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ABREVIATURAS

2,4D Acido 2,4 diclorofenoxiacético

ABA Acido abscisico

ADN Acido desoxirribonucleico

ADNc Acido desoxirribonucleico copia

ANA Acido 1-naftalenacético

ARN Acido ribonucleico

ARNmM Acido ribonucleico mensajero

ARNt Acido ribonucleico de transferencia

BADH?2 Betaina Aldehido Deshidrogenasa

CRISPR Repeticiones palindromas cortas regularmente espaciadas y agrupadas
CrRNA ARN CRISPR

CTAB Bromuro de hexadeciltrimetilamonio

DO Densidad optica

DSB Ruptura Doble Cadena

GB GoldenBraid

GFP Proteina verde fluorescente

HDR Reparacion dirigida por homologia

LB Borde izquierdo

MegN Meganucleasas

NHEJ Reparacion por union de extremos no homologos
Nt Nucledtido

pb Pares de base s

PGR Reguladores del crecimiento vegetal

RB Borde derecho

SDSA Sintesis dependiente del alineamiento de hebras
SNP Polimorfismo de un solo nucleo6tido

SgRNA ARN de guia Unica

PCR Reaccion en cadena de la polimerasa

SSN Nucleasas especificas de secuencia

SSR Repeticion de secuencia simple

TAE Disolucion de Tris, Acetato y EDTA

TALEN Nucleasas efectoras de tipo activador de transcripcion
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tracrRNA  ARN trans-activador
uT Unidad transcripcional

ZFN Nucleasas con dedos de zinc
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1. INTRODUCCION

1.1 Arroz

El cultivo del arroz (Oryza sativa L.), comenz6 hace casi 10.000 afios, en
muchas regiones hiumedas de Asia tropical y subtropical. En la actualidad, se
cultiva en mas de un centenar de paises con una produccién de 505 millones
de toneladas (470 millones de toneladas de arroz pulido) (FAO, 2020). La
produccién esta concentrada geograficamente en Asia oriental con mas del 90
% de la produccion mundial. Brasil, es el principal productor no asiatico,

seguido por los Estados Unidos (Bernier et al., 2008).

El arroz pertenece a la division Angiospermae, clase Monocotyledoneae,
orden Glumiflorae, tribu Oryzeae, familia Poaceae (gramineas), con dos
especies cultivadas principalmente: Oryza sativa L. y Oryza glaberrima, ambas
de reproduccion autégama, con un namero diploide de cromosomas (2n=24)
(Acevedo et al., 2006; Bernier et al., 2008). De las especies disponibles, O.
sativa es la de mayor importancia econémica, ya que es cultivada ampliamente
en todo el mundo; incluyendo Asia, América, Uniébn Europea, Oceania y
Centro-este de Africa. La especie O. glaberrima, se cultiva solamente en el
oeste de Africa (Vaughan et al., 2008).

La especie O. sativa presenta una gran diversidad genética. Dos grandes
grupos de arroz han sido reconocidos en China (al menos desde la dinastia
Han) (Oka, 1988), correspondientes a las subespecies: Indica y Japénica. En
términos geogréficos, las Indicas se conocen principalmente como arroces de
tierras bajas que se cultivan en toda Asia tropical, mientras que las
Japonicas se encuentran normalmente en las zonas templadas del este de

Asia, zonas altas del sudeste asiatico y sur de Asia (Garris et al., 2005).

Durante la larga historia de domesticacién del arroz, las variedades Indica y
Japonica han divergido en caracteristicas morfolégicas, agronomicas,
fisiolégicas y bioquimicas; asi como también en rendimiento, calidad y

resistencia al estrés (Yang et al., 2014). La evidencia, sugiere que, las dos
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subespecies son producto de eventos de domesticacion separados de la

especie ancestral, O. rufipogo.

Mediante la utilizacion de SSR (Garris et al., 2005) y SNP (Caicedo et al.,
2007) se distinguieron 5 grupos: Indica, Aus, Japodnica templada,

Japénica tropical y Aromética (Civan et al., 2019).

El arroz del grupo de las aromaticas, es valorado por los consumidores
debido a su fragancia especial, reflejandose en un precio de mercado superior
(Qiu & Zhang, 2003). Se considera que la 2-acetil-1-pirrolidina (2-AP) es la
principal determinante de la fragancia del arroz (Mahattanatawee & Rouseff,
2014), con una concentracion en arroces aromaticos muy elevada de hasta
0,09 mg.kg?, 10 veces mayor que en arroces no aromaticos (<0,006—0,008
mg.kg?) (Chen et al., 2006).

El alelo dominante badh2 que codifica la betaina aldehido deshidrogenasa
(BADH2) inhibe la sintesis de 2-AP, mientras que, por lo contrario, el alelo
recesivo induce su formacion (Chen et al., 2008). Se ha confirmado que badh2
es un determinante de la fragancia del arroz. Se encuentra en el cromosoma 8,
comprende 15 exones y codifica una proteina que consta de 503 aminoacidos
(Chen et al., 2008).

En arroces no aromaticos, BADH2 cataliza la oxidacion de 4-
aminobutiraldehido, (precursor de 2-AP) lo que conduce a la inhibicion de su
sintesis, perdiendo de esta manera su fragancia (Kovach et al., 2009). Por otro
lado, en arroces aromaticos, la pérdida de funcién de la proteina BADH2 no

puede catalizar la oxidacion, lo que resulta en la acumulacién de 2-AP.

Como conclusién, la mutacion con pérdida de funcion del
gen BADH2 conduce a la sintesis de una enzima no funcional, propia de los

arroces aromaticos (Veerabhadraswamy et al., 2022).
1.2 Cultivo in vitro

Las células vegetales poseen una propiedad distintiva muy util para el
desarrollo de las nuevas tecnologias: ser totipotentes, lo que significa que,
tedricamente, cualquier parte de la planta aislada (explante) puede crecer

vegetativamente y generar una planta completa. De esta manera se logra que
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la manipulacién de las plantas pueda reducirse a cultivos de tejidos y células en
condiciones controladas y de asepsia (Gaillochet & Lohmann, 2015; Ikeuchi et
al., 2019).

Los cultivos in vitro se ven afectados por el genotipo y el tipo de explante,
como asi también las condiciones nutricionales y ambientales que resultan ser
factores criticos para lograr una respuesta éptima de los tejidos vegetales. La
composicion mineral, la fuente de carbono, los reguladores del crecimiento
vegetal (PGR), los agentes gelificantes, el pH, la luz, la temperatura y el
ambiente gaseoso son factores a tener en cuenta para el éxito de los diferentes
procesos de regeneracion y propagacion de plantas in vitro (Kumar & Reddy,
2011).

Los reguladores de crecimiento vegetal, o fitohormonas, son claves para
determinar el destino de las células vegetales. El crecimiento y la morfogénesis
in vitro estan regulados por la interaccion y el equilibrio entre los reguladores de
crecimiento suministrados en el medio de cultivo y las sustancias de

crecimiento producidas endégenamente (Gaillochet et al., 2017).

Hay varias clases de reguladores del crecimiento de las plantas:
citoquininas, auxinas, giberelinas, etileno y acido abscisico. Las auxinas y
citoquininas, juegan un papel importante en el cambio de desarrollo y la
regeneracion de organos. Generalmente, una proporcion alta de auxinas en
comparacion con citoquininas favorece la formacion de callos in vitro y la
regeneracion de raices, mientras que una proporcion baja, estimula la
regeneracion de brotes, por lo que el equilibrio entre ambas determina el

destino de los érganos regenerados (Zhao et al., 2008).

Existen dos procesos morfogénicos o vias de regeneracién, en los cultivos
de tejidos vegetales (Adda et al., 1994; Bhatia & Bera, 2015):

1. Organogénesis: produccion de 6rganos vegetales (raices o
brotes).
2. Embriogénesis somatica: es el proceso de formacién y desarrollo

de embriones.
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Ambos procesos morfolégicos se pueden dar de formar directa o
indirecta. En la directa, los procesos morfolégicos surgen directamente a partir
de una célula o un pequefio grupo de células sin que intervenga la produccion
de callos. La indirecta es un proceso en el que primero se produce un callo a
partir del explante para luego formar embriones u érganos a partir del tejido del

callo o de un cultivo de suspension celular (Fig. 1B y 1C).

Los callos son estructuras desorganizadas (Fig. 1 a), en los que cada célula
gue lo conforma tiene la capacidad de regenerar diferentes estructuras de una
planta bajo condiciones de cultivo determinadas (Steward et al., 1958). En
arroz, las variedades Japdnicas muestran un elevado porcentaje de formacién
de callos, en cambio, para variedades Indicas e hibridos Japonica-Indica, el

porcentaje de formacidn de callos es bastante menor (Abe & Futsuhara, 1986).

Diferenciacion(a)

»

R
Embriogén!esis b) Organogene5|s(c)

pis B,
JJ :

P &
1)_‘\' A
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85 Caulogénesis(c1) Caulorizogénesis(c3)

* ‘ _Bagte / Rizogénesis(cZ)\

Brote y raiz

Planta enraizada(d)

FIGURA 1. REPRESENTACION DE LA MORFOLOGIA VEGETAL IN VITRO.

(a) Desdiferenciacion: la aceleracion inicial de la division celular en un explante aislado conduce a
la formacién de una masa celular indiferenciada llamada callo. (b) Desarrollo embrionario a través
de una secuencia bien organizada de division, agrandamiento y diferenciacion celular (c).
Desarrollo de organos como brote (c1), raiz (c2) o ambos (c3). (d) Planta enraizada. (Adaptado de
Bandyopadhyay & Thilmony, 2021).
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Los callos facilitan la transformacién, regeneracion y seleccion por lo que

son ampliamente utilizados en biotecnologia vegetal.

La regeneracion de plantulas a partir de callos en cultivo in vitro, depende en
gran medida de los genotipos y combinacion de fitohormonas especificas de
cada variedad (Altpeter et al., 2016; Ikeuchi et al., 2019).

Los cultivos in vitro tienen varias aplicaciones: la propagacién masiva de
plantas (micropropagacion), obtencion de plantas libres de patégenos,
conservacion de germoplasma, produccion de metabolitos secundarios,

mejoramiento genético e ingenieria genética.
1.3 Ingenieria genética en plantas

La ingenieria genética abarca diferentes tipos de técnicas que como

instancia final producen modificaciones en el ADN de un organismo.

La ingenieria genética de cultivos vegetales proporciona nuevas
herramientas, desde poder ampliar el repertorio de genes utiles en procesos de
mejoramiento, hasta la posibilidad de introducir varios genes en un unico
evento y en menor tiempo (Hilder & Boulter, 1999; Low et al., 2018). En la
practica, se utilizan cultivos de callos, suspensiones celulares, cultivos de
protoplastos, cultivos de anteras, cultivos de 6rganos, meristemas y plantulas
enteras como material de partida para realizar modificaciones genéticas

dependientes del tipo de metodologia de transformacion empleada.
1.3.1 Transformacidn génica

La transformacion genética de microorganismos en el laboratorio fue
descripta por primera vez en Escherichia coli (Hotchkiss & Gabor; 1970)
resultando ser una técnica rutinaria de enorme utilidad tanto para trabajos en
ingenieria genética como estudios de genética basica y aplicada (Sambrook &
Russell 2001; Castafieda et al., 2006).

En plantas la transformacion implica la entrega de material genético extrafio
a las células vegetales, pudiendo ser transitoria o estable (Newell, 2000). La
transformacion transitoria se da cuando el transgén ingresa en la célula

vegetal, pudiendo integrarse y expresarse, pero no se regenera una planta
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portadora del transgén, en cambio, es estable, cuando se logra la integracion
del transgén en el genoma de la célula vegetal, y a partir de esto, se regenera

una planta completa.

Es una herramienta fundamental de investigacién en biologia vegetal y una
herramienta practica para el desarrollo de plantas transgénicas. Hay muchos
métodos verificados (Tabla 1) para la introduccién estable de nuevos genes en

los genomas nucleares de diversas especies de plantas.
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Tabla 1. Técnicas para la transformacién nuclear de plantas.

(Adaptado de Husaini et al. 2010)

TECNICA

CARACTERISTICAS SOBRESALIENTES

AGROBACTERIUM

METODO MAS UTILIZADO; TIENE UNA AMPLIA GAMA DE HUESPEDES
[PRINCIPALMENTE FARA DICOTILEDONEAS): PROBLEMAS DE
INCOMPATIBILIDAD ENTRE TENDOS DE MUCHAS ESPECIES VEGETALES.

AGROINFILTRACION

PRINCIPALMENTE EN ENSAYOS DE TRANSFORMACION TRANSITORIA

BOMBARDEO DE MICROPART/
CULAS [BIOLISTIC GUN)

ADAPTADO A PLANTAS RECALCITRANTES A AGROBACTERIUM.

DIFICIL DE CONTROLAR LOS PARAMETROS AMBIENTALES ¥ BIOLOGICOS

(CAPACIDAD DE ENTREGAR ADN AL NUCLEQ, MITOCONDRIAS Y

CLOROPLASTOS, DESVENTAJA DEBIDA AL DANO CELULAR ASOCIADO
EVADO NUMERQO DE COPIAS DEL TRANSGEN, DIFICULTAD DE

EGENERAR EL TEJIDO TRANSFORMADO

AGROLISTIC

C‘DMEIN;AC.‘IGN DE LO MEJOR DE AGROBACTERIUM [EFICIENCIA,
BAJO NUMERO DE TRANSGEN) Y EL BOMBARDEQ DE PARTICULAS
[TRANSFORMA CION INDEPENDIENTE DE LA ESPECIE)

ELECTROPORACION

UN PULSO ELECTRICO PERTURBA TEMPORALMENTE LA BICAPA
FOSFOLIPIDICA, PERMITIENDO QUE MOLECULAS POLARES COMO EL
ADN PASEN A LA CELULA; PRINCIPALMENTE ES UN SISTEMA DE
EXPRESION TRANSITORIO, PERO A VECES SE USA PARA GENERAR
PLANTAS TRANSGENICAS POR TRANSFORMACION DE PROTOPLASTOS:
TAMBIEN SE UTILIZA FPARA LA TRANSFORMACION DE TEJIDOS VEGETALES
INTACTOS; LAS PRINCIPALES DESVENTAJAS INCLUYEN DANO CELULAR
POR PULSOS ELECTRICOS ¥ EFECTOS DE LA ELECTROPERMEABILIDAD
QUE RESULTA EN DESEQUILIBRIO IONICO Y MUERTE CELULAR.

