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Muchos programas de mejoramiento genético de frutas y hortalizas han incluido entre sus objetivos
la obtencidn de variedades con frutos de mayor calidad organoléptica, valor nutricional y conservacion
poscosecha. El tomate y las mandarinas son frutos que se consumen habitualmente en la dieta
occidental. Los primeros son la principal fuente de licopeno y las segundas constituyen una importante
fuente de vitamina Cy carotenoides. El hecho de tratarse de frutos altamente consumidos en la dieta
humana los hace buenos candidatos para mejorar su estética, composicion nutricional y su
conservacién poscosecha, favoreciendo su elecciéon y previniendo pérdidas y desperdicios de
alimentos. Una estrategia posible para contribuir al logro de estos objetivos consiste en promover la
acumulacién de compuestos bioactivos que, ademds de aportar beneficios a la salud humana, aporten
color y contribuyan a la conservacion poscosecha. El color del fruto de tomates y de citricos, esta
directamente relacionado con el perfil y el contenido de carotenoides. Cuanto mayor es el contenido
de licopeno en un fruto de tomate, mas intenso serd su color rojo. También adquieren un color rojo
los mutantes de citricos en los que se acumula licopeno. Tanto en tomate como en citrus, se han
realizado esfuerzos en mejoramiento genético para obtener cultivares con mayor contenido de
licopeno. Ademas, se han empleado estrategias de transgénesis y, recientemente, de edicidn génica,
para abordar este objetivo en plantas.

En este trabajo se buscé mejorar la calidad del fruto en tomate y mandarinas mediante la manipulacion
del contenido de carotenoides, especificamente licopeno. Ademas, se estudiaron los mecanismos de
acumulacién de carotenoides en tomate y mandarinas explorando la funciéon de nuevos genes en
tomate y caracterizando germoplasma local en mandarinas. A su vez, se logré implementar la edicién
génica en dos especies vegetales de habitos diferentes, una especie autégama no lefiosa como el
tomate y una especie alégama lefiosa como las mandarinas. En tomate se editaron dos genotipos elite
del programa de mejoramiento genético de INIA, logrando materiales de habito de crecimiento
indeterminado y de color rojo intenso, con una acumulacién mas temprana y homogénea de licopeno
durante la maduracién. A su vez, estos tomates resultaron mas tolerantes al dafio por frio durante la
conservacién postcosecha. El estudio de las PSYs en tomate cultivado vy silvestre reveld diferencias
importantes en la expresién de PSY1 y se disefiaron marcadores moleculares para su potencial
introgresion en el tomate cultivado. En el caso de mandarinas, se caracterizd la acumulacién de
carotenoides durante la maduracion del fruto de genotipos nacionales y se estudié la transcripcion y
actividad de los alelos presentes de BLCY2 en estos 4 hibridos y en variedades de referencia. Lo anterior
revelé diferencias importantes entre especies y variedades y una efectiva funcionalidad del gen
BLCY2b para catabolizar el licopeno, sin existencia de sesgos transcripcionales entre ambos alelos en
la mandarina M9. Se logré la edicidn génica del genotipo B30, contando actualmente con plantas
regeneradas en fase de aclimatacién con los alelos de BLCY2 editados. Los genotipos generados en el
marco de este proyecto constituyen las primeras plantas editadas reportadas en nuestro pais v,
ademas, en el caso de mandarinas, las primeras a nivel mundial.



El consumo de frutas y hortalizas es esencial para la dieta y la salud humana debido a que estos
alimentos son las principales fuentes de antioxidantes, fibras y vitaminas (Passam et al., 2011). En
Uruguay, el consumo diario estimado de frutas y hortalizas es de 289 gramos per capita, muy por
debajo de los 400 g/dia recomendados por la Organizaciéon Mundial de la Salud (Zoppolo and Colnago,
2021). Estos valores son similares a los observados a nivel mundial en general (Passam et al., 2011).

Muchos programas de mejoramiento genético han incluido entre sus objetivos la obtencién de
variedades con frutos de mayor calidad organoléptica, valor nutricional y conservacién poscosecha,
sin perder los atributos favorables para la produccién (rendimiento, adaptacién al sistema productivo,
resistencia a enfermedades y tolerancia a estrés abidtico) (Deng et al., 2011). La calidad de frutas y
hortalizas se puede definir como una combinacién dinamica entre las propiedades de estos productos
y la percepcidén de los consumidores. Por lo tanto, la calidad esta relacionada con propiedades
intrinsecas del fruto, influenciadas por el genotipo, el ambiente y la poscosecha, y con propiedades
extrinsecas, que estan determinadas por factores socioeconémicos y de mercado que influyen en la
percepcion y preferencias de los consumidores (Kyriacou and Rouphael, 2018). Existen diferentes
formas de evaluar la calidad de las frutas. Una de ellas se centra en la evaluacién sensorial, ya sea a
través de paneles de jueces, evaluadores semi entrenados o consumidores y otra se basa en cuantificar
analiticamente las variables fisicoquimicas. Esta ultima estd determinada por la combinacién de
diferentes pardmetros cuyo 6ptimo varia, a su vez, de acuerdo con la especie. Estas variables pueden
ser: color, calibre, forma, firmeza, sélidos solubles, acidez y contenido de diferentes compuestos
bioactivos (carotenoides, antocianinas, compuestos fendlicos, vitaminas, entre otros)(Passam et al.,
2011; Ulrich and Olbricht, 2011). Estas caracteristicas o la combinacion de ellas son un insumo
fundamental para los mejoradores al momento se seleccionar genotipos de alta calidad de frutaya la
hora de caracterizar una nueva variedad o parentales elite de los programas de mejoramiento
genético.

En la actualidad, los consumidores estan acostumbrados a contar con una amplia oferta de diferentes
frutas y hortalizas, ademads, son conscientes de las propiedades nutricionales y nutracéuticas de los
frutos que potencian la salud. En consecuencia, los consumidores se han transformado en actores
fundamentales en la demanda de frutas y hortalizas de alta calidad, influyendo en las prioridades de
los programas de mejoramiento (Diamanti et al., 2011; Natalini et al., 2021).

El tomate y las mandarinas son frutos que se consumen habitualmente en la dieta occidental. Los
primeros son la principal fuente de licopeno y las segundas constituyen una importante fuente de
vitamina C y carotenoides (Singh and Goyal, 2008; Al-Juhaimi, 2014). El hecho de tratarse de frutos
altamente consumidos en la dieta humana los hace buenos candidatos para mejorar su estética, sus
valores nutricionales y su conservacidn poscosecha, promoviendo asi un mayor consumo de frutas y
hortalizas y previniendo las pérdidas y desperdicios de alimentos.

Una estrategia posible para contribuir al logro de estos objetivos consiste en promover la acumulacion
de compuestos bioactivos, como pigmentos carotenoides especificos, que, ademdas de aportar
beneficios a la salud humana, aporten color y tengan el potencial de mejorar la conservacion
poscosecha.



1.1 Carotenoides

Los carotenoides son un grupo de compuestos isoprenoides sintetizados por todos los organismos
fotosintéticos (plantas, algas y cianobacterias) y algunos organismos no fotosintéticos (arqueas,
bacterias, hongos y animales -algunos insectos y acaros-) (Rodriguez-Concepcion et al., 2018). Si bien
son un grupo extremadamente diverso, con mds de 1000 compuestos aislados provenientes de
fuentes naturales, se los puede considerar como un grupo debido a algunas propiedades quimicas y
fisicas que comparten (Rodriguez-Concepcion et al., 2018; Britton, 2022; Gomez-Sagasti et al., 2023).
Poseen un esqueleto de 40 carbonos (Cao) del que derivan todas las variantes individuales que se
conocen, ademas poseen una cadena central de polienos que es comun a todos los carotenoides
(Britton, 2022). Esta cadena, contiene un numero variable de dobles enlaces conjugados, lo cual
determina que los carotenoides absorban luz visible en diferentes rangos, resultando en los diferentes
colores caracteristicos de estos pigmentos que oscilan desde el amarillo al rojo e incluyen algunos
carotenoides incoloros (Rodriguez-Concepcion et al., 2018).

Los carotenoides se pueden clasificar en lineales o ciclicos conforme su estructura. Los ciclicos
presentan anillos en uno o ambos extremos, mientras que los lineales carecen de ellos. De acuerdo
con su composicidon quimica, se pueden clasificar en carotenos, formados Unicamente por carbono e
hidrégeno, o xantofilas donde se observa presencia de oxigeno en los grupos funcionales (Rodriguez-
Concepcion et al., 2018; Britton, 2022). Ademas, la cadena de dobles enlaces hace que existan
numerosos isomeros geométricos que resultan de las configuraciones cis o trans de los dobles enlaces.
Normalmente, los carotenoides naturales se encuentran en sus configuraciones “all-trans”.

La mayoria de los carotenoides son lipofilicos y su esterificacién con lipidos potencia esta propiedad.
Sin embargo, algunos carotenoides pueden asociarse con restos de azucares o con proteinas, lo que
hace que aumente su solubilidad en agua. La cadena de dobles enlaces conjugados determina las
propiedades fisicoquimicas de estos compuestos, siendo la responsable directa de su color,
conformacion en el espacio, reactividad y propiedades fotoquimicas (Rodriguez-Concepcion et al.,
2018).

1.1.1 Funciones biologicas de los carotenoides

Las propiedades fisicoquimicas de los carotenoides y su gran variabilidad determinan en gran medida
sus funciones bioldgicas (Wurtzel, 2019). Sélo los organismos carotenogénicos son capaces de
sintetizar carotenoides, mientras que los demds deben adquirirlos en la dieta.

1.1.1a Funciones bioldgicas en organismos carotenogénicos.

Los organismos carotenogénicos son aquellos capaces de sintetizar carotenoides e incluyen las algas y
plantas, asi como algunos hongos, bacterias y animales. En plantas, los carotenoides tienen funciones
primarias (esenciales) y secundarias (no esenciales). Estos pigmentos son indispensables para la foto
proteccion frente al dafio oxidativo que se genera durante la fotosintesis. Mitigan el dafio ocasionado
por luz intensa ya que dispersan el exceso de energia en forma de calor, eliminan radicales libres y
protegen a las membranas de la peroxidacidn lipidica (Rosas-Saavedra and Stange, 2016; Rodriguez-
Concepcion et al., 2018); forman parte del fotosistema 2 y se encuentran en las membranas
tilacoidales asegurando su fluidez en situaciones de estrés abidtico y son, también, precursores de
fitohormonas como el Acido Abscisico (ABA), las Estrigolactonas (SL) y moléculas relacionadas con la
sefializacion y regulacion como la Zaxinona (Rodriguez-Concepcion et al., 2018; Gomez-Sagasti et al.,
2023).



Las funciones secundarias de los carotenoides en plantas estdn relacionadas con la comunicacién entre
plantas y animales; en flores funcionan como atrayentes para polinizadores y en frutos como
atrayentes de animales para la dispersién de semillas principalmente como pigmentos y también
relacionados a la produccion de compuestos volatiles involucrados en el aroma (Rosas-Saavedra and
Stange, 2016; Rodriguez-Concepcion et al.,, 2018). En otros organismos fotosintetizadores como
bacterias y algas, también participan en la fotosintesis y en la proteccidn frente a estrés oxidativo y,
ademads, en algunas microalgas, se acumulan en células especificas en condiciones de estrés
(Rodriguez-Concepcion et al., 2018; Sutherland et al., 2022).

En hongos carotenogénicos, el rol de los carotenoides se considera secundario ya que los mutantes
albinos no presentan dificultades para desarrollarse. Sin embargo, podrian estar involucrados en la
proteccion frente a estrés oxidativo y la produccion de hormonas sexuales en algunas especies. En las
bacterias y arqueas carotenogénicas (no fotosintetizadoras) se los ha relacionado con funciones
antioxidantes, proteccidn a especies reactivas del oxigeno y ataque de los neutrdfilos (en bacterias
patégenas de humanos) y en ciertas bacterias tolerantes al radio se han relacionado con la proteccion
frente a agentes que dafian el ADN (Rodriguez-Concepcion et al., 2018; Sutherland et al., 2022). En
animales que son capaces de producir carotenoides (varios grupos de artréopodos), donde los genes se
han adquirido mediante transferencia horizontal a partir de hongos en diversas ocasiones a lo largo de
la evolucidn, se considera que tienen un rol ecoldgico, donde el polimorfismo de colores hace que
estos animales tengan diferente susceptibilidad a enemigos naturales (Misawa et al., 2021; Takemura
etal., 2021).

1.1.1b Funciones bioldgicas en organismos no carotenogénicos.

Los organismos no carotenogénicos, incapaces de sintetizar carotenoides de novo, deben obtenerlos
de su alimento o via simbiosis con organismos carotenogénicos. Algunos mamiferos absorben
carotenos y los acumulan en el tejido adiposo. También en algunos casos, los carotenoides se
encuentran en la leche, como en el caso de rumiantes (B-caroteno) y de humanos (carotenosy luteina).
Avesy anfibios son capaces de absorber xantofilas. En el caso de aves, se acumulan luteina y zeaxantina
en la yema de los huevos de gallina y en otras aves, como los flamencos, se acumulan en las plumas,
donde juegan un rol social. Algunos peces como el salmén y la trucha acumulan carotenoides en sus
musculos; mientras que algunos moluscos (almejas y mejillones) y crustaceos (camardn y langosta) los
acumulan en su exoesqueleto (Alcaino et al., 2016; Rodriguez-Concepcion et al., 2018).

En algunos de estos organismos, la acumulacién de carotenoides tiene un rol en la pigmentacién del
organismo como en el caso de aves, peces y crustaceos. En los mamiferos, incluidos los humanos, los
carotenoides tienen diversas funciones, muchas de ellas han sido estudiadas exhaustivamente y otras
aun se estan dilucidando. En los humanos, la principal funcién de los carotenoides es la actividad
provitamina A (Maoka, 2020). El a- y B-caroteno y la B-criptoxantina son los carotenoides dietarios que
poseen este tipo de actividad, ya que su procesamiento enzimatico durante el proceso de absorcién
en las células del epitelio en el intestino delgado libera retinal, para su posterior reduccion a retinol.
Ademas, una proporcién de estos compuestos sin procesar y los otros carotenoides dietarios
(licopeno, luteina y zeaxantina) son absorbidos y transportados al sistema circulatorio para ser
posteriormente acumulados en diferentes o6rganos y tejidos (Terao, 2023). Los principales
carotenoides dietaros cumplen un rol importante como antioxidantes, participando en la prevencion
de varias enfermedades (revisado recientemente por J. Terao, 2023). Pueden funcionar como
antioxidantes directos eliminando las moléculas de oxigeno singulete y frenando la reaccién en cadena
de la peroxidacidn lipidica que ocurre en biomembranas como resultado del estrés oxidativo. En
paralelo, las moléculas derivadas del catabolismo de carotenoides pueden funcionar como inductoras
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de la via de sefializacién mediada por la proteina Nerf2 que, a su vez, induce la respuesta de defensa
antioxidante a través de la expresion de enzimas que ayudan a regular el balance redox de las células
(Terao, 2023).

En cuanto a la contribucidn de los carotenoides dietarios principales en su rol como antioxidantes en
la prevencidn de enfermedades, se han realizado varios estudios y ensayos clinicos, algunos de ellos
con resultados positivos y otros no concluyentes o con resultados opuestos a lo esperado. En al caso
de la degeneraciéon de la macula relacionada con la edad (AMD, por su sigla en inglés), la luteina y
zeaxantina provenientes de la dieta se asocian con la prevencion de esta enfermedad y el
enlentecimiento de su progreso en pacientes con AMD, incluso con algunas mejoras en la visidn
(Snodderly, 1995; Terao, 2023). La acumulacidon de carotenoides, especialmente B-caroteno y
licopeno, en la piel también estd asociada con una disminucion en la susceptibilidad a eritemas
provocados por quemaduras solares, asi como con la prevencién del foto-envejecimiento (Zerres and
Stahl, 2020; Terao, 2023). También se ha asociado la acumulacién de licopeno en testiculos con la
mejora en la fertilidad en pacientes con infertilidad idiopatica (Gupta and Kumar, 2002). En cuanto al
rol del licopeno en la prevencién del cancer de préstata, algunos estudios indican resultados positivos
mientras que otros no son concluyentes, por lo que es necesario continuar generando evidencia para
afirmar o refutar esta hipétesis (Dulinska-Litewka et al., 2021; Terao, 2023). La ingesta de los seis
carotenoides dietarios se ha asociado, también con un menor riesgo de padecer infartos y otras
enfermedades cardiovasculares a través de miltiples mecanismos, complementarios a la accién
antioxidante directa (Bahonar et al., 2017; Terao, 2023). Se postula que la ingesta de carotenoides
contribuye al retraso del inicio y la progresidn de la retinopatia causada por diabetes. En enfermedades
hepaticas, como el higado graso no alcohdlico y la cirrosis, los carotenoides muestran un efecto
protector, como antioxidantes, provitamina A y reguladores del metabolismo lipidico de hepatocitos
(Elvira-Torales et al., 2019). Ademas, la ingesta de carotenoides estd inversamente asociada con
sintomas de depresidn lo que podria significar que estos pigmentos podrian ayudar a disminuir el
riesgo de desarrollar esta enfermedad (Yu et al., 2022). Finalmente, se ha asociado la ingesta de
carotenoides, especialmente licopeno, B-caroteno y B-criptoxantina, con una mejor salud ésea y una
disminucién del riesgo de padecer osteoporosis (Kulczyniski et al., 2024) . Tomando en cuenta estas
evidencias, podemos concluir que la ingesta de alimentos ricos en carotenoides tiene un impacto
positivo elevado en la salud humana en diversos aspectos.

1.1.2 Acumulacion de carotenoides en frutos y sus mecanismos de
regulacion

1.1.2a Biosintesis y catabolismo de carotenoides

La acumulacién de carotenoides en plantas es un proceso dindmico que depende de la tasa de sintesis
y degradacién de éstos, asi como de su almacenamiento estable en plastidios (Sun et al., 2020a).

La biosintesis de carotenoides ocurre exclusivamente en plastidios, utilizando como precursor dos
moléculas de geranylgeranyl difostato (GGPP) provenientes de la ruta del MEP (2-C-metil-D-eritritol-
4-fosfato). Las dos moléculas de GGPP son condensadas por la accion de la Fitoeno Sintasa (PSY) para
generar el fitoeno (15-cis-fitoeno), primer carotenoide con un esqueleto de 40 carbonos. Este primer
paso se considera como uno de los mas importantes y limitantes de la ruta de sintesis. A continuacion,
el fitoeno sufre una serie de reacciones de desaturaciones e isomerizaciones hasta transformarse en
licopeno (all-trans-licopeno). Estos pasos son catalizados secuencialmente por las enzimas fitoeno
desaturasa (PDS), {-caroteno isomerasa (Z-1SO), {-caroteno desaturasa (ZDS) y carotenoide isomerasa
(CrtISO) (Figura 1) (Lado et al., 2016; Sun et al., 2020b). A partir de la ciclacion del licopeno, la ruta se
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divide en dos ramas, la B, y la B,e. En la rama B,B actua la enzima licopeno B ciclasa (BLCY) para
generar dos anillos B en el licopeno y formar asi B-caroteno. En la rama B,g, la enzima BLCY en
coordinacién con la enzima licopeno ¢ ciclasa (¢LCY) forman un anillo B y otro € en el licopeno para
formar a-caroteno (Rodriguez-Concepcion et al., 2018; Sun et al., 2020b). A partir de la hidroxilacién
del a o B-caroteno y subsiguientes epoxidaciones comienza la formacién de Xantofilas (carotenoides
con anillos oxigenados). Las hidroxilaciones son catalizadas por dos tipos de Hidroxilasas, el primer tipo
incluye dos hidroxilasas del anillo B (que no contienen grupo hemo), BCHX1 y BCHX2 que actuan
principalmente en la rama B,B y el segundo tipo contiene dos hidroxilasas hemo del tipo del citocromo
P450 (CYP97C y CYP97A) que actuan en la rama B,e. Luego de varios pasos de hidroxilacion de los
anillos € y B del a-caroteno, la rama B,e culmina con la formacién de luteina. La hidroxilacién de los
dos anillos B del B-caroteno produce primero la B-criptoxantina y luego la zeaxantina. A continuacion,
la zeaxantina es epoxidada por la enzima Zeaxantina epoxidasa (ZEP) para producir primero
anteraxantina y luego violaxantina. A su vez, la violaxantina puede ser de-epoxidada por la accién de
la luz o de la Violaxantina de-expoxidasa (VDE) y volver a convertirse en zeaxantina. Finalmente, la
conversion de la violaxantina en neoxantina por la enzima neoxantina sintasa (NSY) es el Gltimo paso
de la ruta de sintesis de carotenoides (Sun et al., 2020b).

