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Resumen y palabras clave

l.- RESUMEN Y PALABRAS CLAVE

En este Trabajo de Fin de Grado, se ha iniciado la caracterizacion funcional de los
motivos UP2ATMSD (AAACCCTA) y TELOBOXATEEF1AAl1 (AAACCCTAA), que se
encuentran conservados entre los genes que codifican factores implicados en la biogénesis
del ribosoma o proteinas ribosémicas. Ambos motivos se localizan en las regiones lider de los
genes POL5 y PRH75 de Arabidopsis thaliana y se han sometido a mutagénesis mediante el
sistema CRISPR-Cas9. La funcién de PRH75 en la biogénesis del ribosoma esta demostrada,
mientras que la de POL5 se supone en base a la conservacion funcional con sus presuntos
ortélogos humano y de la levadura. Hemos analizado las mutaciones producidas en plantas
T1 portadoras de transgenes CRISPR-Cas9, disefiados para editar estos motivos. Hemos
empleado la coloracién roja que produce la expresién del gen DsRed de Discosoma sp en las
semillas T, para distinguir entre las que ya no portarian los transgenes responsables de la
edicibn en su genoma y que serian marrones, como las silvestres, y las rojas, que si los
portarian y, por tanto, podrian seguir editando los motivos. Hemos encontrado fenotipos
caracteristicos de mutaciones en genes que codifican factores de la biogénesis del ribosoma
en las plantas T1 y en las T, procedentes de semillas rojas, que en el caso de PRH75
resultaron estar editadas en las regiones diana de la endonucleasa Cas9.

Palabras clave: Arabidopsis, biogénesis del ribosoma, POL5, PRH75, CRISPR-Cas9,
DsRed.

In this Final Degree Project, the functional characterization of the UP2ATMSD
(AAACCCTA) and TELOBOXATEEF1AAl1 (AAACCCTAA) motifs, which are conserved
among genes encoding factors involved in ribosome biogenesis or ribosomal proteins, has
been initiated. These motifs are located in the leader regions of the POL5 and PRH75 genes
of Arabidopsis thaliana, and have been subjected to mutagenesis using the CRISPR-Cas9
system. The function of PRH75 in ribosome biogenesis is well-established, while that of POL5
is presumed, based on functional conservation with its putative human and yeast orthologs.
We analyzed the mutations produced in T1 plants carrying CRISPR-Cas9 transgenes designed
to edit these motifs. We used the red coloration produced by the expression of the DsRed gene
from Discosoma sp in T, seeds to distinguish between those that no longer carry the
transgenes responsible for the editing in their genome, which would be brown like wild-type
seeds, and the red ones, which would still carry the transgenes and be able to continue editing
the motifs. We found characteristic phenotypes of mutations in genes encoding ribosome
biogenesis factors in the T, plants and in the T, plants derived from red seeds, which in the
case of PRH75 were found to be edited in the Cas9 endonuclease target regions.

Keywords: Arabidopsis, ribosome biogenesis, POL5, PRH75, CRISPR-Cas9, DsRed.

1



Il.- INTRODUCCION




Introduccion 2

ll.- INTRODUCCION
I.1.- La biogénesis del ribosoma eucariético 80S

Los organismos eucarioticos cuentan con al menos dos tipos de ribosomas para
traducir los ARNm de los genes nucleares o de organulos, y se encuentran en el citoplasma y
las mitocondrias, respectivamente. Las plantas a su vez cuentan con un ribosoma para traducir
los ARNm de los genes del cloroplasto. El ribosoma citoplasmatico (en adelante, el ribosoma)
se denomina también 80S, por su coeficiente de sedimentacién en gradientes de sacarosa,
tras su centrifugacion en una ultracentrifuga (S es el acr6onimo del coeficiente de
sedimentacion de Svedberg). Estda compuesto por una subunidad pequefia (SSU) de 40S y
una subunidad grande (LSU) de 60S y su sintesis es muy compleja (Sdez-Vasquez y Delseny,
2019). Se inicia en el nucleolo, continua en el nucleoplasma y finaliza en el citoplasma. Implica
la trascripcion, procesamiento, modificacién y ensamblaje del ARN ribosémico (ARNr) con
proteinas ribosémicas (PR), dando lugar a las subunidades mayor o 60S y menor 40S del
ribosoma, que se ensamblan posteriormente en el ribosoma maduro 80S (Soltanieh et al.,
2014). La subunidad 40S contiene el ARNr 18S y 33 PR, mientras que la subunidad 60S
presenta tres ARNr, el 255/28S (25S en plantas y levaduras, y 28S en metazoos), el 5,8S y el
5S, y un total de 46 PR en levaduras y 47 PR en humanos (Dorner et al., 2023).

I1.1.1.- Estructura de los ADNr en Arabidopsis thaliana

En los eucariotas, los genes de los ADNr estan en multiples copias organizadas en
tandem. Se denominan ADNr 35S en la levadura, 47S en humanos y 45S en las plantas y
codifican los ARNr mayores: 255/28S, 18S y 5,8S. En Arabidopsis thaliana, los ADNr 45S se
localizan en dos regiones organizadoras del nucleolo (NOR), conocidas como NOR2 y el
NOR4, ubicadas cerca de los telomeros de los cromosomas 2 y 4, respectivamente. Las
copias del ADNr 45S se separan entre si por los espaciadores intergénicos (IGS). La unidad
de transcripcion de cada gen del ADNr 45S contiene las secuencias de los ARNr 18S, 5,8S y
25S que estan flanqueadas por espaciadores externos (5-ETS y 3-ETS) y separadas por
espaciadores internos (ITS), los cuales son eliminados durante el procesamiento del pre-
ARNTr, que es muy complejo. Los genes del ADNr de Arabidopsis son casi idénticos en
secuencia, pero presentan polimorfismos en el extremo 3'-ETS, formando distintas variantes
del pre-ARNr, lo que permite distinguir también su expresion diferencial a lo largo del

desarrollo de la planta (Figura 1, pagina 3; Mohannath et al., 2016).
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Figura 1.- Representacion esquematica de la organizacion de los NOR de Arabidopsis. Los NOR estan
formados aproximadamente por 750 copias del ADNr 45S localizadas en tdndem inmediatamente
adyacentes a los telémeros (TEL) de los cromosomas 2 y 4. La unidad de transcripcion del ADNr 45S
se ha representado en la parte inferior de la figura, en rectangulos naranja, verde y azul las secuencias
de los ARNr 18S, 5,8S y 25S, respectivamente, separadas por espaciadores transcritos internos (ITS1 e
ITS2) y flanqueadas por los espaciadores externos (5'-ETS y 3'-ETS). Se destacan ademas el espaciador
intergénico (IGS), formado por repeticiones de secuencia y el promotor del gen (GP) con un rectangulo
rojo. Las flechas negras indican los sitios de inicio de la transcripcion en cada unidad. Figura tomada a
partir de Mohannath et al., 2016.

I.1.2.- El procesoma SSU

El procesoma SSU (small subunit) o prerribosoma 90S, es un complejo de
ribonucleoproteinas que ha sido extensamente estudiado en la levadura Saccharomyces
cerevisiae. Este complejo juega un papel fundamental en el procesamiento del pre-ARNr 35S
y en el ensamblaje de la subunidad 40S. Durante la transcripcion del ADNr 35S unos 70
factores de biogénesis de ribosomas (FBR), agrupados en subcomplejos, se ensamblan con
el pre-ARNr 35S naciente y lo modifican. Los subcomplejos del procesoma que se han
identificado en la levadura son cinco: UtpA, UtpB, UtpC, U3 snoRNP y Mpp10 (Saez-Vasquez
y Delseny, 2019).

Aunque no se ha observado directamente en las plantas, se presume la existencia de
un procesoma SSU, debido a que los genomas vegetales codifican las proteinas ort6logas de
la mayoria de las proteinas del procesoma humano y de la levadura. Esto sugiere que las
plantas podrian utilizar mecanismos similares para la formacion de la subunidad ribosémica

40S (Figura 2; Sadez-Vasquez y Delseny, 2019).
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Figura 2.- Representacion del modelo de ensamblaje del procesoma SSU o preribosoma 90S, la
maduracion de la particula pre-40S en Arabidopsis y su traslocacion al citoplasma donde completa su
maduracion. Los participantes del proceso estan representados con distintos colores: las ARN pol |
(naranja) transcribe el ADNr 45S (linea negra) formando el ARNr 45S (linea azul) al cual se le unen
distintos subcomplejos: UtpA (verde), UtpB (azul), U3snoRNP (violeta), UtpC (rojo) y Mppl0
(amarillo). También se representa el ensamblaje independiente de la subunidad 60S en el pre-ARNr
naciente. La linea discontinua azul representa la envoltura nuclear que separa el ndcleo del citoplasma.
Figura modificada a partir de Lillo, 2023 quien se basd en Saez-Vasquez y Delseny, 2019.

I.2.- Funciones de los genes POL5 y PRH75 de Arabidopsis y de sus ortologos
I.2.1.- Las funciones del gen Pol5 de lalevaduray el MyBBP1A humano

Pol5 se descubrid en Saccharomyces cerevisiae como una proteina principalmente
nucleolar y que forma parte del complejo UtpA del procesoma SSU (Figura 2). Por su
estructura, fue inicialmente caracterizada como una polimerasa de tipo B, pero se ha
descubierto que no participa en la replicacion del ADN, ni posee actividad polimerasa, sino
gue participa en la biogénesis del ribosoma (Shimizu et al., 2002). Pol5 es considerada un
FBR ya que participa en la transcripcion del ADNr 35S, en el procesamiento del pre-ARNr 35S
y en la maduracion de la subunidad ribosémica 60S (Ramos-Saenz et al., 2019).

La pérdida de funcién del gen Pol5 de la levadura es letal y la parcial conlleva una
reduccion de las subunidades 60S libres y de los niveles de los ARNr 25S y 5,8S, pero no del

18S. La sintesis de la subunidad 40S también se ve afectada, pero en menor medida (Ramos-
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Séenz et al., 2019). Pol5 es considerada una proteina multifuncional, ya que también facilita
la incorporacién adecuada de ciertas PR y de factores de ensamblaje del ribosoma en los pre-
60S (Braun et al., 2020).

En humanos, la ortdloga de Pol5 es la proteina nucleolar supresora de tumores
MyBBP1A (Myb binding protein 1A). MyBBP1A actla como un represor en la expresion del
ADNTr 47S (Tan et al., 2012) y es incapaz de complementar el fenotipo letal de un mutante
nulo de Pol5 de la levadura, indicando que ambas proteinas no son funcionalmente
intercambiables (Ramos-Séenz et al., 2019).

Aunque en el genoma de Arabidopsis no se habia detectado un posible ortélogo de
Pol5 o MyBBP1A (Saez-Vasquez y Delseny, 2019), si parece existir y se esta estudiando en

el laboratorio.

I.2.2.- Las funciones de los genes PRH75 de Arabidopsis y de su ortélogo
humano DDX21

Las helicasas de ARN de la familia DEAD-box de los eucariotas cumplen un importante
papel en diversas etapas del metabolismo del ARN, incluido el del ARNr. PRH75 pertenece a
esta familia de Arabidopsis y, a diferencia de la presunta ortéloga de Pol5 y MyBBP1A, si ha
sido estudiada, en donde también se ha denominado AtRH7. PRH75 se localiza en el nucleolo
y participa en la biogénesis del ARNr y en el ensamblaje de la subunidad 40S del ribosoma.
Es una proteina ubicua, pero su expresion es mayor en los tejidos que se encuentran en
estado de proliferacion activa (Huang et al., 2015).