MEDIANTE LIPOSOMAS

VESICULAS ESFERICAS MICROSCOPICAS CARGADAS DE ADN: LA
TRANSFECCION (LIPOFECCION) OCURRE A TRAVES DE LA FUSION DE
MEMBRANAS Y LA ENDOCITOSIS; UTILIZADO PARA LA TRANSFECCION
DE PROTOPLASTOS; ES LABORIOSO Y MENOS EFICIENTE.

EMPLEANDO UNA PIPETA DE MICROINYECCION CAPILAR DE VIDRIO
[MICROMANIPULADOR) PARA LA INTRODUCCION DE ADN EN EL

MICROINYECCION NUCLEO © EL CITOPLASMA; PROVOCA LA LIBERACION DE
HIDROLASAS Y COMPUESTOS TOXICOS DE LA VACUOLA
EL ADN SE APLICA A LOS ESTILOS POCO DESPUES DE LA POLINIZACION
Pg:;LE”‘E;ﬁf__f; ATHWAY | papa QUE EL ADN LLEGUE AL GVULO FLUYENDO POR EL TUBO
(FTF) M POLINICO; BAJA EFICIENCIA DE TRANSFORMACION
LOS EMBRIONES COLOCADOS ENTRE LAS PUNTAS DE DOS PIPETAS
ELECTROFORESIS CONECTADAS A ELECTRODOS Y EL ELECTRODO NEGATIVO
CONTIENEN AGAR MEZCLADO CON ADN
TRANSFECCION POR FOSFATOS DE CALCIO; METODO DIFICIL DE
METODO QUIMICO REPRODUCIR Y BAJAS EFICIENCIAS DE TRANSFECCION; DEGRADACION
ISOSOMAL DEL ADN Y FALTA DE SU TRANSLOCACION AL NUCLED
CAPTACION DE ADN POR EMBRIONES COLOCADOS EN SOLUCIONES
IMBIBICION DE ADN: UTILZADO PRINCIPALMENTE PARA ESTUDIOS DE EXPRESION

GENICA TRANSITORIA

CARBURO DE SILICIO

CRISTALES DE CARBURQ DE SILICIO EN MEDIO LIQUIDO QUE CONTIENE
ADN Y CELULAS VEGETALES; LOS CRISTALES PERFORAN FISICAMENTE
LA PARED CELULAR FACILITANDO LA ENTRADA DEL ADN; BAJA
EFICIENCIA DE TRANSFORMACION Y MENOR CAPACIDAD DE
REGENERACION DE LAS CELULAS TRANSFORMADAS DEBIDO AL

FUERTE DANO.
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1.3.2 Transformacién mediante Agrobacterium

Tumefaciens

A. Tumefaciens es una bacteria Gram-negativa del suelo la cual infecta y
causa tumores en una amplia variedad de especies de plantas, produciendo la

enfermedad de la agalla de la corona (Tiwari et al., 2022).

Se caracteriza por tener la capacidad de transferir material genético desde
un plasmido propio hacia el genoma de diferentes especies (Tzfira & Citovsky,
2007). Dicha capacidad, se denomina virulencia y al proceso por el cual ocurre,

transformacion.

La propiedad de virulencia de Agrobacterium esta determinada por sus
genes de virulencia cromosomica (chv) y genes de virulencia del plasmido Ti
(virA, virB, virG, virC, virD y virE) (He et al., 2009; Hu et al., 2013).

La virulencia de Agrobacterium se desencadena por:

-Compuestos fendlicos secretados por las plantas en respuesta a
lesiones: acetosiringona e hidroxiacetosiringona (Stachel et al., 1985).

-Condiciones acidas (pH 5,5), que aumentan la expresion de genes
Vir (Yuan et al., 2008).

-Monosacaridos de la pared celular de la planta que son reconocidos
por Agrobacterium mediante receptores transmembrana que, en ultima

instancia, inducen la sintesis de genes Vir (Cangelosi et al., 1990).

La base molecular de la transformacion genética de las células vegetales
mediante Agrobacterium es la transferencia e integracion desde la bacteria (de
una region determinada del plasmido Ti) al genoma nuclear de la planta. El

proceso se puede resumir en una serie de 8 pasos (Fig. 2)
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FIGURA 2. BASE MOLECULAR DEL PROCESO DE TRANSFORMACION GENETICA.

El proceso de transformacion e integracién se puede resumir en 8 pasos: Como respuesta a heridas en la superficie vegetal y la
liberacion de compuestos fendlicos y azucares, Agrobacterium es quimioatraida hacia el sitio, como consecuencia de ello se
desencadena el proceso de transformacion. 1- Reconocimiento célula-célula: intervienen proteinas de union (ChvA, ChvB, PscA) que
reconocen y se unen a receptores propios de la superficie celular vegetal. 2- Reconocimiento de compuestos fendlicos por VirA: induce
la autofosforilacion que determina la transfosforilacion de VirG un regulador transcripcional, 3- Activacion de promotores de genes Vir:
VirG un factor de transcripcion, induce la activacion y sintesis de genes Vir. 4- Generacion de la cadena T movil: VirD1 (helicasa) y VirD2
(nucleasa), interactdan entre si, para formar una endonucleasa que reconoce el borde derecho (RB) e izquierdo (LB) produciendo una
mella en el T-DNA, VirD2 reconoce el extremo 5y forma un complejo con la hebra T inmaduro. 5- Transporte de la cadena Ty
proteinas Vir al interior celular: mediante un sistema de secrecion de tipo IV(T4SS) se movilizan al interior de la célula vegetal, el
complejo inmaduro (hebra T-VirD2) y varias proteinas Vir (VirD5, VirE2, Vire3 y Virf) 6- Formacion de cadena T madura: en el interior de
la célula vegetal, la hebra T inmadura se empaquetan en un cilindro hueco, formado por VirE2, dando como resultado la cadena T
madura. 7- Impertacion del complejo T al nicleo mediado por AtKAPa, VIPT y Ran: VirD2, VirE2, tienen sefiales de importacion nuclear.
8- Transporte nuclear e integracion al genoma: la cadena T en el niicleo, pasa de monohebra a ADN doble hebra. Es posible que la
interaccion entre VIP1/2 con VirE2 formen un complejo proteico que media el transporte intranuclear hacia zonas del cromosoma
donde el ADN se encuentre mas expuesto, los mecanismos de integracion son poco conocidos, Gelvin (2017) propone 4 posibles
mecanismos de integracién. (Adaptado deTzfira & Citovsky, 2002).

En el proceso de transformacion e integracion, 3 componentes son
indispensables (Wijayanti et al., 2021) para llevar adelante la transferencia

horizontal desde Agrobacterium hacia células de otro reino:
-Genes de virulencia ubicados en el cromosoma de Agrobacterium: chv
-Genes de virulencia ubicados en el plasmido Ti: Vir

-Borde izquierdo (LB) y derecho (RB), que delimitan el ADN destinado a ser

transferido, con un tamafio de 25 pb (Veluthambi et al., 1988).

Los genes del plasmido Ti ubicados en la region Vir, pueden funcionar en
trans, para mediar la transferencia hacia el nucleo vegetal de la region T-DNA,
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delimitada por los bordes derechos e izquierdos (Hellens et al., 2000). Los
genes nativos de la region T, no son indispensables para el proceso de
transformacion e integracion (Frammond et al., 1983; Hellens et al., 1999), por
lo que se pueden eliminar y remplazar por otros, pero manteniendo los bordes,
los cuales resultan ser indispensables. El disefio de Agrobacterium puede
emplear una estrategia binaria o co-integrada. La primera aprovecha la
propiedad de los genes Vir de funcionar en trans, ubicando dichos genes en un
plasmido pequefio y un segundo plasmido que contiene la regién a transferir
(Fig. 3A). La estrategia co-integrada emplea un Unico plasmido grande que

contiene todo lo necesario para la transformacion en su interior (Fig. 3B).

Las caracteristicas propias de Agrobacterium facilitan ampliamente la
utilizacion y el disefio de vectores para transferir genes a diferentes especies

del reino vegetal (Hellens et al., 2000).

A Sitio de clonacion de
genes de plantas

Marcador de seleccion
(Planta)

Marcador de seleccion

Vector Binario .
(Bacteria)

Vector Ayudante

(E.coli) ofi
(Agrobacterium)

Promotor gen de interds

promotor Terminador

Marcador de seleccién
[planta)

Terminador

Borde derecho

A" Regidén T desarmada

1/

Berde izguierda

Marcador de seleccidn

Plasmido co-integrado

[bacterial

Origen de replicacidn
Regidn Vir "-.-‘Ff

FIGURA 3. POSIBLES ESTRATEGIAS DE DISENO EN AGROBACTERIUM TUMEFACIENS.
(A) Disefio binario, dos plasmidos,: uno portador de génes Vir (Ti plasmido) v otro portador de los génes a
transferir {vector binario). (B) Disefio co-integrado, todo en uno.
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1.3.3 CRISPR-Cas
1.3.3.1 Generalidades

El sistema CRISPR-Cas (Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic
Repeats-associated protein), es un sistema inmunitario adaptativo (Barrangou
et al., 2007) mediado por ARN en bacterias y arqueas que brinda defensa
contra fagos y otros elementos genéticos invasivos mediante el reconocimiento
y degradacion de ADN exdégeno (Makarova et al., 2015; Pickar-Oliver &
Gersbach, 2019).

Se descubrié en 1987 en Esterichea coli (Ishino et al., 1987), alcanzando su
popularidad como sistema de edicion a partir del 2012 (Jinek et al., 2012),
donde se demostro por primera vez que CRISPR-Cas podia programarse para

la escision de ADN in vitro.

Los loci CRISPR normalmente consisten en una matriz formada por
repeticiones directas no contiguas separadas por tramos de secuencias
variables llamados espaciadores (que en su mayoria corresponden a
segmentos de secuencias plasmidicas y virales capturadas) que a menudo son
adyacentes a genes cas (asociados a CRISPR) (Pourcel et al., 2005; Bolotin et
al., 2005; Horvath & Barrangou, 2010; Marraffini, 2015). Precediendo a la
matriz, una secuencia rica en A-T, conocida como lider, controla la
transcripcion de la misma (Pougach et al., 2010). Los microbios pueden
contener mas de un locus CRISPR, encontrandose principalmente en los

cromosomas, y en menor medida en algunos plasmidos (Mojica et al., 2005).
1.3.3.2 Mecanismo de accion

Dentro de los diferentes mecanismos de defensa que presentan las
bacterias para protegerse de los acidos nucleicos exdgenos (plasmidos, virus),
CRISPR brinda la posibilidad de ejecutar una respuesta inmune que se puede

ir adaptando continuamente (Barrangou, 2015).

El mecanismo inmunolégico de CRISPR-Cas generalmente se desarrolla en

3 etapas (Makarova et al., 2020):
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10, Adaptacion de secuencias espaciadoras: La fase de adaptacion
ocurre en dos pasos; en primer lugar, proteinas diferentes a Cas identifican
ADN de elementos genéticos moviles invasivos y obtienen de ellos
secuencias especificas de &cidos nucleicos las cuales se denominan
"protoespaciadores”. En segundo lugar, se incorpora el protoespaciador en
el extremo 5 de la secuencia lider en la matriz CRISPR como un
"espaciador" (Fig. 4A) (Pourcel et al., 2005). Los espaciadores son los
responsables de desarrollar la inmunidad y memoria inmunoldgica.

2°. Expresion y maduracion: En esta fase, la secuencia lider situada
corriente arriba de la matriz CRISPR, actla como promotor e inicia la
transcripcion de la misma, dando lugar a un precursor largo de ARN
CRISPR o pre-crRNA que, posteriormente, es procesado para dar lugar a
secuencias cortas de ARN CRISPR, conocidos como crRNA (Pougach et
al., 2010)(Fig. 4B).

El proceso de maduracion depende de las clases de CRISPR-Cas. Las
de clase | emplean una ribonucleasa dedicada exclusivamente a este
proceso, mientras que las de clase Il se valen de la misma maquinaria
empleada en la etapa de interferencia (Nussenzweig & Marraffini, 2020).

3°. Interferencia: Durante la fase de interferencia, los crRNA maduros
se combinan con una (tipo Il) o varias (tipo 1y Ill) proteinas Cas, resultando
en un complejo efector que reconoce elementos genéticos moéviles extrafios
(a través del emparejamiento de bases complementarias a la secuencia del
crRNA) y, en dltima instancia, los cortan (Amitai & Sorek, 2016 ) (Fig. 4C).

Una pequeiia secuencia adicional (PAM) es necesaria para ejecutar la
funcién del complejo crRNA-Cas (Mojica et al., 2009). PAM consta de unos
pocos pb (2-5) y su secuencia es reconocida por Cas. Dicho complejo,
despolimeriza la doble hebra de ADN vy realiza el chequeo de
complementariedad entre la hebra de ADN opuesta a PAM y la secuencia
crRNA del complejo Cas-crRNA (Sapranauskas et al., 2011; Gleditzsch et al.,
2019).
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FIGURA 4. SISTEMA INMUNITARIO MEDIADO POR CRISPR.

Loci CRISPR conformado por diferentes genes Cas (rectangulo en flecha),
secuencia lider en direccion 57 (L), matriz CRISPR, gue consta de espaciadores
(rectangulos de color) y repeticiones cortas no codificantes (rombos oscuros).
(Adaptado de Barrangou 2015).