En catabolismo de carotenoides ocurre tanto en organismos carotenogénicos como en organismos
que los obtienen de la dieta y puede suceder por dos mecanismos. El primero consiste en la rotura
inespecifica por oxidacién fotoquimica o por oxidacién enzimatica inespecifica realizada por
lipoxigenasas o peroxidasas que generan una serie de apocarotenoides no especificos que, en algunos
casos como el B-ciclocitral, actian como seiales indicadoras de estrés. El segundo mecanismo es el
clivaje enzimatico oxidativo especifico por parte de las dioxigenasas de corte de carotenoides (en
inglés: Carotenoid Cleavage Dyoxygenases “CCDs”). En organismos no carotenogénicos, estas enzimas
(BCO1 y BCO2) cortan los carotenoides dietarios para generar vitamina A y otros apocarotenoides
involucrados en vias de sefalizacion que van desde el estrés hasta procesos de desarrollo embrionario
(Moise et al., 2022). En plantas, existen dos grupos de CCDs, el primero contiene las NCEDs (9-cis-
epoxycarotenoid dioxygenases); enzimas encargadas de sintetizar el precursor de la fitohormona ABA
denominado xantonina; el segundo grupo incluye a varias enzimas CCD diferentes que tienen distintas
especificidades de sustratos. Las CCD7 y 8 estdn involucradas en la sintesis de estrigolactonas a partir
del B-caroteno; las CCD 1 y 4 reconocen varios carotenoides como sustrato y producen diversos
apocarotenoides como, por ejemplo, bixina, azafran, a y B-ionona, B-ciclocitral, B-citraurina y
crocetina. CCD1 y 4 se han relacionado con la produccién de apocarotenoides volatiles vinculados al
aroma; CCD 2 y 4 con la pigmentacién de algunos frutos y flores y LCD (lycopene cleavage dioxygenase)
con la produccion de bixina (Beltran and Stange, 2016; Moreno et al., 2021).

1.1.2b Acumulacién de carotenoides en frutos: mecanismos de regulacion.

El contenido y perfil de carotenoides de los diversos frutos que se consumen habitualmente en la dieta
depende de la actividad de las enzimas de biosintesis y catabolismo, asi como de la disponibilidad de
precursores y plastidios capaces de almacenarlos, del estadio de maduracion del fruto y también de
los factores ambientales y las condiciones poscosecha a los que estan expuestos (Lado et al., 2016b).
Cuando los frutos son inmaduros y realizan fotosintesis son de color verde y presentan un perfil de
carotenoides caracteristico de tejidos fotosintéticos. A medida que el fruto madura, se degrada la
clorofila y se desorganizan las estructuras internas de los cloroplastos, que se transforman en
cromoplastos (plastidios especializados en acumular carotenoides). Los cromoplastos que se
encuentran en frutos suelen derivar de cloroplastos, pero también, en menor medida, pueden
generarse a partir de proplastidos o amiloplastidos (Sun et al., 2018). Durante la biogénesis de los

11



cromoplastos, aumenta la sintesis de carotenoides, que se refleja en un incremento en la expresién de
genes que codifican para enzimas de la ruta de sintesis de carotenoides y de las rutas precursoras
como la ruta MEP. En muchos casos, estos genes tienen una expresidén exclusiva en frutos en
momentos especificos del desarrollo y/o maduracion (Liu et al., 2015b). Ademas de la regulacién a
nivel de la transcripcién, muchas de las enzimas de la ruta de sintesis de carotenoides estan reguladas
a nivel post-transcripcional y post-traduccional.

La regulacidn de la biosintesis y catabolismo de carotenoides es especifica para cada tipo de fruto y se
relaciona directamente con el perfil y contenido de carotenoides de esa especie o variedad particular.
En la Figura 1 podemos apreciar diferentes frutos que acumulan distintos carotenoides. En algunos
casos, se ha descrito el mecanismo de regulacion que lleva a estos resultados, pero en otros casos aun
se desconocen los mecanismos que operan en la acumulacién de un tipo de carotenoide en
particular(Lado et al., 2016b).
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Figura 1. Esquema de la biosintesis de carotenoides en plantas. Con letras grises estan sefialadas las
siglas correspondientes a las enzimas conocidas responsables de cada paso. Al lado de cada
carotenoide se encuentran imagenes de frutos representativos que acumulan ese compuesto
mayoritariamente. PSY: fitoeno sintasa, PDS: fitoeno desaturasa, ZISO: {-caroteno isomerasa, ZDS: -
caroteno desaturasa, CRTISO: licopeno isomerasa, By eLCY: B-y e-licopeno ciclasa (CYC-B y BLCY2 son
especificas de cromoplastos de tomate y citrus, respectivamente), B y eCHX: no hemo B- y e-caroteno
hidroxilasa, CYP97A y CYP97C: hemo citocromo P450hidroxilasa, ZEP: zeaxantina epoxidasa, VDE:
violaxantina de-epoxidasa, CCD4: dioxigenasa de corte de carotenoides tipo 4, CCS: capsantina
capsorrubina sintasa, OR: proteina ORANGE. Figura adaptada de Lado et al., 2016.

La Fitoeno Sintasa (PSY) es la principal enzima clave en la biosintesis de carotenoides y estd altamente
regulada a distintos niveles por diferentes mecanismos. En primera instancia, hay una regulacién a
nivel transcripcional, tanto frente a estimulos externos como en respuesta a sefiales endédgenas. Los
estimulos externos incluyen luz, temperatura, estrés hidrico y salinidad, mientras que los estimulos
internos son sefales del desarrollo y circadianas, fitohormonas, y sefiales de retroalimentacion
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negativa o positiva (Zhou et al., 2022). A su vez, en varias especies de plantas existen 2 o 3 genes
pardlogos que codifican para diferentes isoformas de la PSY, que responden a diferentes estimulos y
se expresan en distintos tejidos. En tomate y maiz, por ejemplo, existen 3 genes que codifican para
fitoeno sintasas. PSY1 se expresa en tejidos no fotosintéticos como flores, frutos y granos, es
responsable de la acumulacién de carotenoides en cromoplastos de estos 6rganos y responde a
estimulos como luz, temperatura y sefiales del desarrollo; PSY2 se expresa en tejidos fotosintéticos y
PSY3 se expresa en raices, donde regula los niveles de ABA en respuesta a estrés y la sintesis de
estrigolactonas en respuesta a la micorrizacién (Sathasivam et al., 2021; Zhou et al., 2022). Numerosos
factores de transcripcidn se han reportado como reguladores positivos (RIN, FUL1, BBX20, MADS6) o
negativos (SGR1, RAP2.2 y NAC1) de la expresion génica de PSY en varias especies vegetales, también
factores de transcripciéon que responden a sefiales fotomorfogénicas como HY5 o PIF1 que activan o
reprimen la expresion de PSY, respectivamente (Stanley and Yuan, 2019; Sathasivam et al., 2021; Zhou
et al., 2022). Los niveles de expresién de PSY también son regulados epigenéticamente mediante la
modificacidén de histonas (deshacetilasa HDA3 en tomate) y mediante la metilacién y desmetilacion
del ADN durante la maduracion de frutos (Arango et al., 2016; Zhou et al., 2022). El segundo nivel de
regulacidn de PSY es a nivel de la traduccidn o post-transcripcional. Se ha reportado que existe splicing
alternativo en la region 5’ UTR que genera transcriptos con diferente longitud y distintas eficiencias de
la traduccién en Arabidopsis thaliana, frutos de tomate, trigo y azafran (Ahrazem et al., 2019; Alvarez
et al., 2016; Chen et al., 2019; Howitt et al., 2009). El tercer nivel de regulacion de PSY se da a nivel
post-traduccional, e incluye la interaccidn con diferentes proteinas que favorecen la degradacién o
estabilizacion de la enzima, modificando su vida media y su abundancia. Una de las proteinas
involucradas en este nivel de regulacidn, es PPSR1, que en tomate interactua con el péptido precursor
de PSY1 y promueve su degradacion, a través de su ubiquitinacion (Wang et al., 2020). A su vez, PSY1
interactua fisicamente con las proteina chaperona Orange y la Clp proteasa. A través de la interaccidn
con estas dos proteinas se logra un balance entre la estabilizacion y la degradacién de PSY1 que
permite una regulacién fina de su abundancia y actividad y, por ende, de la biosintesis de carotenoides
(Welsch et al., 2018). Finalmente, se ha demostrado que la proteina FBN6 de A. thaliana interactia
fisicamente con PSY incrementando la actividad de la ultima y favoreciendo la sintesis de carotenoides
en cromoplastos y también en cloroplastos (lglesias-Sanchez et al., 2023).

Los ejemplos mencionados demuestran la importancia de la enzima PSY y su rol como principal enzima
reguladora de la biosintesis de carotenoides. Sin embargo, la regulacién del metabolismo de
carotenoides involucra a muchas otras enzimas, y varia de acuerdo con el tejido y la especie vegetal.
Muchos de los factores de transcripcién que regulan la expresién de PSY también regulan la expresion
de genes de otras de las enzimas de la ruta de sintesis como PDS, ZISO, ZDS, CrtISO, LCYB y €, BCHX, ya
sea induciendo o reprimiendo su expresién. En A. thaliana, se han reportado mecanismos de
modificaciones epigenéticas a través de metiltransferasas de histonas (Set Domain Group 8, SDG8) que
controlan la expresidon de CrtISO y mecanismos de splicing alternativo para ZISO. En tomate, a nivel
postraduccional, se reporté la accion de la proteasa ClpR1 que incrementa los niveles de transcripcion
de LCYB, CYC-By CYP97C11 (Stanley and Yuan, 2019; Sathasivam et al., 2021).

Ademas de estos pasos de regulacion del metabolismo de carotenoides, cabe sefalar que existen otros
niveles de regulacidn que operan para lograr la acumulacién de carotenoides especificos en frutos, y
gue estos mecanismos varian entre especies y resultan de la combinacidn de intrincadas redes de
regulacion (Lado et al., 2016b). Estas redes responden a estimulos variados, como sefiales del
desarrollo y ambientales (temperatura, luz, nutricion, entre otras), asi como también se ven
influenciadas por la disponibilidad de estructuras capaces de almacenar carotenoides, como los
cromoplastos. Estos organelos tienen un rol de sumidero en el metabolismo de la planta y su
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biogénesis desencadena la producciéon de estos pigmentos, o viceversa, dado que aldn no ha sido
dilucidado plenamente este mecanismo (Llorente et al., 2016; Llorente et al., 2017; Rodriguez-
Concepcion et al., 2018; Sun et al., 2018).

1.1.2c Acumulacion de carotenoides en el fruto del tomate

El tomate y sus productos derivados se consideran la principal fuente de licopeno en la dieta debido a
su alto consumo (Arballo et al.,, 2021). Durante el proceso de maduraciéon del fruto de tomate,
aumentan los niveles de expresion génica de enzimas clave en la ruta de sintesis de carotenoides y de
sus precursores a la vez que se reprime la expresién génica de las enzimas encargadas de transformar
el licopeno en a y B caroteno (Liu et al., 2015b; Duduit et al., 2022). En consecuencia, comienza a
acumularse licopeno, desarrollandose color rojo a medida que progresa la maduracién. En la madurez,
aproximadamente el 90% de los carotenoides corresponden a licopeno, seguido de un 7% de B-
caroteno, un 2% de luteina y el restante 1% de fitoeno y fitoflueno (Ronen et al., 2000). Si bien el
licopeno es el carotenoide predominante en los tomates rojos, existe variabilidad en la cantidad de
licopeno que pueden acumular diferentes genotipos e incluso dentro del mismo genotipo,
dependiendo de las condiciones ambientales del cultivo durante el desarrollo y maduracién del fruto,
asi como durante la conservacién poscosecha (Astija et al., 2023; Cebolla-Cornejo et al., 2013; llahy et
al., 2018; Rosellé et al., 2011; Verheul et al., 2015). Adicionalmente, existen genotipos portadores de
diferentes mutaciones que alteran el contenido y el perfil de carotenoides en el fruto del tomate, y
consecuentemente, su color. Muchas de estas mutaciones afectan directamente la funcion o la
expresion de enzimas clave de la biosintesis de carotenoides y, en otros casos, las mutaciones afectan
a proteinas relacionadas con la regulacion de la ruta (Van Tuinen et al., 1997; Pal et al., 2019;
Chattopadhyay et al.,, 2021). Entre los genotipos con mutaciones en enzimas clave de la ruta
encontramos los mutantes yellow flesh, tangerine, Beta, old gold, old gold crimsom, A949G, Delta y
high pigment 3(Ronen et al., 1999; Ronen et al., 2000; Isaacson et al., 2002; Cebolla-Cornejo et al.,
2013; Silletti et al., 2013; Liu et al., 2015b; Chattopadhyay et al., 2021). Dichos mutantes exhiben
diferentes fenotipos asociados al tipo de carotenoide que acumulan. De esa manera, existen genotipos
donde los frutos no acumulan carotenoides (yellow flesh) al tener una isoforma inactiva de PSY1,
genotipos de fruto anaranjado (Beta), que acumulan B-caroteno debido a que no disminuye la
expresién de la Licopeno B ciclasa (CYC-B) a medida que progresa la maduracion del fruto, y genotipos
que acumulan mayor cantidad de licopeno al presentar isoformas inactivas de la misma enzima, por
lo que su fruto es de color rojo mas intenso (old gold, old gold crimson y A949G) (Ronen et al., 2000;
Silletti et al., 2013; Liu et al., 2015b; Chattopadhyay et al., 2021). Otros mutantes relacionados con la
carotenogénesis presentan mutaciones en genes involucrados en la regulacién de la ruta por
hormonas (rin, nor, alc, etc.) o luz (high pigment 1y 2 e Intense pigment) (Cebolla-Cornejo et al., 2013;
Liu et al., 2015b). Muchos de estos mutantes se han utilizado para obtener cultivares comerciales, sin
embargo, en algunos casos, tienen efectos pleiotrépicos no deseados que limitan su uso para el
mejoramiento genético (Stommel, 2006; Cebolla-Cornejo et al., 2013).

1.1.2d Acumulacion de carotenoides en frutos de citricos

Los citricos son una fuente compleja y diversa de carotenoides con una concentracion y composicién
que difiere en forma importante entre variedades, especies e incluso entre partes del fruto (Kato,
2012; Wei et al., 2017). En los citricos, se han identificado mas de 115 carotenoides diferentes,
responsables de la coloracién externa e interna de los frutos (Alquézar et al., 2008; Wei et al., 2017).
Los frutos citricos, en general, acumulan mayor contenido de carotenoides en el flavedo (cascara) que
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en la pulpay, si bien la coloracién depende del contenido total de carotenoides, los colores observados
se correlacionan directamente con la acumulacidn de carotenoides especificos (Alquézar et al., 2008).

El color de las mandarinas (como Satsuma -Citrus unshiu-) se debe a la acumulacién de B-criptoxantina
tanto en flavedo como en pulpa; en las naranjas (como Valencia -C. sinensis-) el color observado se
corresponde con una mayor acumulacién de 9-cis-violaxantina, mientras que el color amarillo claro en
la pulpa del limén (como Lisbon -C. limon-) se debe al bajo contenido de carotenoides totales (Kato,
2012). La coloracién anaranjada mads intensa del flavedo de mandarinas se debe, ademas, a la
acumulacion de apocarotenoides como P-citraurina y B-ciraurinene. También se observa en
mandarinas una marcada diferencia en la composicién de carotenoides entre pulpay flavedo (Alquézar
et al., 2008).

La gran diversidad de carotenoides observada en frutos de citricos se debe, en gran medida, a la
expresion diferencial de distintas enzimas clave de la ruta de sintesis de carotenoides. Algunos
genotipos presentan la ruta plenamente activa, mientras que otros presentan ciertos pasos o etapas
inactivas (Fanciullino et al., 2006). La enzima licopeno B ciclasa 2 (BLCY2) especifica de cromoplastos
es clave en el catabolismo del licopeno y, por ende, ha sido estudiada en detalle, especialmente en
mutantes coloreados (Alquezar et al., 2008; Alquezar et al., 2009; Mendes et al., 2011; Alquezar et al.,
2013; Lu et al., 2016a; Lu et al., 2016b). Asi, se han identificado al menos dos alelos que poseen
diferentes niveles de actividad enzimatica. El alelo a (BLCY2a) es mas eficiente en la conversion de
licopeno en B-caroteno mientas que el alelo b (BLCY2b) tiene una actividad casi nula (Alquezar et al.,
2009; Lu et al., 2016b). Ensayos de mutagénesis dirigida identificaron como criticas para la funcion de
esta enzima la sustitucién del acido aspartico por una valina en la posicion 72 y de la glicina por una
serina en la posicion 359 (Lu et al., 2016b). En el limén, el alelo descrito posee una valina en la posicién
72 y una serina en la posicidon 359 y se ha observado que es eficiente en la conversién de licopeno en
B-caroteno (Zhang et al., 2012a; Lu et al., 2016b).

La acumulacién de licopeno en citricos se observa excepcionalmente en mutantes de naranjas,
pomelos, toronjas y limdn, ya sea en la piel o la pulpa. Para naranjas (C. sinensis) se han descrito los
mutantes rojos Cara Cara, Shara, Hong Anilu y Sanguinea de Mombuca, entre otros (Liu et al., 2007;
Alquézar et al., 2008; Nishimura et al., 2012). Algunas de las variedades de pomelo (C. paradisi) de
coloracién roja que se conocen son Marsh Pink, Ruby Red, Star Ruby y Rio Red (Xu et al., 2006;
Chaudhary et al., 2016). En el caso de toronja (C. grandis) se conocen mutantes rojos como Chuhong
y Chuzhou Early Red (Xu et al., 2006; Liu et al., 2015a; Liu et al., 2016). En limones (C. limon), se conoce
el mutante Pink Lemon, una mutacidn espontanea del limon Eureka (Lana et al., 2020).

Los mecanismos por los que acumulan licopeno varios de estos mutantes son diferentes. En las
naranjas, Cara Cara tiene mayores niveles de precursores de carotenoides que favorecen la
acumulacién de carotenoides totales y un aumento en los niveles de expresion de las enzimas de la
ruta (Tao et al., 2007; Alquezar et al., 2008). El mutante Hong Anilu, sin embargo, se caracteriza por
tener unaumento en la expresién de genes carotenogénicos del comienzo de la ruta y una disminucién
en la expresion de los genes del final de la ruta (Liu et al., 2007; Xu et al., 2009). Ademas, este mutante
presenta un alelo defectuoso para la enzima BLCY2 (Lu et al., 2016b). En la variedad Sanguinea de
Mombuca se han descrito mayores niveles de expresidon génica para varias enzimas de la ruta de
sintesis de carotenoides en pulpa (Nishimura et al., 2012). En los pomelos, el mutante Star Ruby se
estudio en detalle. Este mutante presenta una reduccion en la expresidn de los genes BLCY2 y BCHX
en comparacion con la variedad Marsh, que no acumula licopeno. Sin embargo, ambas variedades
presentan un alelo con actividad casi nula de la enzima BLCY2 (BLCY2b), pero los alelos a y b se
transcriben en proporciones similares, tanto en el pomelo Star Ruby como en el Marsh (Alquézar,
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2007; Alquezar et al., 2013). Las toronjas han sido menos estudiadas, pero se conoce que el mutante
rojo de toronja Guanxi, tiene niveles de expresion elevados de las enzimas involucradas en la sintesis
de precursores de carotenoides, asi como menores niveles de expresidon de enzimas que actlan a
continuacién de la acumulacidn de licopeno. Ademas, se identificaron alelos diferentes para la BLCY2
entre el parental y el mutante rojo (Liu et al., 2016). Por su parte, en el limén Pink, se estudié la
expresion génica de los genes de rutas de precursores de carotenoides, de la ruta de carotenoides, de
la biosintesis de ABA y de otros genes relacionados con la acumulaciéon de carotenoides. En este
mutante se observd que la expresion de genes de precursores de carotenoides y de la sintesis de
licopeno es mas activa, mientras que la expresidon de las enzimas que lo catabolizan esta reprimida.
También se observé un aumento en la expresidon de genes relacionados con la acumulacién de
carotenoides pero que no forman parte de la ruta de biosintesis como algunas proteinas de heat shock,
Fibrilinas y la proteina Orange (Lana et al., 2020).