La pérdida de funcion del gen PRH75 afecta al desarrollo de la planta y genera un
fenotipo caracteristico de los mutantes en genes que codifican FBR, que incluyen la aparicién
de hojas apuntadas, raices cortas y un patron de venacién menos complejo que el silvestre
(Figura 3, pagina 6). Las semillas de los mutantes de atrh7/prh75 colapsan y se deforman, lo
gue indica que PRH75 es importante también para el desarrollo de las semillas (Liu et al.,
2016).
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Figura 3.- Fenotipo de los mutantes 747 de Arabidopsis. (A) Rosetas de la estirpe silvestre (WT) y de
dos mutantes rh7 (rh7-5y rh7-8) presentando hojas apuntadas. (B-D) Patron de venacion de la estirpe
silvestre y de los mutantes rh7, con desconexion entre las venas en las hojas (B, D) y los cotiledones (C,
D)y la aparicion de cotiledones triples y cuadruples y algunos fusionados. (E) Fertilidad de los mutantes
rh7. Silicuas de la estirpe silvestre (WT) y de los mutantes rh7 que exhiben una reduccion en tamafio y
namero de semillas, comparadas con las del silvestre, y una morfologia aberrante. (F) Reduccién del
crecimiento radicular de los mutantes »47. Figura tomada de Liu et al., 2016.

En los mutantes atrh7/prh75 se acumulan precursores del ARNr 18S, defecto que
incrementa al disminuir las temperaturas, sugiriendo que PRH75 juega un papel positivo en la
tolerancia al frio (Liu et al., 2016). Ademas, se ha comprobado que PRH75 forma un complejo
con CSP3 (COLD SHOCK DOMAIN PROTEIN 3), un regulador positivo de la tolerancia a la
congelacion que actia como chaperona de ARN. Esta interaccién garantiza un procesamiento
adecuado del pre-ARN 45S en el nucleolo (Liu et al., 2016).

PRH75 no tiene ortélogos en la levadura y en humanos es DDX21, cuyo producto actia
como un FBR en el procesamiento del pre-ARNr 47S y sus alteraciones se asocian a distintos

tipos de cancer (Miao et al., 2023).
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I.3.- CRISPR-Cas9: Sistema de inmunidad bacteriana
I1.3.1.- Componentes y su funcién

CRISPR-Cas es un sistema de defensa contra bacteriéfagos y plasmidos que esta
presente en el casi 40% de las eubacterias y el 90% de las arqueas. Esta basado en la
presencia de repeticiones palindrémicas cortas agrupadas (CRISPR) y proteinas asociadas
(Cas) (Hryhorowicz et al., 2017). Los loci CRISPR contienen repeticiones de 30 a 40 pb (pares
de bases), intercaladas con espaciadores derivados de los genomas de los virus y plasmidos
bacterianos con los que han entrado previamente en contacto. Los espaciadores le sirven de
alerta cuando un virus o una bacteria que ya la ha infectado, intenta la reinfeccion (Figura 4)

(Charpentier y Marraffini, 2014).

/r@ Bacteri6fago

g
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Figura 4.- Estructura y mecanismo de accion del sistema de defensa CRISPR-Cas. Se representa el
locus CRISPR con rombos marrones, intercalado por los espaciadores (cuadros de distintos tonos de
verde). El operon cas se representa con flechas azules y grises y el gen del ARN CRISPR de
transactivacion (ARNtracr) mediante un rectangulo naranja. EI ARNtracr codifica un ARN no
codificante que hibrida con las secuencias repetidas del pre-ARNcr (ARN CRISPR). EIl pre-ARNcr
madura dando lugar al ARNcr que guia a la proteina Cas9 (representada con un circulo azul) al sitio de
corte en el genoma del fago que contiene la secuencia PAM (representada con un rectangulo amarillo).
Figura tomada y traducida de Jiang y Doudna, 2017.
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Cerca del loci CRISPR se sittan los genes Cas (Figura 4, pagina 7) que codifican
endonucleasas que reconocen una secuencia de ADN especifica en el genoma del virus
invasor conocidas como PAM (proto-spacer adjacent motif), motivos cortos conservados de 2
a 5 pb (Jiang y Doudna, 2017). La secuencia PAM varia segln la especie, y la proteina Cas,
como la Cas9 de Streptococcus piogenes (SpyCas9) reconoce la secuencia '5-NGG-3' donde
N puede ser cualquier nucleétido (Bao et al., 2019). La SpyCas9 es la nucleasa de ADN mejor
caracterizada del sistema CRISPR-Cas9, genera roturas en las dos cadenas de ADN (double-

strand break; DSB) a una distancia de tres pb aguas arriba de la PAM (Jiang y Doudna, 2017).

I1.3.2.- Procesos de reparacion de rupturas de las dos cadenas de ADN (DSB) en
la célula

El ADN puede dafiarse por factores exégenos como la radiacion ionizante o
enddégenos como productos metabdlicos y especies reactivas de oxigeno. Las DSB son las
lesiones mas graves para una célula que causan parada de la replicacion. Si son masivas y
no se reparan generan aberraciones cromosémicas. Existen dos rutas de reparacion en
eucariotas: la de unién de extremos no homélogos (NHEJ) y la de recombinacion homologa
(HR) (Figura 5, pagina 9; Weterings y Chen, 2008).

La ruta de reparacion de DSB por HR esta restringida a las fases S y G2 del ciclo
celular. Es muy precisa, ya que utiliza una cromatida hermana como molde para sustituir la
region dafiada del cromosoma (Weterings y Chen, 2008). Por el contrario, la ruta de reparacion
NHEJ es mutagénica, ya que los dos extremos de la molécula se acortan hasta producir
extremos romos, que unen ligasas de ADN. La ruta NHEJ es la predominante durante las
fases G1 y M, por lo tanto el mecanismo de reparacién mas frecuente en la mutagénesis

dirigida mediante el sistema CRISPR-Cas9 (Weterings y Chen, 2008).
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Figura 5.- Representacion de los mecanismos celulares de reparacion del ADN. La caspasa Cas9 (azul),
guiada por un ARN guia (sgRNA en naranja), introduce roturas de doble cadena (DSB) en el ADN
genodmico objetivo mediante los dominios HNH y RuvC. Estas roturas son reparadas por el huésped a
través de dos mecanismos de reparacion. En ausencia de un molde, se produce la union de extremos no
homdlogos (NHEJ, a la izquierda), que produce inserciones (verde), deleciones (gris) y sustituciones
(naranja) en el sitio de rotura. Por otro lado, si se dispone de un molde donante, se lleva a cabo la
recombinacion homdloga (HR, a la derecha). En la imagen se muestra en rojo un fragmento de ADN
con extremos idénticos a la regién en la que la caspasa produjo la rotura, permitiendo su intercambio.
Figura tomada y traducida de Jiang y Doudna, 2017.




Introduccion

En el método de edicién basado en el sistema natural bacteriano CRISPR-Cas se
inducen DSB para generar mutaciones en la region diana. La célula reparara la rotura por el
mecanismo NHEJ, causando habitualmente deleciones que eliminarian secuencias de interés,
como una secuencia reguladora de la transcripcion. Con alta probabilidad las deleciones
alteraran el marco de lectura del ARNm, si se producen en la region codificante, generando
alelos de pérdida de funcién, hipomorfos o nulos. Si se suministra una secuencia homoéloga
durante el proceso de edicion, la reparacion puede realizarse mediante HR, lo que resulta en
menos errores comparado con NHEJ (Charpentier y Marraffini, 2014).

El uso de CRISPR-Cas9 ofrece ventajas sobre otras herramientas de manipulacion
genética. Simplifica y reduce el tiempo necesario para el disefio e implementacién de
modificaciones en el genoma, ya que requiere solo dos componentes: la proteina Cas9 y el
ARN guia (Lino et al., 2018). El ARN guia resulta de la fusién del ARNcr que contiene la
secuencia guia que se une al ADN diana, y otro, denominado ARNtracr, que facilita la

maduracion y union del ARNcr a la Cas9 (Pruett-Miller, 2015).

I.4.- Arabidopsis thaliana como organismo modelo en investigacion

Arabidopsis thaliana es una dicotiledonea de la familia Brassiccaceae, ampliamente
usada en andlisis genético durante varias décadas. Su pequefio tamafio y ciclo de vida corto
facilitan el cultivo y la obtencién rapida de multiples descendientes. Fue la primera planta cuyo
genoma fue secuenciado, siendo notablemente pequefio para una planta, ya que solamente
es de unas 132 Mbp distribuidas en cinco cromosomas y muy poco ADN repetitivo. Contiene
alrededor de 20.000 genes, unos cientos mas que el genoma humano que es mucho mas
grande. Para su mutagénesis aleatoria se emplean mutagenos quimicos como el
metanosulfato de etilo, o fisicos como la irradiacion o los elementos insercionales, pero el
mecanismo de eleccion para mutagénesis dirigida es el basado en el sistema CRISPR-Cas9,

por su sencillez y eficacia (Woodward y Bartel, 2018; Yaschenko et al., 2024).
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[Il.- ANTECEDENTES Y OBJETIVOS

Una de las lineas de investigacion del laboratorio de la profesora Maria Rosa Ponce
se centra en comprender los mecanismos genéticos que subyacen en el control de la
biogénesis del ribosoma en Arabidopsis, un proceso bien estudiado en la levadura
Saccharomyces cerevisiae, un poco menos en humanos, pero casi inexplorado en las plantas.

Antes de miincorporacion al laboratorio, el grupo de investigaciéon ya habia identificado
dos motivos conservados que difieren Unicamente en una A en el extremo 3', UP2ATMSD
(AAACCCTA) y TELOBOXATEEF1AAl (AAACCCTAA), situados en las regiones lider (5'-
UTR) de los genes de POL5 y PRH75. Los motivos UP2ATMSD y TELOBOXATEEF1AA1L,
junto al motivo UP1ATMSD (GGCCCAWWW; donde W es A o T), estan enriquecidos en el
promotor o la regidon 5-UTR de muchos genes de Arabidopsis y otras especies vegetales como
el arroz, que codifican FBR o PR (Gaspin et al., 2010). Sin embargo, sus funciones, si las
tienen, se desconocen y pudieran ser biol6gicamente irrelevantes o tener un papel clave en el
control de la transcripcion, de la estabilidad del ARNm o de la traduccion.

Para intentar descubrir su funcién, se propuso su mutagénesis mediante la tecnologia
CRISPR-Cas9, bien asentada en Arabidopsis y en el laboratorio. Se disefiaron en primer lugar
transgenes con ADN cuya transcripcion generaria dos diferentes ARN guias para editar los
motivos de ambos genes en plantas silvestres Col-0 y observar si estas ediciones causan
efectos fenotipicos y moleculares, que podrian ser alteraciones en la transcripcién o en la
traduccion de los genes PRH75 y POLS5.