1.3.3.3 Clasificacion

Los sistemas CRISPR-Cas muestran una notable diversidad en términos de:

composiciones de genes, arquitectura del locus gendémico, secuencias, e

incluso entre los genes centrales (Makarova et al., 2018). Por lo que para su

clasificacion se ha optado por realizar un enfoque mdultiple, basado en su

composicién geénica, arquitectura de loci, y analisis filogenético de la proteina

Cas.

Los sistemas CRISPR-Cas pueden dividirse en dos clases segun sus

moléculas efectoras involucradas en el procesamiento e interferencia

(Makarova et al., 2015) (Fig. 5A):
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Clase 1: Los sistemas CRISPR-Cas de clase 1 se caracterizan por la
presencia de un complejo efector crRNA de multiples subunidades. La clase
incluye sistemas CRISPR-Cas de tipo | mas comun y diversificado, tipo Ill, y
tipo IV (Fig. 5B).

Clase 2: Los sistemas CRISPR-Cas de clase 2 presentan una
organizacion mucho méas simple en relacion a los de clase 1. Se caracterizan
por la presencia de un médulo efector de crRNA de una sola subunidad grande,
multidominio y multifuncional. Combina todas las actividades necesarias para la
interferencia y, en algunas variantes, también las involucradas en el
procesamiento de pre-crRNA. Incluyen el tipo Il (con el gen caracteristico
Cas9), los tipos V (difieren entre si por la arquitectura de dominio de sus
proteinas efectoras) y VI (mas raros), cada uno con una arquitectura Unica de
la proteina efectora (Fig. 5B).

Ambas clases contienen diferentes subtipos que se expanden

permanentemente (Makarova et al., 2020).
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FIGURA 5. SISTEMAS CRISPR-CAS Y SU ORGANIZACION.

(A) Se ilustra la organizacion genérica de los loci CRISPR de clase 1y 2. (B) Muestra los
médulos funcionales del sistema CRISPR/Cas para los diferentes tipos (I a VI) existentes
en cada una de las dos clases. El # indica que otras proteinas podrian estar implicadas en
la via. (Adaptado de Makarova et al. 2079).
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1.3.3.4 CRISPR-Cas9 en edicién gendmica

La edicion gendmica consta de varias técnicas empleadas en la ingenieria
genética que permiten incorporar modificaciones especificas de sitio en el ADN
genomico empleando los mecanismos de reparacion del ADN (Rodriguez et al.,
2019).

Las plantas editadas se diferencian de las plantas transgénicas en que no
necesariamente requieren incorporar ADN extrafio a su genoma, pudiendo
inducir cambios de algunos pocos pares de bases en el ADN de la planta,
haciendo de la edicion una herramienta muy poderosa con multiples
aplicaciones (Malzhan et al., 2017; Scheben et al., 2017).

Desde el primer experimento dirigido a genes en protoplastos de tabaco
(Paszkowski et al., 1988) y el descubrimiento de que las roturas en la doble
hebra (DSB) del ADN pueden utilizarse para realizar mejoras genéticas (Puchta
et al., 1993), se han buscado desarrollar herramientas para mejorar la edicion

dirigida del genoma de las plantas.

Las nucleasas especificas de secuencia (SSN) inducen rotura de la doble
hebra de ADN en ubicaciones especificas del genoma, estimulando los
mecanismos de reparacion del ADN: reparacion no homéloga (NHEJ) o dirigida
por homologia (HDR), pudiendo introducir alteraciones en el genoma (Fig. 6)
(Rudin et al., 1989; Plessis et al., 1992). La via predominante en las células
somaticas de plantas superiores es NHEJ; sin embargo, cuando hay
secuencias homologas disponibles en las croméatidas hermanas o cerca del

sitio de ruptura, puede ocurrir a través de HDR (Puchta, 2005).
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FIGURA &. PRODUCTO GENERADO POR DBS Y SUS POSIBLES MECANISMOS DE
REPARACION.

{A) Mecanismeo de reparacion SD5A (synthesis-dependent strand annealing): Se introduce una
rotura de cadena mediante una nucleasa especifica, acompafiado por un ADN plantilla donde las
regiones azules en la plantilla de reparacién representan la modificacién de la secuencia gue se
incorporara al genoma; las regiones grises representan ADN con homologia can el gen objetivo, 1;
DBS genera una molécula monocatenaria con extremo 37 libre. 2: El extremo 37 libre invade la
plantilla dsDNA que actia come donante de informacion genética y confiene secuencias
homologas al sitio de rotura. 3 y 4: El extrermo 37 de la hebra invasora se alarga, utilizando la
plantilla dsDNA como matriz (HR), posteriormente el extremo 3'se libera y se vuelve a reconocer
con su hebra complementaria ariginal. La molécula resultante contiene espacios que son
rellenados utilizando la hebra complementaria. 5 y 6: 5i el extreno 3 de la hebra invasora no
puede encontrar secuencias complementarias en el objetivo roto, la ruptura se repara mediante
una cambinacion de HR y NHEL Las regiones rojas denotan inserciones o eliminaciones creadas a
través de NHE) impreciso. (B) Después de la formacion de DSB, NHE) se reincorpora a la ruptura,
que puede introducir inserciones o eliminaciones en el sitio de ruptura,

Existen cuatro mecanismos principales de edicion del genoma que emplean
la rotura de la doble hebra (Fig. 2): las meganucleasas (MegN), las nucleasas
con dedos de zinc (ZFN), la nucleasa efectora TAL (TALEN) y CRISPR-Cas
(Khalil, 2020).

El sistema CRISPR-Cas presenta importantes diferencias con los demas
métodos, principalmente en la forma de dirigir la enzima hacia el sitio objetivo,
empleando una secuencia basada en ARN lo que brinda alta versatilidad, bajo
costo y facilidad de disefio (Belhaj et al., 2015; Bortesi & Fischer, 2015).

El sistema CRISPR-Cas tipo Il, fue el primero en demostrar que podia

escindir el ADN tanto in vitro como en células eucariotas, brindando una
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poderosa herramienta de edicion genémica (Deltcheva et al., 2011; Jinek et al.,
2012). Dicho sistema requiere solo de dos componentes, una proteina Cas9, y
una sgRNA (single guide RNA) obtenida de la fusion de una molécula pequefia
de ARN CRISPR (crRNA) y un ARN trans-activador (tracrRNA).

La estructura del sgRNA es simple, consta de una region constante (Fig. 7,
coloracion rojiza) que sirve de andamio para Cas9 y una region variable de 20
nucleotidos en el extremo 5’ (Fig. 7, color naranja) que determinan el sitio de
escision.

Cas9 presenta una arquitectura bilobulada, conformada por una proteina
globular de reconocimiento (REC) y un l6bulo pequefio de nucleasa (NUC) el
cual consta de dos dominios nucleasa: RuvC y HNH. Ambos, cortan las
cadenas de ADN, HNH la complementaria al SgRNA y RuvC la cadena opuesta
(Gasiunas et al., 2012; Romero & Gatica-Arias 2019).

El sitio objetivo del complejo Cas9-sgRNA se puede dividir en dos partes
principales: el protoespaciador (Fig. 7, complementario a la secuencia de 20 nt
del extremo 5' en el sgRNA) y el motivo adyacente del protoespaciador (Fig. 7,
PAM) al cual se une Cas9 (Sternberg et al., 2014; Szczelkun et al., 2014). La
secuencia PAM reconocida por Cas9 obtenida de Streptococcus pyogenes
debe poseer la forma 5-NGG-3" (existen otras proteinas Cas que reconocen
otras secuencias) y debe ubicarse inmediatamente 3' de la secuencia de

reconocimiento de 20 nt (Cui et al., 2018).

En la naturaleza existen una gran variedad de ort6logos Cas9 con diferentes

caracteristicas efectoras y sitios PAM alternativos (Ran et al., 2015).

En caso que el protoespaciador se empareje con la secuencia de 20 nt del
extremo 5' (formacion de heteroduplex ADN:ARN) y Cas9 se una con PAM, se
ejecutaria la rotura de doble cadena (DSB) en un sitio especifico ubicado 3 pb
corriente arriba del sitio PAM (Gasiunas et al., 2012; Jinek et al., 2012),
induciendo la activacion de los sistemas de reparacién del ADN previamente

explicados (Fig. 6).
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FIGURA 7. ILUSTRACION DEL SISTEMA CRISPR-CASS.
Estructura bilobulada Cas9, con un lobulo superior REC y uno inferior NUC, en este
ultimo los dominios nucleasa HNH y RuvC (tijeras). Secuencia PAM en amarillo, y en
naranja, la secuencia guia complementaria al protoespaciador. Seccion inferior el
resultado de la rotua de doble hebra. (Adaptado de Jiang et al. 2077).

1.4 Biologia sintética

La biologia sintética emplea principios de ingenieria para reprogramar
sistemas vivos (Haseloff & Ajioka, 2009). Tiene como objetivo el disefio de
formas vivas artificiales que muestren nuevos rasgos que no existen en la
naturaleza. Esto se puede lograr ensamblando diferentes componentes
basicos, desde los mas simple (promotores, secuencias de codificacion,
terminadores, etc.) hasta la obtencion de unidades transcripcionales (UT)

complejas.
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La biologia sintética apunta a desarrollar sistemas estandar de ensamblaje
para piezas basicas que resulten indiferentes a las identidades de las partes

permitiendo la reutilizacién y automatizacion de los mismos.
1.4.1 Golden Gate

El sistema de clonado Golden Gate surge por la necesidad de poder clonar
fragmentos de ADN sin tener que utilizar la recombinacion especifica de sitios
(Getaway, Creator cloning system, Univector cloning system, etc). Dicha

tecnologia se basa en la utilizacion de enzimas de restriccion del tipo 1.

Las endonucleasas de restriccion se encuentran en todos los procariotas,
donde su funcién principal radica en proteger el genoma del huésped contra

ADN extrafio mediante la escision dirigida (sitio especifica) (Arber, 1979).

En la naturaleza se encuentran 3 tipos de enzimas de restriccion: tipo I, 1l 'y
[l (Pingoud & Jeltsch, 2001), segun las subunidades que las componen,

cofactor necesario, y tipo de accion.

El principal criterio para clasificar una endonucleasa de restriccion como una
enzima de tipo Il es que el ADN se escinda dentro o cerca de su sitio de
reconocimiento y que no requiera hidrolisis de ATP para su actividad
nucleolitica. Asi mismo las enzimas de tipo Il se pueden clasificar en diferentes

subtipos segun caracteristicas especificas (Orlowski & Bujnicki, 2008).

Las enzimas tipo Il subtipo S, son las utilizadas en el sistema de clonado
Golden Gate ya que reconocen secuencias de ADN asimétricas y cortan por
fuera de su secuencia de reconocimiento a una distancia especifica
dependiente de la enzima empleada. Estas caracteristicas, permiten disefiar un
método de clonado en un Unico paso-reaccion, con alta eficiencia, donde un

fragmento de ADN (de un clon de entrada) se agrega a un vector de expresion
(Fig. 8).
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FIGURA 8. ESTRATEGIA GOLDEN GATE.

El clon de entrada (A) y el vector de expresion (B) se mezclan en un
tubo junto con Bsal (ER IIS) y ligasa. De los 4 productos de ligacion
posibles: A a D, solo D, es estable, mientras que todos los demas se
vuelven a digerir con Bsal. Los numeras del 1 al 8 indican variacion
de nucledtido y los nimeros en cursiva indican los nucledtidos
complementarios. FOL fragmento de ADN de interés.( Adaptado de
Engler et al. 2008).

El poder de este sistema proviene del hecho de que el Unico producto
estable emitido por una ligadura de restriccion es el plasmido recombinante
deseado (Fig. 8D) mientras que todas las demas combinaciones son sustrato

para la redigestién de Bsal (Fig. 8C).

Golden Gate sirve como andamio para el ensamblaje multiple de diferentes
partes. Aplicando un cuidadoso disefio de cortes con enzimas de restriccion, se
puede obtener en un Unico paso un ensamblaje perfecto de diferentes

componentes.
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1.4.2 GoldenBraid (GB)

GoldenBraid es un sistema de clonado que permite la estandarizacién y
reutilizacion de Golden Gate para su uso en biologia sintética (Sarrion-
Perdigones et al., 2011).

Los ensamblajes de GB implican tres pasos de clonacién consecutivos
(Vazquez-Vilar et al., 2020): domesticacién (Fig. 9), ensamblaje de unidades
transcripcionales multipartitas (Fig. 10) y ensamblaje multigénico binario (Fig.
11).

La secuencia de ADN de interés a clonar requiere de un proceso de

adaptacion al sistema GB, denominado domesticacion, donde:

-Se eliminan las posibles secuencias internas reconocidas por enzimas
de restriccion tipo 1l S empleadas en el sistema GB (BsmBl y Bsal), y se

adicionan colas de restriccion para la enzima Bsal.

-Se suma un cédigo de 4 nucledtidos en los extremos de las secuencias

de ADN que determinara su posicionamiento en la UT.

-Se clona el producto de PCR en el plasmido de domesticacion de partes
pUPD.
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FIGURA 9. PROCESO DE DOMESTICACION Y OBTENCION DE GBPARTS.