1.1.2e Los carotenoides y su relacion con la calidad de fruta

Como se menciond al comienzo de la introduccién, los aspectos que definen la calidad de fruta
dependen de la especie y las exigencias del mercado donde el fruto es comercializado y consumido.
Algunas variables muy importantes son el color, la firmeza, la composicién nutricional, con énfasis en
compuestos beneficiosos para la salud, y el comportamiento durante la poscosecha.

Tanto en tomates como en citricos, el color del fruto estd directamente relacionado con el tipo
carotenoide (o combinaciones) que predominan y con su contenido (Lado et al., 2016b). Asi, cuanto
mayor sea el contenido de licopeno en un fruto de tomate, mas intenso sera su color rojo. También
tienen color rojo los mutantes de citricos en los que predomina el licopeno entre los carotenoides
presentes (Alquezar et al., 2008; Alquezar et al., 2009; Alquezar et al., 2013). El contenido de
carotenoides esta también asociado con propiedades que benefician la salud del consumidor como,
por ejemplo, carotenoides que poseen actividad provitamina A o alta capacidad antioxidante (Ma et
al., 2020; Maoka, 2020). También se ha relacionado un mayor contenido de licopeno en la piel de
pomelos con una mayor tolerancia al dafio por frio durante el almacenamiento poscosecha (Lado et
al., 2015b; Lado et al., 2016a).

1.2 Mejoramiento genético con énfasis en calidad de frutay
carotenoides

Algunas de las especies cultivadas que consumimos en la actualidad son el resultado de mas de 10000
afios de domesticacion; este proceso, fue una intervencién radical en la evolucién realizada por el
hombre y es la base de las sociedades modernas. Los esfuerzos de los programas de mejoramiento
genético de frutas y hortalizas por obtener cultivares con mayor rendimiento, buen comportamiento
poscosecha, tamafio y firmeza, entre otros caracteres, resultaron, en varios casos, contraproducentes
en lo que refiere a atributos organolépticos como el aroma, relacionados directamente con el sabor,
que influyen en la percepcion y aceptabilidad de los consumidores (Ulrich and Olbricht, 2011; Gascuel
et al., 2017). En las ultimas décadas, debido a la creciente demanda de consumidores y mercados, los
programas de mejoramiento genético de frutas y hortalizas han redisefiado sus objetivos para lograr
obtener frutos con mayor calidad organoléptica, valor nutricional y conservacidn poscosecha, sin dejar
de lado los atributos favorables para la produccién (rendimiento, adaptacion al sistema productivo,
resistencia a enfermedades y tolerancia a estrés abidtico) (Deng et al., 2011).
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1.2.1 Mejoramiento convencional enfocado a variedades de tomate y citrus
con mayor contenido de carotenoides

Tanto en tomate como en citrus, se han realizado esfuerzos en mejoramiento genético para obtener
cultivares con mayor contenido de licopeno. Existen abordajes de mejoramiento genético cldsico, de
transgénesis y, recientemente, se ha abordado este objetivo utilizando la edicién génica.

1.2.1a Tomate

Los programas de mejoramiento genético de tomate buscan mejorar la calidad de los frutos,
incluyendo su valor nutricional, sin dejar de lado el rendimiento, adaptacién y resistencia a
enfermedades (Stommel, 2006; Causse et al., 2011). Existen diferentes alternativas para mejorar la
contribucion de hortalizas a la nutricion humana, que incluyen: incrementar significativamente los
nutrientes, mejorar la calidad del fruto para promover un mayor consumo, mejorar el cultivo para
obtener mayor produccidn y disponibilidad, y reducir la estacionalidad. El valor nutritivo del fruto de
tomate esta influenciado por los cultivares disponibles (genotipos) y también por el ambiente de
produccidn y las condiciones poscosecha (Stommel, 2006; Cebolla-Cornejo et al., 2013; Verheul et al.,
2015; Leiva-Brondo et al., 2016). Para obtener mayor contenido de carotenoides a través del
mejoramiento genético se necesita identificar o generar genotipos con alto potencial para acumular
carotenoides, transferir los genes que controlan este caracter a lineas de mejoramiento y, finalmente,
evaluar el comportamiento de los genes introgresados en el nuevo "background" genético y
seleccionar los genotipos elite que tengan el comportamiento agrondémico deseado y un alto
contenido de carotenoides.

El mejoramiento genético convencional se alimenta de genotipos con diferentes atributos para lograr
las combinaciones alélicas que generan el producto deseado. Existen numerosos mutantes naturales
de laruta de carotenoides que se han utilizado en los programas de mejoramiento genético de tomate,
con el fin de obtener variedades con mayor contenido de licopeno o con un perfil diferente de
carotenoides. Los mutantes espontaneos de tomate se han identificado, en su mayoria, en especies
emparentadas con el tomate y estas mutaciones han sido introgresadas en lineas de tomate cultivado.
Un ejemplo son las variedades comerciales Caro-Red y Caro-Rich, de frutos anaranjados, que
contienen alto contenido de B-caroteno porque tienen las mutaciones beta (B) y modificador beta
(mosg), que promueven la conversién de licopeno en B-caroteno por la accion de la enzima licopeno B
ciclasa (CYC-B) (Tomes and Quackenbush, 1958; Tigchelaar and Tomes, 1974). Sin embargo, estas
variedades, consideradas actualmente “heirloom tomatoes”, no tuvieron suficiente aceptacion por los
consumidores de la época, que preferian tomates rojos (Cebolla-Cornejo et al.,, 2013). Otras
mutaciones que se han utilizado en mejoramiento genético son las mutaciones old gold y old gold
crimson (og y og¢, respectivamente). Ambas mutaciones surgieron en Solanum lycopersicum, el tomate
cultivado, y producen el mismo resultado: una mayor acumulacién de licopeno porque éste no es
transformado a B-caroteno debido a que la enzima CYC-B codificada por estos mutantes no es
funcional (Ronen et al., 2000). Las mutaciones og y og® han sido utilizadas en variedades comerciales
para consumo en fresco como los hibridos Tasty Lee y Solar Dancer (Scott et al., 2008; Hutton et al.,
2020). Estas mutaciones tienen la limitacién de haber surgido en genotipos que portan la mutacion sp
en el locus SELF-PRUNING vy, por ende, esos genotipos tienen habito de crecimiento determinado
(Pnueli et al., 1998). El hecho de que el locus SELF-PRUNING se encuentre en el cromosoma 6 del
genoma de tomate, a una distancia de tan solo 6 cM del locus Beta (que codifica la proteina CYC-B),
dificulta sustancialmente la obtencién via cruzamientos, de genotipos portadores de las mutaciones
0g u og° junto con el alelo Sp wild type, a tal punto que no hay disponibles en el mercado variedades
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de tomate con estas caracteristicas. Es importante tener en cuenta que, cuando no hay mutaciones
naturales disponibles en el germoplasma, muchos programas de mejoramiento genético han recurrido
al empleo de estrategias de mutagénesis quimica para generar la variabilidad deseada. Existen
colecciones de mutantes obtenidos por mutagénesis quimica en diferentes contextos gendmicos y con
diferentes propdsitos, como la coleccién de mutantes del cv. MicroTom que se utiliza para estudios
genéticos, y las colecciones obtenidas en los cultivares Red Setter y Moneymaker, que tienen potencial
uso en programas de mejoramiento genético (Watanabe et al., 2007; Minoia et al., 2010; Fonseca et
al., 2022).

1.2.1b Citrus

Los programas de mejoramiento genético de citrus, enfocados a variedades para consumo en fresco,
consideran caracteristicas de calidad externa (forma del fruto, firmeza, piel de color intenso, lisa y
brillante) tanto como caracteristicas de calidad interna (facil pelado, sabor y aroma agradables,
ausencia de semillas y color) (Deng and Xu, 2011; Abouzari et al., 2016).

Los citricos se encuentran entre los frutos mas consumidos a nivel mundial y son ricos en diversidad y
contenido de carotenoides. Por este motivo se han realizado esfuerzos en mejoramiento genético para
obtener nuevas variedades que acumulen este tipo de pigmentos en frutos. Se han realizado
prospecciones de mutantes espontdneos, selecciones de mutaciones inducidas por radiacién o
quimica, mutaciones somaclonales e hibridaciones sexuales. En general, las nuevas variedades se han
obtenido de prospecciones en campo de mutantes con mayor coloraciéon en fruto debido a la
acumulacion de diversos carotenoides (Deng and Xu, 2011).

La especie de citrus con el mayor nimero de mutantes coloreados que acumulan altos niveles de
carotenoides es el pomelo (C. paradisi). Existen en el mercado numerosas variedades de pomelos
rojos. Las primeras variedades de pulpa roja surgieron como mutaciones espontaneas. Posteriormente
realizaron mejoramiento por irradiacion para obtener variedades de coloracidon mas intensa y sin
semillas (Abouzari et al., 2016). En la actualidad el programa de mejoramiento de Texas A & M Citrus
Center comercializa variedades de pomelo rojo de las categorias Rio Star®, Ruby-Sweet® y Flame
(http://www.texasweet.com/texas-grapefruits-and-oranges).

Ademas de los pomelos existen variedades comerciales de naranja y toronja que acumulan
carotenoides y tienen color rojo en la pulpa. Las variedades de naranja coloreadas Cara Cara, Hong
Anliuy Sanguinea de Mombuca surgieron como mutaciones espontdneas en Venezuela, Chinay Africa,
respectivamente (Liu et al., 2007; Alquezar et al., 2008; Nishimura et al., 2012). Las toronjas de pulpa
coloreada, en su mayoria, han sido obtenidas como mutantes espontaneos en prospecciones en China.
Algunos ejemplos son "Fengdu red flesh pummelo"”, "Guanxi sweet pummelo red mutant"”, "Shuitu
seedless red pummelo". Unicamente se han encontrado mutantes que acumulan licopeno en pomelos,
naranjas, toronjas y limén. Por el contrario, a la fecha no se han reportado mutantes de mandarinas
que acumulen este pigmento (Xu et al., 2006; Deng and Xu, 2011).

1.2.2 Ingenieria genética y mejoramiento de precision enfocado a variedades
con mayor contenido de carotenoides

El descubrimiento en las uUltimas décadas de los genes involucrados en la biosintesis, catabolismo y
almacenamiento de carotenoides ha permitido manipular su ruta de biosintesis en varias especies de
plantas cultivadas utilizando ingenieria genética, con el fin de obtener productos con mayor contenido
de carotenoides. Entre las diversas estrategias utilizadas para lograr el aumento de determinados
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carotenoides, se encuentran: i) el incremento en el flujo de la ruta metabdlica a través de la
sobreexpresion de genes de pasos limitantes de la ruta; ii) el silenciamiento génico o la generacion de
mutantes knockout , para disminuir o suprimir una determinada rama de la ruta de sintesis en favor
de la otra o bien bloquear pasos del catabolismo para limitar la conversion de determinado
carotenoide en otros compuestos; y iii) el incremento de la capacidad de sumidero mediante la
creacion de estructuras de almacenamiento (Morelli and Rodriguez-Concepcion, 2023). El Arroz
Dorado, un arroz genéticamente modificado rico en B-caroteno, fue aprobado en 2021 para su cultivo
y comercializacidn en Filipinas, convirtiéndose en el Unico cultivo biofortificado de este tipo en obtener
dicha autorizacion. (Wu et al., 2021). Ejemplos de cultivos con mayores contenidos de carotenoides
en frutos, utilizando la estrategia de sobreexpresidon de genes, son la Banana Dorada, una banana
Cavendish que sobreexpresa la enzima PSY de una banana silvestre rica en B-caroteno (Paul et al.,
2017); o tomates que sobreexpresan un gen para licopeno B ciclasa y acumulan B-caroteno
(D’Ambrosio et al., 2004). Alternativamente, se han obtenido tomates con mayor contenido de
carotenoides totales mediante la sobreexpresion de la proteina ORANGE, que por un lado estabiliza la
proteina PSY1, y por otro lado, induce la formacién de cromoplastos, aumentando asi la capacidad de
sumidero del fruto (Yazdani et al., 2019). También se han obtenido naranjas que acumulan -caroteno
mediante el silenciamiento del gen que codifica para la enzima B caroteno hidroxilasa (Pons et al.,
2014) o bananas que acumulan B-caroteno debido a la generacidon de mutantes knockout para la
licopeno ¢ ciclasa, utilizando edicién génica (Kaur et al., 2020).

El tomate es uno de los frutos utilizados como modelo para estudiar la biosintesis de carotenoides. En
consecuencia, se conocen los genes que codifican las enzimas de esta ruta y muchos de ellos se han
modificado utilizando ingenieria genética clasica o mejoramiento de precision (edicidon génica, por
ejemplo). Asi, se han sobreexpresado en tomates genes enddgenos, asi como de bacterias y de otras
especies vegetales, que codifican enzimas clave de la ruta de sintesis de carotenoides. Por ejemplo, el
desarrollo de tomates que sobreexpresan la enzima licopeno B ciclasa o la proteina ORANGE
(D’Ambrosio et al., 2004; Yazdani et al., 2019) y la sobreexpresidn de varios genes en simultaneo con
promotores especificos de fruto para aumentar el contenido de luteina y zeaxantina (Wu et al., 2022).
También se han sobreexpresado genes de A. thaliana (BLCY o PDS), narciso (BLCY) y citrus (BCHX y
BLCY) (Rosati et al., 2000; Guo et al., 2012; McQuinn et al., 2018; Karniel et al., 2020; Mi et al., 2022),
asi como genes de la bacteria Erwinia uredovora que codifican para fitoeno sintasa, fitoeno desaturasa
o licopeno B ciclasa (Fraser et al., 2001; Mi et al., 2022). Otra herramienta ampliamente utilizada ha
sido el silenciamiento de genes enddgenos, ya sea a través de transgénesis o utilizando silenciamiento
inducido por virus (VIGS). Estas estrategias se han utilizado para dilucidar las funciones de genes
candidatos (Fantini et al., 2013) o directamente para incrementar el contenido de licopeno (Ma et al.,
2010).

Por su parte, los citricos son el grupo de frutos con mayor diversidad en carotenoides presentes, por
lo que, al igual que el tomate, también han sido estudiados extensivamente. Sin embargo, al ser
especies lefosas de crecimiento lento y dificil transformacion genética, el abordaje mas comun para
caracterizar genes candidatos de la ruta de sintesis de carotenoides es la sobreexpresién de genes de
citricos en otras especies de mas facil transformacién o manejo como, por ejemplo, el tomate (Guo et
al., 2012; Zhu et al., 2020b). Otra herramienta que ha sido utilizada para evaluar la actividad de las
enzimas como las LCY es la complementacion heterdloga en bacterias carotenogénicas (Alquezar et
al., 2009; S. Lu et al., 2016; Misawa & Shimada, 1998; NIKLITSCHEK et al., 2008; L. Zhang et al., 2012).
También existen ejemplos donde se sobreexpresan genes de citrus en especies emparentadas de otros
géneros, como el quinoto (Fortunella hindisii) (Zhang et al., 2009). Adicionalmente, se ha silenciado el
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gen de la B-caroteno hidroxilasa en naranja y se ha observado un aumento de 36 veces en el contenido
de B-caroteno en los frutos transgénicos (Pons et al., 2014).

1.2.2a Edicidn génica: mejoramiento de precisidon para manipular la ruta de sintesis de
carotenoides

La edicidn génica, en particular el sistema CRISPR-Cas9, es una herramienta de mutagénesis dirigida
que ha ganado importancia en el mejoramiento genético vegetal en la Ultima década desde su primera
utilizacion exitosa en plantas en 2013 (Jinek et al., 2012; Jiang et al., 2013; Nekrasov et al., 2013; Shan
et al.,, 2013). Brevemente, este sistema se basa en un mecanismo de defensa inmune adaptativo
presente en la bacteria Streptococcus pyogenes y otras especies cercanas, y su adaptacion para
reconocer y generar un corte doble hebra en secuencias especificas de ADN. El sistema utiliza la
nucleasa (Cas9) formando un complejo con una molécula de ARN guia (o single guide RNA, sgRNA), el
cual guia a Cas9 hacia la secuencia de interés para introducir un corte doble hebra. CRISPR-Cas9 de
Streptococcus pyogenes (SpCRISPR-Cas9) pertenece a los sistemas CRISPR tipo Il A, que utilizan en las
bacterias que los presentan, dos moléculas de ARN para formar un complejo con la nucleasa Cas9. Uno
de ellos, el ARN crispr (crRNA), es el que confiere especificidad de secuencia a Cas9, mientras que la
otra molécula de ARN (transactivador; tracrRNA), le otorga estabilidad al complejo y es requerido para
activar a Cas9 (Jinek et al., 2012). Este sistema fue adaptado para su uso en mutagénesis dirigida
mediante el disefio de un tnico ARN (el ARN guia) que combina propiedades del crRNA con el tracrRNA,
y puede ser modificado para que el corte doble hebra se realice en una secuencia de interés (Jinek et
al., 2012).

Se han descrito numerosos sistemas CRISPR-Cas en bacterias y arqueas, estos sistemas se han
clasificado en dos Clases y varios tipos. La Clase 1, que incluye a los tipos I, lll y IV, utiliza varias
proteinas Cas para formar un complejo con el crRNA mientras que en la Clase 2, que incluye a los tipos
I, Vy VI, solamente una proteina Cas forma el complejo con el crRNA (Koonin et al., 2017). Una de las
particularidades del sistema CRISPR-Cas9, que puede ser una limitante en algunos casos, es el
requerimiento de la secuencia PAM (Protospacer Adjacent Motif) que debe estar presente en la
cercania del sitio en el cual se quiere generar una mutacion. En el caso de la Cas9, dicha secuencia es
NGG y se tiene que ubicar inmediatamente en direccidn 3’ del sitio blanco. Alternativamente, se
pueden utilizar otras proteinas Cas con diferentes tipos de secuencias PAM como por ejemplo las
proteinas Casl2a o Casl2b, que utilizan secuencias PAM ricas en AT. Ademds, las proteinas Cas12
dejan extremos cohesivos luego del corte, lo que puede ser beneficioso para ciertas aplicaciones como
el reemplazo alélico por recombinacion homologa (Zetsche et al., 2015; Koonin et al., 2017). Otras
proteinas Cas, como por ejemplo Casl3ay Casl3b tienen como molécula blanco de corte ARN simple
hebra, por lo que su uso no modifica el ADN gendmico, sino que directamente disminuye los niveles
de una molécula especifica de ARN (Cox et al., 2017; Koonin et al., 2017).