Mi trabajo consistié en analizar las ediciones realizadas en las plantas, que ya estaban
transformadas con los transgenes productores de los ARN guias y portadoras del gen hCAS9,
una version optimizada del gen original de la Cas9 y determinar si la modificacién de uno o
ambos motivos de cada gen es responsable de los efectos fenotipicos observados. Ademas,
analicé la descendencia para comprender la herencia de las ediciones y del fenotipo mutante
asociado, en caso de detectarse. Si se obtuvieran conclusiones relevantes en el estudio de
los motivos de POL5 y de PRH75, se extenderia la investigacion a otros genes de FBR y PR

en los que se han detectado estos elementos presuntamente reguladores.
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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, Trabajos de Fin de Grado y Trabajos de Fin de Méster, realizados en los
laboratorios de José Luis Micol y Maria Rosa Ponce, y que pueden consultarse en:

https://genetics.edu.umh.es. En este apartado de Materiales y métodos se reproducen

literalmente algunos parrafos de dichos trabajos, ya que corresponden a protocolos bien
establecidos en ambos laboratorios.

Se utilizan numerosas abreviaturas y acronimos, correspondientes en su mayoria a las
unidades de medida del Sistema Internacional, y otras especificamente empleadas en
Biologia Molecular. Ademas, se ha procurado obedecer la normativa de la International Union
of Pure and Applied Chemistry (IUPAC) en lo referente a la formulacién quimica y a las
denominaciones de los compuestos utilizados en este trabajo. No obstante, se ha preferido
emplear los acrénimos castellanizados ADN y ARN de uso comdn en los medios de
comunicacion espafoles, en lugar de los recomendados por la IUPAC, DNA y RNA, para los
acidos desoxirribonucleico y ribonucleico, respectivamente.

Como recomienda la RAE en su Ortografia de la lengua espafiola (2010), no se realiza
el plural de las siglas afiadiendo al final una “s” mintscula: se escribe “el ARNr” y “los ARNr”
o “el FBR” y “los FBR”. Se escriben en cursiva algunos anglicismos de uso comun, que

carecen de una traduccion al espafiol generalmente aceptada.

IV.1.1.- Nomenclatura genética

Se mantiene la homenclatura de los genes, proteinas y alelos que ha consagrado la
comunidad de cientificos de cada organismo, que incluye la regla general de que los genes y
alelos se escriban en cursiva y las proteinas en tipografia normal. Si la referencia es al gen o
la proteina de Saccharomyces cerevisiae, aparecerd la primera letra con mayuscula y el resto
con minuscula, por ejemplo, Pol5 y Pol5, respectivamente. Si se refiere a genes o proteinas
de Arabidopsis o humanas el nombre abreviado se escribe con mayusculas (POL5 y POLS5).
Los alelos de un gen se indican con letras mayusculas para el silvestre (por ejemplo, Pol5 o

POL5) y minusculas para los mutantes.

IV.1.2.- Citas bibliogréficas
Se ha usado EndNote (https://endnote.com/) para gestionar las citas bibliograficas, que
se ordenan cronolégicamente, siguiendo un orden alfabético para los autores de los articulos

publicados el mismo afio. Todos los autores de un articulo se mencionan en la bibliografia,

12


https://genetics.edu.umh.es/
about:blank

Materiales y métodos

mientras que en el texto solo se hace referencia al primero de ellos, salvo cuando son dos.
También se citan como fuentes direcciones de Internet (URL; Uniform Resource Locator), en

el formato https://..., aun sabiendo que muchas son temporales.

IV.2.- Condiciones de cultivo de Arabidopsis
IV.2.1.- Cultivo en placa de Petri

La mayoria de los cultivos se iniciaron en placas de Petri de 15 cm de diametro, que
contenian unos 100 ml de medio sélido GM (apartado V.4, pagina 14). La siembra de las
semillas de Arabidopsis se realiz6 tras su esterilizacion por inmersién 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% vl/v, y, durante 8 min, en una disolucién de etanol al 70%, haciendo a
continuacion tres lavados sucesivos con agua estéril. La siembra en placas de Petri se realizo
con material estéril, en una cabina de flujo laminar horizontal Telstar BH-100 o MH-100. Tras
su siembra, las placas de Petri se precintaron con esparadrapo quirdrgico Micropore Scotch
3M, que supone una barrera efectiva para los aerosoles, sin impedir el intercambio de gases
con el exterior. Las placas inoculadas con las semillas se estratificaron durante al menos 24
h, a 4°C y en oscuridad, a fin de sincronizar su germinacion, tras lo que se cultivaron a 20 *
1°C y 50-60% de humedad relativa, con iluminacién continua de 75 pmol/s-m? de luz blanca,
suministrada por tubos fluorescentes Sylvania Standard F20W/133-RS Cool White en
camaras de cultivo Conviron TC16, en las que el flujo de aire es permanentemente
ascendente.

El crecimiento de las plantas 14-21 dias después de la estratificacion (dde) es tal que
se puede apreciar a simple vista la arquitectura de la roseta y de sus hojas vegetativas,
pudiendo distinguir a las mutantes de las silvestres en base a sus diferencias morfolégicas.
Las plantas de interés fueron después trasplantadas a macetas, en las que completaron su

ciclo de vida en las condiciones gque se detallan en el apartado siguiente.

IV.2.2.- Cultivo en macetay recoleccion de semillas

Los cultivos en maceta se efectuaron en bandejas de plastico de 28 x 50 cm, con 42
alveolos, cada uno de 5 x 5 cm (diametro x altura), colocadas en cubetas de 7 cm de
profundidad. En cada alveolo se introdujo una maceta de rejilla de 5 x 5 cm (didmetro x altura),
previamente rellenada con el sustrato. Estas macetas impiden que el sustrato se adhiera al
alveolo, y facilitan la extraccidon de las plantas para la realizacibn de cruzamientos o la
recoleccion de semillas. Se usé como sustrato una mezcla de perlita (granulometria de 1 a 3

mm; 105-125 kg/m?), vermiculita (granulometria de 1 a 3 mm; 80-100 kg/m?3) y turba no
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fertilizada (turba rubia de musgo Sphagnum, de estructura gruesa; Grobmull Neuhaus), en
una proporcién volumétrica 2:2:1. Cada alveolo se destiné al cultivo de una sola planta, que
fue trasplantada, con ayuda de unas pinzas, desde la placa de Petri en la que habia
permanecido durante las primeras tres semanas de su ciclo de vida.

Durante tres dias, los cultivos permanecieron cubiertos con un plastico transparente
perforado, a fin de evitar una excesiva condensacion de agua. Cuando se produjo el alzado y
la elongacion de los entrenudos al término de la etapa vegetativa, se aislo a las plantas en
cilindros de plastico transparente, denominados aracones (aracons; Beta Tech), que impiden
el contacto entre individuos adyacentes y facilitan la recoleccion de las semillas.

Todos los cultivos se mantuvieron en una camara climatizada visitable, a 20 + 1°C y
50-60% de humedad relativa, bajo iluminacién continua de 75 pumol/s-m? de luz blanca,
suministrada por tubos LED Sylvania ToLEDo T8 V7 4FT 2000LM 840 RL.

Las bandejas permanecieron subirrigadas, manteniéndose un nivel de unos 2-3 cm de
agua en el fondo de las cubetas. El aporte de nutrientes se hizo dos veces por semana,
mediante la adicion de una cantidad saturante de medio minimo ATM (apartado 1V.4, pagina
14). Cuando la floracién se interrumpio, se suspendi6 el riego, propiciandose el secado de las
plantas, que se mantuvieron en la camara de cultivo al menos dos semanas mas, para
proceder finalmente a la recoleccion de sus semillas.

Para la recoleccion de las semillas de una planta seca, fruto de su autofecundacion,
esta se presiond contra un colador, el cual se sujeté sobre un papel de filtro sobre el que
cayeron las semillas. La mezcla de semillas, fragmentos de silicuas y otras partes secas de la
planta, que se acumul6 sobre el papel, fue cribada a través de un colador adecuado, para
eliminar en lo posible todas las particulas con un tamafio superior al de las semillas. Estas

ultimas se almacenaron en tubos eppendorf, que se conservaron a 4°C.

IV.3.- Disoluciones

Todas las disoluciones que se mencionan en este apartado se prepararon utilizando
agua desionizada, con una resistividad media de 15 MQ/mm?2-m. Ademas, se conservaron a
temperatura ambiente, salvo aquellas para las que se indica una temperatura diferente. Las

esterilizaciones en autoclave se efectuaron a 1 kg/cm? y 121°C durante 20 min.

IV.4.- Medios de cultivo para Arabidopsis

Medio minimo ATM (liquido): KNO3z 5 mM; KH2PO4 2,5 mM; MgSO4 2 mM; Ca(NOs)-
2 mM; FeNaEDTA 51 uM; HsBOsz 70 puM; MnCl, 14 pM; CuSOs 0,5 uM; ZnSO.
1 puM; NaMoOs 0,2 pM; NaCl 10 pM, y CoCl, 0,01 uM (Kranz y Kirchheim, 1987).
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Medio GM (Germination Medium; sélido): NHsNOs 10,3 mM; HsBO3 50,1 uM; CaCl,
1,5 mM; CoCl,-6H.0 0,05 pM; CuSO4-5H.0 0,05 uM; Na;EDTA 55,4 yM; MgSO. 0,75 mM;
MnSO4-H,O 50 uM; NaMoQO4-2H>0 0,5 uM; Kl 2,5 yM; KNO3 9,4 mM; KH;PO,4 0,62 mM;
ZnS04-7H,0 15 uM; sacarosa 29,2 mM; MES [acido 2-(N-morfolino)-etano sulfénico] 2,3 mM,
y 0,6% m/v de Gelrite.

Para su preparacion se afadieron, a 900 ml de agua, 2,2 g de sales de Murashige y
Skoog (Duchefa Biochemie; Murashige y Skoog, 1962), 10 g de sacarosay 0,5 g de MES. Se
agité la suspension en un agitador magnético hasta la disolucién de todos sus componentes
y se ajusto el pH a 5,7 con KOH 5 My KOH 1 M (este ultimo sirvid para aproximar el pH lo
maximo posible). Posteriormente, se ajusto el volumen final a 1 |, se afiadieron 6 g de Gelrite
(Duchefa Biochemie), y se esteriliz6 en autoclave. Tras su esterilizacién, se mantuvo durante
30 min en un bafio a 55°C antes de su vertido en placas de Petri de 15 cm de didmetro, que
se realiz6 en una cabina de flujo laminar horizontal Telstar BH-100 o MH-100. Las placas de
Petri con medio sélido GM se conservaron hasta un mes a 4°C, en posicién invertida y bien

precintadas.

IV.4.1.- Tampones y otras disoluciones de uso general
IV.4.1.1.- Disoluciones para la purificacion de ADN gendémico

Tampén de extracciéon: Tris-HCI 100 mM pH 8; Na:EDTA 50 mM, y NaCl 0,5 M. Se
prepar6 a partir de las disoluciones madre Tris-HCI 1 M pH 8; Na;EDTA 0,5 M pH 8, y NaCl 5

M. Se conservo hasta un mes a 4°C.

IV.4.1.2.- Disoluciones para la electroforesis de ADN en geles de agarosa

Tampon TAE 50x: Tris-base [Tris-(hidroximetil)aminometano] 2 M; 5,71% v/v de acido
acético glacial, y Na,EDTA 50 mM. Para preparar 1 | de tampdn se mezclaron 242 g de Tris-
base, 57,1 ml de &cido acético glacial, y 100 ml de Na.EDTA 0,5 M pH 8.