La parte mas basica del sistema de clonado GB se denominan GBparts, las cuales se obtienen a
partir de un proceso de domesticacion de la secuencia de ADN de interés (DNA PART en a). El
proceso de domesticacion para obtener plasmidos nivel 0 generalmente consta de: PCR del ADN
de interés (DNA PART), utilizando cebadores GB (A), los cuales contienen 20 nt complementarios al
ADN de interés, y agrega una cola extra que incorpora sitios de reconocimiento para BsmBI, y un
codigo de 4 nucledtidos en cada extremo que determina su posicion en construcciones de
plasmidos superiores. El plasmido pUPD se digiere con BsmBI, liberando el gen reportero LacZ (B),
y quedando abierto para que solo pueda ingresar el resuitado de la digestién del ADN resultante
de la PCR en a. Utilizando T4 ligasa, se obtiene el plasmido pUPD junto con el ADN de interés (C),
flaqueado por sitios BtgZl y Bsal que pueden dar el saliente GBpart flagueado por un codigo de
nucleotidos especifico (1234, y 5678) para realizar construcciones superiores. (Sarrion-Perdigones
et al 2013).
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FIGURA 10. ESTANDARIZACION EN EL DISENO DE UN VECTOR DE EXPRESION A PARTIR DE ELEMENTOS
NIVEL 0.
pL: plasmidos de entrada nivel 0, que contienen partes basicas como promotores (PR), secuencias cadificantes (CDS), y terminadares
(TM). Los salientes resultantes de la digestion por Bsal, estan flagueados por un codigo especifico de 4 nucledtidos (1, IV, I, y 4)
definidos en la domesticacion. Las partes constituyentes pE, se incuban con un plasmido destino pD que contiene LacZ flagueado por
sitios de corte para Bsal, se crea un plasmido de expresion pEx (nivel T) que contiene los elementos basicos ordenados correctamente
y ausencia del gen LacZ Una caracteristica importante, es gue en el sistema represenlado no permite la reutilizacidn.
{Sarrion-Perdigones et al. 2071)

Las partes clonadas en el plasmido pUPD se denominan de nivel O (Fig. 9C).
El plasmido de nivel 0 permite la obtencién de UT incorporando elementos
obtenidos por su digestion a plasmidos de destino (pDGB) dando estructuras
de mayor nivel y permitiendo crear grandes construcciones multigénicas

(Vazquez-Vilar et al., 2016).

Los plasmidos destino incorporan una segunda enzima de restriccion BsmBl,
gue permite utilizar una estrategia de doble bucle (ensamblaje binario),

alternando entre Bsal y BsmBI, permitiendo la reutilizacion (Fig. 11).
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FIGURA 11. DISENC DE UN SISTEMA REUTILIZABLE PARA GOLDEN BRAID.

El conjunto de plasmidos GB comprende cuatro plasmidos de destino (pDGE que brindan un sistema de
clonado sin fin), dos de ellos actian como plismidos de destino para el ensamblaje de nivel o (nivel 1) y los
dos restantes funcionan come plasmidos de destino para el nivel (2 (nivel 2). Todos los vectores pDGB
incorporan un casete de seleccion LacZ flanqueado por cuatro sitios de restriccion tipo 115 (Bsal, BsmBl), pero
colocados en posiciones y orientaciones invertidas, con diferentes resistencias a antibidticos que facilitan su
seleccion (Kanamicina para nivel o« y espectinomicina para (1). Las flechas hacen referencia al sitio y sentido
de reconocimiento de la enzima; los cuadros y circulos indican el sitio de corte. (Sarrion-Perdigones et al.
2011.

Han salido nuevas versiones de GB a través del tiempo, en la version 3.0 se
incorporé una web en linea, que brinda herramientas de clonado asistidas por
software y un repositorio de elementos genéticos de plantas. La actualizacion
mas reciente, GB 4.0, incorpora nuevas facilidades para el desarrollo del
sistema de edicién génica mediante CRISPR-Cas en plantas (Vazquez-Vilar et
al., 2021).

El vector que expresa el sistema CRISPR-Cas requiere como minimo de 3

unidades transcripcionales (UT):
- Marcador de seleccién para planta
- Nucleasa Cas
- Una ARNgs como minimo

Se recomienda que cuando se disefia un proyecto de edicion basado en
CRISPR-Cas se emplee mas de una guia, para lo que, se pueden disefar

diferentes UT cada uno con un promotor y ARNgs especifico, o bien, disefiar un
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Unico transcripto policistronico que posteriormente sea procesado para dar

como resultado ARNgs individuales.

En 2015 Xie et al., presenté un método de procesamiento altamente eficaz
en plantas, basado en el procesamiento de los precursores de ARNt (pre-
ARNL).

En el nucleoplasma, los pre-ARNt se escinden en sitios especificos (Fig.
12A) para eliminar las secuencias adicionales 5 'y 3'. Proceso realizado en
eucariotas por RNasa P y RNasa Z. Dichas enzimas, reconocen la estructura
del ARNt independientemente del resto de secuencias, por lo que, agregar
espaciadores de ARNt entre las guias, permite el disefio de un gen
policistronico. Este sistema de procesamiento del pre-ARNt, genera guias

individuales a partir de un unico transcripto (Fig. 12C).

RHasa P - e
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; l 1 3 traile i i a
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FIGURA 12. SISTEMA DE PROCESAMIENTO DE PRE-ARNT Y SU APLICACION PARA
OBTENER MULTIFLES cUfas.

(A) El pre-ARNt con 5'lider v 3 trailer, es escindida por RNase F y RNase £ en sitios especificos. (B)
Muestra la secuencia de sintesis de ARNt y dos promotores internos (cajas A y B), que se unen a
TFIIC, para posteriormente reclutar el resto de elementos implicados en el inicio de la
transcripcidn. (C) Esquema PTG, que consta de unidades de ARNt-ARNg dispuestas en tiandem.
Cada ARNg consta de espaciadores especificos (diamantes) y regiones conservadas {rectangulo).
La transcripcion primaria de PTG es escindida por [a RNasa P y la RNasa £ endégenas (mostradas
comao tijeras) para liberar gRNA y tRNA maduros (lineas rojas de estructura de hoja de trébol). Los
gsRNA maduros extirpados dirigen Cas9 a multiples objetivos. (Adaptado de Xie et al. 2015).

Empleando el sistema de clonado GoldenBraid, CRISPR-Cas, y el armado
de transcriptos policistronicos, se pueden obtener vectores de expresion

altamente eficaces para la edicion dirigida en plantas.
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2. HIPOTESIS Y OBJETIVOS
2.1 Hipotesis

La optimizacion de las técnicas de cultivo, transformacion y edicion permiten
obtener plantas transformadas de la variedad Don Justo F.C.A y F con toda la

maquinaria necesaria para editar el gen badh2.

2.2 Objetivo general

Obtener plantas de arroz que presenten edicion del gen badh2.

2.3 Objetivos especificos

A) Optimizar métodos de cultivo in vitro (induccion de callos embriogénicos,
transformacion y regeneracion) para cultivares selectos de arroz.

B) Optimizar métodos de transformacion in vivo de semillas de arroz mediante
A. tumefaciens.

C) Disefiar los sgRNA para la edicion génica mediante el sistema de CRISPR-
Cas9 del gen badh2 de arroz.

D) Realizar las construcciones necesarias para la expresion del sistema
CRISPR-Cas9 en arroz y transformar tejidos in vivo como in vitro.

E) Evaluar eficacia de transformacion y edicion génica de plantas TO in vivo e
in vitro.

3. Materiales y Métodos
3.1 Material

3.1.1 Material biolégico
3.1.1.1 Material vegetal

Todos nuestros ensayos fueron realizados utilizando semillas de la variedad

Don Justo F.C.A y F (Facultad de Ciencias Agrarias y Forestales). Se trata de
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un arroz de tipo largo fino con elevado potencial de rendimiento y calidad
correspondiente al tipo “japdnica tropical”’. Se origind mediante un programa de
mejoramiento realizado en la Universidad de La Plata por cruzamiento
complementario de lineas propias del programa seleccionadas por presentar

alto rendimiento, buena calidad y por el tipo de grano.

La metodologia del programa de mejoramiento empleada corresponde al tipo

masal—-genealdgico a partir de la F2, durante un periodo de 7 afios.

El cultivar se encuentra inscripto en el registro Nacional de Propiedades de

cultivares bajo el nUmero 2836.
3.1.1.2 Cepas bacterianas

Las cepas bacterianas que se emplearon fueron:
Escherichia coli DH5a.

Agrobacterium tumefaciens ATHV.

3.2 Metodologia
3.2.1 Cultivo in vitro

3.2.1.1 Descontaminacion

Para descontaminar la superficie del material vegetal y conseguir desarrollar
cultivos en condiciones de asepsia se optd por emplear un método clasico de

descontaminacion con algunas modificaciones:

10, Descascarado de semillas: para separar las semillas de su
cascarilla se empled papel de lija, aislando de esta manera el embrion de
su cascarilla protectora conformada principalmente por: fibras, celulosa, y
minerales.

2°. Primera desinfeccion: las semillas obtenidas se colocaron en
tubos Falcon de 50 mL. Es recomendable que el nimero de semillas no
sea superior a las 200 por cada tubo. Se realiz6 dos inmersiones en
alcohol 70% por no mas de 1 minuto. Se agregd 40 mL de agua

doblemente esterilizada, con 2 gotas de Tween 20 e hipoclorito de sodio
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(NaOCl) al 1%. Se dej6é en agitacion constante a 110 rpm durante 30
minutos a temperatura ambiente.

3°. Primer lavado: Bajo la cabina de flujo laminar se retiré la solucion
del interior del tubo Falcon por volcado evitando la pérdida de material
vegetal en el proceso. Luego se realizaron 3 lavados con agua destilada
esteril.

40, Segunda desinfeccién: Se repitidé la metodologia aplicada en la
primera desinfeccion, sin embargo, la manipulacion de todo el material se
realiz6 bajo la cabina de flujo laminar.

50, Segundo lavado: se repitié lo realizado durante el primer lavado
realizando 5 lavados con agua doblemente esterilizada y aplicando
agitacion para eliminar los restos de Tween 20 e hipoclorito de sodio que
podian quedar en las semillas generando efectos indeseados en los

posteriores ensayos a realizar.

Las semillas esterilizadas se secaron con papel estéril para ser utilizadas en
la formacion de callos. Las destinadas a transformacion de embriones
permanecieron en inmersion con agua estéril durante 24 horas o 12 horas en el

caso de ser utilizadas para transformar semillas.
3.2.1.2 Formacion de callos

Para inducir la formacion de callos utilizamos medio de proliferacion (MSP)
conformado por: medio Murashige-Skoog (Murashige & Skoog, 1962) 4,4 g I,
caseina 0,3 g I}, prolina 0,5 g I}, sacarosa 20 g I, phytagel 5 g I'! junto a

diferentes concentraciones de auxinas (1, 2, 3y 4 mg I%).

Utilizamos &cido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4D) como auxina, esterilizado
previamente por filtracién, agregado al medio de cultivo durante la preparacion

de las placas.

Para inducir la formacion de callo, colocamos 25 mL de medio de
proliferacion (MSP) en placas de Petri, sembrando 25 semillas por placa y por

duplicado, evaluando un total de 50 semillas para cada concentracion de 2,4D.

Las placas se mantuvieron en cuarto de cultivo a 23°C, en oscuridad durante
14 dias.
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3.2.1.3 Regenerar parte aérea

Para regenerar estructuras vegetativas a partir de callos, estos se
transfirieron a placas con medio de regeneracion (MSR): medio Murashigue-
Skoog 4,4 g I, caseina 0,1 g I, maltosa 30 g I, phytagel 5 g I},

suplementados con diferentes combinaciones de hormonas.

Utilizando concentraciones variables de las hormonas é&cido 1-
naftanelacetico (ANA) y 6-bencilaminopurina (BAP), se identificd cual concedia

una regeneracion optima del tejido vegetal.

Las combinaciones de hormonas puestas a prueba fueron:

1 ANA:0,2mgl*!+BAP:1mgl?
2 ANA:0,4mgl!+BAP:1mgl?
3 ANA:0,6 mgl!+BAP:1mgl?
4 ANA:0,6 mgIt+BAP:2 mgl?
5 ANA:0,2mglt+BAP: 2 mg It
6 ANA:0,4mglt+BAP:2mgl*
7 ANA:0,6 mg|t+ BAP: 2 mg It
8 ANA:0,6 mglt+BAP:2mgl*
9 ANA:0,2mglt+BAP:3mgI*
10 ANA: 0,4 mg It + BAP:3mgI?
11 ANA: 0,6 mg It + BAP: 3 mg It
12 ANA: 0,6 mg It + BAP: 3 mg It
13 ANA:0,2mg It +BAP: 4 mg It
14 ANA: 0,4 mg !+ BAP:4 mgl?
15 ANA: 0,6 mg It + BAP: 4 mg I*

16 ANA:0,8mgl!+ BAP:4 mgl?

Las hormonas fueron esterilizadas por filtrado antes de agregar a los
medios. La manipulacién de placas, preparado de medios, y sembrado de

callos se realizé en cabina de flujo laminar.

Se sembraron por placa 30 callos para determinar el porcentaje y calidad de

regeneracion. Las placas se mantuvieron a 23 °C, con fotoperiodo de 16 horas
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luz y 8 horas oscuridad. Se realizaron repiques de los callos cada 12-15 dias

en medio fresco.
3.2.1.4 Regeneracion raiz

Los brotes verdes obtenidos por regeneracion de tejido en el punto anterior

se emplearon como material de partida en el proceso de regeneracion de raiz.

Utilizamos medio de regeneracion (MSR) complementado con diferente

concentracion de hormona acido indol butirico (IBA): 1, 2, 3y 4 mg I

Las placas se mantuvieron en las mismas condiciones descriptas para

regeneracién y se realizaron cambios de medio cada 12-15 dias.
3.2.2 Sistema CRISPR-Cas9
3.2.2.1 Seleccion del sitio blanco y disefio de las guias
A sabiendas de que la perdida de funcion del gen badh2 se asocia con el
aroma del arroz (Chen et al., 2006), obtuvimos su secuencia en la especie

Oryza sativa desde la base de datos Phytozome

(https://phytozome.jqgi.doe.gov/pz/portal.html).

El disefio de las sgRNA contra el sitio blanco se realizd utilizando la
herramienta informatica Breaking Cas (Oliveros et al., 2016) disponible en

https://bioinfogp.cnb.csic.es/tools/breakingcas.

Con el fin de generar deleciones detectables, se apuntd contra dos sitios
blancos que flagueaban la region a escindir posibilitando la pérdida del
fragmento y priorizando el menor porcentaje de off-targets posibles. Los sgRNA
deben tener la forma 5-(20nt) (NGG), la secuencia PAM no es parte del

sgRNA, pero resulta indispensable para la enzima Cas9.

