a continuacion semillas T»
marrones, que ya no porten la construcciéon pDGB3_omegal CP4,y se comprobard mediante
secuenciacion Sanger si las plantas T, son homocigéticas para un determinado alelo cp4.
Finalmente, se analizara la morfologia foliar, el tiempo de floracién y la fertilidad, ya que este

tipo de alteraciones estan presentes en los mutantes simples icull.
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