Tampon de carga 6x: 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: Se diluy6 el marcador de peso molecular (1 kb Plus
DNA ladder de Invitrogen; 1 pg/upl) en el tampén de carga hasta una concentraciéon de 0,1

pg/ul. Se usaron 10 pl por pocillo de un gel de agarosa convencional. Se conservo a —20°C.
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IV.5.- Obtencion y manipulacion de &cidos nucleicos
IV.5.1.- Aislamiento de acidos nucleicos
IV.5.1.1.- Aislamiento de ADN genémico de Arabidopsis

El ADN gendmico usado como molde en las amplificaciones por PCR (Mullis et al.,
1986) se purificé utilizando una version simplificada del método de Dellaporta et al. (1983).
Para ello, se introdujo en un tubo eppendorf el material vegetal, una hoja o cotiledén de la
roseta de plantas 14 o 21 dde, y después se afiadieron 500 pl de tampon de extraccion y 3
perlas de vidrio de 3 mm de diametro, esterilizadas en autoclave. La muestra se maceré a 30
Hz durante 3 min en un macerador automatico (MM400; Retsch). A continuacion, se afiadieron
35 ul de SDS al 20% v/v, y se incubd la muestra durante 5 min a 65°C. Después, se afiadieron
130 pl de KCH3;COO 5 M, incubando la muestra 8 min a 4°C, y centrifugadndola durante 10 min
a 13.500 rpm en una microfuga. El sobrenadante se transfiri6 a otro tubo eppendorf, y se
precipitod el ADN, incubando la muestra con 640 ul de isopropanol y 60 pl de NaCH;COO 3 M
durante 20 min a —-20°C. Seguidamente, se centrifugd durante 10 min a 12.500 rpm,
eliminando el sobrenadante por decantacién y lavando el precipitado con 300 ul de etanol al
70% vl/v. Se centrifugd otra vez durante 5 min a 13.500 rpm, se retir6 el sobrenadante, y se
dejo secar el precipitado. Finalmente, se resuspendié el ADN genémico en 50-100 pl de agua

(segun el material vegetal de partida), y se conservo a —20°C.

IV.5.2.- Amplificaciones mediante PCR

Todas las reacciones se llevaron a cabo en un volumen final de 10 o 20 pl en
termocicladores Bio-Rad T100. De forma rutinaria, se uso la polimerasa de ADN GoTaq G2
Flexi (Promega) a una concentracion final de 0,04 U/ul. Los oligonucleétidos empleados como
cebadores (Tabla 1) y los desoxirribonucleétidos se afiadieron a una concentracion final de

0,4 UM y 0,2 mM, respectivamente.

Tabla 1.- Oligonucleétidos empleados en este trabajo

Propdsito Nombre Secuencia (5'—3')
Genotipado PRH75-2F TCTTATGAGCAGTGTGTATCCAT
de las plantas PRH75-R CACTTCATCCTCCTCCTCGG
editadas con los POL5p: POL5: GFP-F GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTT
transgenes CRISPR TCAGTCAAAAGTACTCATTCTTTGGG
POLS5 exonl Rev CTTTATCAGGTAACATTTCGTATTGC
Secuenciacion GT-3-7280 RP CCACAGGTATAGGCTTAGGCC

PRH75-2F TCTTATGAGCAGTGTGTATCCAT
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Los programas de PCR incluyeron una etapa previa a 94°C durante 2 min, seguida de
35 0 40 ciclos en los que se repitié una fase de 15 s a 94°C para la desnaturalizacién de los
moldes, otra de 15 s a la temperatura de apareamiento para la hibridacién de los cebadores
(52-60°C), y una fase final a 72°C para la polimerizacion, de duracion variable segun el tamafio
del fragmento a amplificar, asumiendo que la polimerasa utilizada sintetiza ADN a raz6n de 1
kb/min. Por ultimo, se programé una etapa, no ciclica, de 5 min a 72°C, para rellenar las

moléculas bicatenarias.

IV.5.3.- Electroforesis de ADN en geles de agarosa

Se emplearon geles de agarosa al 1% m/v, y como electrolito, TAE 1x, que se prepard
a partir de tampdn TAE 50x (apartado 1V.4.1.2, pagina 15). Se disolvi6 la agarosa en TAE 1x
por calentamiento en un microondas, y una vez enfriada la disolucién a 55°C, se afiadio
bromuro de etidio a una concentracién de 0,5 pg/ml. Las electroforesis se hicieron en cubetas
horizontales, a voltaje constante de 100 V, y durante 30-40 min. Para visualizar las moléculas
de ADN, se iluminaron los geles con luz UV de 312 nm, y se tomaron fotografias en un

documentador de geles Vilber E-Box VX5.

IV.5.4.- Secuenciacion y anédlisis de secuencias de ADN

Las secuencias fueron obtenidas por la empresa STAB VIDA (Caparica, Portugal), a
la que se enviaron muestras de 20 pl, que contenian productos de PCR previamente tratados
con 1,5 pyl de Exonucleasa | (Exo I; 1 U/ul) y 1 ul de FastAp (1 U/ul), ambas de Invitrogen, para
la eliminacion de los cebadores y los desoxirribonucleétidos no incorporados durante las
amplificaciones. También se enviaron a STAB VIDA alicuotas de 5 pl de los oligonucledtidos
utilizados como cebadores en las reacciones de secuenciacion (Tabla 1, pagina 16) a una

concentracion de 10uM.

IV.6.- Microfotografia y morfometria

Las fotografias de las plantas 14 o 21 dde, se tomaron con una lupa trinocular Nikon
SMZ1500, con un dispositivo microfotografico Nikon DS-Ri2, e iluminacion anular de fibra
Optica, provista por una fuente de luz fria Volpi Intralux 6000-1. Las fotografias de las plantas
en placa de Petri 14 dde y en maceta 54 dde se efectuaron con una camara digital Panasonic

Lumix DMC-FX9, en un estudio fotografico Havox HPB-40XD equipado con 120 luces LED.
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V.- RESULTADOS
V.1.- Estado del trabajo previo a mi llegada al laboratorio

Se disefiaron antes de mi llegada al laboratorio, vectores CRISPR para editar los
motivos UP2ATMSD (AAACCCTA) y TELOBOXATEEF1AAl (AAACCCTAA), localizados en
la region 5'-UTR de los genes POL5 y PRH75 (Figura 6).

A

cttagaatacggcatagacaatgaattttccaagctttcacattgtatttaatttgtgtatcaccaacgctacat
gcttttaagtttaattgacttcttgtggaaaactttacaaaaggagaagaaatatcaactaaattgttttctttg
tcttcctagtatatatgacatagcaatccttatctatatatatgatgcagtctagttgttccgaataacctecte
attcatggaagactaacattcaaaaactcgtcaaaataatatgttaattttggttagtgttaaatatgtcaaacc
taaattcttgaataacaaaatgaatcgtttttttctcggttactaaatcagttattatgagttttgtaatacagt
caaaagtactcattctttgggataacacaaagcattcaaaacatatgggtttataaactcttgtcgttggatttyg
ggcttagagctctgtgttcttattgttaccacttatttccttctecttgaaaatttgtetttgtgggetttacecg
cttcaggattctaattgaagttgggcttcatgacatttttcgttctacatatcggtgagaacaaaaaacaatatc
aacaaaaaatgtttatatattatttaataaaacatgattcattattttattttatatttgataaagatttcatta
atattagtgagagaatgattgcactaaaaaatatggagaaaaatgagaggatgattttctttgcaaataattatt
aaaaaccattactaaaaattaaaatatgatgctgtttaattacgaattatgaaattaaacgttttgagttcctge
aaattgatatattgtaattgatgagaaaaatatcatttgtcggcgagttgtataaataatattatttttttaatt

atH@8eeetadactaaaacccttttagttagaggggacagaggaaagettcactagtegElaggagEEEctttet
tctcgcecccaattecccaaattcaaaatcgaagettttttal

gtatctattcttcagtttcacttcgtata
tcgaaatgttcatgctttgtctagcaattactaattctttggttttgtttatgtttatgtttecgttaacag

B Egctgttatgtttccggttttgtataaacatattagga
cttgtgaagaataaatgtgtaccgttttggggaaatgggtctcagaactgtattaagtattaaccataaatctat
gatgaagttacttactcctaattacagagtctgtaaatcttatgagcagtgtgtatccattttagaaatttgtga
cagttcatcaactatatatgtgatagaaaacgaattgattatgtttgagctttggttttatcatatcgtcgaaaa
atgaagaaagttactattttaatagaaaagccaacaaagaagatatttttgagtctttgattaaaaaaaggaaag
atagatatttttgagtgtttgacctagaaacgacacgcattctcttatcagaataaataaacggcagattagaga
ttgcacattagagtaaafEEgGgEEEctctaaaatctcaaaactatataaaaagagagg caatt
tcgtcctcttttgtegtectcectecectgetttegecacttcatagectcaatctctcaacaagcagaagagattegat
tctccattatcttecttetaaliye

gtattggtttgattttgaaatttgggttttgcttattatgegtttgtctctgtatgaatttgtcaagtttga
ggcttttggatatttatgtggaaggcttgttattagggatgcctaatttgctatttaattgttattttgtgagac
ttagagactcggtattgtgaatctcctgecttatgtggactttagagtgaatttttcaaagttaggggtctttget
gatcatatgtggtgtggtgcag

Figura 6.- Region de los genes POLS y PRH75 sometida a edicion. (A, B) Secuencias parciales de los
genes POLS5 (A)y PRH75 (B), en donde se han localizado los dos motivos UP2ATMSD (AAACCCTA)
de cada gen, que se han resaltado en verde. Se representa con letras mayusculas, los exones y con
minusculas con diferentes colores, las regiones no codificantes: las UTR (en letras rojas), los intrones
(en morado) y las secuencias intergénicas (en negro) que separan los genes POLS y PRH75 de los que
se encuentran mas proximos a sus extremos 5'. Se destaca en azul y con letras blancas el codon de inicio
de la traduccion ATG de los genes POLS5S y PRH75 y el de terminacion TAA del gen aguas arriba de
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PRH75 (B). Se han subrayado, los ADN de las guias empleadas en cuyos extremos 5’ se encuentran las
secuencias complementarias a las PAM (CCC para la guia 1 y AGG para la 2; en la secuencia de POLS
y AGG y CCC en PRH?75). Las secuencias destacadas en azul corresponden a los sitios de hibridacion
de los cebadores POL5p: POL5: GFP-F y POL5exonl Rev (A), y PRH75 2F y PRH75 R (B), utilizados
en las amplificaciones. Se destaca en amarillo el sitio de hibridaciéon del cebador GT-3-7280 RP que se
utiliz6 para secuenciar la region candidata a la edicion de POLS.