Para cada sitio target se definié una secuencia complementaria de 20 nt
flagueada en el extremo 3" por la secuencia PAM y en cada sgRNA se
incluyeron extremos cohesivos que permitian el clonado bajo el sistema
GoldenBraid.
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La hebra sentido se disefié con la estructura 5"-GTGCA (20nt) -3", mientras
qgue la molde con 5-AAAC (20nt) T-3°, para luego ser enviadas a sintetizar

como oligonucleétidos.
3.2.2.2 Disefio del vector de expresion

Para disefiar el vector de expresion se empled el sistema de clonado
GoldenBraid (Sarrion-Perdigones et al., 2013).

Se realizaron 3 reacciones de corte y ligacién con diferentes plasmidos y
enzimas dependiendo del nivel de reaccién: 0, a y Q (niveles propios del
sistema GoldenBraid). La concentracion de cada plasmido en las diferentes
reacciones se definio utilizando la herramienta en linea NEBio Calculator

(https://nebiocalculator.neb.com).

El plasmido obtenido en los diferentes niveles se cloné en cepas DH5a de E.
coli competentes, transformadas mediante shock térmico. Se seleccionaron en
medios con antibioticos (plasmido dependiente) y X-gal (reportero). Luego se
extrajo ADN plasmidico de colonias positivas en cada nivel utilizando el kit
EasyPure Plasmid Miniprep kit (Transgen®) segun las indicaciones del

fabricante.

Los sgRNA como hebras simples se re-suspendieron en agua ultra pura
hasta una concentraciéon de 100 puM. Se realiz6 una reaccion de hibridacién
(annealing) entre las hebras complementarias elevando la mezcla a 95°C
durante 10 minutos obteniendo sgRNA doble hebra en una concentracion final
de 2 uM.

Para el ensamblaje de nivel 0, se incub6é cada sgRNA con el plasmido
domesticador pUPD2 (Cloranfenicol resistente), y el plasmido guia

correspondiente (Tabla 2):
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Tabla 2: Reaccion de ensamblaje nivel 0.

pUPD2

40 ng

40 ng

Plasmido guia

Cantidad
necesaria para
(c.n.p.) una

relacion 5:1 con

c.n.p. una
relacion 5:1 con
respecto al
receptor (pVD3F)

respecto al
receptor (pVD3F)

SgRNA 2 UM (sgRNA1) 2 UM(sgRNA2)
BsmBl 0,5 ul 0,5 ul

T4 ligasa 0,5ul 0,5ul

Buffer 10x 1x

H20 ultrapura c.n.p.5ul c.n.p. 5l

Las reacciones de digestion/ligacion consisten en 50 ciclos de 4 minutos a
37°C y 2 minutos a 16°C. El producto de estas reacciones se utiliza para

transformar células competentes por el método de shock térmico.

Para la seleccion de los clones positivos se realizé PCR directa de colonias
blancas, utilizando

corresponda, GBS2 (5'-GTCCCACCACTGTGGAACGG-3') como reverse (Ry).

las sgRNA como cebadores forward (Fw segun

El mix de reaccién de PCR estaba compuesto por: tampon PB-L (Productos
Bio-Ldgicos) en concentracion final de 1X, dNTPs en una concentracién final de
0,32 mM, 1 unidad de Taq polimerasa PB-L, cloruro de magnesio en una
concentracion final de 1,5 mM y 0,2 uM de cada oligonucleétido. En todos los

casos se realizaron controles positivos y negativos en agua esteéril.

El programa de PCR empleado consistiéo en una etapa de desnaturalizacion
a 94°C durante 5 minutos, 35 repeticiones de 94°C 30 segundos-55°C 1 min-
72°C 1 min, y finalmente una extensién final de 10 minutos a 72°C. Lo obtenido

se analiz6 en gel de agarosa al 2%.

La reaccion de nivel a2 incluyé (Tabla 3): plasmidos nivel O obtenidos

previamente: el pldsmido pUPD-U3 (que aporta a la construccion final el

Pagina -34-|85



promotor de arroz U3) y pCAMBIAa. (Kanamicina resistente, que sirve de

andamio para las construcciones):

Tabla 3: Reaccion de ensamblaje nivel a2. Para la obtencién del plasmido

pCAMBIAa2-MD1.

pUPD2-sgRNA1

c.n.p. una relacion 5:1 con respecto al

receptor

pUPD2-sgRNA2

c.n.p. una relacion 5:1 con respecto al

receptor

pUPD-U3 c.n.p. una relacion 5:1 con respecto al
receptor

pCAMBIAG2 40 ng

Bsal 5U

T4 ligasa 25U

Buffer 10x 0,5ul

H20 ultra pura c.n.p 5l

Para obtener la construccion final, se realizé una reaccion de nivel Q (Tabla

4), la cual incluyé: el plasmido pCAMBIAa2-MD1 sintetizado previamente,

pCAMBIAa1-Cas (que aporta la enzima Cas9 y el gen de resistencia a

Higromicina), y como plasmido andamio, pCAMBIAQ; (Espectinomicina

resistente):

Tabla 4: Reaccién de ensamblaje nivel Q. Para la obtencion del plasmido

pCAMBIAa2-MD?2.

pCAMBIAG,.MD1

c.n.p. una relacion 5:1 con respecto al

receptor

pCAMBIAai-Cas

c.n.p. una relacion 5:1 con respecto al

receptor
pCAMBIA Q1 40 ng
BsmBI SuU
T4 ligasa 25U
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Buffer 10x ‘ 0,5 ul

H20 ultra pura ‘ c.n.p 5 ul

En cada caso se realiz6 transformacion de E. coli DH5a y se seleccionaron
los clones positivos con el antibiético correspondiente. Se realizé extraccion de
ADN plasmidico y se confirmaron los plasmidos mediante cortes con enzimas

de restriccion especificas.

Una vez confirmada la identidad del plasmido definitivo que contiene todo el
sistema de edicion se transformé la cepa de Agrobacterium Tumefaciens ATHV

gue se utilizé para los ensayos de transformacion de callos y embriones.

3.2.3 Transformacioén
3.2.3.1 Bacterias

La transformacion de bacterias se realizo segun lo descripto por Inoue et al.,
(1990), obteniendo cepas DH5a de E. coli competentes que posteriormente se
transformaron con los diferentes plasmidos mediante shock térmico. También
se obtuvieron cepas ATHV de Agrobacterium Tumefaciens competentes
aplicando lo presentado en Wise et al., (2006), posteriormente transformadas

con el plasmido pMD2 mediante shock térmico.

Para seleccionar bacterias transformadas se empleé la seleccion en

antibidtico, la cual resulta ser plasmido dependiente.
3.2.3.2 Transformacion material vegetal

La cepa ATHV portadora de los plasmidos p1303 o pMD2, se utiliz6 para

transformar el material vegetal.

Se realizé cultivo de ATHV en medio Lysogeny Broth (LB) el cual contiene:
extracto de levadura 5 g |2, tripteina 10 g |1, NaCl 10 g I'1, suplementado con:
Acetosiringona 20 pM, Rifampicina 50 mg I* y Kanamicina 50 mg It o
Espectinomicina 100 mg I segln correspondia. Se mantuvo en crecimiento la
bacteria durante 24 horas a 28°C en agitacion. Utilizando pipeta y en
condiciones de asepsia, se transfirié el extracto bacteriano a tubos de 1,5 ml
para posteriormente centrifugar a 8.000 rpm por 5 minutos. Se descart6 por

volcado el sobrenadante y el sedimento se re suspendi6 en medio de
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transformacion (medio Murashigue-Skoog 4,4 g I, sacarosa 40 g I,

Acetosiringona 200mM), hasta una DO=0,8 con A=600nm.

Esta suspensién se emple6 tanto para la transformacién de callos

embriogénicos como también de embriones maduros y semillas.

En el caso de la transformacion de callos, se seleccionaron aquellos
pequefios (1-2 mm de diametro) para ser colocados en la suspension de
transformacion con agitacion durante 15 minutos a temperatura ambiente.
Posteriormente, se secaron en papel estéril para eliminar el exceso de
Agrobacterium y se colocaron en placas con medio de co-cultivo (medio
Murashigue-Skoog 4,4 g |1, Phytagel 5 g I, Acetosiringona 40mM), para

permanecer en cuarto de cultivo durante 3 dias a 22°C y oscuridad.

La transformacion de embriones se realizé a partir de embriones maduros
(Hamada et al., 2017; Liu et al., 2021). Para esto se desinfectaron semillas de
arroz (como se describio previamente) y se conservaron a temperatura
ambiente durante 48 horas en agua estéril para permitir la imbibicién. De esta

manera, resultaba menos complejo separar el embrion del resto de la semilla.

Los embriones, se separaron en cabina de flujo laminar con el apoyo de la
lupa y del bisturi. Los mismos, fueron transformados de la misma forma que los

callos. Finalmente, se dej6 en co-cultivo durante 7 dias en oscuridad a 22°C.

Para la transformacion de semillas, se empled el método descripto por Liny
col. (2009). Las semillas previamente desinfectadas y embebidas en agua
estéril durante 24 horas, fueron punzadas en sus embriones mediante agujas
humectadas con bacterias. Luego se colocaron en medio de transformacion
con dichas bacterias utilizando tubos plasticos de 50 ml y se sometieron a dos

rondas de vacio de 15 minutos cada una.

Se elimind el exceso de Agrobacterium y se co-cultivaron (como se indicé

previamente en la transformacién de embriones).

Finalizado el co-cultivo (independientemente del material vegetal empleado),
se realiz6 el lavado con la finalidad de eliminar el exceso de bacterias y evitar
el crecimiento excesivo. Para ello, el material vegetal se colocé en tubos de 50

ml, se realizaron tres enjuagues con agua estéril, se transfirié el material a
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placas de Petri que también contaban con 20 ml de agua estéril, y se dejo en
agitacion durante 5 minutos. Se repitié este proceso por triplicado. Otros dos
lavados se realizaron suplementando la solucion de agua con Cefotaxima 0,18
mg mity un Gltimo empleando 0,25 mg mil"* Ambos se dejaron 15 minutos en

agitacion.

Finalizado el lavado, el material se secé en papel estéril y se colocd en sus
respectivos medios de crecimiento complementados con Cefotaxima 0,5 mg ml-
1y Carbinicilina 0,5 mg mlt. Para callos empleamos medio de induccién de
proliferacién previamente descripto mientras que, para semillas-embriones,

medio de cultivo vegetal (medio Murashigue-Skoog 4,4 g Ity Phytagel 5 g I'%).

3.2.4 Deteccion de transformantes

3.2.4.1 Expresion de proteina verde fluorescente

El plasmido pCAMBIA1303 porta el gen GFP, entre el borde derecho e
izquierdo del plasmido Ti, que expresa la proteina verde fluorescente. Aquellas
células del callo que incorporan el gen mediante el proceso de transformacion y
logran expresarlo, son facilmente detectables empleando microscopia de

fluorescencia.

3.2.4.2 Extraccion de ADN, ARN, sintesis de ADNc vy
deteccion por PCR

La extraccion de ADN a partir de material vegetal se realizé con el método de
bromuro de hexadeciltrimetilamonio (CTAB: 2%, NaCl 1,4 M, EDTA 20mM,
Tris-HCI 100mM con pH=8) siguiendo el protocolo propuesto por Clarke (2011).
Por otra parte, para la extraccion de ARN se empled el reactivo TRI®,

siguiendo las especificaciones del fabricante (SIGMA).

Tanto el ADN como el ARN obtenido se cuantificoO por espectrofotometria y

la calidad se evalu6 en gel de agarosa al 1%.

Para sintetizar ADN copia (ADNc) a partir del ARN extraido, se realizd un
tratamiento con ADNasa (Ambion™) durante 30 minutos a 37°C, y el ARN
purificado se empled para la sintesis de la primera hebra complementaria

mediante la transcriptasa reversa M-MLV (Promega) utilizando las cantidades y
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reactivos recomendados por el fabricante. La mezcla se incubé a 37°C durante
60 minutos y luego para inactivar la enzima, a 95°C durante 10 minutos. Previo

a la sintesis del ADNc se realiz6 una nueva verificacion de calidad.

La confirmacion de los métodos de transformacion se determind mediante
diferentes reacciones de PCR utilizando 1 pl de ADN como templado y
cebadores especificos dependientes del plasmido utilizado en la transformacion
(Tabla 5). En el caso de las transformaciones con p1303 se utiliz6 como blanco
el gen gfp mientras que para el plasmido pMD2 se empleé la deteccion de los

genes hpt o Cas9.

Tabla 5: Oligonucle6tidos empleados para detectar los diferentes transgén.

Nombre Secuencia

GFP Fw 5-ATGAGTAAAGGAGAAGAACTTTTCACTGG-3’
GFP Rv 5-TTATTTGTATAGTTCATCCATGCCATGTG-3’
Cas Fw 5-AGACACGCCAGATCACCAAG-3

Cas Rv 5 -AGAAGCCTCCGGTCTGTACT-3

HPT Fw 5-ATGAAAAAGCCTGAACTCACCGCGA-3’

HPT Rv 5-TCCATCACAGTTTGCCAGTGATACA-3’

La PCR se realiz6 como se definid previamente con variaciones en el tiempo
de desnaturalizacion (1 min) y Tm (69°C), los resultados se analizaron en gel

de agarosa al 1%.
3.2.4.3 Seleccién mediada por antibioticos

La Higromicina B es un antibiético aminociclitol que inhibe la sintesis
proteica bloqueando la translocaciéon ribosémica y evitando la ocupacién del
sitio A durante la elongacién. Los plasmidos pMD2 y p1303 entre el borde
derecho e izquierdo (zona T) contienen el gen hpt (higromicina
fosfotransferasa) el cual, otorga resistencia al antibiético. ElI gen hpt es utilizado
en gramineas y principalmente en arroz (Hiei & Komari, 2008). La
concentracion del agente selectivo se seleccion6é cuidadosamente para evitar

gue fuese demasiado baja y, por lo tanto, permitiera el desarrollo de un nimero
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indeseable de "escapes". De lo contrario, concentraciones excesivamente
altas, podrian malograr los transformantes que expresaban niveles moderados
de resistencia. Transcurridos los 7 dias post lavado, los callos, semillas y
embriones se colocaron en el mismo medio que se encontraban (detallado
previamente) pero suplementados con Higromicina para ser seleccionados. Se
ensay6 con dos concentraciones diferentes del antibiético 0,1 mg mlty 0,05
mg ml, dejando en seleccién a 24 °C en camara de cultivo, con renovaciones
de medio cada 15 dias, donde se transfirié solo el material vegetal con signos

de vitalidad (color blanquecino en callos, verdoso en embriones y semillas).
3.2.5Deteccion de plantas editadas

Para identificar posibles células editadas en el sitio blanco, se disefiaron dos
cebadores que flaguean el segmento donde se deberia producir la delecion
(Fig. 13).