La generacidon de mutaciones via CRISPR-Cas ocurre gracias a que luego de generado el corte doble
hebra, la célula activa mecanismos de reparacion de ADN, algunos de los cuales pueden ser propensos
a cometer errores. Estos mecanismos de reparacion pueden ser de dos tipos: 1) el mecanismo de unidn
de extremos no homdlogos (NHEJ: non-homologous end joining), que suele generar pequefias
deleciones, inserciones o cambio de bases, y 2) el mecanismo de reparacién dirigida por homologia
(HDR: homology directed repair) que repara la rotura utilizando recombinacion homdéloga cuando hay
disponible una molécula de ADN homélogo para utilizar como molde (Igbal et al., 2020). La reparacién
del dafio en el ADN via NHEJ puede generar cambios en el marco de lectura de un gen y resultar en la
obtencidn de alelos con pérdida de funcién. La reparacién via HDR no comete errores, pero permite
introducir cambios especificos en la secuencia del ADN.
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En plantas, se utilizan principalmente dos estrategias para generar mutaciones utilizando el sistema
CRISPR-Cas9. Una de ellas es realizar una transformacion estable, en cuyo caso, el ADN incorporado al
genoma de la planta incluye un cassette de seleccidn, la secuencia codificante de Cas9 y un cassette
para la transcripcion de el/los ARN guia/s. Luego de obtenidas plantas resistentes en medio selectivo
y de seleccionar las mutantes para el gen de interés, es posible eliminar la construcciéon génica
mediante autofecundacion o retrocurzamientos seleccionando, en las progenies segregantes, plantas
mutadas vy libres de transgén. La segunda estrategia es utilizar sistemas “libres de ADN” donde se
utilizan ribonucleoproteinas preensambladas (Cas9+ARNguias) o moléculas de ARN mensajero de Cas9
y de los ARN guias que son transfectadas en protoplastos o bombardeadas en tejido vegetal para que
se generen las mutaciones deseadas en el gen de interés. Luego se regeneran plantas y se busca entre
ellas las que porten las mutaciones deseadas (Wada et al., 2020). De esta forma, utilizando cualquiera
de estas dos estrategias, es posible obtener plantas mutantes no transgénicas y, por ende, podrian
estar exentas de someterse a los mismos procesos de regulacién que deben cumplir los cultivos
transgénicos (Zaman et al., 2023).

Ademas del uso tradicional del sistema CRISPR-Cas9, han surgido nuevas herramientas con variantes
de Cas9 que permiten una serie de nuevas aplicaciones, entre ellas generar una rotura simple hebra,
unirse al ADN sin cortarlo y producir modificaciones dependientes de otras enzimas fusionadas a Cas9
(cambios epigenéticas como metilacion de ADN, modificacidn de bases nitrogenadas especificas, etc.)
(Zhu et al., 2020a; Li et al., 2023; Zaman et al., 2023).

Desde la primera aplicacién exitosa de CRISPR-Cas9 en plantas en 2013, han surgido un sinnimero de
trabajos cientificos que reportan la utilizacién de estas herramientas en plantas, donde se han
modificado genes relacionados con diversos caracteres, desde tolerancia a estrés bidtico, abiotico,
arquitectura de planta, tolerancia a herbicidas y caracteres relacionados con la calidad del producto
(granos o frutos) (Khan et al., 2022; Ricroch et al., 2024; Zhang and Zhu, 2024).

En cuanto a la ruta de sintesis de carotenoides existen varios ejemplos donde se han modificado
diferentes genes que son parte de la ruta, asi como genes involucrados en la regulacién de éstos o de
las rutas precursoras en diferentes especies vegetales utilizando este sistema o alguna de sus
variantes. Se ha logrado insertar en un lugar especifico del genoma de arroz el cassette para Crtl/ y PSY
de maiz bajo el control de un promotor especifico para endosperma (Dong et al., 2020). También en
arroz, se realizé el reemplazo alélico por HDR inducida por CRISPR-Cas9 de la enzima LCYe wt por el
alelo que lleva el “Golden SNP”, incrementando el contenido de carotenoides en los callos obtenidos
(Kim et al., 2022). Ademds, se ha generado una banana con una mutacién knockout para la enzima
LCYe que acumula alto contenido de B-caroteno (Kaur et al., 2020). Otro ejemplo es la generacion de
mutantes knockout para varios genes en simultdaneo en tomate, SGR1 (que es un regulador negativo
de la sintesis de carotenoides) y las € y B licopeno ciclasas (que transforman en licopeno en a y B-
caroteno); de esta forma se promueve la sintesis de licopeno a la vez que se bloquea su catabolismo
(Li et al., 2018). Finalmente, en varias especies de frutales u hortalizas como manzana, kiwi, sandia,
melén, frutilla y citrus, se ha optimizado el proceso de edicién mediante CRISPR-Cas9 generado
mutaciones knockout en el gen que codifica la enzima fitoeno desaturasa (PDS), que genera fenotipos
albinos y simplifica la identificacion de mutantes (Dongariyal et al., 2023).

En tomate, se han realizado numerosos trabajos que manipulan la sintesis de carotenoides a través de
edicion génica basada en CRISPR-Cas9 o sus variantes. Los primeros trabajos fueron reportados en
2018, uno de ellos se menciond en el parrafo anterior, y combina la promocién de la ruta de sintesis
mediante la inactivacion de un regulador negativo (SGR1) y el bloqueo del catabolismo del licopeno
bloqueando las licopeno ciclasas (a y B) presentes en el genoma (CYC-B, €LCY, B-LCY1 y Blc) (Li et al.,
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2018). Una limitante de este trabajo es que al bloquear licopeno ciclasas que no son especificas del
fruto se pueden generar efectos pleiotrépicos en otros érganos de la planta. Otro de estos trabajos,
utiliza el sistema CRISPR-Cas9 para simular la domesticacion del tomate silvestre mediante la mutacién
de varios genes de domesticacién que resultan en fenotipos similares a los del tomate cultivado
(Zs6gon et al., 2018). Entre los genes modificados se encuentra el que codifica para la licopeno B ciclasa
especifica de fruto, CYC-B, que transforma el licopeno en B-caroteno durante la maduracién (Ronen et
al., 2000). También en 2018, se generaron mutantes knockout para la enzima PSY1 y la B-caroteno
hidroxilasa (BCHX), asi como reparaciones en mutaciones de los genes de la Caroteno Isomerasa
(CRTISO) y la PSY1 utilizando recombinacion homadloga (HDR) inducida por CRISPR-Cas9 (Dahan-Meir
et al., 2018; D’Ambrosio et al., 2018). Otros trabajos han generado mutaciones de perdida de funcidn
en genes reguladores de la biosintesis de carotenoides (DDB1, DET1, WRKY35, SNAC9 y HY5) utilizando
el sistema CRISPR-Cas tradicional o edicidn de bases (Hunziker et al., 2020; Wang et al., 2021; Yang et
al., 2022; Yuan et al., 2022; Feng et al., 2023); también se generd una delecién en la regién 5’UTR de
la CRTISO que resulta en una disminucién en la conversién de prolicopeno a licopeno (Lakshmi Jayaraj
et al., 2021). Ademas, utilizando la estrategia convencional de CRISPR-Cas9 se generaron mutantes
knockout en genes de la ruta del MEP (GPPS) o genes que utilizan carotenoides como sustrato para
sintetizar apocarotenoides como estrigolactona (CCD8) (Bari et al., 2019; Barja et al., 2021). Por otra
parte, se optimizé la herramienta de prime editing editando el gen que codifica la PDS1 (Lu et al.,
2021). Sin embargo, los trabajos mencionados utilizan cultivares modelo de tomate, como ‘Micro-Tom’
o ‘Alisa Craig’, y no tienen como objetivo generar un producto tecnolégico que pueda ser incorporado
en programas de mejoramiento para obtener cultivares comerciales. Al momento, solamente existe
un tomate comercial obtenido por edicidn génica que contiene altos contenidos de GABA en el fruto
y se comercializa, al momento, en Japén, donde fue desarrollado (Ezura, 2022).

En citricos, el sistema CRISPR-Cas9 fue utilizado exitosamente en 2014 por primera vez mediante
expresidn transitoria en naranja y pomelo donde se obtuvieron mutaciones knockout del gen que
codifica la enzima PDS (Jia and Wang, 2014a; Jia and Wang, 2014b). En afios posteriores, los trabajos
se han enfocado principalmente en obtener plantas de citricos tolerantes al cancro bacteriano mediate
la eliminaciéon de un sitio de unidon de un efector bacteriano en el promotor del gen CsLOB1 en naranja,
pomelo y toronja (Jia et al., 2016; Jia et al., 2017b; Peng et al., 2017; Huang et al., 2020; Jia and Wang,
2020; Huang et al., 2022a; Jia et al., 2022a). Ademas, se ha optimizado el sistema de edicién mediante
la utilizacién de diferentes promotores (Peng et al., 2017; Zhang et al., 2017; Huang et al., 2022a) o
proteinas Cas de otro tipo (Jia et al., 20173; Jia et al., 2019; Jia et al., 2022b). También se ha utilizado
la edicién de bases en pomelo y naranja para modificar la caja TATA a CACA del promotor de CsLOB1
y para generar plantas del citrange Carrizo libres de transgenes (T-DNA) tolerantes a herbicida,
modificando el gen que codifica la enzima ALS (Alquézar et al., 2022; Huang et al.,, 2022b).
Recientemente se obtuvieron plantas de naranja libres de T-DNA resistentes al cancro utilizando
ribonucleoproteinas de Cas12/crRNA para modificar el gen CsLOB1. Estas plantas cuentan con la
aprobacién de APHIS (Animal and Plant Health Isnpection Service) y estan exentas de la evaluacion por
el EPA (Environmental Protection Agency) en Estados Unidos y seran liberadas en ese pais una vez
completada la evaluacién agrondmica de la nueva variedad (Su et al., 2023). Ademas de los genes
CsLOB1, CsPDS y CsALS, también se han modificado con esta herramienta otros genes relacionados
con la tolerancia a cancro como CsWRKY22 y CsDMR6 (Wang et al., 2019; Parajuli et al., 2022) y genes
que tienen que ver con la arquitectura de la planta como CsTAC1 (Dutt et al., 2022). En cuanto a la ruta
de sintesis de carotenoides, ademds de generar mutantes del gen CsPDS para optimizar la
herramienta, solamente se ha utilizado el sistema CRISPR-Cas9 para generar mutantes knockout de la
enzima Licopeno B-ciclasa 2 (CsLCYB2) especifica de frutos en el citrange “Carrizo” y en naranjas
sanguineas (Tarocco y Sanguigno), que producen antocianinas en sus frutos (Salonia et al., 2022). En
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ese trabajo se obtuvieron plantas transgénicas editadas que seran evaluadas cuando comiencen a
fructificar, para la acumulacidn de antocianinas y licopeno en frutos.

En Uruguay, se promulgo el 12 de marzo de 2024 el Decreto N°84/024, que establece los mecanismos
por los cuales se determina si un producto obtenido por nuevas técnicas de mejoramiento genético
(NBTSs, del inglés New Breeding Tools) se encuentra o no alcanzado por la regulacion aplicable a los
organismos genéticamente modificados (OGM) (https://www.impo.com.uy/bases/decretos/84-

2024). En este contexto, se conformd un Grupo Técnico de Trabajo (GTT), liderado por los Ministerios
de Ambiente (MA) y de Ganaderia, Agricultura y Pesca (MGAP), encargado de determinar, de forma
objetiva y con criterios cientificos, si un producto u organismo generado por las NBT debe ser
considerado dentro de la regulacion aplicable a los OGM. La promulgacidén de este decreto sitla a
Uruguay dentro del conjunto de paises con una reglamentacidén definida para los organismos o
productos generados con estas herramientas, y permite avanzar en la obtencién de productos
comerciales generados a partir de esta tecnologia.

2.1 Objetivo general

Contribuir al conocimiento de la ruta de sintesis de carotenoides en tomate y mandarina y generar, en
ambas especies, nuevos alelos no funcionales de la enzima licopeno B ciclasa especifica de frutos para
promover la acumulacion de licopeno.

Especificamente, el trabajo busca generar variantes de pérdida de funcién para licopeno B ciclasa
mediante CRISPR/Cas9 en tomate y mandarina, determinar el perfil de expresion génica de algunas
enzimas clave de la biosintesis de carotenoides en tomate cultivado y silvestre (PSY1, PSY2 y el gen
Solyc08g007440) y en hibridos de mandarinas pertenecientes al programa nacional de mejoramiento
genético (PSY, BLCY2 y BCHX), y correlacionar estos datos con la acumulacién de carotenoides.

2.2 Hipotesis de trabajo

La generacion de mutaciones de pérdida de funcidn en las enzimas licopeno B ciclasas especificas de
fruto para tomate y mandarina, aumentara el contenido de licopeno en el fruto y mejorara su calidad.
El mayor contenido de licopeno en los frutos aumentara la tolerancia a bajas temperaturas y mejorara
la conservacion de los frutos en frio.

Los genes ortdélogos para PSYs (PSY1 y Solyc08g007440) presentes en S. pimpinellifolium LA1589
podrian contribuir con el mayor contenido de licopeno en el fruto observado de esta especie y podrian
incorporarse mediante introgresidn asistida por marcadores moleculares en el tomate cultivado.

Los hibridos de mandarina A218, B475, B30 y M9 presentan diferencias en la ruta de sintesis de
carotenoides y esto se ve reflejado en la capacidad de acumular carotenoides. Aquellos con mayor
contenido de carotenoides serian los mejores candidatos para la edicién génica.

2.4 Estructura de la tesis

Para facilitar la lectura, esta tesis se divide en capitulos:

Capitulo _1: Obtencion de lineas elite de tomate con habito de crecimiento indeterminado,
acumulacion temprana de licopeno y tolerantes al dafio por frio poscosecha.
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Capitulo 2: Caracterizacién de diferentes alelos y genes que codifican para la enzima fitoeno sintasa
(PSY) en tomate (cultivado y silvestre) para determinar su relacion con la acumulacion de licopeno y
su potencial uso en mejoramiento genético.

Capitulo 3: Caracterizacién de la biosintesis de carotenoides en hibridos nacionales de mandarinas y
generacion de un alelo defectuoso de la enzima BLCY2 especifica del fruto.
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3. CAPITULO 1: Obtencidon de lineas elite de tomate con
habito de crecimiento indeterminado, acumulacion
temprana de licopeno y tolerantes al dafio por frio
poscosecha.

3.1 Introduccion

Uno de los objetivos principales en los programas de mejoramiento genético de tomate es incrementar
el contenido de licopeno en el fruto (Kinkade and Foolad, 2013). Como se menciond en la introduccién
general (seccion 1.1.2c), existen dos alelos no funcionales espontaneos de la proteina CYC-B (o/d gold
-0g- y old gold crimson -0g*-) que han sido utilizados en mejoramiento genético; un alelo generado por
mutagénesis quimica (A949G) y tres alelos obtenidos por edicidn génica en cultivares modelo o
especies emparentadas (Thomson et al., 1965; Ronen et al., 2000; Silletti et al., 2013; Li et al., 2018;
Zs0gon et al., 2018; Hunziker et al., 2020). Estos alelos recesivos de pérdida de funcién se originaron
en genotipos de tomate que tienen habito de crecimiento determinado.

El habito de crecimiento en el tomate esta controlado por el locus SELF PRUNING (Solyc06g074350),
donde las plantas con crecimiento indeterminado tienen el alelo salvaje SP y las plantas que tienen
crecimiento determinado poseen el alelo mutante sp (Pnueli et al., 1998; Kang et al., 2022). Las plantas
con crecimiento determinado (sp/sp) se desarrollan vegetativamente hasta cierto punto, florecen y
fructifican en un periodo corto de tiempo, lo que se refleja en una maduracién sincronizada de los
frutos, que se cosechan, también, en un periodo de tiempo acotado. Las plantas con crecimiento
indeterminado (SP/SP) producen racimos de flores a medida que se desarrollan vegetativamente por
lo que la fructificacion y maduracién de los frutos se da de forma escalonada, permitiendo varias
cosechas en un periodo de tiempo prolongado (Figura 2a). El locus Beta, que codifica para la proteina
CYC-B (Solyc069074240) y el locus SELF PRUNING estan ubicados en el cromosoma 6 separados por 6
cM de distancia, lo que hace que estén ligados (Figura 2b) (Tomato-EXPEN 2000,
https://solgenomics.net/cview/index.pl).
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Figura 2. (a) Esquema de plantas de tomate con habito de crecimiento determinado (sp/sp) e
indeterminado (SP/SP) (b) Esquema que la distancia genética entre los loci Beta (B) y SELF PRUNING
(Sp), adaptado del mapa Tomato-EXPEN 2000, https://solgenomics.net/cview/index.pl.
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Los cultivares de tomate de habito de crecimiento determinado (sp/sp) suelen utilizarse para la
industria, asi como para consumo en fresco. Sin embargo, la mayoria de los sistemas de produccion
para consumo en fresco utilizan cultivares con habito de crecimiento indeterminado (SP/SP o SP/sp)
con el fin de maximizar el rendimiento, obtener fruta con mejor calidad, facilitar el manejo del cultivo
durante la cosecha y utilizar invernaderos para producir tempranamente (Csizinszky, 2005; Peet and
Welles, 2005). Debido al ligamiento genético entre los alelos no funcionales de CYC-B y el alelo sp, los
caracteres fenotipicos que resultan de estas combinaciones (alto contenido de licopeno y crecimiento
determinado) no se han podido separar por cruzamientos convencionales (Pnueli et al., 1998; Causse
and Grandillo, 2016). Esta es la principal razon por la cual los programas de mejoramiento genético de
tomate no han logrado obtener plantas de habito indeterminado con alto contenido de licopeno en
sus frutos utilizando las mutaciones og y og°.

El licopeno es un potente antioxidante que, en tejidos verdes elimina radicales libres generados
durante la fotosintesis y protege los componentes del cloroplasto del estrés oxidativo generado en
este proceso (Khan et al., 2021). El fruto de tomate es sensible a las bajas temperaturas (tanto a campo
como en poscosecha) y manifiesta dafio por frio (DPF) cuando se expone a temperaturas menores a
13 °C (Rai et al., 2022). El DPF esta asociado a la perdida de permeabilidad de la membrana celular y
acumulacién de especies reactivas del oxigeno (ROS). Se ha reportado que el licopeno ejerce un rol
protector durante el estrés por frio en pomelos rojos y esta funcidon estd relacionada con sus
propiedades antioxidantes (Lado et al., 2016a). En ese contexto, es esperable que un aumento en el
contenido de licopeno en fruto de tomate resulte en un incremento de la tolerancia al estrés por frio.

El sistema CRIPSR/Cas9 ha sido utilizado en tomate para obtener frutos con perfiles de carotenoides
diferentes o mayor contenido de licopeno mediante la edicion de varios genes en simultaneo (Li et al.,
2018; Zs6gon et al., 2018; Hunziker et al., 2020). Aunque los trabajos mencionados han utilizado el gen
CYC-B como blanco, ningun trabajo aborda la combinacidn de esta caracteristica con plantas de
crecimiento indeterminado. En consecuencia, todas las mutaciones para el gen CYC-B fueron
generadas en genotipos de habito de crecimiento determinado.

Combinar caracteristicas que estan genéticamente ligadas continula siendo un reto para los programas
de mejoramiento genético. En este capitulo, se utilizé el sistema CRISPR-Cas9 para romper el
ligamiento genético que existe entre el crecimiento determinado (sp/sp) y el alto contenido de
licopeno en fruto. Para lograrlo, se generaron alelos no funcionales para la proteina CYC-B en
genotipos elite de tomate de habito de crecimiento indeterminado (SP/SP). Los genotipos mutantes
para CYC-B acumulan mayor contenido de licopeno en etapas tempranas de la maduracién del fruto y
ademads, son mds tolerantes al dafio por frio durante el almacenamiento poscosecha. Las lineas
editadas obtenidas pueden ser incorporadas al programa de mejoramiento genético de tomate de
INIA para generar cultivares para consumo en fresco con alto contenido de licopeno y posiblemente
mas tolerantes al dafo por frio.

3.2 Objetivos especificos

I Generar alelos de perdida de funcién del gen CYC-B en genotipos elite de tomate con habito
de crecimiento indeterminado.
Il Caracterizar genotipica y fenotipicamente las lineas editadas.

26



3.3 Metodologia

3.3.1 Material vegetal y condiciones de cultivo.

Para la transformacién genética se utilizaron los genotipos de tomate (S. lycopersicum) con habito de
crecimiento indeterminado (alelo SP) LT16 y LT46 del programa de mejoramiento genético del INIA.
Las semillas de tomate se esterilizaron superficialmente con hipoclorito de sodio al 1 % y una gota de
detergente comercial con agitacidn durante 15 minutos y se sembraron in vitro en medio MS a la mitad
de la concentracion suplementado con vitaminas B5 (Pino et al., 2010). Se mantuvieron en la oscuridad
a 25 °C durante 7 dias. Las plantulas se transfirieron a la luz (16 h de luz/8 h de oscuridad a 25 °C)
durante dos dias antes de la transformacion de cotiledones y/o hipocétilos. La regeneracion de las
plantas se realizé bajo las mismas condiciones de luz/oscuridad y temperatura. Las plantas enteras se
transfirieron a macetas y se cubrieron con bolsas de plastico durante 5-7 dias. A continuacién, la bolsa
se abrid paulatinamente para evitar sintomas de deshidratacién. Luego de removida completamente
la bolsa, las plantas fueron trasladadas al invernadero de bioseguridad.