Al contener cada gen dos motivos, se disefiaron cuatro ARN guias, dos para cada gen.
Se utilizaron los programas CRISPOR (http://crispor.tefor.net/) y Breaking Cas
(https://bicinfogp.cnb.csic.es/tools/breakingcas/) para el disefio de las guias, que fueron de 20
nt, excluyendo el motivo PAM. Se utilizé la tecnologia GoldenBraid (https://gbcloning.upv.es/)
para el ensamble de los transgenes productores de las guias y una version modificada del
gen Cas9 de Streptococcus pyogenes, que se abrevia como hCas9. El gen hCas9 es una
version optimizada, en la que los codones de uso poco frecuente en eucariotas han sido
sustituidos por los de mayor uso en humanos, para mejorar la eficacia de su traduccion.

En lugar de emplear genes de resistencia a antibidticos para la seleccién de
transformantes, se opt6 por utilizar el gen DsRed de Discosoma sp, regulado por el promotor
del gen 2S SEED STORAGE PROTEIN 3 (pAt2S3) de Arabidopsis, que se expresa
especificamente en las semillas de esta planta. Dicho gen se incorpor6 también a la
construccién que contenia los elementos necesarios para la edicion, mencionados en el
parrafo anterior. De esta forma, se facilita y acelera la seleccion de las plantas que contengan
los transgenes de interés en su genoma, ya que sus semillas seran rojas, en lugar de
marrones, que es el color silvestre.

Las construcciones se utilizaron para transformar células competentes de la estirpe
C58C1 de Agrobacterium thumefaciens mediante electroporacion, que posteriormente se
emplearon para transformar plantas de Arabidopsis, denominadas To, cuya autofecundacion
produciria semillas que se seleccionarian por su color, ya que sélo las rojas serian realmente
las Unicas cuyos embriones serian portadores del transgén productor de ediciones. La
siembra de las semillas rojas producira plantas T1 que pueden estar editadas o no y en mayor
0 menor grado, ya que no todas lo estaran ni contendran en todas sus células la misma edicién

(Bao et al., 2019). Mi trabajo comenz6 una vez las semillas T: rojas fueron sembradas.

V.1.1.- Analisis fenotipico de las plantas Titransformadas
Los resultados de ediciébn de un experimento con el sistema CRISPR-Cas9 son
impredecibles y resultan en una poblacion celular genotipicamente heterogénea. Las plantas

T1 obtenidas de la transformacién son mosaicos, lo que significa que presentan una edicion
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genética distinta en cada célula de cada érgano, pero también hay células que no estan
editadas. La razén es que la enzima hCas9 corta el ADN de manera uniforme en todas las
células, pero el mecanismo de reparacion NHEJ, que es el mas frecuente, repara las rupturas
cromosomicas introduciendo inserciones y deleciones aleatorias, ya que en la reparacion no
emplea un molde de ADN (Figura 5, pagina 9).

Comencé caracterizando fenotipicamente 19 plantas T: transformadas con las
construcciones portadoras de transgenes para generar dos guias (gl y g2) para cada gen.
Ocho de las plantas resultaron de la transformacion con los transgenes para editar POL5 y
otras once para PRH75. Hemos denominado a estas plantas CR_PRH75 y CR_POLS5 (Figura
7, pagina 20 y Figura 8, pagina 21).

Todos los individuos T: CR_POLS5 presentaron en mayor o menor medida fenotipos
caracteristicos de mutantes en genes de proteinas ribosémicas FBR o PR, como
esperabamos, siendo mas pronunciados el de las plantas CR_POL5-1 y CR_POL5-5, que
mostraron hojas muy apuntadas y con margenes dentados (Figura 7).

La presencia de este fenotipo es indicativa de la eficacia del sistema CRISPR-Cas9
para inducir mutaciones. Por tanto, en los andlisis de las secuencias esperariamos obtener

un porcentaje elevado de edicion, sobre todo en estos dos individuos.

Figura 7.- Resultado de la edicion del lider de POLS. (A-I) Rosetas de (A) la estirpe silvestre Col-0 y
(B-I) de las plantas T resultantes de la transformacion con las construcciones CRISPR-Cas9 para editar
los motivos de POLS5. Por conveniencia, en la figura se ha abreviado el nombre de las plantas. Las barras
de escala indican 1 mm.
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Al igual que las plantas T: portadoras de la construccion CR_POLS5, las de la edicion
de PRH75 también son mosaicos genéticos, por lo tanto, en la muestra se detectarian
multiples alelos. Los individuos CR_PRH75-1, CR_PRH75-2, CR_PRH75-6 y CR_PRH75-9
fueron los que presentaron un fenotipo mas acentuado en este grupo, con hojas algo
apuntadas y margenes dentados. También obtuvimos plantas con un crecimiento mas
retardado como CR_PRH75-3, CR_PRH75-10 y CR_PRH75-11 (Figura 8). Cabe mencionar
que este fenotipo observado en las plantas de CR_PRH75 es similar al de los mutantes
athr7/prh75 descritos en la literatura cientifica para la pérdida de funcion de este gen (Figura
3, pagina 6). Estos mutantes también presentaron hojas apuntadas y margenes dentados.

Ademas, las plantas T: portadoras del transgén (germinaron a partir de una semilla
roja) serian heterocigotas para dicho transgén, por lo que se obtendria una segregacion de
semillas rojas y marrones en la descendencia. Otro rasgo fenotipico a destacar es que todas
ellas segregaron mientras que la planta CR_PRH75-11, con una roseta mas pequefia en

comparacion con el resto, no produjo semillas rojas.

"PRH75

N

CR_PRH7

Figura 8.- Rosetas de las plantas T resultantes de la transformacion con CRISPR-Cas9 que edita los
motivos de PRH75. Las barras de escala indican 1mm.
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El fenotipo mutante de las plantas CR_PRH75 fue mas suave que el de CR_POLS5,
probablemente porque PRH75 juega un papel menos importante qgue POLS5 en la biogénesis
del ribosoma. De hecho, aunque ambos son de copia Unica en humanos, las mutaciones nulas
de MyBBP1la y de Pol5 de la levadura son letales, mientras que las de DDX21, ortélogo de

PRH75, son viables, tal y como se coment6 en la Introduccién.

V.1.2.- Analisis de las secuencias de las plantas presuntamente editadas

Aunque solo puede haber dos alelos en una célula de Arabidopsis, ya que es diploide,
una edicion CRISPR-Cas9 genera mdltiples alelos que resultan en un electroferograma
ilegible con los programas habituales de andlisis. La razén es que el ADN gendémico no
procede de una Unica célulay el proceso de edicidn opera independientemente en cada célula,
constituyendo un mosaico genético, tal como se comentd anteriormente. Para solventar el
problema, hemos utilizado la herramienta ICE (Inference of CRISPR Edits), disefiada para el
analisis de los resultados de las ediciones CRISPR-Cas. ICE es capaz de analizar los
electroferogramas en donde aparecen multiples picos en una posicion y en mdultiples
posiciones, descomponer en secuencias individuales y cuantificar la frecuencia de cada una
en el conjunto. Ademas, es capaz de analizar la edicibn que provoca el uso simultaneo de
varias guias (Medina, 2023).

ICE evalta en primer lugar la calidad de los datos de la secuenciacion e identifica los
sitios en los que deberia haber cortado la endonucleasa Cas9, en este caso la hCas9, en la
secuencia que se introduce en el programa como control. Luego, realiza un alineamiento con
las secuencias, marca la region del corte con una linea vertical discontinua y resume el efecto
de la edicién. A continuacién, ejecuta una regresiéon de minimos cuadrados no negativos para
identificar qué secuencias de las propuestas son mas probables en la muestra. Por ultimo,
calcula la eficacia de la edicion indicando el porcentaje de la poblacion de células de la
muestra que ha sido editada y el efecto de la edicion en la proteina resultante, si se ha editado
una regién codificante, que no es el caso de las ediciones de este TFG. Ademas, puede

detectar y analizar ediciones grandes o inesperadas (Hsiau et al., 2019).
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A Col-0 + POL5 exonl Rev

B CR POL5-1 + POL5 exonl Rev
\“;"‘,r\ﬁ p/\l\/\ ‘ I\ J\ N \ “\‘(“f‘ "‘;"‘.‘iﬁ A[\r"l"/"’
fv""'jlb\:‘] /\l/\ ' \ “ " ’A fM I\ i' H MY ’”,‘ 1’\*"‘"!%‘ ) il
C Col-0 + CR_PRH75-2F

0 280 310 320 330 340 350
------------ lllIlll naw llll IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII lllllIlll L LLL] IIIIII l L Illllllllll--llllllll-lllI-Il

TCTCARR 1 GTCTCICCCTGCTITTCGCACTT CATA
|
|\

il

CR_PRH75-1 + PRH75-2F

\ :,ﬂmb(l,\ VI ﬂ; Iy ./,.,,fb’mg"ﬁa-’b; VYT f,’\t W VO ‘_‘ﬂ “ﬂ ’“ " ,’L,\ } 4 AM i ﬁ:&j}i‘;{y\/v‘v\fvw tﬁy‘v\n | mﬂmv
Figura 9.- Ejemplo de electroferogramas obtenidos de la secuenciacion de plantas CR_POLS y
CR_PRHT75. (B y C) Controles usados para el analisis de las ediciones con el programa ICE donde se
observan picos simples y definidos, indicando la presencia de un Unico alelo, que corresponde con la
ausencia de edicién. (A) Electroferograma de la planta de Col-0 secuenciada con el cebador POL5 exonl
Rev en la que vemos mdltiples picos, y por esta razén no la tomamos como referencia para el analisis
de las ediciones con el programa ICE. (D) Planta editada CR_PRH75-1. Se observa dénde empieza la
edicion mostrandose a partir de la posicién 310, maltiples picos gque representan la variedad de alelos
generados, resultando en un mosaico genético. Subrayado en azul estan las secuencias correspondientes
a las guias. En Col-0 + POL5 exonl Rev no se encontraron las secuencias de las guias, por eso no estan
representadas en la figura. El programa ICE descompondré los electroferogramas complejos de las
plantas editadas en secuencias individuales y cuantificara la frecuencia de cada alelo en la muestra.

V.1.3.- Analisis de la edicion en las plantas transformadas T1 CR_POL5

Para poder analizar las ediciones mediante el programa ICE, se extrajo ADN genémico
de las hojas de roseta de las plantas CR_POL5 (apartado 1V.5.1.1, pagina 16). Se amplifico
mediante PCR la region diana de POLS5 con los cebadores POL5p:POL5:GFP-Fy POL5 exonl
Rev (Tabla 1, pagina 16 y Figura 6, pagina 18) y los productos de PCR se secuenciaron por
el método de Sanger. Para la secuenciacion de estas plantas CR_POLD5, elegimos el cebador
GT-3-7280 RP, cuya posicién de hibridacion es mas cercana que los otros dos a los sitios

diana (Figura 6, pagina 18), por lo que se podria obtener una mejor secuencia.
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Como se mencioné anteriormente, para el andlisis de las ediciones con el programa
ICE, se recomienda utilizar un electroferograma control para realizar el alineamiento con las
muestras supuestamente editadas. Sin embargo, en el caso de CR_POLS5, no se utilizé el
electroferograma de Col-0 como referencia, que hubiera sido el control més adecuado, debido
a que la calidad de esta muestra no era lo suficientemente buena. Esto impidié que el
programa ICE encontrara los sitios de corte de una de las guias, imposibilitando el andlisis.