De esta forma, las muestras wild type (WT) deberian tener un tamafo
aproximado de 284 pb mientras que si se produce la edicion en los dos sitios
predichos el fragmento amplificado deberia ser de 200 pb aproximadamente,

con pérdida de 84pb.
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CTGATGTATGATATTCCATTTGTCAGGACGATGTTGCTGGATGCTTTGAGTACTTTGCAGATCTTGCAGAATCCTTGGACAAAAGGCAAAATGCACCTGTC
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BADHZ2 Rv 3

CACTACATACTATAAGGTAAACAGTCCTGLTACAACGACCTACGAAACTCATCAAACGTCTAGAACCTCTTAGGAACCTGTTTTCCGTTTTACGTGGACAG

Exond #5

2,158 2,160 2,17a 2,180 2,150 2,208 2,218 2,228 2,238 2,240

CTCTTCCAATGGAAAACT T TAAATGCTATCT TCGGAAMGAGCCTATCGGETGTAGT TGEGT TGATCACACCTTGGTATTTCACATTTTTCTCTCATCCTGEG

CAGAAGGTTACCTTTTGAAATTTACGATAGAAGCCTTTCTCGGATAGCCACATCAACCCAACTAGTCTGCAACCATAAAGTCTAAAAAGAGAGTAGGACGE

" Exond

FIGURA 13. SITIO BLANCO PARA LA EDICION.
Se representa el exon 3 - 4 del gen badhZ flaqueados por los cebadores BADHZ Fw y Rv

disefiados para amplificar la regin target para la edicién. Las flechas indican los sitios de
escision en la doble hebra producidos por Cas9 como respuesta al correcto emparejamiento
de cada sgRNA

Se realiz6 PCR de muestras positivas para la transformacion con plasmido

pMD2 el cual contenia toda la maquinaria necesaria para la edicion.

Los productos de la amplificacion por PCR se analizaron mediante
electroforesis en gel de agarosa al 1,5% y el resto se purificé empleando el kit
EasyPure Quick Gel Extraction. EI ADN purificado, se cuantificO por
espectrofotometria y se secuencié mediante Sanger (Sanger et al., 1977) en
INTA Castelar.

4. Resultados
4.1 Optimizacioén del cultivo in vitro para la variedad Don
Justo
4.1.1 Obtencion de callos
Para la generaciéon de callos embriogénicos se evaluaron diferentes
concentraciones del acido 2,4-diclorofenoxiacético (1, 2, 3y 4 mg I'Y) con el fin
de determinar la concentracion que permitia el mayor porcentaje de formacién

de los mismos a partir de semillas maduras de arroz. Se observaron
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porcentajes de callogénesis desde un 15 hasta un 45%, siendo las
concentraciones mas altas (3 - 4 mg IY) de 2,4D las que mostraron los mejores

porcentajes (Fig. 14).

El andlisis estadistico demuestra que a partir de 2 mg I'* no hay diferencias
en el porcentaje de callogénesis, sin embargo, se eligié la concentracién de 3

mg | para futuros ensayos para asegurar la maxima eficiencia.

 50-
3 A A
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‘0 404
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—_— _|_
g 30+
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Q 20' B
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S 10-
O
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o 0
1 2 3 4

Concentracion de 2,4D (mg/L)

FIGURA 14. EVALUACION DE LA CONCENTRACION DE 2,4D EN
LA FORMACION DE CALLOS EMBRIOGENICOS A PARTIR DE
SEMILLAS MADURAS DE ARROE.

Los resultados son la media de dos ensayos independientes +/- SEM (error
estandar de la media) y el andlisis estadistico corresponde a un ANOVA de
una via con test de Tukey, p < 0.5.

4.1.2 Regeneracién de la parte aérea

Para optimizar el método de regeneracion de vastagos a partir de callos
obtenidos previamente, se utilizaron 2 hormonas diferentes, ANA y BAP en

diferentes combinaciones.

Se identificaron como regenerados a aquellos callos que mostraban la

aparicion de brotes verdes (Fig. 15A). De esta forma, los porcentajes de
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regeneracién variaron entre un 8 y un 77%, observdndose los mejores
resultados de regeneracion en las combinaciones de BAP 4 mg I* y ANA 0,8
mg It con un porcentaje cercano al 77% (Fig. 15B).

Para obtener una regeneracion completa se necesitaron cincuenta dias
aproximadamente, 4 cambios de medio para renovar los nutrientes y hormonas
cada 12 dias.

B 5 100
‘S =2 ANA 0,2 mg/L
S 80- == ANA 0,4 mgiL
5 == ANA 0,6 mg/L
g 60+ s ANA 0,8 mgiL
) x
T 40-
2
£
S 20+
5
a 0-

1 2 3 4
Concentracion de BAP (mg/L)

FIGURA 15. DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DE FITOHORMONAS PARA LA
REGENERACION DE PARTE AEREA.

(A) Vastagos regenerados (izquierda) a partir de los callos (derecha) colocados en regeneracién y
transcurrido 40 dias desde el inicio de la regeneracion. (B) Porcentaje de regeneracion de parte
aérea a distintas concentraciones de BAP y ANA. Los resultados son la media de dos ensayos
independientes +/- SEM.

4.1.3 Regeneracion de raiz

Luego de la regeneracion de la parte area se procedio a la regeneracion de

raiz. Para ello se evaluaron cuatro concentraciones de acido indol butirico (IBA,
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auxina implicada en la regulacién del crecimiento vegetal). Se separaron los

brotes verdes y se transfirieron a las placas con IBA.

Se observo que, al momento de ser colocados en medio de induccion de
raiz, los brotes ya comenzaban a mostrar desarrollo de raices (Fig. 16A), por
lotanto, la concentracion de AIB no afecté el desarrollo de las mismas
(Fig.16B).

% regeneracion de raiz

1 2 3 4
Concentracion de IBA (mg/L)

FIGURA 16. REGENERACION DE RAIzZ.

(A) Brotes regenerados con formacién de raiz en medio de regeneracién y
ausencia de la fitohormona IBA. (B) Porcentaje de regeneracion de raiz a
distintas concentraciones de AIB. Los resultados son la media de dos ensayos
independientes +/- SEM.

4.2 Construccion del vector de expresion
4.2.1 Seleccion de sitio blanco y disefio de las sgRNA

La secuencia completa del gen badh2 obtenida de Phytozome consistié en

15 exones y 14 intrones. A partir de dicha secuencia y mediante la herramienta
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en linea Breaking-Cas se obtuvieron todas las posibles sgRNA. Se
seleccionaron dos sgRNA caracterizadas por presentar un bajo nimero de off-
target y elevado score. Al mismo tiempo, debian posibilitar, la delecion de un

fragmento de ADN detectable sobre los primeros exones del gen.

Definidas ambas sgRNA, se adaptaron al sistema de clonado GB mediante

la adicion de nucledtidos en ambos extremos (G1, G2 en Fig.17A).

4.2.2 Sintesis del vector de expresion

Para disefiar el vector de expresion se empled el sistema de biologia
sintética GB optimizado para su uso en plantas. Se realizaron tres reacciones
de diferentes niveles: 0, ay Q (Fig. 17) para sintetizar el vector de expresién

MD2 con toda la maquinaria necesaria para la edicion dirigida del gen badh2.

Se analizé cada plasmido obtenido en las diferentes reacciones para
determinar si poseia el tamafio esperado como consecuencia de un

ensamblaje exitoso.

Los plasmidos nivel 0 se analizaron por PCR empleando como cebador Fw
la sgRNA correspondiente y como Rv GBS2. Se estudiaron diferentes colonias
blancas para encontrar aquellas que resultaran positivas para esta PCR lo que
indicaria que la guia se insertd correctamente. En la figura 18A se observa un
ejemplo de PCR directa de colonia, en el panel superior calle 6 se encontré

colonia positiva para G1, y en la parte inferior calle 4 colonia positiva para G2.

Una vez confirmadas las construcciones de nivel 0O se procedio al
ensamblado de las construcciones nivel 1 como se indica en la seccion de
metodologia. La evaluacién de estas construcciones se realiz6 mediante la
digestion con enzimas de restriccion. En este caso se utilizo la enzima Hindlll
gue deberia dar dos fragmentos, uno de 6,3 kb y otro de 800 pb (Fig. 18B
izquierda). En el caso de la reaccion MD2 la confirmacion se realizd con la
enzima BamHI que deberia dar un patron de 3 fragmentos: 6,7 - 4,9 - 3,6 kb
(Fig. 18C derecha).
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FIGURA 17. SINTESIS DEL VECTOR DE EXPRESION

(A) Reaccion nivel 0: se realizaron dos reacciones de corte y ligadura independientes empleando la enzima de restriccion BsmBI para cada sgRNA (G1, G2). Se obtuvieron dos plasmidas nivel 0 (pUPD2-GT y pUPD2-G2) caracterizados por contener
cada sgRNA flagueada por los genes RNAt (57 y scaffold (37), un gen de resistencia a Kanamicina y dos sitios de corte Bsal para liberar la construccion de forma: 5-RNAt-Gn-5caffold-3" (B) Reaccidn nivel o se realizo una tinica reaccion de corte y
ligadura empleande la enzima Bsal, donde participaron ambos plasmidos nivel 0 sintetizados previamente, otro, obtenide de la coleccion GB (pUPD-U3) y el plasmido andamio prapio del nivel =2, sintetizando asi, un plasmido de nivel «2
denominado MD1. Este Gltimo se caracterizo por presentar cada construccion RNAt-G(n)-Scaffold posicionadas secuencialmente de forma correcta y bajo el control del promotor de arroz U3 con sitios de reconocimiento para la enzima BsmEBI
flagueando en ambos extremaos. (C)Reaccion nivel (X para obtener el plismido de expresion final, se emplearon en la reaccion el plasmide MD1 sintetizado previamente, un plasmido andamio propio de este nivel y el plasmido pCAMBIAx1-Cas (de
la coleccion GB) que aporta a la construccion final la enzima Cas y el gen de resistencia a higromicina. De esta manera se obtuvo la construccion MD2 de nivel 21 con toda la maquinaria para editar el gen BADHZ2 empleanda dos sgRNA diferentes y
aportar el gen de resistencia a Higromicina en aquellas plantas transformadas eficientemente.
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FIGURA 18. ANALISIS DE LOS PLASMIDOS OBTENIDOS EN CADA REACCION GB.
(A) Resultado de PCR directa en colonias balncas transformadas con plasmido nivel 0 portadores
de G1 (panel superior) o G2 (panel inferior). En calle 1: marcador molecular 50bp . (B) A la izquierda
se muestra en calle 2 plasmido MD1 sin digerir, en calle 3 lo obtenido por digestion del plasmido
MD1 con enzima Hindlll. A la derecha en calle 2 se revela el resultado de digestion del plasmido

MD2 con enzima BamHI. En ambos casos se empleo un marcador de peso molecular 1kb Plus y gel
de agarosa 1.5%.
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4.3 Transformacién mediante Agrobacterium tumefaciens
4.3.1 Evaluacién del sistema de transformacion in vitro

Luego de optimizar las condiciones para el cultivo de tejidos in vitro en la
variedad Don Justo y generar bacterias de A. tumefaciens ATHV portadoras del
plasmido pMD2 (sintetizado previamente), se procedi6 a la transformacion de
material vegetal para la obtencién de plantas transgénicas. Esto ultimo significa
una herramienta importante para el mejoramiento de esta variedad, ya que
permitiria obtener variedades transgénicas y/o editadas genéticamente

utilizando como base una variedad desarrollada en nuestro pais.

Para las pruebas de transformacion se utilizé la cepa de A. tumefaciens
ATHV portando los plasmidos, p1303 o pMD2, ambos otorgan resistencia a

higromicina por lo que se implementé como agente de seleccion.

Ademas, p1303 tiene como reportero el gen de la proteina fluorescente
verde (gfp), que permite la deteccion visual de los callos transformados en una
lupa de fluorescencia. En primer lugar, se realizd transformacion con el

plasmido p1303 a fin de determinar facilmente la expresion de GFP.

En este caso, se identifico como transformado al callo que presentaba
fluorescencia (Fig. 19B). De esta forma se observdé un porcentaje de
transformacion aproximado de un 28% (Fig. 19C). Por otra parte, se realiz6 la
transformacion con el plasmido pMD2 que contenia toda la maquinaria
necesaria para utilizar el sistema de edicion génica mediante CRISPR (sgRNA
y Cas9) ademas del gen de seleccion. En este caso, se consideré callo
transformado, a aquel que sobrevivié al proceso de seleccidon con higromicina
(Fig. 19A). Se realiz6 extraccion de ADN de los callos transformados para
confirmar la presencia del gen de resistencia. En este sentido, todos los callos
gue resultaron resistentes a higromicina dieron positivos para el gen hpt
mediante PCR (Fig. 19D). En cuanto al porcentaje de transformacion, resultd
ser mas bajo, alrededor de un 14% (Fig. 19C). De esta forma, se puede
observar que éste varia entre los plasmidos empleados. Cabe destacar que en

ambos casos pudimos obtener callos transformados.