3.3.2 Disefio de ARN quias, evaluacion de eficiencia in vitro y construccion de
vectores.

Se identificaron dos ARN guias especificos para la secuencia codificante de la enzima licopeno B-ciclasa
(CYC-B) (Solyc06g074240), utilizando el software CRISPOR (Haeussler et al., 2016). Ambos sitios blanco
estan ubicados cerca del codon ATG en las posiciones + 41-61 (blanco 1) y +271-291 (blanco 2) (Figura
3a). La eficiencia in vitro de ambos ARN guias se evalud en una region gendmica de 3212 pb que se
amplificé por PCR utilizando los cebadores Genl y Gen2 (Tabla 1) que contiene ambos sitios blanco,
como se describe en Fleitas et. al, 2022. Los ARN guias se clonaron en el vector binario pDIRECT22C
(Cermak et al., 2017) con el sistema Golden Gate. La construccidn resultante (Cas9-SICYC-B-271-41) se
introdujo en Agrobacterium tumefaciens LBA4404 y se utilizé para la transformacién de plantas.

3.3.3 Transformacion de plantas y deteccion de plantas transgénicas.

Se transformaron los genotipos de tomate LT16 o LT46 como se describe en Pino et al. (2010), con
algunas modificaciones (Arruabarrena and Vidal, 2025). Brevemente, se prepararon segmentos de
cotiledones y/o hipocétilos de aproximadamente 0,5 cm de plantas de 9 dias de edad, los cuales se
transfirieron a 50 mL de medio MS liquido suplementado con 1 mg/L de ribdsido de zeatina -all trans-
(Duchefa Biochemie) y se incubaron en la cdmara de crecimiento de plantas con agitacion suave
durante 24 h. A continuaciodn, se eliminé el medio liquido y los explantes se incubaron durante 20 min
a 25 °Cen la oscuridad a 80 rpm con una suspensién de A. tumefaciens LBA4404-Cas9-SICYC-B-271-41
en MS liquido (OD600= 0,3-0,4), pretratada durante 25 min con acetosiringona 100 uM (Sigma-
Aldrich). Se elimind la suspension bacteriana y los explantes se secaron en papel de filtro estéril, se
colocaron en MS semisélido suplementado con acetosiringona 100 uM y 1 mg/L de ribdsido de zeatina
y se co-incubaron a 25 °C en la oscuridad durante 24 h. Los explantes se transfirieron a medio MS
selectivo que contenia 50 pg/mL de kanamicina (PhytoTech Labs) y 250 pg/mL de timentina
(PhytoTech Labs). Los explantes vivos se sub-cultivaron cada 4 semanas hasta que se regeneraron
plantas completas resistentes a la kanamicina. Se extrajo ADN gendmico de hojas de las plantas de
tomate resistentes a kanamicina utilizando el método del citrato de sodio (Arruabarrena et al., 2016).
Se confirmé la insercion del T-DNA mediante la amplificacion por PCR del cassette de ARN guias
utilizando los cebadores G+H (Tabla 1, Figura 4a). Las condiciones de las PCR fueron las siguientes:
100-200 ng de ADN, 1x Mango Mix (Bioline, Meridian Bioscience, EE. UU.), 0,25 uM de cada cebadory
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agua de grado PCR hasta un volumen de 20 L. Las condiciones de ciclado fueron 95 °C durante 3 min,
seguido de 35 ciclos de 95 °C durante 30 s, 52 °C durante 30 sy 72 °C durante 30 s y un paso final de
extensiéon a 72 °C durante 60 s.

3.3.4 Deteccion de mutaciones del gen CYC-B en las progenies TO y T1.

Se extrajo ADN gendmico de hojas de las plantas de tomate TO y T1 utilizando el método del citrato de
sodio (Arruabarrena et al., 2016) y se utilizd para la amplificaciéon por PCR del locus blanco (CYC-B).
Para la identificacion de mutaciones dirigidas a CYC-B en plantas TO, el ADN gendmico se utilizé como
molde para amplificar por PCR con los cebadores Ay B acoplados con el cebador 5'FAM-m13fw, y los
productos se analizaron mediante andlisis de fragmentos de alta resolucién (HRFA), como se describe
en Andersson et al. (2017) (Figura 3a y Tabla 1) (Boutin-Ganache et al., 2001). El amplicén (580 pb mas
19 pb de la cola m13 del cebador forward) incluye la regién 5'UTR y la primera parte de la secuencia
codificante que contiene ambos sitios blanco de los ARN guias (posiciones -56 a + 524 pb). Las
condiciones de PCR fueron las siguientes: 100-200 ng de ADN, 1x MyFi Mix (Bioline, Meridian
Bioscience, EE. UU.), 0,25 uM de cada cebador y agua de grado PCR hasta un volumen de 20 pL. Las
condiciones de ciclado fueron 95 °C durante 3 min, seguido de 35 ciclos de 95 °C durante 30 s, 57 °C
durante 30 sy 72 °C durante 30 s y un paso final de extensién a 72 °C durante 60 s.

Las secuencias gendmicas de las mutaciones se determinaron por secuenciacidn Sanger de los
productos de PCR amplificados a partir de ADN gendmico de eventos editados confirmados por HRFA,
utilizando los cebadores A y B. La secuencia del amplicdn se determind para el mutante LT46-3 en la
generacion TO y para las lineas mutantes LT16-1 y LT46-10 en plantas homocigotas de la generacién
T1.

3.3.5 Seleccion de plantas libres de T-DNA y andlisis de mutaciones no
blanco.

Se analizaron las plantas TO para determinar la presencia/ausencia de T-DNA amplificando tres
regiones diferentes de éste: el gen nptll, el promotor 35S y el cassette de ARN guias, utilizando los
cebadores C+D, E+F y G+H, respectivamente (Figura 4a y Tabla 1). También se utilizaron como control
de amplificacion en todas las muestras los cebadores I-3 Fw+Rev (Tabla 1) que amplifican el locus /-3
(Solyc07g055640), un gen enddgeno del tomate (Barillas et al., 2008). Las condiciones de las PCR
fueron las siguientes: 100-200 ng de ADN, 1x Mango Mix (Bioline, Meridian Bioscience, EE. UU.), 0,25
MM de cada cebador y agua de grado PCR hasta un volumen de 20 pL. Las condiciones de ciclado fueron
95 °C durante 3 min, seguido de 35 ciclos de 95 °C durante 30 s, 59 °C (C+D) o 52 °C (E+F, G+H, I-3
Fw+Rev) durante 30 sy 72 °C durante 30 s y un paso final de extensién a 72 °C durante 60 s.

Para detectar plantas libres de T-DNA, se analizaron individuos de las progenies T1 y T2 amplificando
el cassette de ARN guias y el control endégeno en una reaccién de PCR multiple utilizando el kit de PCR
NucleoType Plant (Macherey-Nagel, Alemania). Las plantas T1 y T2 que no amplificaron para el
cassette de ARN guias se examinaron posteriormente para detectar el gen nptlly el promotor 35Sy se
consideraron libres de T-DNA (no transgénicas) cuando la PCR fue negativa para las tres regiones
diferentes de éste.

Las plantas no transgénicas seleccionadas se analizaron para detectar la presencia de mutaciones no
blanco dentro de los genes candidatos predichos por CRISPOR (Solyc01g008780, Solyc02g078750 y
Solyc09g083050). Los tres loci se amplificaron mediante PCR utilizando los cebadores enumerados en
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la Tabla 1. Los productos de la PCR se secuenciaron utilizando el método de Sanger y se compararon

con las secuencias wild type (WT) de cada locus.

Tabla 1. Cebadores utilizados en el Capitulo 1.

Nombre Region blanco Secuencia (5' 2> 3') Referencia
A CYC-B CDS CACGACGTTGTAAAACGACTACAAGTTCCACCTCCCTCCA | Arruabarrena et al., 2023
B CYC-B CDS TTCAACAATTTCAACTTCAGCTTCT Arruabarrena et al., 2023
C nptll CDS GAGGCTATTCGGCTATGACTGG Pino et al., 2010
D nptll CDS ATCGGGAGCGGCGATACCGTA Pino et al., 2010
E 35S promoter AGATTTGCCTTTTCAATTTCAGAA Cermak et al., 2017
F 35S promoter AGTCCCCCGTGTTCTCTCCA Cermak et al., 2017
G sgRNAs cassette CTAGAAGTAGTCAAGGCGGC Cermak et al., 2017
H sgRNAs cassette GTAAAACGACGGCCAGT Cermak et al., 2017
I-3 Fw I-3 locus CAGTCATTATTAACAAATTTCAGGATCG Barillas et al., 2008
I-3 Rev I-3 locus TCTGAGCAATACGTCTAGCAGC Barillas et al., 2008
5'FAM-m13Fw - CACGACGTTGTAAAACGAC Boutin-Ganache et al., 2001
Genl CYC-B genomic TTGCGGAGGCATCACTCTAC Arruabarrena et al., 2023
Gen2 CYC-B genomic TGCGTACTTTCTCCCGTTCC Arruabarrena et al., 2023

Cebadores para regiones no blanco (Off-target)

Solyc09g083050-F TGCACACCACACAGCACTAT CRISPOR
Solyc09g083050-R ATCGTCCGATCGAAAGCGTT CRISPOR
Solyc01g008780-F GGTGGTTACTCACGTTATGCC CRISPOR
Solyc01g008780-R CCGGGCTCAAGTAACACGTA CRISPOR
Solyc02g078750.2_F TGTGGAAACCACCACCAGAA Arruabarrena et al., 2023
Solyc02g078750.2_R ATGGGGCACGACTCAATGC Arruabarrena et al., 2023

3.3.6 Determinacion de caracteristicas de calidad del fruto y contenidos de
licopeno y p-caroteno.

3.3.6a Diseflo experimental

Para la caracterizacién de frutos, las plantas se cultivaron en macetas de 10 L en un invernadero de

bioseguridad durante el otofio de 2022. El disefio experimental consistié en dos bloques con dos

repeticiones para cada genotipo (WT y LT16-cycbA7). Cada repeticion estuvo compuesta por 10

plantas. Los frutos con estadios de maduracidn Pintén y Maduro de cada repeticién se cosecharon el

mismo dia y se procesaron inmediatamente.

Para los ensayos de almacenamiento en frio, las plantas se cultivaron en macetas de 10 L en un

invernadero de bioseguridad durante el otoifio de 2023. El disefio experimental consistié en cuatro

bloques con una repeticion para cada genotipo (WT y LT16-cycbA7). Cada repeticidon estuvo compuesta

por 8 plantas. Los frutos de estadio Pintédn se cosecharon de cada repeticién el mismo dia y se

procesaron inmediatamente.
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3.3.6b Observacion de fenotipos de flores y frutos.

Se observaron flores y frutos de ambos genotipos durante los ciclos de vida de las plantas y se
documentaron con una cdmara digital.

Para observaciones microscopicas, la fruta de ambos genotipos se cosechd en el estadio de
maduracién Verde Maduro y mantuvo a 25 °C hasta lograr un color rojo externo uniforme. Se tomaron
muestras compuestas de semillas y tejido locular. Cada muestra compuesta consistid en cinco
frutos/repeticion/genotipo. Las semillas se separaron del tejido locular utilizando un tamiz de uso
doméstico y se colocaron 20 pl de la suspensidn de tejido locular en un portaobjetos de vidrio que se
cubrid con un cubreobjetos. Las imagenes se adquirieron utilizando una camara Nikon Digital Slight
1000 acoplada a un microscopio éptico Olympus BH-2.

3.3.6¢ Determinacion de caracteres de calidad del fruto.

La fruta se cosechd en dos estadios de maduracién: Pinton y Maduro. Se midié el color externo e
interno de 10 frutos/repeticidon/genotipo utilizando un colorimetro CR-400 (Konica Minolta Optics, Inc.
Japoén). Se tomaron medidas en tres lugares alrededor del plano ecuatorial de la fruta utilizando el
espacio de color CIE 1976 L*a*b*. Los valores de color se expresaron como el indice de color
modificado de Yeatman (IC) IC= 2000 x a*/L*x(a*2 + b*2)0.5 (Gomez and Camelo, 2002). El jugo de 10
frutos de cada genotipo y estadio de maduracidn se obtuvo mediante un extractor de jugo eléctricoy
se analizé inmediatamente. La acidez se determind mediante titulacion con NaOH 0,1 N. El contenido
de sélidos solubles (°Brix) se determind utilizando un refractometro digital (DBX-55, ATAGO Co., Ltd.,
Japdn). La firmeza de la fruta se determind utilizando un texturdmetro (TA-XT plus, Stable Micro
Systems, Londres, Reino Unido). Se utilizaron diez frutos individuales por repeticion y la deformacion
del fruto (mm) se cuantificé utilizando una placa de compresién de 7,5 cm de didmetro aplicando una
fuerza de 10 N y una tasa de compresién de 0,5 mm.s-1.

3.3.6d Determinaciones del contenido de licopeno y B-caroteno.

Se recolectaron muestras de tejido de diferentes partes de 10 frutos [Semillas y tejido locular (S+L),
Pericarpio (P) y Columela y Placenta (C+Pl)], asi como frutos enteros en los estadios de maduracion
Pintén y Maduro. Las muestras se congelaron y molieron usando nitrégeno liquido y se almacenaron
a -80 °C hasta su posterior analisis.

Se prepararon extractos de carotenoides utilizando 0,2 g de tejido molido congelado y 1,7 mL de
hexano:acetona:etanol (50:25:25) con 0,1% p/v de hidroxitolueno butilado. El tejido se homogeneizé
utilizando un disruptor de tejido (Bead Genie, SI-B102, Scientific Industries) con 3 esferas metalicas de
2,5 mm durante 30 s. La mezcla se centrifugd durante 3 mina 7500 x g a 4 °C. La fase superior coloreada
se filtré (0,22 um) y se transfirio a viales de vidrio de color ambar para su andlisis por HPLC. Todo el
proceso se realizé en hielo y en condiciones de poca luz.

Se utilizé un sistema de cromatografia liquida Shimadzu equipado con una bomba LC-20AT, un
muestreador automatico SIL-20ACHT, un termostato de horno de columna CTO-10ASVP, un
desgasificador DGU-20A5 y un detector de matriz de diodos SPD-M20A. Se inyectd el extracto de
carotenoides (10 pL) y los pigmentos se separaron mediante HPLC usando una columna C8 (150 mm:-
4,6 mm, tamafo de poro 5 Im) (RigelTM) con metanol:acetonitrilo:trietilamina (90:9:1) como eluyente
en un ciclo de 5,5 min usando 0,8 mL/min de flujo isocratico y 30 °C en el horno de columna. El licopeno
y el B-caroteno se identificaron mediante sus tiempos de retencién y espectros de absorcion y se
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cuantificaron utilizando curvas de calibracion para los estandares de licopeno (Extrasynthese) y B-
caroteno (Extrasynthese). Los datos se analizaron utilizando el software LabSolutions de Shimadzu.

3.3.6e Desarrollo del color poscosecha de frutos y almacenamiento en frio.

Los frutos cosechados de los genotipos WT (n=11) y LT16-cycbA7 (n=24) en el estadio de maduracion
Pinton se mantuvieron a 25 °C durante seis dias con iluminacién natural. Los cambios de color externo
se documentaron diariamente. El color externo e interno se midié 6 dias después de la cosecha (DPC),
como se describe en la seccion 3.3.6c¢.

La fruta de ambos genotipos se almacend a 5 °C y 95 % de humedad relativa durante 13 dias. Los
sintomas de dafio por frio (manchas marrones deprimidas, deshidratacion y pudriciones) se
registraron después de 13 dias de almacenamiento en frio y se expresaron como la proporcién
promedio de fruta con sintomas (incidencia) (Min et al., 2018). En este experimento se utilizaron
cuatro repeticiones de 10 frutos por genotipo.

3.3.6f Deteccion histoquimica de malondialdehido (MDA) mediante el reactivo de Schiff

Se extirparon discos de epidermis de frutos almacenados a 5 °C y 95% de humedad relativa durante
13 dias utilizando un punzén de 7 mm y pinzas. Se sumergieron completamente diez discos por
genotipo en Reactivo de Schiff (Sigma) durante 60 min a temperatura ambiente. El lavado posterior se
realizd sumergiendo los discos de epidermis en etanol hirviendo 3-4 veces hasta que el etanol
permanecio sin color (Chen et al., 2023). Los discos de epidermis se documentaron utilizando una
camara Nikon Digital Slight 1000 acoplada a un microscopio estereoscdpico Nikon SMZ800N. Una
coloracidon rosa mas intensa indica un mayor contenido de MDAy, por tanto, peroxidacidn lipidica en
el tejido.

3.3.7 Andlisis estadistico

Para el analisis de segregacion de las mutaciones en la progenie de LT16-1 se aplicé una prueba de Chi-
cuadrado para verificar la bondad de ajuste entre los modelos de segregacidn Mendeliana observados
y esperados. Para las variables con distribucion normal se realizé un andlisis de varianza para
establecer diferencias entre el genotipo editado y no editado, utilizando la prueba de Tukey (*p<0,1;
**p<0,05). En el caso de incidencia de dafio por frio, se trabajé con modelos lineales generalizados-
MLGM, asumiendo una distribucién binomial de la variable de respuesta, el genotipo como efecto fijo,
los frutos totales como covariable y la funcién de enlace logit. En las Tablas 3 y 4 los valores
representan las medias + el error estandar (EE).

3.4 Resultados

3.4.1 Generacion de alelos mutantes knockout para CYC-B en lineas elite de
tomate con crecimiento indeterminado.

El genoma del tomate contiene tres genes que codifican enzimas con actividad licopeno B-ciclasa
probada o predicha: Solyc06g074240 (B, CYC-B), Solyc04g040190 (CRTL1, LYCB-1) y Solyc109g079480
(LYCB-2) (www.solgenomics.net). CYC-B es el Unico gen que codifica una licopeno B-ciclasa que se
expresa especificamente en tejidos de flores y frutos que contienen cromoplastos (Pecker et al., 1996;
Ronen et al., 2000). Para promover la acumulaciéon de licopeno en el fruto de plantas de tomate que
exhiben un crecimiento indeterminado, se utilizdé el sistema de edicidn génica CRISPR-Cas9 para
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generar mutantes knockout CYC-B directamente en el locus Beta de genotipos de tomate que portan
el alelo SP wild type (Solyc06g074350).

Los ARN guias (g1 y g2) disefiados fueron seleccionados en funcion de sus eficiencias predichas,
considerando para la seleccion los que presentaron el minimo de posibles sitios no blanco y una
actividad in vitro eficiente (Figura 3a y 3b). Las secuencias de ambos ARN guias fueron utilizadas para
generar una construccién en el vector binario pDIRECT22C que contiene un cassette para la expresion
policistronica de los dos ARN guias y un cassette para la expresion de Cas9 y Csy4. Esta construccion
(Cas9-SICYC-B-271-41) fue introducida en dos genotipos de tomate (LT16 y LT46) con habito de
crecimiento indeterminado via transformacién mediada por Agrobacterium tumefaciens, logrando
eficiencias de transformacién que varian entre 0,13 a 3 % para LT16 y de 0,75 a 3,6 % para LT46.