Para la seleccion del nuevo control, revisamos los electroferogramas de cada una de
las muestras de CR_POLS5 y seleccionamos las que no presentaban multiples picos (Figura
9, pagina 23). Realizamos a continuacion un alineamiento de sus secuencias con la de la
secuencia depositada en la base de datos de Arabidopsis (TAIR; https://www.arabidopsis.org/)
y seleccionamos la de CR_POL5-1 como control para el analisis con ICE.

En la mayoria de los individuos editados aparece el alelo silvestre y como minimo un
alelo mutante. Por ejemplo, en CR_POL5-3 y CR_POL5-8 obtuvimos dos alelos mutantes
adicionales ademas del alelo de tipo silvestre. En el caso de CR_POL5-3, los alelos mutantes
representan un 12% y un 7% de las secuencias, mientras que en CR_POL5-8, los alelos

mutantes tienen un porcentaje de 27% y 6% (Figura 10).

AAACCCTAA CR_POL5-2 TTAGGGTTT
. .

0 59% TTATTTTTTTAATTAT TAA!ACT TTTTAGTTAGAGGGGACAGAGGAA | AGCTTCACTAGTCGATTAGGGTTT
. .

- 4% TTATTTTTTTAATTATS TAA!-CT TTTTAGTTAGAGGGGACAGAGGAA ! AGCTTCACTAGTCGATTAGGGTTT

ABRACCCTAA CR_POL5-3 TTAGGGTTT

0 8% TTATTTTTTTAATTATAAACCCTAA | ACTAAAACCCTTTTAGTTAGAGGGGACAGAGGAA | AGCTTCACTAGTCGATTAGGGTTT
. .

A 12% TTATTTTTTTAATTATAAACCCTAA | -CTAAAACCCTTTTAGTTAGAGGGGACAGAGGAA | AGCTTCACTAGTCGATTAGGGTTT
1 1

- 7% TTATTTTTTTAATTATAAACCCTAA ! ACTAAAACCCTTTTAGTTAGAGGGGACAGAGGAA | -GCTTCACTAGTCGATTAGGGTTT

AAACCCTAA CR_POL5-4 TTAGGGTTT

0 79% TTATTTTTTTAATTATAAACCCTAA | ACTAAAACCCTTTTAGTTAGAGGGGACAGAGGAA | AGCTTCACTAGTCEATTAGGGTTT
. .

-1 2% TTATTTTTTTAATTATAAACCCTAA | -CTAAAACCCTTTTAGTTAGAGGGGACAGAGGAA | AGCTTCACTAGTCGATTAGGGTTT

D AAACCCTAA CR_POLS'S TTAGGGTTT

0 100% TTATTTTTTTAATTATAAACCCTAA | ACTAAAACCCTTTTAGTTAGAGGGGACAGAGGAA | AGCTTCACTAGTCGATTAGGGTTT

AAACCCTAA CR_POLS-7 TTAGGGTTT
. .

0 100% TTATTTTTTTAATTATAAACCCTAA | ACTAAAACCCTTTTAGTTAGAGGGGACAGAGGAA | AGCTTCACTAGTCGATTAGGETTT

AAACCCTAA — ] TTAGGGTTT

0 67% TTATTTTTTTAATTATAAACCCTAA | ACTAAAACCCTTTTAGTTAGAGGGGACAGAGGAA | AGCTTCACTAGTCGATTAGGGTTT
. .

-1 27% TTATTTTTTTAATTATAAACCCTAA | -CTAAAACCCTTTTAGTTAGAGGGGACAGAGGAA | AGCTTCACTAGTCGATTAGGGTTT

1
-1 6% TTATTTTTTTAATTATAAA TAA T ACTAAAA TTTTAGTTAGAGGGGACAGAGGAA | -GCTTCACTAGTCGATTAGGGTTT


https://www.arabidopsis.org/
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Figura 10.- Analisis de las ediciones de las muestras de CR_POLS5 usando la herramienta ICE. Las
barras azules horizontales representan la contribucion de cada presunto alelo en el total de las secuencias
analizadas. A la derecha de la barra, se muestran los porcentajes de edicion y a la izquierda, el nimero
de bases insertadas (+) o delecionadas (-). El cero indica que la secuencia es silvestre (no esta editada).
Las lineas de puntos verticales marcan los dos sitios de corte de la hCas9 en el genoma de la planta. En
la figura se representa con letras moradas, la secuencia de los dos motivos (AAACCCTA y
TTAAGGGTTT) y la posicion en la que se encuentran.

No se obtuvieron mutaciones en las secuencias diana, sino proximas a ellas, siendo
la delecion de la A adyacente al motivo AAACCCTAA, la mas frecuente (Figura 10).

Esta delecién también podria ser un artefacto producido durante las reacciones de
secuenciacién, ya que las polimerasas de ADN cometen frecuentemente errores de adiciéon o
delecién de un nucleétido, sobre todo en tramos de varias adeninas. Sin embargo, este hecho
deberia haber ocurrido también en otras secuencias. Consideramos también la posibilidad de
que se hubiera producido una confusion en la rotulacion de las muestras ya que,
sorprendentemente los Unicos individuos con electroferogramas de calidad que no
presentaron mutaciones fueron CR_POL5-1 y CR_POLS5-5, cuyos fenotipos mutantes eran
los mas extremos. También pensamos en la posibilidad de que se hubieran producido off-
targets, es decir, ediciones en otras regiones que no son las dianas para las que se disefiaron
las guias, pero descartamos esta opcion porque se seleccionaron con el programa de
generacion de ARN guias aquellas que no presentaban off-targets. Ademas, los fenotipos de
ambas plantas coincidian con lo esperado de mutaciones de pérdida de funcion en un gen
gue codificara un FBR o PR (Figura 7, pagina 20). La edicion de la muestra CR-POL5-6 no se
pudo analizar debido a la baja calidad de su secuencia, por ello no se represento en la Figura
10.

V.1.4.- Analisis de la edicion en las plantas transformantes T: CR_PRH75
Extrajimos el ADN de las muestras, amplificamos la region que contiene la secuencia
presuntamente editada utilizando los cebadores PRH75-2F y PRH75-R y seleccionamos para
secuenciar el cebador PRH75-2F (Figura 8, pagina 21). Escogimos este cebador, debido a
gue se encontraba mas cerca a los sitios diana, pero a una distancia mayor de 100 pb para
asegurar una buena calidad de la secuenciacién. Para el analisis de las ediciones con el
programa ICE, se utiliz6 como secuencia control la del silvestre Col-0. Sin embargo, solo
obtuvimos secuencias de calidad suficiente a partir del ADN gendmico de dos plantas,
CR_PRH75-1 y CR_PRH75-2. Al revisar las ediciones, solo encontramos el individuo
CR_PRH75-1 con uno de los motivos editados. En CR_PRH75-2, las ediciones se

presentaron en regiones contiguas a los dominios (Figura 11).
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CR_PRH75-1

TTAGGGTTT — AAACCCTA

[ 18% ATTAGAGATTGCACATTAGAGTAAA | TTAGGBTTTCTCTAAAATCTCAAAACT TTGTCGTCCTC | TTTTGTCGTCTCTCCCTGCTTTCE
+2 16% ATTAGAGATTGCACATTAGAGTAAA | TTAGGGTTTCTCT TCAAAACTAT TTGTCGTCCTC | NNTTTTETCGTCTCTCCCTECTTT
+3 T% ATTAGAGATTGCACATTAGAGTAAA | TTAGGETTTCTCTAAAATCTCAAAACTA TTGTCGTCCTC | NNNTTTTGTCGTCTCTCCCTECTTT
A 1% ATTAGAGATTGCACATTAGAGTA AGGGTTTCTCTAAAATCTCAAAACTA AATTGTCETCCTC | TTTTGTCGTCTCTCCCTECTTTCE
# 10% ATTAGAGATTGCACATTAGAGTAAA | TTAGGGTTTCTCTAAAATCTCAAAACTA TTGTCGTCCTC | NTTTTGTCGTCTCTCCCTGCTTTCE
E| 9% ATTAGAGATTGCACATTAGAGTAAA| TTAGGGTTTCTCTAAAATCTCAAAACTA TTGTCGTCCT- | TTTTGTCETCTCTCCCTECTTTCE
-22 3% ATTAGAGATTGCACATTAGAGTAAA| TTAGGGTTTCTCTAAAATCTCAAAACTATATAAAAAGAGAGGTAAACCCTA-—--—-—--—--—- [ GTCTCTCCCTGCTTTCE
-22 3% ATTAGAGATTGCACATTAGAGTAAA | TTAGGGTTTCTCTAAAATCTCAAAACTA Y- SRR TCTCTCCCTGCTTTCE
-3 3% ATTAGAGATTGCACATTAGAGTAAA | TTAGGGTTTCTCTAAAATCTCAAAACTA AATTGTCGTC--- | TTTTGTCGTCTCTCCCTECTTTCE
+2 3% ATTAGAGATTGCACATTAGAGTAAA | NNTTAGGGTTTCT ATCTCAAAA AGCAATTGTCGTCC | TCTTTTGTCGTCTCTCCCTEETTT
+8 26 ATTAGAGATTGCACATTAGAGTAAA | TTAGGGTTTCTCTAAAATCTCAAAACTA AATTGTCGTCCTC | NNNNNNNNTTTTGTCETCTCTCCCT
+7 2% ATTAGAGATTGCACATTAGAGTAAA| TTAGGETTTCTCT TCA TA AATTGTCGTCCTC | NNNNNNNTTTTGTCGTCTCTCCCTG
-26 26 ATTAGAGATTGCACATTAGAGTAAA | TTAGGGTTTCTCT i TA L TCCCTGCTTTCG
-9 2% ATTAGAGATTGCACATTAGAGTAAA | TTAGGGTTTCTCT TCAAAACTA TTemmmmmmm- {TTTTGTCGTCTCTCCCTGCTTTCE
-21 1% ATTAGAGATTGCACATTAGAGTAAA [ TTAGGGTTTCTCTAAAATCTCAAAACTATATAAAAAGAGAGGTAAACCCTA- - nm-mmmmmmmmm [ GTCTCTCCCTGCTTTCE
-n 1% ATTAGAGATTGCACATTAGAGTAAA | TTAGGGTTTCTCTAAAATCTCAAAACTA ATT---------{-- TTGTCGTCTCTCCCTECTTTCE
-10 1% ATTAGAGATTGCACATTAGAGTAAA| TTAGGETTTCTCTAAAATCTCAAAACTA ATT--------- | -TTTGTCGTCTCTCCCTECTTTCE
-8 1% ATTAGAGATTGCACATTAGAGTAAA| TTAGGETTTCTCTAAAATCTCAAAACTA ATTGTCETC--- | -==-- TCGTCTCTCCCTGCTTTCE
-124 1% ATTAGAGATTGCACATTAGAGTAAA | TTAGGGTTTCTCTAAAATCTCAAAACT ATT---mmmmm- e
B
TTAGGGTTT CR—PRH75-2 AAACCCTA

+2 39% ATTAGAGATTGCACATTAGAGTAAA | TTAGGGTTTCTCTAAAATCTCAAAACTATATAAAAAGAGAGETAAACCCTAGCAATTGTCGTCCTC | NNTTTTGTCGTCTCTCCCTGCTTT
+ 34% ATTAGAGATTGCACATTAGAGTAAA | NTTAGGGTTTCTCTAAAATCTCAAAACTATATAAAAAGAGAGGTAAACCCTAGCAATTGTCETCCT | CTTTTETCETCTCTCCCTGCTTTCE
+2 27% ATTAGAGATTGCACATTAGAGTAAA | NNTTAGGGTTTCTCTAAAATCTCAAAACTATATAAAAAGAGAGGTAAACCCTAGCAATTETCGTCG | TCTTTTGTCETCTCTCCCTECTTT

Figura 11.- Analisis de las ediciones de las muestras de CR_PRH75 usando la herramienta ICE. Al
igual que en la figura anterior, se representan en letras moradas las secuencias de los motivos y su
posicion.