Pagina -48-|85



0 ~

CONTROLES SIN
HIGROMICINA

G S
HIGROMICINA i TRATADAS CON
HIGROMICINA

& D

401
30+
20+

10+

% Transformacion

0-
p1303 pMD2

FIGURA 19. TRANSFORMACION DE CALLOS EMBRIOGENICOS CON A. TUMEFACIENS ATHV
(A) Callos transformados con plasmido pMD2. Los callos vivos se caracterizan por presentar una
coloracion blanquecina, las flechas verdes muestras algunos callos resistentes a higromicina. (B) Callos
transformados con plasmido p1303, a la izquierda se observa un callo control sin transformar, a la
derecha callo transformado 3 dias posteriores a su transformacion. (C) Porcentaje de transformacion
utilizando ambos plasmidos. Los resultados son la media de entre 5-7 réplicas independientes +/- SEM.
(D) Resultado PCR contra el gen hpt de muestras de callos sobrevivientes a la seleccién previo a ser
colocados en medio de regeneracion.

4.3.2 Evaluacion de sistemas de transformacion in planta

La transformaciéon in planta, evita las complicaciones y tiempo requerido
durante el desarrollo de cultivos in vitro, como asi también, las dificultades que

presentan algunas variedades a este tipo de técnicas. A pesar de ello, la
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seleccion y obtencién de plantas completas portadoras del transgén o edicion,

sigue siendo una limitante.

Empleamos dos estrategias para llevar adelante la transformacién in planta:
una siguiendo lo propuesto por Lin y col. (2009) para la transformacion de
semillas enteras, y otra, transformando embriones maduros de arroz de forma
similar a la reportada previamente para trigo (Hamada et al., 2017; Liu et al.,

2021) como se describio en la seccion de metodologia.

Para detectar plantulas positivas para la transformacion, se extrajo ADN
sacrificando plantas completas de unos 10 dias, se conformaron grupos de
muestras tratadas y no tratadas para detectar la presencia del gen de
resistencia a higromicina. Solo de aquellos positivos se realizO PCR de
muestras individuales para detectar Cas9 o gfp dependiendo del plasmido

empleado en la transformacion.

En nuestras condiciones y con la variedad Don Justo FCAyF no se
obtuvieron plantas transformadas valiéndose de la metodologia presentada por
Lin y col. (2009). Como se puede observar en la Fig. 20A en el panel inferior
ninguna muestra dio positiva para el gen gfp mientras que los controles

internos del gen de ACTINA de arroz dieron positivas (panel superior).

Sin embargo, utilizando una adaptacion de la transformacién de embriones
maduros si fuimos capaces de detectar plantas transformadas. En la figura 20B
se muestra el resultado de PCR para detectar el gen gfp en dos experimentos
independientes transformados con plasmido p1303. El primero constaba de 30
plantas transformadas (primera imagen), donde se identifico la presencia del
gen gfp en 8 muestras, en el segundo experimento se analizaron 47 plantulas
sobrevivientes a la transformacién y se encontraron 12 muestras positivas para

ofp (segunda y tercera imagen).

El mismo protocolo se empleé para transformar 280 embriones con el
plasmido pMD2, de los cuales sobrevivieron 180 y luego del armado de pools y
deteccion por PCR del gen hpt en pools y muestras individuales, se realizo
PCR para detectar el gen Cas9 (Fig. 20C), encontrando amplificacion en 6 de

180 embriones tratados.
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Se calculé el porcentaje de transformacion para ambos plasmidos teniendo
en cuenta el numero de plantulas que dieron PCR positivas para estos genes
en relacién al numero total de embriones utilizados. Asi, observamos que la
transformacion de embriones utilizando el plasmido p1303 tuvo una eficiencia
de transformacién del 27,4% (Fig. 20D), (estos valores son similares a los
obtenidos en la transformacion de callos embriogénicos empleando el mismo
plasmido). Por otro lado, cuando se utilizo el plasmido pMD2, el porcentaje de
transformacion logrado fue de aproximadamente 3% (Fig. 20D). Estos valores
fueron mas bajos que los observados en la transformacion de callos
embriogénicos, sin embargo, se mantuvo la misma tendencia al utilizarse el
pMD2, donde el porcentaje de transformacion fue menor con respecto al
p1303.

La transformacion de embriones ademas mostro una pérdida importante en
el porcentaje de germinacion (50-60%). Para transformar se emplearon con
p1303 un total de 150 semillas y con pMD2, 280.
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Plasmido Embriones totales transformados (%
transformacion
p1303 73 ' 20 (27,4%)
pMD2 179 6 (3,4%)

FIGURA 20 . RESULTADOS DE PCR PARA DETECTAR CELULAS TRANSFORMAD;
EMBRIONES DE MUESTRAS INDIVIDUALES.

(A) Resultado de PCR para muestras obtenidas empleando metodologia de punzado.
Arriba PCR con cebadores para Actina, abajo, PCR empleando cebadores contra GFP,
ultima calle control + con p1303. (B) Resultado de PCR empleando cebadores contra el
gen gfp mediante la metodologia de transformacion por aislamiento de embriones con
plasmido p1303. (C) Resultado de la PCR para detectar el gen Cas9, transformando
embriones con plasmido pMDZ2. (D) Tabla con los porcentajes de transformacion para
cada plasmido, bajo la misma metodologia.

Por otro lado, se prob6 un protocolo de transformacién in planta en arroz
descripto por Kumar y Sanan-Mishra (2021), tanto para semillas enteras como
para embriones aislados empleando p1303 y pMD2. En este sentido se realiz6

co-cultivo de bacterias junto al material vegetal (semillas y embriones) como se
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describié en la metodologia, pero con la particularidad de que se realizdé en
oscuridad durante 16 horas, a 28°C y en agitacion suave. Transcurrido lo
anterior se dejaron crecer durante 3 dias en oscuridad hasta obtener plantulas

de 2-4 centimetros para luego ser transferidas a medio de seleccion.

Los medios se renovaron transcurrido los 15 dias y al dia 30 desde el inicio
de la seleccion se analizaron las muestras en busca de plantulas
sobrevivientes. Segun nuestra experiencia y empleando la variedad Don Justo
FCAyF no logramos evidenciar plantulas sobrevivientes empleando dicha
metodologia que combina la transformacion in planta y la seleccion de
transformantes (Fig.21).
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FIGURA 21. RESULTADOS DE TRANSFORMACION DIRECTA Y SELECCION EN
HIGROMICINA.

(A) Izquierda se muestran semillas sin tratamiento germinadas luego de 15 dias en
ausencia de higromicina, su contraparte (derecha), en medio de seleccidn con antibiotico
(B) Semillas tratadas con p1303 con 15 dias de germinacién en medio de seleccion.

(C) Embriones tratados con pMD2, se observo ausencia de germinacion luego de 15 dias
en medio selectivo.

4.3.3 Evaluacion de planta regenerada post seleccion.

Empleando el conocimiento generado previamente, en el cual se obtuvieron
porcentajes de regeneracion del 77% con combinaciones de BAP 4 mg Ity
ANA 0,8 mg I se intentaron regenerar callos post seleccién con una edad
aproximada de 85 dias desde su formacion.
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Se realizaron dos pruebas de regeneracion post seleccion, el grupo 1
constaba de una mezcla de 40 fragmentos de callos no individualizados, y el
grupo 2, de 47 callos individualizados. En ambos casos se emplearon controles
obtenidos a partir de callos que crecieron en ausencia de antibiético durante la

etapa de seleccion.

Luego de 50 dias en regeneracion se logré, para el grupo 1, regenerar 2
vastagos (Fig. 22A): uno obtenido de callos sobrevivientes (T0) a la seleccién y
otro de controles (C0). En el caso del grupo 2, no se vislumbro6 formacion de los
mismos tanto para callos controles como tratados. Estos resultados
demuestran que la eficiencia de la regeneracion se ve severamente afectada
por el proceso de seleccion de los callos en higromicina. Es probable que la
edad de los callos y el estrés al que estan sometidos durante el proceso de

seleccion afecte su capacidad de regeneracion.

Los vastagos enraizados se colocaron en macetas plasticas suplementados
con sustrato estéril y aislados del medio ambiente para permitir una adaptacion
progresivamente a las nuevas condiciones. Luego de 60 dias y a partir de las
plantulas desarrolladas se tomaron muestras del material vegetal para realizar

extraccion de ADN.

Partiendo del ADN obtenido se realiz6 PCR para confirmar la presencia del
transgén empleando cebadores especificos para detectar el gen Cas9 (Tabla
5).
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A Dias post seleccién: 50

Dias post seleccién: 200

TOEINOCD

YRILIOY - TOHINOD
Y0 4

FIGURA 22. REGENERACION POST SELECION Y EVALUACION.

(A) A la izquierda vastago regenerado a partir de callos transformados post seleccion
(T0), en su contraposicion, brote regenerado a partir de callos controles no
transformados (C0). (B) Plantula TO. Se muestran dos estadios de desarroilo a diferentes
tiempos post seleccion. (C) Gel de agarosa 1,5% donde se muestra: resultados de PCR
para evaluar transformacién a partir de muestras obtenidas de plantas regeneradas. Las
3 primeras calles corresponden PCR con cebadores contra Cas9 a partir de ADNc
obtenido de plantula TO y CO, cuarta calle muestra el resultado de PCR contra Cas9
empleando como molde ADN extraido del apice de la 4ta hoja de la plantula T0, las
siguientes 4 calles pertenecen a resultados de PCR contra el gen de Actina en muestras
de ADNc (primeras 3 calles) y ADN de planta TO.
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Los resultados obtenidos confirmaron la presencia del gen Cas9 en
muestras de ADN extraido a partir de material vegetal correspondiente a la

seccion terminal de la 4 hoja en planta TO (Fig. 22C).

4.4 Edicion génica mediante CRISPR-Cas9

4.4.1 Deteccion de segmentos editados
La escision dirigida por sgRNA empleando la nucleasa Cas9, induce la
rotura de la doble hebra de ADN. El pMD2 desarrollado en este trabajo, permite
realizar dicha accion. Empleando A.tumefaciens ATHV se logré transformar
eficientemente la variedad local Don Justo FCAyF, con la maquinaria necesaria
para editar el gen badh2, empleando dos sgRNA disefiadas especificamente
para inducir la delecion de un segmento del exon 3 a fin de producir una

proteina truncada no funcional.

Si ambas sgRNA guiaban correctamente a la nucleasa Cas9, se podria dar
la delecion de un segmento de 85 pb. Se disefiaron dos cebadores que
amplificaban la region de interés a fin de evidenciar si la edicién se daba con la

pérdida del segmento (Fig.13).

Se amplifico la region target en muestras positivas para la transformacion en
embriones, planta TO y en callos sobrevivientes al proceso de seleccion. Segun
nuestro trabajo, no se evidenciaron indicios de edicidbn por pérdida de
segmento, ya que todos los resultados de amplificacion generaron bandas de

284 pb correspondientes al segmento wild type (WT) (Fig. 23Ay B).

No obstante, consideramos que se podria dar la edicion por eliminacion o
insercion de pb mediante el mecanismo de reparacion NHEJ alterando la
secuencia de ADN en algunos nucleétidos siendo inasequible detectar
mediante electroforesis en gel. Por lo tanto, se decidio purificar lo obtenido por
PCR para secuenciar mediante el método de Sanger empleando el cebador
BADH2ry. Los fragmentos obtenidos, se alinearon contra la secuencia WT del
gen badh2 (Fig. 23C).
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Secuencia WT AATCGAGAGGAAATCTGAGCTGG- (72 pb)-ATGTGGCCAGTTATCCACECTATCARTATGTACTIGE
Embridn NNNCGAGAGG-ANTCTGAGCTGG- (72 po)1 -ATGTGGCCAGTTATCNNNNGNNTGAATATGTAGTTGC
Callo II6 NNTCGAGAGG-ANTCTGAGCTGG-(72 po)-ATGTGGCCAGTTATCCACTGTATGAATATGTAGTTGC
Callo IIS5 NNNCGAGAGG-ANNCTGAGCTGG-(72 pb)-ATGTGGCCAGTTATCCACTGTATGAATATGTAGTTGC
Callo I3 ANNNNNANAGGAATCTGAGCTGG-(72 pv)-ATGTGGCCAGTTATCCACTGTATGAATATGTAGTTGC
Control NANCGAGAGG-AANCTGAGCTGG- 72 pb) -ATGTGGCCAGTTATCCNCTGTATGAATATGTAGTTGC

FIGURA 23. BUSQUEDA DE SEGMENTOS EDITADOS MEDIANTE CRISPR-CASSY.

(A) Gel de agarosa al 2% con resultado de amplificacion del segmento BADHZ2 de interés para muestra de callos luego de
sobrevivir a la seleccién, la ltima calle corresponde al control negativo. (B) Gel de agarosa al 2% con resultados de
amplificacion del segmento BADHZ2 de interés en muestra de embriones positivos para la transformacion. En ambos geles
la calle 1 corresponde al marcador molecular 50bp, la flecha blanca indica la banda de aproximadamente 284pb tamafio
esperado para el fragmento wt

La principal region de interés en dicho andlisis corresponde al segmento
ubicado 3 nt corriente arriba del sitio PAM (sitio probable de corte por Cas). Se
encontré variacion en dicho segmento para la sgRNA2 en muestra de embridn
transformado, pero los resultados no son concluyentes ya que la calidad de
secuenciacion en dicha regién es baja. En el resto de las muestras no se
encontraron indicios de edicion. Se observo escasa calidad de secuenciacion
explicada principalmente por el empleo de un U(nico cebador en la
amplificacion, requiriendo a futuro repetir el analisis empleando dos cebadores

para mejorar la calidad.