Se identificaron tres plantas TO editadas, una de ellas homocigota monoalélica y dos heterocigotas
bialélicas para las mutaciones detectadas. En total, se identificaron en estas plantas cinco alelos
mutantes diferentes con distintas deleciones dentro del gen CYC-B: cycbA229 en LT46-3, los alelos
cycbAly cycbA2 en LT46-10, y los alelos cycbA4 y cycbA7 en LT16-1 (Figura 3c). Todos estos alelos se
caracterizaron al nivel de secuencia, excepto el alelo cycbAl, ya que no se detectaron plantas
homocigotas en las generaciones T1 o T2 utilizando HRFA (Figura 3d). La linea mutante LT46-cycbA229
contenia una delecidn de 229 pb, que incluia la secuencia completa entre los sitios blanco de los ARN
guial y ARN guia2. La linea mutante LT46-cycbA2 mostrd una Unica delecion de 2 pb dentro del sitio
blanco del ARN guial y ningin cambio en el sitio blanco del ARN guia2. El mutante LT16-cycbAd
contenia dos deleciones independientes dentro de los sitios blanco de los ARN guial (1 pb) y ARN guia2
(3 pb), y el mutante LT16-cycbA7 exhibié una delecién de 6 pb en el ARN guial y una eliminacién de 1
pb en el sitio blanco del ARN guia2 (Figura 3d). Todos los alelos mutantes secuenciados generaron
codones de terminacién prematuros en las secuencias de aminodcidos predichas, lo que
presumiblemente resulté en proteinas no funcionales debido a la pérdida del dominio conservado de
B-licopeno ciclasa (Figura 3e).
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Figura 3. ARN guias, actividad in vitro y genotipado de mutaciones obtenidas. (a) Esquema del gen CYC-
B (Solyc06g074240). La posicion de los ARN guial (g1) y ARN guia2 (g2) se indica con barras verdes y
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purpuras, respectivamente. Las posiciones de las mutaciones og y og°¢ se indica con tridangulos negros
y las flechas rojas indican la posicion de los cebadores A y B utilizados para el genotipado (Tabla 1). (b)
Ensayo de actividad in vitro de los complejos Cas9-ARN guial y Cas9-ARN guia2 utilizando como molde
una regién gendmica de 3212 pb que contiene el gen CYC-B. Los cebadores Genl y Gen2 (Tabla 1)
utilizados para la amplificacién por PCR de esta regidn se indican en el esquema con flechas rojas. Los
tamafios esperados luego de la digestion se indican debajo. (c) Analisis de Fragmento de Alta
Resolucidn (HRFA) de los productos de amplificacion con los cebadores A y B acoplados al cebador
m13 marcado con FAM. Al lado de cada cromatograma se indica el genotipo y los tamafios de cada
pico. (d) Posicion de los sitios blanco de los ARN guial y 2 en la secuencia del genotipo WT y las lineas
editadas. (e) Esquema de las proteinas CYC-B predichas del genotipo WT vy las lineas editadas. En
anaranjado se indica el dominio conservado Licopeno B ciclasa.

Se selecciond la linea editada LT16-1 para profundizar en la caracterizacién molecular y fenotipica en
base a la naturaleza de los alelos mutantes, que presentan algunas ventajas sobre los de las otras
lineas. En LT16-1, los tamafios de las deleciones (4 y 7 pb) fueron lo suficientemente pequefios como
para que la linea de tomate resultante se considerara no OGM en futuras evaluaciones de
bioseguridad; las deleciones estaban presentes en ambos sitios blanco, haciéndolas menos propensas
a revertirse; y finalmente, la diferencia de tamafio de 3 pb entre los alelos mutantes presentes en la
linea LT16-1 facilité la deteccidon de homocigotas, asi como el analisis de segregacidn utilizando HRFA.

Para el analisis de segregacion de los alelos mutantes, se seleccionaron 61 plantas en la progenie T1
de la linea LT16-1. Dieciséis plantas fueron homocigotas para cycbA4, 19 para cycbA7 y 26 fueron
heterocigotas (Tabla 2). Los nUmeros observados se ajustan a la proporcion de segregacion esperada
de 1:2:1 consistente con la herencia mendeliana segun la prueba de Chi-cuadrado (x2= 1,94, p=0,38).

Tabla 2. Eficiencia de edicion en las lineas LT16 y LT46 y segregacion de alelos editados y T-DNA en
LT16-1.

Genotipo transformado LT16 LT46
Eficiencia de edicién 0,071 0,086
Genotipo LT16 LT16 LT16

cycbA4 [cycbA4  cycbA4 [cycbA7  cycbA7 [cycbA7

Segregacion de los alelos mutantes
cycbA7 and cycbA4 en la progenie
LT16-1 T1 (# de plantas /# de
plantas T1 analizadas).

Numero de plantas mutantes
homocigotas libres de T-DNA (T1 0/16 -/- 1/19
libres de T-DNA /analizadas).

Numero de plantas mutantes

homocigotas libres de T-DNA (T2 7/49 -/- 5/24
libres de T-DNA /analizadas).

16/61 26/61 19/61

3.4.2 Identificacion de plantas libres de T-DNA en las progenies T1y T2 y
analisis de posibles mutaciones en sitios no blanco.

Para identificar lineas mutantes libres de transgenes, se analizé el ADN gendmico de los mutantes
homocigotos LT16-cycbA7 y LT16-cycbA4, para detectar la presencia del cassette de expresidn de los
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ARN guia (cebadores G y H). Se utilizé6 como control interno de amplificacion el locus /-3 enddgeno
utilizando los cebadores |-3 Forward & Reverse. Para la linea LT16-cycbA7 se identificé una planta
homocigota en la progenie T1 negativa para la amplificacién del T-DNA y cinco en la progenie T2.
Ademas, también se identificaron siete plantas homocigotas LT16-cycbA4 libres de T-DNA en la
progenie T2 (Tabla 2). Una de estas lineas, LT16-cycbA7, se analizd adicionalmente para detectar la
presencia del gen nptll (cebadores C y D) y el promotor 35S (cebadores E y F) y se selecciond para
futuros experimentos porque no se detecté amplificacion para ninguna de las PCR (Figuras 4a y 4b,
Tabla 1).

Posteriormente, la linea LT16-cycbA7 editada sin transgenes se analizé para detectar la presencia de
mutaciones en tres posibles sitios no blanco predichos, ubicados en exones de los genes
Solyc01g008780 y Solyc09g083050 y en un intrén del gen Solyc02g078750. Se utilizé6 ADN gendmico
para la amplificacion por PCR de estas secuencias utilizando los cebadores enumerados en la Tabla 1.
La secuenciacién de estos amplicones revelé la ausencia de mutaciones en los sitios no blanco
analizados para la planta editada LT16-cycbA7 seleccionada (Figura 4c).

(a) (c)
Gen no blanco  Genotipo Secuencias de Guia 1y sitios no blanco
B S E P2A NLS S, RB COTCTCCTACACCCT: c
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” e LT16-cycbA7 TATGCCTGTGCCCCTCCTCCC TGTTTTTTTTGACTGGT
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<6 <'|': <,;; ceTeTe AG(
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Solyc099083050. | T16.cycbA7 TTGAAGGCCTCCOCTGCTACAGCCATTAGGTCTTTAGACAGCGCGACCCT
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Figura 4. Identificacidn de plantas libres de T-DNA y caracterizacidén de la secuencia de potenciales
sitios no blanco en la linea libre de T-DNA LT16-cycbA7. (a) Esquema del T-DNA correspondiente a la
construccion Cas9-SICYC-B-271-41. Las secuencias codificantes se indican con flechas azules, las
regiones reguladoras (promotores y terminadores) con rectangulos grises, los ARN guias con
rectangulos negros y verde para el ARN guial y purpura para el ARN guia2, los sitios de corte de Csy4
se indican con tridngulos negros y los bordes derecho e izquierdo, asi como los cebadores utilizados se
indican con rojo (flechas en el caso de los cebadores). (b) Geles de agarosa para las cuatro regiones
amplificadas correspondientes al gen nptll (cebadores C+D), cassette de ARN guias (guides) (G+H),
promotor 35Sp (E+F) y gen control enddgeno (I-3 Fw+Rev). 1. Marcador de peso molecular
Hyperladder 50bp (Meridian), 2. LT16 WT, 3. LT16-cycbA7, 4. LT16-1 TO transgénica, 5. Control de
reaccion sin ADN. (c) Secuencia de ADN correspondiente a los sitios no blanco potenciales predichos
para el ARN guial de los genes Solyc01g008780, Solyc09g083050 and Solyc02g078750. Comparacion
de la secuencia de LT16 WT con la de LT16-cycbA7. Las diferencias entre la secuencia del ARN guialy
el sitio no blanco potencial estan resaltadas en color negro y con negrita. Abajo se pueden observar
los cromatogramas correspondientes obtenidos por secuenciacion Sanger.
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3.4.3 Fenotipos de flores y frutos mutantes LT16-cyc-bA7.

Para analizar el efecto de la mutacién A7 de pérdida de funcién de CYC-B en el desarrollo de las plantas
y la acumulacién de licopeno, se cultivaron plantas mutantes LT16-cycbA7 y se compararon sus
caracteristicas fenotipicas con el genotipo parental sin editar (WT) durante todo su ciclo de vida. No
se observaron diferencias en la morfologia vegetativa y la progresion del desarrollo entre la linea LT16-
cycbA7 y el genotipo WT. Sin embargo, al igual que con los mutantes naturales og y og¢, se observaron
claras diferencias fenotipicas en la pigmentacidén de flores y frutos de LT16-cycbA7. Las flores del
mutante mostraron pétalos y anteras de color anaranjado en contraste con las flores de color amarillo
brillante del genotipo WT (Figura 5). Ademas, la fruta del mutante LT16-cycbA7 mostrd un desarrollo
de color rojo mas temprano en el estadio Pintdn, especificamente en la columela, la placentay el tejido
locular que rodea las semillas (Figuras 5y 6). Esto también fue evidente en el estadio Maduro, donde
la columela mostrd un color rojo mas oscuro y la placenta y el tejido locular eran rojos en lugar de
anaranjados (Figura 5).

El indice de color externo e interno (IC) de la fruta también mostré diferencias significativas entre LT16-
cycbA7 y el genotipo WT. En el estadio Pintdn, el indice de color externo fue 1,92 veces mayor para
LT16-cycbA7 que para el genotipo WT (IC 7,32 versus 3,8, respectivamente), mientras que, en el
estadio Maduro, el IC fue 1,42 veces mayor en LT16-cycbA7 que el del genotipo WT (IC 29,55 versus
20,85, respectivamente). Asimismo, para el indice de color interno, los valores de LT16-cycbA7 fueron
1.36 veces mayores en el estadio Pintén (IC 21.04 y 15.42 para LT16-cycbA7 y WT, respectivamente) y
1.17 veces mayores en el estadio Maduro (Cl 26.38 y 22.5 para LT16-cycbA7 y WT, respectivamente)
(Figura 5).

Flor Pintéon Maduro

|.C. externo
I.C. interno 15.42™ 22.50™
Licopeno (ug/g PF) 15.00** 40.00
B-caroteno (ug/g PF) 5.40" 6.00™*

[0
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(&)
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I.C. externo ; 29.55
I.C. interno 21.04* 26.38™"
Licopeno (ug/g PF) 26.00™" 48.20
B-caroteno (ug/g PF) 2.90" 2.70"

Figura 5. Caracterizacion fenotipica de la linea LT16-cycbA7 en comparacion con LT16 WT. Detalle de
Flor y aspecto interno de los frutos en estadios Pintén y Maduro. Debajo de la imagen de cada fruto
se indican los valores de indice de Color (I.C.) externo e interno y contenido de licopeno y B-caroteno
expresado en pg/g de peso fresco (PF) para cada genotipo en el estadio correspondiente de
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maduracién (Pinton y Maduro). Los valores representan las medias. Dos asteriscos indican diferencias
significativas entre genotipos para el estadio de maduracién correspondiente (p < 0,05).

También se observaron diferencias fenotipicas a nivel microscépico en células del tejido locular. Las
células intactas de LT16-cycbA7 presentaron abundantes cromoplastos cristaloides de licopeno en
contraste con las células del genotipo WT, que exhibieron principalmente cromoplastos redondos que
contenian B-caroteno y pocos cromoplastos cristaloides de licopeno (Figura 6). Ademas, los cristales
de licopeno eran mas abundantes y grandes en LT16-cycbA7 que en el genotipo WT. Por el contrario,
el tejido locular del genotipo salvaje presenté predominantemente estructuras anaranjadas pequefias
y redondas y algunos cristales de licopeno mds pequefios (Figura 6). El tamafio de los cristales de
licopeno observados en LT16-cycbA7 oscild entre 13 y 39 um, mientras que el tamario de los cristales
en muestras del genotipo WT oscild entre 4,3y 11 um.

Tejido locular, células intactas y cromoplastos
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Figura 6. Tejido locular y células individuales representativas donde se evidencian los cromoplastos
caracteristicos en cada genotipo (WT y cycbA7). Abajo de cada imagen se indican los valores del
contenido de licopeno y B-caroteno expresado en pg/g de PF. Los valores representan las medias. Dos
asteriscos indican diferencias significativas entre genotipos para el estadio de maduracidon
correspondiente (p < 0,05).

3.4.4 Calidad del fruto del mutante LT16-cycbA7 en los estadios de
maduracion Pinton y Rojo Maduro.

Para determinar si la pérdida de actividad de CYC-B afectd la calidad del fruto en la linea LT16-cycbA7
editada, se evalud en diferentes estadios de maduracion del genotipo editado y su parental no editado.
No se detectaron diferencias en la firmeza, acidez y contenido de sélidos solubles (°Brix) de la fruta de
LT16-cycbA7, en comparacion con la del genotipo WT (Tabla 3). Sin embargo, se observaron diferencias
significativas en el color y el contenido de licopeno y B-caroteno en la fruta LT16-cycbA7 en
comparacion con la fruta del genotipo WT (Figura 5). En el estadio Pintdn, el contenido de licopeno
LT16-cycbA7 de fue 1,75 veces mayor cuando se muestred fruta entera (26,3 pg/g PF en LT16-cycbA7
y 15,0 ug/g PF en WT), 1,66 veces mayor cuando se muestreo tejido de columela y placenta y 1,79
veces mayor en la muestra de semillas y tejido locular (Figura 6, Tabla 4). Sin embargo, en el estadio
Maduro, el contenido de licopeno en LT16-cycbA7 solo fue mayor en la muestra de semilla y tejido
locular (1,72 veces) y en la muestra de columela y la placenta (1,3 veces). En contraste, el contenido
de B-caroteno fue significativamente menor para todos los tejidos muestreados en ambos estadios de
maduracién, desde 1,35 veces menor en el pericarpio del fruto Maduro hasta 4,90 veces menor en la
columela y placenta del fruto rojo maduro (1,0 pug/g PF en LT16-cycbA7 y 4,9 ug/g PF en WT) (Tabla 4).
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El desarrollo del color poscosecha de los frutos mostré diferencias significativas entre LT16-cycbA7 y
el genotipo WT. Cuando se cosecharon en el estadio Pinton, los frutos LT16-cycbA7 presentaron color
externo rosado, mientras que los del genotipo WT eran de color verde amarillento con manchas
anaranjadas (Figura 7 'Cosecha'). Durante el proceso de maduracion poscosecha, el fruto LT16-cycbA7
desarrollé un color rojo externo mas uniforme antes que el genotipo WT (Figura 7, 1, y 6 DPC). Después
de seis dias, el indice de color externo de la fruta LT16-cycbA7 fue 1,35 veces mayor (IC 32,94) que el
de la fruta WT (IC 23,64). De manera similar, el indice de color interno en LT16-cycbA7 fue 1,39 veces
mayor y se distribuyé de manera mas uniforme en las partes internas del fruto (Figura 7 ‘6 DPC’).

Tabla 3. Determinaciones de Calidad de fruta para los estadios Pintén y Maduro de LT16-WT y LT16-
cycbA7.

Estadio de madurez Pinton Maduro

Genotipo WT LT16-cycbA7 WT LT16-cycbA7
Acidez titulable (%) 0,20 £ 0,00 0,21+0,01 0,21 £ 0,00 0,21+0,01
Contenido de solidos

solubles (°Brix)
Firmeza (deformacion

del fruto, mm)

Los valores corresponden a la media + EE. Se utilizaron 10 frutos por repeticion
bioldgica. No se encontraron diferencias significativas para ninguno de las variables

determinadas (ANOVA, p<0,05).

3,51+0,11 3,52 +£0,06 3,48+0,19 3,71+0,12

1,6 +0,04 1,4+0,11 2,4+0,37 2,0+£0,34

Tabla 4. Concentracién de Licopeno y B-caroteno en distintos tejidos de frutos en los estadios Pintén
y Maduro.

Pericarpio
(P)
Genotipo WT LT16-cycbA7 WT LT16-cycbA7 WT LT16-cycbA7 WT LT16-cycbA7

Parte del fruto  Semillas + Tejido locular Columela + Placenta Fruto completo

Estadio Pinton

Licopeno 19,3+3,4** 345+23** 16,6+1,8* 27,6+1,5** 16,9+3,3 248+28 150+1,6%* 26,3+1,8**

B-Caroteno 8,7+0,4%* 3,2+0,1** 4,5+0,4** 14x0,2** 4,6+0,3* 3,4+0,2** 54+0,3** 29+0,2**

Estadio Maduro

Licopeno 24,5+4,0%*% 42,3+4,1** 284+24* 37,0+3,5* 51,7+7,8 52,9+5,7 40+5,3 48,2 +4,6
B-Caroteno 7,7+0,6** 2,7+0,1** 49%0,3** 10+0,1** 5,6%0,6** 3,2+04** 6,0£04* 2,7+0,3**

LT16 wild type (WT) y linea editada (LT16-cycbA7). Los valores son la media + EE y estan expresados
en pg/g PF. Un asterisco indica diferencias significativas en medias entre WT y LT16-cycbA7 con p<0,1
y dos asteriscos con p<0,05 de acuerdo con la prueba de Tukey.
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Figura 7. Desarrollo de color poscosecha de frutos cosechados en el estadio Pintdn de LT16-WTy LT16-
cycbA7 almacenados a 25 °C. DPC: dias poscosecha, I.C.: indice de color. Los valores representan las
medias. Dos asteriscos indican diferencias significativas entre genotipos (p < 0,05).

3.4.5 Almacenamiento en frio.

Los frutos de genotipos editados y WT se cosecharon en el estadio Pinton y se almacenaron durante
13 dias a 5 °C. Luego de este periodo, el porcentaje de frutos con sintomas visibles de DPF fue
notablemente menor en LT16-cycbA7 (20 %), en comparacion con el WT (63 %) (Figura 8a). Ademas,
los niveles de peroxidacion lipidica inducida por la baja temperatura en la epidermis de la fruta fueron
evidentemente mas bajos en LT16-cycbA7 que en WT (Figura 8b). Estos resultados sugieren que la
acumulacién temprana de licopeno durante la maduracién de la fruta favorece la tolerancia al frio y
previene el dafio inducido por las bajas temperaturas. Hasta donde sabemos, este es el primer trabajo
que establece una asociacién directa entre el contenido de licopeno y la tolerancia al frio en el tomate.

(a) (b)

13 dias a 5°C Tincion con reactivo de Schiff

80
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60-
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404
304
204
104

*

LT16-cycbA7 LT16 WT

o
1

Porcentaje de frutos dafiados (%)

BLT16 WT
B T16-cycbA7

Figura 8. Caracterizacién del dafio por frio en frutos cosechados en el estadio Pintén de LT16-WT y
LT16-cycbA7. (a) Porcentaje de frutos con sintomas de dafio por frio luego de 13 dias de
almacenamiento a 5 °C. Los valores representan las medias + EE. Un asterisco indica diferencias
significativas entre genotipos (p < 0,05). (b) Deteccién histoquimica de malondialdehido por tincién
con reactivo de Schiff de discos de epidermis de frutos almacenados a 5 °C por 19 dias.
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3.5 Discusion y conclusiones

En el transcurso de las ultimas décadas, se han identificado varios mutantes de tomate que exhiben
una mayor acumulacién de licopeno en frutas (Wann et al., 1985; Peters et al., 1989; Van Tuinen et
al., 1997). Se han aislado y caracterizado los genes subyacentes a estas mutaciones, incluidos CYC-B
para las mutaciones og y og° (Ronen et al., 2000; Hwang et al., 2016; Mohan et al., 2016), DET1 para
el mutante high pigment 2 (hp2) (Mustilli et al., 1999) y DDB1 para el mutante high pigment 1 (hp1)
(Lieberman et al.,, 2004; Liu et al., 2004). DDB1 (UV-Damaged DNA Binding proteinl) y DET1
(Deetiolated1) son dos proteinas que interactian y desempefian un papel en la fotomorfogénesis y
tienen una influencia indirecta en la acumulacién de carotenoides y el color de la fruta (Peters et al.,
1989; Mustilli et al., 1999; Schroeder et al., 2002; Hunziker et al., 2020). Debido a la funcién reguladora
de los genes DET1 y DDB1, ademas del mayor contenido de carotenoides, los mutantes hp presentan
alteraciones en diversas sefiales del desarrollo, incluyendo el desarrollo del fruto, la maduracién y las
respuestas a la luz (Cookson et al., 2003; Liu et al., 2004; Levin et al., 2006). Por el contrario, CYC-B es
un gen estructural en la ruta de sintesis de los carotenoides, y el aumento de licopeno observado en
los mutantes og y og°¢ resulta de una interferencia directa con el catabolismo de este pigmento en las
frutas, sin afectar otros procesos fisioldgicos de la planta (Ronen et al., 2000).