En la secuenciacion de CR_PRH75-1 se identificaron en total 19 alelos, de los cuales
18 son mutantes, pero el alelo predominante fue el silvestre con un porcentaje de 18%. Un
alelo present6 una delecion de una T en el dominio TTAGGGTTT en un porcentaje de 11%.
Encontramos alelos con inserciones de +2, +3 y +8 nucledtidos, asi como varias deleciones
que varian desde -1 a -124 nucleétidos, indicando una edicion altamente diversa.

En contraste, CR_PRH75-2 no presentd ningun alelo de tipo silvestre. Se identificaron
tres alelos con inserciones de +2, +1 y +2 nucleétidos (representado en la figura como N)
representando el 39%, 34% y 27% de las secuencias respectivamente. Estas inserciones no
afectaron a la secuencia de los motivos, pero se encuentran desplazadas en el alineamiento
(Figura 11).

V.2.- Estudio de la generacién T2 proveniente de semillas marrones

La transmision de las modificaciones genéticas a la progenie T solo se puede producir
silas mutaciones se encuentran en la linea germinal de las plantas T;. Por tanto, se recogieron
las semillas T de todos los individuos T, editados o no, ya que pudieran existir otras ediciones
que no hubiésemos detectado al utilizar Gnicamente hojas de la roseta para la extraccién de

ADN gendmico.
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Se separaron las semillas rojas de las marrones y se sembraron, en una primera fase,
Unicamente las marrones, que ya no portarian los transgenes para las ediciones CRISPR-
Cas9, ya que se encuentra en la region de ADN-T del vector utilizado, junto con el gen DsRed.
Por tanto, las plantas T. procedentes de las semillas marrones no seguirian editando su
genoma, al carecer de los genes de la hCas9 ni de los ARN guias.

Se esterilizaron y sembraron en placas de Petri una parte de las semillas T, marrones
recogidas de las plantas T: CR_POL5y CR_PRH75. Las plantas T: CR_POL5-5y CR_POL5-
8, que tenian un fenotipo extremo (Figura 7, pagina 20), fueron practicamente estériles,
rindiendo aproximadamente diez y cinco semillas T. respectivamente. En el caso de CR-
POL5-1, también rindié pocas semillas, de las cuales la mayoria eran de color rojo. De las
plantas CR_POL5-1y CR_POL5-5, solo se pudo seleccionar una semilla de color marrén. La
obtencion de tan pocas semillas puede indicar que la modificacion de POL5 en estas plantas
puede estar interfiriendo en el desarrollo reproductivo y es contradictorio con la ausencia de
edicién que observamos en estas plantas T, parentales.

Se observaron sus fenotipos 15 dde, encontrdndose que no reaparecio en ninguna de
ellas el fenotipo mutante de las plantas parentales T: (Figura 12, pagina 28), lo que sugeria
que, si los alelos mutantes que se habian identificado en las plantas Ti eran responsables del
fenotipo, estos no habian pasado a la linea germinal. No obstante, se trasplantaron todas ellas
a maceta y se recolectaron sus semillas T3, que se analizaran mas adelante.

Se volvié a realizar una segunda seleccion de semillas marrones, procedentes de
plantas T: CR_POL5 y CR_PRH75 (Figura 12 A-C). Nuevamente, no observamos fenotipos
mutantes en las plantas (Figura 12 E y F), salvo en el individuo CR_POL5-8.1 (Figura 12D y
G, péagina 28). Este individuo procede de la planta T: CR_POL5-8, que mostré un fenotipo
mutante muy acusado. En el andlisis por secuenciacién de la edicién de esta planta parental,
se observo una delecién de una A contigua a uno de los motivos en el 27% de las secuencias
(Figura 10, pagina 25). Su descendiente, CR_POL5-8.1, también mostr6 un fenotipo mutante
aberrante, tanto en la roseta como en el alzado, que fue mucho més corto (Figura 12, pagina
28).
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Figura 12.- Fenotipos de las plantas CR_POL5-1 y CR_POL5-5y CR_POL5-8 y de su progenie T-.
(A-F) Rosetas de las plantas (A, B, C) T1y (D, E, F) de sus respectivas progenies T,. (G) Porte de las
plantas Col-0 y CR_POL5-8.1 que fueron las Unicas que mostraron un fenotipo mutante, como también
lo tenia su parental. Las fotografias de las plantas T, se tomaron 21 (D, E'y F) y 48 dde (G). Las barras
de escala de (A-F) indican 1 mm y la de (G) 8 cm.

Es posible gue las ediciones producidas en la primera generacién no hayan afectado
a las células germinales y, por ende, la transmision de las mutaciones no se produjo a las
plantas T,. Secuenciamos el Unico individuo que presentd fenotipo mutante, CR_POL5-8.1
pero no present6 ediciones, ademas el programa ICE mostré un mensaje indicando que era

necesario reposicionar las guias.

V.2.1.- Estudio de la generacién T2 proveniente de semillas rojas

Dado que en la progenie T» solo obtuvimos una planta con fenotipo mutante cuando
seleccionamos las semillas marrones, decidimos realizar una tercera siembra de semillas T»,
utilizando las semillas rojas, que deberian ser portadoras de los transgenes CRISPR-Cas9 y
continuarian editando la region. La idea era intentar volver a obtener plantas T, con el fenotipo
mutante esperado, y que se habia observado en las T;.

La siembra de semillas T- rojas fue aparentemente mucho més eficaz que la de las
marrones, ya que resultd en la identificacion de ocho plantas CR_POL5 y trece CR_PRH75
con fenotipos mutantes mas o menos severos, y que en el caso de estas Ultimas algunos

fueron inesperados (Figura 14, pagina 30).
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Los fenotipos mas extremos entre las ocho plantas CR_POL5 fueron los de CR_POL5-
6.1 y CR_POL5-7.1, ya que eran plantas muy pequefias y con una arquitectura de la roseta
muy aberrante. Ademas, mostraron un crecimiento retardado (Figura 13) que se detuvo a los
34 dde. Debido a la similitud del fenotipo, a la escasez de material por su pequefio tamafio y
a la necesidad de obtener ADN y ARN para secuenciar la regién editada y determinar la
expresion de POL5, decidimos utilizar una de las plantas completas (CR-POL5-7.1) para
extraer ADN y la otra (CR-POL5-6.1) para obtener ARN en un futuro.

Figura 13.- Rosetas de las plantas CR_POL5 provenientes de semillas T, rojas. Las fotografias se
tomaron 21 (A-G) y 34 dde (H e I). Las barras de escala indican 1 mm.

En el caso de las plantas CR_PRH75 T, provenientes de semillas rojas pudimos
establecer tres clases fenotipicas: plantas con hojas apuntadas y margen dentado, plantas
con rosetas muy compactas y plantas albinas (Figura 14, pagina 30), estos dos ultimos
fenotipos fueron inesperados. Las rosetas de los individuos CR_PRH75-10.1, 10.2 y 10.3,
procedentes de la planta CR_PRH75-10, fueron muy compactas. En la descendencia de la
planta CR_PRH75-9, obtuvimos tres albinas, ademas de la planta CR_PRH75-9.6, que
presento el fenotipo mas extremo de la primera clase fenotipica y que es el caracteristico de
mutantes de pérdida de funcion en genes que codifican FBR o PR, con hojas muy apuntadas
y margen dentado. Este fenotipo también recuerda a las plantas mutantes athr7/prh75
anteriormente descritas, que son portadoras de alelos de pérdida de funcién de PRH75

(Figura 3, pagina 6).
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CR_PRN75-4.1

Figura 14.- Rosetas de las plantas CR_ PRH75 provenientes de semillas rojas T». Rosetas de (A) Col-
0y de plantas CR_PRH75 en la que se pueden establecer tres clases fenotipicas: Plantas con hojas méas
0 menos apuntadas y margenes dentados (B-H), albinas (I-K) y compactas (L-N). Las fotografias se
tomaron 21 dde. Las barras de escala indican 1mm.

Dado que los fenotipos de roseta compacta o albina no son caracteristicos de mutantes
en genes que codifican FBR o PR, es probable que la insercién del ADN-T proveniente del
vector que se empled en la transformacion haya interrumpido en las dos plantas T; de las que
proceden, un gen no relacionado con la traduccion. En el caso de las plantas compactas,
podria ser un gen implicado en la sintesis o percepcion de brasinosteroides, una hormona
vegetal cuya ausencia o insensibilidad produce ese fenotipo compacto y enano. En el caso de
las plantas albinas, probablemente el ADN-T interrumpe un gen cuyo producto actia directa
o indirectamente en la sintesis de clorofilas. En las plantas T, la insercion de ADN-T estaria
en hemicigosis y pasaria en algunos individuos a estar en homocigosis como resultado de su
autofecundacion. Esto podria explicar que los parentales de todas estas plantas no tuvieran
estos fenotipos (Figura 8, pagina 21) ya que la insercion tendria un efecto recesivo y el de la
planta CR_PRH75-9.6, que tendria el ADN-T en hemicigosis, como su parental. Esta hipétesis
se podria verificar mediante el estudio de la segregacion del transgén en la progenie de estas
plantas o secuenciando masivamente su ADN genémico. Sin embargo, se descarté realizar

estos experimentos al no ser el objetivo de este TFG, ni del laboratorio.
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Figura 15.- Analisis de las ediciones de seis plantas CR_PRH75 procedentes de semillas rojas T». Se
representan inicamente las plantas que mostraron ediciones detectadas mediante el programa ICE.
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Se extrajo el ADN gendémico de hojas de todas las plantas, se amplificaron las
respectivas regiones diana de la edicion, se secuenciaron por el método de Sanger y se
analizaron las secuencias con el programa ICE, tal como se habia hecho previamente.

No pudimos obtener buenos resultados en el caso de las plantas T. provenientes de
semillas rojas de CR_POL5. Todas las secuencias de las plantas CR_POLS5 resultaron ser
silvestres, excepto las de CR_POL5-3.1 y CR_POL5-3.2, de las cuales no pudimos extraer
conclusiones debido a la mala calidad de sus secuencias. En experimentos futuros habra que
repetir la secuenciacion con el fin de determinar si estan editadas o no. Ademas, la planta
CR_POL5-7.1 que mostr6é un fenotipo claramente mutante, tampoco pudo ser leida por el
programa ICE.

Durante el andlisis de las secuencias de las plantas CR_POLS5, que resultaron ser
silvestres segun ICE, el programa mostr6 de nuevo el mensaje de error que sugeriria la
necesidad de reposicionar la guia CRISPR, indicando que podria estar mal posicionada en
relacibn con los sitios de corte esperados. Este aviso, que adn no entendemos
completamente, podria explicar la ausencia de ediciones detectables en las muestras de las
plantas T1 y T> con fenotipos muy severos, cuando analizamos la region diana.