En conclusién, se determind que a pesar de lograr transformar
eficientemente la variedad Don Justo FCAyF con la maquinaria necesaria para
editar el gen badh2, no hallamos indicios claros de esto ultimo. Es por esto que
son necesarios mas esfuerzos para verificar los posibles sitios de edicion
mediante secuenciacién, como asi también obtener un mayor numero de
muestras transformadas con el fin de aumentar las probabilidades de encontrar

plantulas con las ediciones deseadas.
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5. Discusioén

El desafio de la agricultura moderna consiste en producir mas y mejores
alimentos minimizando el impacto ambiental, en donde el mejoramiento
genético vegetal ocupa un lugar preponderante para lograr estos objetivos
(Schaart et al., 2016). Una de las herramientas empleadas dentro del
mejoramiento es la ingenieria genética, la cual a través de la expresion de
genes foraneos mediante la transgénesis o la modificacion de los propios
genes por medio de la edicién génica ofrece soluciones con bajo impacto
ambiental a la agricultura moderna (Turnbull et al., 2021). Para el caso de los
cereales y del arroz en particular llegar a obtener plantas transgénicas o
editadas implica el uso del cultivo de tejido y la regeneraciéon de plantas,
(procesos que son dependientes del genotipo, la composicion de los medios de
cultivo y las condiciones de crecimiento) (Tripathy et al., 2018). En nuestras
condiciones utilizando la variedad local Don Justo, las concentraciones de
callogénesis o6ptimas se encontraron entre 2 y 4 mg |* de 24D,
concentraciones que coinciden con las reportadas por otros autores para otras
variedades (Tripathy 2021; Yaqoob et al., 2021; Saba-Mayoral et al., 2022).
Con relacion al porcentaje de callogénesis, en este trabajo obtuvimos un
maximo de 45% para las concentraciones de 3y 4 mg I de 2,4D, mientras que
otros autores encontraron respuestas diferenciales entre 42-94% dependiendo
del cultivar utilizando 2-3 mg I de 2,4D (Binte & Wagiran, 2018; Yaqoob et al.,
2021). Si bien Saba-Mayoral et al., (2022) obtuvieron menores porcentajes de
callogénesis (10-13%) utilizando callos de 6 y 7 dias con el cultivar Bomba, la
metodologia utilizada por estos autores fue diferente, ya que estos callos se
originaron de escutelos bombardeados con el plasmido de transformacion. Por
otro lado, también hay reportes de entre 72 y 89 % de callogénesis con dosis
de 2,5 mg It de 2,4D y 0,5 mg I* de kinetina variando las concentraciones de
algunos componentes del medio como caseina, sacarosa, prolina, agente
gelificante y las condiciones de luz y oscuridad durante el periodo de
incubacion (Tripathy 2021). Es importante mencionar que ademas de las
condiciones de cultivo otro factor que influye en el proceso de callogénesis, es
la edad de las semillas utilizadas como explanto (Hoquel & Mansfield, 2004).

En cuanto a la tasa de regeneracion, los resultados en la literatura son
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variables dependiendo mucho del genotipo utilizado. Hay reportes que van
desde un 40 a un 82% de regeneracion en distintos cultivares utilizando una
Unica concentracion de hormonas (2 mg It BAP, 2 mg I kinetina, 0,5 mg I
ANA) (Binte & Wagiran, 2018). Por otro lado, también se han reportado tasas
de regeneracion de entre 62 a 88 % considerando callos organogénicos y
embriogénicos con variaciones en las concentraciones de los componentes de
los medios de cultivos, pero con una dosis Unica de hormonas de 2 mg I'! de
BAP y 0,5 mg I? ANA (Tripathy 2021). Mientras que en el presente trabajo
utilizando el cultivar Don Justo se observé una tasa de regeneracion de hasta
el 77 % con dosis de 4 mg It de BAP y entre 0,4 - 0,8 mg It de ANA. Estos
resultados reflejan la importancia de optimizar las condiciones de cultivo, tipo y
concentraciones de hormonas, fuentes de inoculos, etc. para cada variedad
gue se quiera utilizar como base para procesos de mejoramiento mediante

técnicas de ingenieria genética.

Durante la realizacion de este trabajo también observamos que al intentar
regenerar vastago a partir de callos que habia transitado el proceso de
seleccibn con higromicina, los porcentajes de regeneracion se vieron
negativamente afectados. Esto puede deberse a que el proceso de seleccion
fue relativamente largo y los callos ya tenian una edad avanzada lo que puede
afectar su capacidad de regeneracion. En este sentido seria importante
optimizar los tiempos de callogénesis, transformacion y seleccion para poder
utilizar callos mas jovenes y de esta forma mejorar las eficiencias de

regeneracion posteriores a la seleccion.

Otro paso clave en el proceso de mejoramiento es la etapa de
transformacion, es decir la introduccién de material genético forAneo en la
especie deseada. Como se mencioné anteriormente hay diferentes métodos de
transformacion de material vegetal (Husaini et al., 2010), siendo uno de los mas
utilizados la transformacion mediante A. tumefaciens. En este trabajo se utilizé
la cepa ATHV, mostrando porcentajes de transformacion de 28 y 14 %
dependiendo de la construccién utilizada. Estos resultados coinciden con los
reportados por otros autores utilizando la misma cepa y en algunos casos el
mismo plasmido (Aguilar-Bartels et al.,, 2021). También estos autores

observaron diferencias en la eficiencia de transformacién con la edad del callo,
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siendo mayor con callos de 6 dias en comparacion a callos de 10 dias de edad,
adjudicando la diferencia a diferentes estados y espesores de las células que
condicionarian la infectividad de la bacteria (Vega et al., 2009). En el presente
trabajo se utilizaron semillas de 1 afio lo que condicioné tanto el nimero de
callos obtenidos como el tiempo necesario hasta la obtencion de callos con
tamafo adecuado (aproximadamente 15 dias) y podria haber sido uno de los
factores que influyeron en el menor porcentaje de callos transformados con
relaciébn a otros protocolos. Tal como se menciond anteriormente, existen
diferentes subespecies de arroz que difieren, entre otras cosas, en su
capacidad para ser cultivadas in vitro. Es de destacar que las plantas de la
subespecie Indica presentan serias dificultades para ser regeneradas desde
callo (Pazuki & Sohani, 2013) y, por lo tanto, es mucho menor el nimero de
cultivares transformados de esta subespecie en comparacion con los japonicas.
Entre los cultivares Indicas transformados utilizando A. tumefaciens pueden
mencionarse Pusa Basmati, MR219, Taraori Basmati, Kasalath e IR64 entre
otros, siendo la mayoria de estos transformados desde callos embriogénicos y
también desde apice del vastago como IR64 (Mohammed et al. 2019). Por lo
tanto, se hacen numerosos esfuerzos tanto para optimizar protocolos de
regeneracion como para desarrollar otros métodos de transformacion que no
requieran el cultivo de callos. Estas técnicas se denominan transformacion in
planta o in vivo. Entre ellas, pueden mencionarse las referentes a la
transformacion de los érganos reproductivos de la planta como el caso de
“floral dip” (Clough & Bent, 1998) o incluso directamente el embrion en la
semilla. En arroz se han reportado el uso de estas técnicas, para el caso de
floral dip se han observado porcentajes de transformacion de anteras de hasta
un 80% (Rod-in et al., 2014; Ratanasut et al., 2017), sin embargo, estos son
reportes aislados que no han sido ampliamente reproducidos. La
transformacion de embriones y/o semillas, consiste en inocular el embrién
mediante una puncion con aguja embebida en A. tumefaciens y posterior co-
cultivo de las semillas con la bacteria, luego estas semillas daran lugar a
plantas TO de las cuales se obtendran semillas T1 transformadas. En arroz esta
técnica fue utilizada en distintas oportunidades con resultados variables que
van desde una eficiencia de transformacion de 3% hasta un 30% dependiendo

de los cultivares y los plasmidos utilizados (Supartana et al., 2005; Lin et al.,
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2009; Ahmed et al., 2017). En nuestras condiciones experimentales esta
metodologia no dio resultados positivos por lo que se realizd una variante
similar a la utilizada en trigo (Hamada et al., 2017; Liu et al., 2021) donde los
embriones fueron escindidos de las semillas y se emplearon como material de
partida para la transformacion. En este sentido logramos obtener 27,4% y 3,4
% de eficiencia de transformacion dependiendo del pladsmido utilizado. Estos
porcentajes de transformacion concuerdan con los reportados por otros autores
para la metodologia de transformacion in planta. Los resultados obtenidos
relacionados a la eficiencia de transformacion tanto en cultivos in vitro como in
planta nos permitir4 incursionar en el mejoramiento genético de la variedad

local Don Justo FCAyF por intermedio de la edicion génica.

La modificacion genomica dirigida en plantas se realiza desde 1980
(Paszkowski et al., 1988). Hasta el afio 2014, las metodologias desarrolladas
resultaban ser muy tediosas, laboriosas y costosas (Chen & Gao, 2014). En
2012, CRISPR-Cas surge como un nuevo sistema de edicion (Jinek et al.,
2012), demostrando ser eficiente, rapido, y menos costoso que sus
predecesores. Sin embargo, también presenta limitaciones como: la necesidad
de una secuencia PAM (5'NGG para Cas9 de Streptococcus pyogenes)
corriente abajo del sitio objetivo, mutagénesis indeseadas fuera de la secuencia
de interés y sgRNA recalcitrantes para ciertas secuencias objetivo (Shan et al.,
2014).

En arroz, dicho sistema se comenzo a emplear desde 2013 cuando Shan et
al., lograron editar eficientemente los genes OsPDS y OsBADH2 mediante
bombardeo a callos utilizando dos plasmidos diferentes: uno portador de Cas9
y otro con los sgRNA. El porcentaje de plantas editadas luego de la seleccion y
regeneracion logrados fue del 9,4% y 7,1% para cada gen respectivamente.
Desde ese entonces hasta la actualidad se logré editar con CRISPR-Cas9
diferentes variedades (principalmente subespecie Japonica) en arroz, logrando
frecuencias de edicion muy variables que oscilan desde el 1% hasta el 77%
(Shan et al., 2013; Xie & Yang, 2013; Zhang et al., 2014; Ma et al., 2015; Wang
et al., 2015; Tang et al., 2016; Ding et al., 2018; Wang et al., 2019; Ashokkumar
et al., 2020). En el presente trabajo y empleando un plasmido binario disefiado

a través del sistema GoldenBraid se intentd editar el gen badh2, un gen
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recesivo (Jodon, 1944) responsable del aroma en el arroz (Jezussek et al.,
2002; Sansenya et al., 2018).

Previamente Shang et al. (2015) demostraron que editando el gen badh2 en
arroz mediante TALEN se lograba acumular la sustancia 2AP (principal
responsable del aroma) tanto en mutantes heterocigéticos como homocigotos.
Por otra parte, en 2020, Ashokkumar et al. mediante CRISPR-Cas9, lograron
editar el gen induciendo inserciones y deleciones en 10 progenies TO de 211

transformantes totales, obteniendo un porcentaje de edicion del 4,7%.

En nuestro caso, no logramos detectar segmentos editados en muestras
positivas para transformacion, lo cual se explica principalmente por el hecho de
gue el nimero de muestras analizadas fue insuficiente (20 transformantes
totales) necesitando al menos un minimo de 300 muestras transformadas con

la construccion para extraer datos concluyentes.

Finalmente, con los resultados obtenidos, se abre la posibilidad de
desarrollar futuros trabajos de mejoramiento empleando ingenieria genética
sobre la variedad local Don Justo FCAyF y la oportunidad de realizar el mismo
experimento aumentando el nimero de muestras transformadas para asi tal
vez lograr detectar plantas editadas u obtener conclusiones mas certeras. Por
otro lado, la metodologia de transformacion in vivo explorada en el desarrollo
de este trabajo final se muestra promisoria para realizar experimentos de
transformacion y/o edicidn génica en aquellos cultivares de la subespecie

Indica los cuales suelen ser recalcitrantes al cultivo de tejidos.

6. Conclusion

La posibilidad de mejoramiento de las variedades de arroz desarrolladas en
nuestro pais y adaptadas a condiciones ambientales y de produccion local,
obedece en gran medida a la disponibilidad de protocolos para el cultivo de
tejidos in vitro. También depende de protocolos optimizados de transformacién
mediante A.tumefaciens y ensayos de edicion mediante nuevas tecnologias

como CRISPR-Cas9, ya que, como se menciond anteriormente, la mayoria de

Pagina -63-|85



los protocolos han sido optimizados para cultivares utilizados en investigacion o

comerciales que se cultivan en otros paises.

En este trabajo se optimizaron las condiciones de cultivo in vitro de tejidos
(callogénesis, regeneracion aérea y regeneracion radicular), se evaluaron
diferentes formas de transformacién in vitro e in planta con A. tumefaciens y se
intenté editar el gen badh2 mediante CRISPR-Cas9. Con respecto a la
callogénesis, se determiné la concentracién 6ptima de 2,4D en 3 mg I?,
mientras que para la regeneracion se utilizé6 una combinacién de 4 mg It de
BAP y 0,8 mg I de ANA. Al mismo tiempo, se observé que no fue necesaria la
etapa de enraizamiento ya que durante la regeneracion de parte aérea se
observo un 100% de formacion de raices. Por otro lado, con respecto a los
métodos de transformacion se obtuvieron eficiencias del 3-28% dependiendo
del método y del plasmido utilizado. Siguiendo estos protocolos se logré
obtener una planta transgénica de la variedad Don Justo FCAyF que se

confirmé mediante PCR para el gen Cas9 (Figura 21C).

Es importante recalcar en este punto la importancia de la optimizacion de los
métodos de cultivo y transformacion de variedades locales de alto rendimiento
gue nos permitan avanzar en el mejoramiento geneético local ya sea para
mejorar la productividad y/o la calidad de las variedades mejores adaptadas a
las condiciones de cultivo de nuestro pais. En este sentido los resultados
obtenidos en este trabajo son de gran relevancia local, por eso dieron lugar a la
publicacion de parte de estos resultados como un trabajo original en la Revista
de la Facultad de Agronomia de la Universidad Nacional de La Plata (Duhalde
et al., 2022)

La regeneracion de callos post seleccidon se vio fuertemente afectada por el
tiempo desde su formacion a callo, siendo imprescindible acortar ain mas los

tiempos de seleccion.

A pesar de transformar eficientemente callos y embriones con toda la
maquinaria necesaria para la actividad del sistema CRISPR-Cas9, no se logré
hasta ahora confirmar la edicion del sitio target (probablemente esto se deba al

escaso numero de transgénicos analizados).
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