En este capitulo, utilizamos CRISPR-Cas9 para interrumpir el gen CYC-B en dos genotipos elite de
tomate (LT16 y LT46) que albergan alelos SP wild type, creando germoplasma novedoso con una
combinacién genética original que puede incorporarse facilmente a programas de mejoramiento. Las
lineas knockout de cyc-b editadas resultantes presentaron habito de crecimiento indeterminado y un
mayor contenido de licopeno en la fruta, superando el estrecho ligamiento genético en fase de
repulsidn que existia entre estos dos importantes caracteres.

Para interrumpir el gen CYC-B, se disefiaron y expresaron dos ARN guias (gl y g2) dirigidos a la
secuencia codificante del gen CYC-B en las posiciones 41 y 271 pb del codén ATG (Figuras 3a y d).
Obtuvimos cinco alelos knockout diferentes para CYC-B, que contienen pequefias deleciones (1, 2, 4 o
7 pb) o una delecion mayor (229 pb). Todos los alelos editados obtenidos codifican para proteinas CYC-
B truncas no funcionales (Figura 3d). Las frecuencias de edicion obtenidas en este trabajo (0,071 para
el genotipo LT16 y 0,086 para LT46, Tabla 2) fueron similares a las reportadas para otros genotipos de
tomate, oscilando entre 0,03 y 0,83 para Micro-Tom, 0 a 0,95 para Alicia Craig y 0,72 promedio para
M82) (Cermak et al., 2015; Pan et al., 2016; Yu et al., 2017; Li et al., 2018). Ademas, obtuvimos lineas
editadas homocigotas sin T-DNA en las dos primeras generaciones posteriores a la transformacion de
la planta que fueron utilizadas para el fenotipado (Figura 4 y Tabla 2).

La caracterizacidn fenotipica de las lineas de tomate editadas demostré que la interrupcion de CYC-B
afecta el color de las flores y los frutos, asi como los niveles de licopeno y 3-caroteno en frutos mientras
que otros caracteres de calidad no cambian en comparacion con el genotipo no editado (acidez,
contenido de solidos solubles, y firmeza fueron similares al genotipo parental no editado) (Figura 5,
Tablas 3 y 4). Tampoco se observaron, al igual que ocurre con los mutantes og y og¢, alteraciones en
el desarrollo de la planta en las lineas editadas en comparacion con el genotipo WT.

El licopeno representa el 90% del total de carotenoides en frutos de tomate rojo maduros, seguido del
B-caroteno (7%), la luteina (2%) vy el fitoeno y fitoflueno (1%) (Ronen et al., 2000). En general, para la
fruta madura, los mutantes og¢ tienen contenidos mayores de licopeno y menores de B-caroteno que
los genotipos salvajes (Ronen et al., 2000; llahy et al., 2018). Sin embargo, se ha reportado en algunos
trabajos un aumento en los niveles de B-caroteno ademas del licopeno para algunos genotipos con
alelos CYC-B no funcionales (Silletti et al., 2013; llahy et al., 2018; Hunziker et al., 2022). En este trabajo,
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el contenido de B-caroteno fue menor en la linea mutante (LT16-cycbA7) tanto para el estadio Pintén
como Maduro, en todas las partes analizadas del fruto (Tabla 4). Por el contrario, el contenido de
licopeno fue significativamente mayor en LT16-cycbA7 exclusivamente en el estadio Pintén, en
comparacion con el genotipo WT. Curiosamente, en el estadio Maduro, las partes del fruto
'semillas+tejido locular' (p<0,05) y 'columella+placenta’ (p<0,1) de la linea mutante presentaron
niveles mas altos de licopeno en comparacién con el genotipo WT, pero no fue el caso en el pericarpio.
Esto sugiere que otras enzimas con actividad licopeno ciclasa distintas de CYC-B pueden estar actuando
en esta parte del fruto evitando una mayor acumulacién de licopeno en el pericarpio de las lineas cyc-
b knockout y también podrian explicar los niveles presentes de B-caroteno en estas frutas. Los genes
que codifican proteinas con tal actividad incluyen LCYB-1 o CrtL-b (Solyc049040190), que codifica una
enzima licopeno B-ciclasa de localizacion cloroplastica que se expresa en tejidos verdes y flores y cuyos
niveles de ARNm disminuyen durante la maduracion de la fruta (Ronen et al., 2000)
(http://bar.utoronto.ca/eplant tomato/). De acuerdo con la informacién disponible en el sitio

“Tomato Expression Atlas” (https://tea.solgenomics.net/), durante el proceso de desarrollo y

maduracién del fruto del cultivar M82, existe una expresion diferencial de los genes CYC-By LCYB-1 en
distintas partes del fruto: el gen CYC-B se expresa mas en la columela, la placenta y el tejido locular,
mientras que LCYB-1 tiene una mayor expresién en el pericarpio en el estadio Pintén y en etapas
posteriores de maduracion del fruto (Figura 9) (Fernandez-Pozo et al., 2017). Otro ejemplo es LCYB-2
(Solyc10g079480), que codifica una proteina que contiene dominios asociados con la actividad B-
ciclasa y se acumula predominantemente en hojas y flores (https://solgenomics.net/,

http://bar.utoronto.ca/eplant tomato/). Finalmente, LCY-€ o CrtL-e (Solyc12g08980) codifica para la

enzima licopeno € ciclasa, una proteina que se localiza tanto en cloroplastos como en cromoplastos y
que, al igual que CYC-B, su expresion se regula negativamente durante la maduracion del fruto
(http://bar.utoronto.ca/eplant tomato/) (Ronen et al., 1999; Giorio et al., 2013; Shinozaki et al.,
2018).
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Locyiar sssus Septum 3.85 1.9 5.16 5.59 466 3.23 277 284 295 464
Piacenta Columella 2548 | 1038 | 2398 | 7.78 | 27.07| 6.73 | 17.72| 533 | 18.04| 8.19
Columelia Placenta 1248 | 1357 | 1912 | 5.06 13.4 2385 124 2.31 6.67 374
Seeds ILocular tissue| 7.27 | 1271 | 6.21 273 1.54 124 0.86 0.58 0.51 0.73
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Figura 9. Patrones de expresidon génica de CYC-B y LCB-1 en diferentes partes del fruto de S.
lycopersicum cv. M82 durante la maduracion (Verde Maduro: Mature Green, Breaker: Pintén, Light
Red: Rojo Claro y Red Ripe: Maduro). (a) Representacion visual: rojo oscuro corresponde a mayores
niveles de expresion, amarillo a niveles menores. (b) Valores numéricos expresados como RPM (Reads
Per Million mapped reads) (Shinozaki et al., 2018).

El fruto del tomate es sensible al DPF cuando se expone a bajas temperaturas (< 13 °C) (Wang, 2010;
Zhang et al., 2010). Los sintomas del dafio por frio en la fruta incluyen maduracion desigual, cambios
de textura, aroma y sabor deficientes, depresiones y manchas en la piel, y pueden aparecer en
diferentes etapas de la cadena de comercializacidon y consumo: en la planta, durante el transporte o
incluso cuando se almacenan en refrigeradores domésticos (Biswas et al., 2016; Rai et al., 2022). Varios
trabajos describen estrategias de manejo pre y poscosecha para prevenir y mitigar el desarrollo de
dichos sintomas. Se ha reportado que la iluminacién LED azul antes de la cosecha induce tolerancia al
frio (Affandi et al., 2022). También que los tratamientos poscosecha, como la aplicacidon exdgena de
acido oxdlico, jasmonato vy salicilato de metilo, melatonina y cera, previenen el desarrollo de los
sintomas (Ding et al., 2001; Mejia-Torres et al., 2009; Li et al., 2016; Jannatizadeh et al., 2019). Ademas,
diferentes tratamientos térmicos antes del almacenamiento en frio (Luengwilai et al., 2012; Zhang et
al., 2013; Wang et al., 2015) y el uso de atmdsferas de almacenamiento modificadas (Rai et al., 2022),
disminuyen los sintomas de dafio por frio. El gran nimero de trabajos enfocados en esta problematica
resaltan su relevancia en el manejo postcosecha de tomate.

El dafio generado por temperaturas bajas estd asociado con la pérdida de permeabilidad de la
membrana celular y la acumulacién de especies reactivas de oxigeno (ROS) como resultado de la
exposicidn a bajas temperaturas. Se ha demostrado que las frutas sensibles al frio contienen menos
antioxidantes o producen mas ROS que las frutas tolerantes (Hodges et al., 2004), lo que lleva al dafio
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celular y consecuente desarrollo de los sintomas. El licopeno es un poderoso antioxidante y se ha
reportado que su funcidon protectora durante el estrés por frio en la cdscara de pomelo
(especificamente en el flavedo, la parte coloreada) esta asociada con mayor capacidad de eliminar las
ROS (Lado et al., 2015b; Lado et al., 2016a). En este trabajo demostramos que la linea de tomate LT16-
cycbA7 editada, que acumula niveles mas altos de licopeno, es mas tolerante al dafio por frio que el
genotipo WT durante el almacenamiento en frio poscosecha (Figura 8). Estos resultados sugieren que
la acumulacién temprana de licopeno durante la maduracién en frutas editadas podria ayudar a
mitigar el desarrollo de sintomas de dafio por frio en los tomates. Este es el primer reporte que
establece una asociacion clara entre el contenido de licopeno vy la tolerancia al frio en el fruto del
tomate.

El incremento del contenido de licopeno en la fruta de plantas editadas también mejord el indice de
color en los estadios Pintén y Maduro, tanto para la coloracién externa como interna (Figura 5). Los
cambios de color y perfil de carotenoides también se relacionaron con grandes diferencias en las
estructuras de los cromoplastos del tejido locular de ambos genotipos. La linea LT16-cycbA7 editada
mostro cristales de licopeno mas grandes y abundantes que el genotipo salvaje, donde predominaron
las estructuras de acumulacién de B-caroteno, y los cristales de licopeno eran escasos y mas pequefios
(Figura 6). La mayoria de los autores han descrito cromoplastos cristaloides de licopeno en células del
mesocarpio de tomates maduros (Rosso, 1968; Nguyen et al., 2001; Jeffery et al., 2012; Schweiggert
et al., 2012; Torres-Montilla and Rodriguez-Concepcion, 2021). El B-caroteno también se acumula en
estructuras cristaloides, asi como en estructuras similares a plastoglobulos (Nguyen et al., 2001; Maass
et al., 2009; Schweiggert et al., 2011; Schweiggert et al., 2012). En los tomates, estas estructuras son
menos comunes en las células del pericarpio del fruto. Sin embargo, las estructuras de cromoplastos
que acumulan carotenoides en el tejido locular que rodea las semillas de tomate no se han descrito
previamente. En el presente estudio, encontramos que el tejido locular del genotipo WT almacena
principalmente B-caroteno en estructuras similares a plastoglobulos de forma redonda, y los
cromoplastos cristaloides de licopeno son mds pequefios y menos abundantes que en la linea editada
LT16-cycbA7, donde los cromoplastos cristaloides de licopeno son las estructuras predominantes.

Adicionalmente, la edicién de CYC-B resultdé en fruta con un color rojo mas uniforme que el del
genotipo WT durante la maduracidon poscosecha del fruto a 25 °C (Figura 7). Este desarrollo
homogéneo de color durante la maduracién poscosecha representa una ventaja comercial adicional
para la cadena de comercializacién de tomate de consumo en fresco, donde la cosecha se realiza en el
estadio Pintén y los frutos maduran en transito o durante el almacenamiento previo a su
comercializacién.

En este trabajo se demostré que CRISPR-Cas9 es una herramienta Util y poderosa para romper
ligamientos genéticos no deseados de caracteres de interés en el mejoramiento genético de tomate.
Esta herramienta fue utilizada para mutagenizar genes estrechamente ligados en maiz, arroz, Setaria
viridis y 4lamo (Doll et al., 2019; Hu et al., 2020; Weiss et al., 2020; Chen et al., 2022). En arroz, ademas,
se utilizd para romper el ligamiento genético entre los genes OsC1 y OsS5n que estan estrechamente
ligados genéticamente en el cromosoma 6 (Sanfeng et al., 2020).

En el tomate, CYC-By otros genes, como DET1y DDB1, han sido blanco para la edicién génica utilizando
CRISPR-Cas, imitando mutaciones naturales de genotipos con alto contenido de licopeno (Li et al.,
2018; Hunziker et al., 2020; Lakshmi Jayaraj et al., 2021; Yang et al., 2022). En el tomate silvestre S.
pimpinellifolium, se logré la edicidon simultanea de los genes SP y CYC-B para generar un habito de
crecimiento determinado y frutos con alto contenido de licopeno (Zs6goén et al., 2018). Sin embargo,
el sistema CRISPR-Cas9 no se habia utilizado en tomate cultivado para superar el ligamiento genético
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entre la mutacidn sp y el locus CYC-B. Usando esta herramienta, imitamos las mutaciones og y og° que
surgieron naturalmente en genotipos de crecimiento determinado (mutantes sp), modificando un solo
gen y sin afectar otros caracteres de las lineas elite de mejoramiento de tomate indeterminadas
(SP/SP), logrando combinar ambas caracteristicas por primera vez. En conclusidn, el aumento del
contenido de licopeno del fruto obtenido directamente en genotipos elite de tomate que tienen habito
de crecimiento indeterminado proporciona la base para la produccion de hibridos y la comercializacion
final del producto. Este trabajo proporciona, a su vez, evidencia del rol protector del licopeno durante
el almacenamiento en frio de la fruta, reduciendo los sintomas de dafio por frio y generando tomates
para consumo en fresco con un valor comercial potencialmente mayor que el genotipo silvestre.
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4.1 Introduccion

La Fitoeno Sintasa (PSY) es la primera enzima en la ruta de biosintesis de carotenoides y juega un rol
clave en el control del flujo metabdlico de la ruta. Los niveles de acumulacion de esta enzima dependen
de una serie de mecanismos de regulacidn que actuan a distintos niveles (Zhou et al., 2022). Las PSY
de plantas suelen ser proteinas muy inestables, con una alta tasa de reciclado y suelen requerir de
proteinas chaperonas para estabilizarse y mantener su actividad carotenogénica en los plastidios
(Zhou et al., 2022). El primer gen clonado e identificado para una PSY de plantas fue el gen que codifica
la PSY1 de tomate (Solyc03g031860), responsable de la acumulacidon masiva de licopeno durante la
maduracién del fruto al aumentar su expresidn génica durante este proceso (Bartley et al., 1992). En
general, las angiospermas tienen dos o mas copias de genes paralogos que codifican para PSYs, con
algunas excepciones que tienen un Unico gen, como ocurre en algunas especies del género
Arabidopsis, Cairica papaya y Beta vulgaris, entre otras (Lisboa et al., 2022; Zhou et al., 2022). El hecho
de tener mds de una copia de genes codificantes para PSYs ha permitido que éstos se diversifiquen,
por ejemplo, en muchos casos los diferentes genes paralogos se expresan en diferentes érganos,
tejidos, estadios de desarrollo o responden a diferentes estimulos (Zhou et al., 2022). Las PSY
pertenecen a la superfamilia Clase 1 de enzimas biosintéticas de isoprenoides y comparten un dominio
conservado de prenyltransferasa con las esqualeno sintasas (squalene/phytoene synthase - Pfam no.
00494)(Lisboa et al., 2022; Zhou et al., 2022). Suelen tener entre 300 y 450 aminodcidos y no poseen
dominios transmembrana (Lisboa et al., 2022). El sitio activo de estas enzimas tiene cinco motivos
altamente conservados: bolsillo de unién al sustrato, residuos cataliticos, residuos activos de la tapa,
dos regiones ricas en aspartato y un sitio de unién al sustrato Mg?*. Estos residuos del sitio activo son
idénticos y estan conservados aun en los genes ortélogos de hongos y bacterias (Han et al., 2015; Zhou
et al., 2022).

En tomate, se han identificado 3 genes que codifican para PSYs: PSY1, que se expresa exclusivamente
en tejidos que contienen cromoplastos, PSY2 (Solyc02g081330), que se expresa en tejidos
fotosintéticos y PSY3 (Solyc01g005940), que se expresa en raices en interacciones con micorrizas
arbusculares y esta involucrada en la produccion de Strigolactonas y otros apocarotenoides (Bartley et
al., 1992; Bartley and Scolniks, 1993; Fray and Grierson, 1993; Giorio et al., 2008; Stauder et al., 2018).
El gen que codifica para PSY3 es el mas antiguo, ya que surgié antes de la diversificacién de las
angiospermas y gimnospermas mientras que los genes que codifican a PSY1 y PSY2 son paralogos, que
surgieron de la triplicacion del genoma de las solanaceas y luego se diversificaron adquiriendo
funciones y patrones de expresidn diferenciales (Giorio et al., 2008; Sato et al., 2012; Lisboa et al.,
2022). En el tomate, esta diversificacion, ademds de patrones de expresion diferenciales, también
resulté en diferencias en sus propiedades bioquimicas y su actividad enzimatica, siendo PSY2 mas
eficiente en la produccién de fitoeno que PSY1 (Fraser et al., 2000; Cao et al., 2019). Esta menor
eficiencia de la PSY1 se compensa con una alta induccidn de su expresién génica durante la maduracion
del fruto, la cual es varias veces mayor que la expresién maxima de PSY2 (Giorio et al., 2008).
Adicionalmente, se ha estudiado la expresion del gen que codifica para PSY1 en tomate cultivado y sus
homologos en varias especies de tomate silvestre de fruta amarilla o verde. Se observo que los niveles
de expresion génica en frutos de tomate cultivado (S. lycopersicum) en los estadios Verde Maduro y
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Maduro son mayores (mas de 60 veces) que en especies emparentadas de fruto verde (como S.
habrochaites y S. penelli) y fruto amarillo (mas de 45 veces en S. cheesmaniae). Estas diferencias
podrian ser la consecuencia de cambios a nivel de las regiones reguladoras de estos genes que se
observan en las diferentes especies (Efremov et al., 2020). Asimismo, se ha observado que el tomate
silvestre S. pimpinellifolium, que es el Unico que posee frutos rojos, acumula mayor contenido de
licopeno que el tomate cultivado (Ashrafi et al., 2012; Foolad, 2013; Kinkade and Foolad, 2013).

En este capitulo, se estudiaron el tomate cultivado (S. lycopersicum) y el tomate silvestre S.
pimpinellifolium. Se decidié trabajar con estas especies ya que S. pimpinellifolium es el Unico tomate
silvestre que presenta frutos rojos y se observa en sus frutos una mayor acumulacién de licopeno. En
primer lugar, se compararon los niveles de expresion génica de los genes que codifican para PSY1 en
varios estadios de maduracidén del fruto y en otros érganos como hojas y pétalos. Ademas, se identific
el gen Solyc08g007440, que esta anotado en Solgenomics (www.solgenomics.net) como una posible

Fitoeno Sintasa ya que pertenece a la Superfamilia de Enzimas de Biosintesis de Isoprenoides Clase 1,
posee el dominio pfam n°00494 y el dominio Interpro IPR002060 Esqualeno/Fitoeno sintasa.
Comparamos su expresion génica en tomate cultivado y S. pimpinellifoliun y realizamos una
caracterizacién funcional y bioinformatica de este gen para determinar si la proteina codificada posee
actividad Fitoeno Sintasa. Finalmente, se disefiaron marcadores moleculares para asistir en la
introgresion del gen PSY1 de S. pimpinellifolium en el tomate cultivado.