En cuanto a las plantas CR_PRH75, decidimos secuenciar el ADN de las plantas
albinas en su conjunto ya que teniamos poco material de partida, pero no fue suficiente para
obtener una banda en la amplificacion por PCR. En cuanto a las plantas con fenotipo de roseta
compacta, y por la falta de material y la similitud de su fenotipo, decidimos secuenciar
Gnicamente una de ellas, la planta CR_PRH75-10.3, y el resto conservarlo para su futura
extraccion de ARN.

De las plantas que si se pudieron analizar con ICE, los individuos CR_PRH75-4.1 y
CR_PRH75-4.2 presentaron electroferogramas de baja calidad. Por esta razén, no estan
representadas en la Figura 15 de la pagina 31 ya que ICE no puede procesar datos de baja
calidad, y por tanto no pudo leerlas.

Las plantas de CR_PRH75 que no mostraron errores en el andlisis de sus secuencias,
mostraron una clara edicién de la region candidata. En algunos casos, se observaron
deleciones amplias, aunque con baja frecuencia en el conjunto de las ediciones (Figura 15,
pagina 31). CR_PRH75-1.1, CR_PRH75-7.1, CR_PRH75-8.1 y CR_PRH75-10.3 parecen
estar editadas en alguno de los dos motivos de interés por lo que se utilizaran en un futuro
para cuantificar los niveles de expresion del gen PRH75, mediante retrotranscripcion de su
ARN (RT) y amplificacién por PCR a tiempo real (RT-gPCR). De esta forma, se podria
establecer si las ediciones detectadas tendrian un efecto transcripcional (Figura 15, pagina
31).
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De igual forma, seleccionamos al individuo CR_PRH75-9.6 para extraer su ARN,
aungue no present6 ediciones en ninguno de los motivos estudiados. Esto se debié a que
mostré modificaciones en otras regiones que quizds sean importantes y, ademas, presento el

fenotipo mutante mas aberrante de la primera clase fenotipica.
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VI.- DISCUSION

En este TFG se ha dado inicio al estudio de los motivos UP2ATMSD (AAACCCTA) y
TELOBOXATEEF1AA1 (AAACCCTAA), presentes en el lider de los genes POL5 y PRH75,
implicados en la biogénesis de ribosomas en Arabidopsis. Estos motivos, no estudiados
anteriormente, pueden ser relevantes para la funcion de los genes en los que se encuentran,
o carecer de funcién. Sin embargo, dado que estan conservados en muchos FBR y PR, es
probable que tengan alguna funcién reguladora relevante para su transcripcion o traduccion.
Si estos motivos afectan la expresion de genes clave, se podran desarrollar en un futuro
estrategias para manipularlos y obtener plantas con ribosomas mas eficaces, por ejemplo.

El sistema CRISPR-Cas9 demostré ser eficaz en la generacion de mutaciones en las
plantas T, transformadas. Prueba de ello son los fenotipos caracteristicos de mutantes en
genes que codifican FBR o PR observados en CR_POL5-1 y CR_POL5-5 en mayor medida,
pero también se obtuvieron fenotipos en CR_POL5-8 y en las plantas de CR_PRH75. En estas
ultimas, los fenotipos fueron menos extremos debido, probablemente a que PRH75 juega un
papel menos importante en la biogénesis de ribosomas. Sin embargo, la ausencia de
ediciones en las secuencias diana en esta primera generacion, plantea dudas acerca de la
precision del corte de la hCas9 o en el disefio de las guias, ya que no obtuvimos ediciones en
los motivos de las muestras de CR_POL5 ni en las de CR_PRH75, sino en regiones
adyacentes a ellos, excepto para CR_PRH75-1 que present6é un alelo con una delecién en
uno de los motivos.

La eleccidn de un nuevo electroferograma como control en las muestras de CR_POL5
fue necesaria debido a que el programa ICE no reconocio el sitio de corte de la hCas9 en el
electroferograma de Col-0 y debido a que la calidad de su electroferograma no era la éptima.
Por esta razon, elegimos a CR_POL5-1 como el nuevo control que mostré un
electroferograma con picos simples y no present6 ediciones en la regién amplificada. Esto es
contradictorio con los fenotipos observados, ya que tanto CR_POL5-1 como CR_POL5-5
mostraron fenotipos mutantes sin presentar mutaciones. Concluimos que lo explicacién mas
probable es un error en la rotulacion de estos tubos.

La transmision de mutaciones a la generaciéon T, fue muy escasa en plantas
procedentes de las semillas marrones, en la que los transgenes CRISPR-Cas9 habian
segregado. La ausencia de fenotipos mutantes en la progenie T, procedentes de semillas
marrones, sugiere que las ediciones en las plantas T1 no afectaron a la linea germinal. El inico
individuo que presentod fenotipo mutante en la segunda seleccién de semillas marrones fue
CR_POL5-8, cuyo parental T1 también present6 fenotipo mutante y edicién, por lo que en este

caso las mutaciones si se pasaron a la linea germinal.
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La siembra de semillas rojas resulté en fenotipos mutantes mas evidentes, indicando
la continuidad de la actividad de CRISPR-Cas9 y la posible introduccibn de nuevas
mutaciones durante el desarrollo de las plantas To.

Los fenotipos inesperados, como rosetas compactas y plantas albinas, observados en
las plantas CR_PRH75, podrian deberse a inserciones del ADN-T gue interrumpieron genes
no relacionados con la traduccion, como aquellos implicados en la sintesis de brasinosteroides
o clorofilas, como se comenté anteriormente.

En cuanto a los resultados de la secuenciacion de las plantas T, proveniente de
semillas rojas, solo obtuvimos resultados significativos de CR_PRH75. En las plantas
CR_POL5 T,, el programa ICE sugiri6 la necesidad de reposicionar la guia CRISPR, indicando
que podria estar mal posicionada en relacién con los sitios de corte esperados, aspecto que

tendremos que investigar.
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VIl.- CONCLUSIONES Y PROYECCION FUTURA

En este TFG se ha contribuido al estudio funcional de dos motivos conservados en la
region lider de los genes POL5 y PRH75, que codifican FBR en Arabidopsis thaliana.

Hemos analizado las ediciones producidas en 19 plantas T; portadoras de los
transgenes CRISPR-Cas, diseflados para editar los motivos. Los fenotipos obtenidos
incluyeron caracteristicas tipicas de mutantes en genes que codifican FBR o PR, destacando
entre los mas extremos los de las plantas CR_POL5-1y R_POL5-5.

Para el andlisis de la segunda generacion, se seleccionaron semillas T, marrones y
rojas utilizando el gen DsRed como marcador alternativo a los marcadores de resistencia a
antibiéticos. En las dos ocasiones en que seleccionamos semillas marrones, no obtuvimos
plantas con fenotipo mutante, salvo en la planta CR_POL5-8.1 que provenia de la planta
CR_POL5-8 que también tenia un fenotipo mutante severo y un porcentaje de edicion mayor
del 20%. Estos resultados indican que casi la totalidad de las mutaciones que encontramos
en algunas de las plantas T; no trascendieron a la linea germinal.

Decidimos sembrar semillas rojas T, para intentar obtener plantas con los fenotipos
inequivocamente mutantes observados en las plantas Ti, y que no se obtuvieron con la
seleccidén de semillas T, marrones. Este enfoque resulté en la identificacion de dos plantas T»
de CR_POL5 y siete de CR_PRH75 con fenotipos mutantes muy aberrantes. En el caso de
CR_PRH75, pudimos establecer tres clases fenotipicas, dos de ellas probablemente no
relacionadas con la edicién del lider de PRH75 y que podrian estar causadas por la
interrupcién de genes involucrados en la sintesis de clorofila, en el caso de las plantas albinas
gue encontramos y en la produccién de brasinosteroides, una hormona vegetal cuya ausencia
produce el fenotipo de rosetas compactas y enanas que detectamos en otra familia.

En la edicion de PRH75 identificamos seis individuos que mostraron ediciones en
alguno de los motivos conservados y que, ademas, tenian un fenotipo mutante que recordaba
a los muantes athr7/prh75 citados en esta memoria. En un futuro, se recogera tejido de varios
organos de estas plantas para extraer ARN y realizar andlisis mediante la técnica de la RT-
gPCR. Si se observa que los niveles de ARN mensajero estan alterados, se concluiria en
principio, que la edicién de los motivos tiene un efecto transcripcional y que, por tanto, los
motivos estan implicados en el control transcripcional de la expresion génica. Sin embargo,
no cabe excluir que las mutaciones en esta regién impacten en la estabilidad del ARNm, ya
que se encuentran en la region lider y no promotora.

Respecto a la ausencia de ediciones detectables en las plantas CR_POLS5, aln no
comprendemos la causa. Proponemos realizar una secuenciacién completa del genoma para

investigar posibles explicaciones. También, se analizardn las posiciones de las ARN guias
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respecto a los sitios de corte y si estan mal posicionadas, reposicionarlas. Esto es necesario
ya que el programa ICE mostré repetidamente mensajes de error que sugerian la necesidad
de reposicionar las guias.

El objetivo final que se persigue es obtener semillas marrones en las que las
mutaciones se hayan estabilizado y que sean alelos homocig6ticos mutantes ya que permitiria
una interpretacion mas clara de la funcion de los motivos eliminados. Para esto, se
recolectaran todas las semillas Ts de plantas T, provenientes de semillas rojas con alelos
mutantes de interés y se seleccionaran Unicamente las marrones. Se sembraran las semillas
marrones y se analizara el genotipo de las plantas resultantes. Aquellas que presenten un
fenotipo similar al de su parental, se dejardn que se autofecunden y se recolectaran las
semillas. Se seleccionaran aquellas que s6lo generen semillas marrones que seran aquellas
en las que haya segregado los transgenes CRISPR-Cas9 vy, por tanto, tendran un genotipo
estable.

Seria de gran interés poder discernir si las secuencias a estudio regulaban la
transcripcion o la traduccion de los genes POL5 y PRH75. Para responder a esta pregunta,
se deberian editar los motivos en plantas portadoras de los transgenes POL5p:POL5:GFP y
PRH75,0:PRH75:GFP, que se han obtenido en el laboratorio para visualizar la localizacion
subcelular de las respectivas proteinas. Para ello se transferirian a estas plantas los
transgenes necesarios para la edicion, estos son, los productores de los ARN guia y de la
endonucleasa hCas9. El razonamiento que subyace en esta propuesta es, que si el efecto es
transcripcional se observaran cambios en los niveles de los ARNm quiméricos POL5-GFP y
PRH75-GFP, que se podria cuantificar mediante la técnica de RT-gPCR, utilizando una pareja
de cebadores para amplificar el gen de la GFP. Si la edicion de los elementos tiene un efecto
traduccional, los niveles de ARNm no se alterarian, pero si la intensidad de la fluorescencia
procedente de la GFP, que seria cuantificable tras su observacién en un microscopio confocal.
Esta aproximacion tiene limitaciones, ya que no podriamos establecer si la vida media del
ARNmM editado es diferente a la del silvestre, ya que la técnica de la RT-gPCR cuantifica el

ARNmM total, que seria el resultado de la transcripcion menos la degradacion.
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