4.2 Objetivos especificos

I Determinar los patrones de expresion génica de PSYs en fruto, pétalos y hoja de tomate
cultivado y S. pimpinellifolium LA 1589.
Il Disefiar y validar marcadores moleculares para la introgresidn en el tomate cultivado del gen
de S. pimpinellifolium que codifica para PSY1.
M. Determinar si el gen Solyc089007440 presenta actividad fitoeno sintasa.

4.3 Metodologia

4.3.1 Material Vegetal, disefio experimental y condiciones de cultivo

Se utilizaron plantas de Solanum lycopersicum cultivar M82 y plantas de S. pimpinellifolium LA1589
para todos los ensayos.

Para cada genotipo se plantaron 4 macetas con 4 plantas cada una y se utilizé cada maceta como una
repeticion bioldgica. Se cosecharon frutos de cada maceta y se separaron de acuerdo con el estadio
de madurez: Verde, Pintén y Maduro.

4.3.2 Extraccion de ARN, retrotranscripcion y determinacion de la expresion
génica por gPCR.

Para la extraccidon de ARN total de frutos se utilizé la metodologia descripta previamente en Alquézar
(2007) con algunas modificaciones. Se utilizaron 2 tubos de 2 mL con tejido molido en nitrégeno liquido
(hasta la medida de 0,5 mL) para cada muestra. Se agregaron 770 uL de Buffer de Extraccion (200mM
Tris-HCI pH 8, 400 mM NaCl, 50mM EDTA pH 8, 2% Sarkosyl, 1% PVP-40, 1% B-mercaptoetanol) y 380
pL de fenol para ARN (Applichem) a cada tubo, se vortexed y se incubd durante 15 min a 65 °C. A
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continuacién, se agregaron 380 uL de CHISAM 24:1, se vortexed y se centrifugd a 4000 x g a
temperatura ambiente durante 10 min. Se transfirié a fase soluble a un nuevo tubo y se volvié a extraer
con Fenol/CHISAM 380 pL de cada uno, vértex y centrifugacion por 10 min a 4000 x g a temperatura
ambiente. Se transfirio la fase acuosa a un nuevo tubo y se agregaron 1,5 volumenes de etanol 100%,
se mezclé invirtiendo el tubo 5-6 veces y se centrifugd a 20000 x g por 30 min a 4 °C. Se descarto el
sobrenadante y se resuspendid el pellet en 300 pL de agua libre de RNAsas. Se juntaron las dos
repeticiones en un Unico tubo (600 uL) y se agregd 1/3 del volumen de cloruro de litio (LiCl) 12 M. Se
incubd en hielo a 4 °C hasta el dia siguiente. Se centrifugd a maxima velocidad durante 30 min a 4 °C.
A continuacion, se descarté el sobrenadante y se lavo el pellet con etanol 80% centrifugando durante
5 min a maxima velocidad a 4 °C. Se secé el pellet a temperatura ambiente y luego se resuspendioé en
30 pL de agua libre de RNAsas. EI ARN se cuantifico utilizando un Nanodrop (Thermo Scientific) y se
verificd su integridad mediante electroforesis en gel de Agarosa 1%.

Para la sintesis de ADN copia se trataron 2 pug de ARN con DNAsal (New England Biolabs, USA)
utilizando oligoDT cebadores (QIAGEN, Hilden, Germany) de acuerdo con las instrucciones del
fabricante. El ADN copia obtenido se diluyo 4 veces y se utilizaron 2 L para las reacciones de gPCR.

Las reacciones de gPCR se llevaron adelante en el equipo StepOne Plus™ (Applied Biosystems)
utilizando el kit SensiFAST™SYBR® Hi-ROX Kit (Bioline Reagents Ltd., United Kingdom) de acuerdo con
las instrucciones del fabricante. Los niveles de expresion de ARNm se determinaron utilizando el
método del 222CT (Livak and Schmittgen, 2001) utilizando el gen de Actina (Solyc03g078400.2) como
gen “housekeeping” (Mascia et al., 2010). Se utilizaron tres repeticiones bioldgicas para cada muestra.
Los cebadores utilizados de detallan en la Tabla 5.

Se realizaron analisis de la varianza (ANOVA) para determinar diferencias significativas en los niveles
de expresion génica utilizando la prueba LSD Fisher. Letras diferentes indican diferencias significativas
con valores p<0,05.

Tabla 5. Lista de cebadores utilizados en el capitulo 2. Los sitios de corte de enzimas de restricciéon se
encuentran subrayados.

Nombre Secuencia 5' - 3' Loci Referencia
IqPSY1-F TTGAT AAA AT
SlgPS GTTGATGGCCC CGCATC Solyc03g031860 este trabajo
SIgPSY1-R AAGCACCATCGAGCATGTCA
SlgPSY2-F
d CTGGGCAATATATGTGTGGTGC Solyc02g081330.4 este trabajo
SlgPSY2-R TATCTTCCAGCCTTGCCTCC
SlgPSY4-F2
g CTGTGCTTTTGCCTGCTCTG Solyc08g007440.1 este trabajo
SlgPSY4-R2 GGGGAGCCCCTAAGATTCCT
SlgAct-F AGGCAGGATTTGCTGGTGATGATGCT i .
g Solyc03g078400 | Masciaetal,
SlgAct-R ATACGCATCCTTCTGTCCCATTCCGA 2010
PSY1-BHI fwd GGTTTTCTTGGGATCCATGTCTGTTGCC .
——— Solyc03g031860 este trabajo
PSY1-Hlllrev CTTCATTTAAGCTTTTATCTTTGAAGAGAGGC
PSY4-BHI fwd | CACTTTTGGATCCATGAATGGTGCTTCTTCG i
Solyc08g007440.1 este trabajo
PSY4-Slrev GAAAAAGGAGCTCTCAATATTTGCCCCTCCATG
CAPS PSY1f CTCTACCCTCCCCAGATCC
Solyc03g031860 este trabajo
CAPS PSY1r GGAGTCATTAGCATAGTTCC
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4.3.3 Analisis bioinformatico de PSYs

Las secuencias gendmicas, codificantes y aminoacidicas correspondientes a PSY1 (Solyc03g031860),
PSY2 (Solyc02g081330), PSY3 (Solyc01g005940) y Solyc08g007440 de tomate cultivado (S.
lycopersicum) 'y tomate silvestre (S. pimpinellifolium) se obtuvieron de Solgenomics
(www.solgenomics.net). Los alineamientos de las secuencias aminoacidicas se realizaron mediante

Clustal W Multiple Alignment utilizando el software Bioedit Sequence Alignment Editor
(https://thalljiscience.github.io/) (Hall, 1999). Para la identificacion de dominios conservados se utilizd

la herramienta “Conserved Domain Search” de NCBI
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/wrpsb.cgi). El andlisis de elementos en cis de las

regiones 5’'UTR y 2000 pb aguas arriba se realizd utilizando la herramienta New PLACE
(https://thalljiscience.github.io/) (Higo et al., 1999) .

4.3.4 Complementacion heterologa en Escherichia coli

4.3.4a Clonado en vector de expresidon bacteriano y transformacion de E. coli DS1B-AcrtB

Las secuencias codificantes de S. pimpinellifolium LA1589 para PSY1 (Solyc03g031860) y
Solyc08g007440 fueron amplificadas por PCR utilizando la enzima de alta fidelidad Phusion (Thermo
Scientific) y los cebadores PSY1-BHI fwd y PSY1-HIIl rev que incorporan los sitios de restriccion BamHI
y Hindlll para PSY1 y los cebadores PSY4-BHI fwd y PSY4-Sirev que incorporan los sitios de restriccidon
BamHI y Sacl para Solyc089g007440 (Tabla 5). En el caso de PSY1 se utilizé como molde ADN copia
preparado a partir de ARN extraido de fruto en el estadio Pintén mientras que para Solyc089007440
se utilizé ADN gendmico ya que este gen no posee intrones. Los productos de amplificacién y el vector
pET28a para expresidn en bacterias fueron digeridos con ambas enzimas de acuerdo con las
instrucciones del fabricante. A continuacién, se corrieron en un gel de Agarosa 1%, se cortaron y
purificaron las bandas correspondientes a los productos digeridos y se realizd la ligacidn utilizando la
enzima T4 DNA Ligasa (Thermo Scientific) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Se realizo el
screening por PCR de colonias y se seleccionaron 3 colonias positivas; se realizaron minipreps que
fueron digeridas con las enzimas Hindlll y BamHI| para PSY1 y con las enzimas BamHI y Sacl para
Solyc08g007440. Los productos de la digestidén se visualizaron mediante electroforesis en gel de
Agarosa 1%y se enviaron a secuenciar. Luego de comprobadas las secuencias se transformaron ambas
construcciones, por separado, en la cepa de E. coli DS1B-AcrtB, que carece de actividad fitoeno sintasa.
Se seleccionaron colonias positivas por PCR para los ensayos de complementacion.

4.3.4b Ensayos de complementacidn bacteriana

Se utilizaron las cepas de E. coli detalladas en la Tabla 6. El ensayo de complementacién se realizé por
triplicado, en cada repeticidn se utilizaron colonias diferentes.

Se realizaron precultivos partiendo de colonias aisladas en 5 mL de medio LB con los antibiéticos
correspondientes para cada cepa (Tabla 6) y se incubaron a 37 °C con agitacion por 16 h. Se utilizaron
2 mL de estos precultivos para inocular 50 mL de medio LB con los antibidticos correspondientes a
cada cepa. Cuando los cultivos llegaron a una ODego entre 0,5 y 0,8 se indujo la transcripcidn utilizando
IPTG a una concentracion final de 1 mM vy los cultivos se incubaron durante 48 h a 30 °C con agitacion
en oscuridad. Finalmente, los cultivos se centrifugaron y se observé y documentd fotograficamente la
coloracion de los pellets de bacterias.
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Tabla 6. Cepas bacterianas utilizadas para ensayos de complementacion de actividad fitoeno sintasa.

Cepa Resistencia

E. coli XL1Blue --

E. coli BL21-Gold DS1B Cloranfenicol

E. coli BL21-Gold DS1B-AcrtB Cloranfenicol

E. coli BL21-Gold DS1B-AcrtB-pET28a Cloranfenicol + kanamicina
E. coli BL21-Gold DS1B-AcrtB-PSY1 Cloranfenicol + kanamicina
E. coli BL21-Gold DS1B-AcrtB-Solyc08g007440 | Cloranfenicol + kanamicina

4.3.5 Disefio de marcadores moleculares para introgresion de PSY1 de S.
pimpinellifolium LA1589

Se compararon las variantes entre las secuencias de S. pimpinellifolium LA1589 y S. lycopersicum cv.
M82 utilizando la herramienta “Tomato 360 Variants” disponible en Solgenomics
(www.solgenomics.net) (Lin et al., 2014). Se seleccionaron variantes de SNP dentro de la regidn
codificante que generen sitios de restriccién. Se disefiaron los cebadores CAPS PSY1fy CAPS PSY1r que
amplifican un fragmento de 959 pb que contiene el sitio de restriccion Bglll presente en el exdn 1 del

gen que codifica para PSY1 en genoma de M82. La restriccion del producto de amplificacién con la
enzima Bglll genera 2 fragmentos de 696 y 263 pb en M82 y no digiere el fragmento proveniente de S.
pimpinellifolium LA1589.

Para ajustar y validar los marcadores disefiados se realizd el cruzamiento de los genotipos S.
lycopersicum cv. M82 -utilizado como madre- y S. pimpinellifolium LA1589 -utilizado como padre-. Se
sembraron las semillas obtenidas y se analizaron 32 plantas de la progenie F1, asi como 7 plantas de
S. pimpinellifolium LA1589 y 2 plantas de S. lycopersicum cv. M82.

Para el genotipado se utilizd el kit de PCR NucleoType Plant (Macherey-Nagel, Alemania). Las
condiciones de las PCR fueron las siguientes: 1x Nucleotype HotStart PCR Master Mix, 0,2 uM de cada
cebador y agua de grado PCR hasta un volumen de 10 uL. En el invernadero, se utilizé 1 “Plant Transfer
Tool (PTT)” para cada planta, se perforé una hoja y se sumergio el PTT en el mix de PCR por 2 s. Las
condiciones de ciclado fueron 95 °C durante 3 min, seguido de 35 ciclos de 95 °C durante 30 s, 52 °C
durante 30 s y 72 °C durante 30 s y un paso final de extensién a 72 °C durante 60 s. Se verifico la
correcta amplificacion corriendo 2 L del producto de amplificacién. Se digirieron 6 uL del producto
de amplificacién con la enzima Bglll (Thermo Scientific) a 37 °C durante dos h de acuerdo con las
indicaciones del fabricante y se corrié el producto de la digestion en un gel de agarosa 1% a 100 mA
durante 30-45 min.

4.4 Resultados

4.4.1 Expresion diferencial de genes homadlogos que codifican para PSY1,
PSY2 y el gen Solyc08g007440 en tomate cultivado (S. lycopersicum cv. M82)
y tomate silvestre (S. pimpinellifolium LA1589)

Los niveles de expresion génica de la enzima PSY1 suelen tener una relacion directa con el contenido
de carotenoides que se acumulan en el fruto. En este trabajo comparamos la expresién génica de PSY1
del tomate cultivado (S. lycopersicum cv. M82) y el tomate silvestre S. pimpinellifolium LA1589 durante
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diferentes estadios de maduracién del fruto, en hoja y en pétalos. Se observé que los niveles de
expresion de PSY1 en ambas especies se encuentran altamente inducidos en pétalos y en el fruto,
especialmente en el estadio Pintdon y en el fruto Maduro (Figura 10). Adicionalmente, la expresidn de
PSY1 en el fruto de S. pimpinellifolium es aproximadamente 1000 veces mayor que en el tomate
cultivado para el mismo estadio de madurez (Pintén y Maduro) al tiempo que es menor en los pétalos,
donde en el tomate cultivado los niveles de expresion se asemejan a los del fruto en ambos estadios
(Pinton y Maduro). Para el gen PSY2, se observa que en el tomate cultivado el érgano con un mayor
nivel de expresion son los pétalos, mientras que en S. pimpinellifolium, los pétalos y las hojas son los
6rganos donde se observa mayor expresion y en todos los estadios del fruto analizados la expresién
de este gen es menor para ambas especies (Figura 10). En el caso de Solyc089g007440, podemos
observar un aumento de la expresion de este gen en el fruto de S. pimpinellifolium LA1589 en el estadio
Pintén pero que éste no es tan marcado como para PSY1 (Figura 10). Cabe destacar que las secuencias
aminoacidicas de los tres genes no presentan diferencias entre S. lycopersicum cv. M82 y S.
pimpinellifolium LA1589.
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Figura 10. Expresion génica de los genes PSY1 (Solyc03g031860), PSY2 (Solyc02g081330) y
Solyc08g007440 en Hoja, Pétalos y los estadios de maduracién del fruto Verde, Pintén y Maduro para
S. lycopersicum cv. M82 y S. pimpinellifolium LA 1589. Los cdlculos de la expresidn relativa se realizaron
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con el método del 2227 con relacidén al valor en Hoja de M82. Los valores graficados representan la
media * el EE. Letras diferentes indican diferencias significativas entre estadios, dentro de cada
genotipo (p>0,05). Debajo de las graficas se muestran frutos representativos (a escala) para cada
estadio de maduracién de cada genotipo.

Debido a las diferencias tan notorias observadas en los niveles de expresiéon de PSY1 entre ambas
especies, se analizé la secuencia correspondiente a la regién 5’UTR (381 pb) y 2000 pb adicionales
aguas arriba de ambos genotipos en busqueda de la presencia y abundancia de elementos regulatorios
diferenciales (Figura 11a y Tabla 7). En la Figura 11a podemos observar que en la posicién -208pb
encontramos una insercidon de una T en S. pimpinellifolium; en la posiciéon -1582pb encontramos una
insercion en S. lycopersicum de 2 repetidos AAAAT (en total 10 pb) y finalmente, en la posicion -2087/-
2077 se observa un SNP donde hay una G en la secuencia de S. pimpinellifolium y una C en la de S.
lycopersicum. Debido a la presencia de estos polimorfismos, se generan algunos elementos
reguladores en cis diferenciales entre los promotores de ambos genes, identificados mediante andlisis
in silico. En la Tabla 7 se muestran los diferentes motivos encontrados y las caracteristicas de éstos. El
SNP detectado en las posiciones -2087/-2077 no generd elementos regulatorios diferentes entre las
secuencias. Por otro lado, la insercidn de los dos repetidos AAAAT en S. lycopersicum generé algunos
elementos extra en esta especie. Sin embargo, estos elementos generados no estan asociados con una
regulacién clara de la expresidn génica (Tabla 7). Finalmente, la insercion de una T en la posicién -209
de la secuencia de S. pimpinellifolium generé 3 elementos regulatorios adicionales en esta especie, dos
de ellos no estdn relacionados con la expresiéon o regulacién de genes involucrados con el metabolismo
del fruto (uno de estos elementos es especifico del meséfilo de plantas C4 y el otro se relaciona con la
regulacion génica en el polen), mientras que el tercer elemento adicional (SORLIPSAT) estaria
involucrado en la regulacién por luz y se asocia a la regulacién via PHYA, la cual se ha relacionado con
la regulacion de la biosintesis de carotenoides (Tabla 7). Estas diferencias en la secuencia de los
promotores no parecen ser suficientes para explicar las diferencias entre los patrones de expresion
génica observados experimentalmente para estos genes en los dos genotipos de tomate. Es posible
entonces que otros factores distintos a los elementos presentes en los promotores, participen de la
regulacién de la expresién de estos genes.

Los patrones de expresion génica de Solyc08g007440, con un aumento durante la maduracién del
fruto, y la anotacidon de éste en Solgenomics (como PSY4) sugieren que podria tratarse de una fitoeno
sintasa auln no descrita, por lo que se realizd un analisis bioinformatico de su secuencia aminoacidica
en comparacion con las otras PSY de tomate y con la PSY de A. thaliana. También se realizé su
caracterizacion bioldgica para determinar si posee actividad fitoeno sintasa in vivo. En el andlisis
bioinformatico, la busqueda de dominios conservados reveld que Solyc08g007440 Unicamente
presenta el dominio conservado pfam n°00494, mientras que las otras PSY poseen, ademas, el dominio
PLN02632, especifico de fitoeno sintasas. Al alinear y analizar su secuencia aminoacidica con las PSY
de tomate 1, 2 y 3 y con la PSY de A. thaliana, no se detectd en ésta la presencia de los sitios
conservados relacionados a la actividad fitoeno sintasa, como las dos regiones ricas en aspartato, los
dos sitios de unién al sustrato-Mg?*, los residuos cataliticos, los residuos que componen la tapa del
sitio activo y los residuos que pertenecen al bolsillo de unidn al sustrato (substrate binding pocket)
(Figura 11b).
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Figura 11. Andlisis bioinformaticos. (A) Esquema de las regiones promotoras de PSY1 de S.
lycopersicum y S. pimpinellifolium. (B) Alineamiento de secuencias aminoacidicas de la PSY de A.
thaliana, las PSY1, 2 y 3 de tomate y Solyc08g007440. Los dominios conservados se encuentran en
recuadros verdes (Sitio de unién al sustrato Mg2+ y regidn rica en Aspartato) y celestes (residuos de la

tapa del sitio activo). Los aminoacidos del bolsillo de union al sustrato se indican con una estrella azul

y los residuos cataliticos con estrellas purpuras.
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Tabla 7. Elementos en cis diferenciales entre las regiones promotoras de PSY1 en S. lycopersicum y S.
pimpinellifolium encontrados utilizando la herramienta New PLACE (https://thalljiscience.github.io/).

S. lycopersicum cv.

Heinz

S. pimpinellifolium
LA1589

Tipo

Secuencia

Hebra

Posicion

Hebra Posicion

Comentarios

MARTBOX

TTWTWTTWTT

-1601

n/d n/d

-1596

n/d n/d

Motivo
relacionado con el
anclaje del
scaffold (Gasser
et al., 1989)

POLASIG1

AATAAA

-1601

n/d n/d

-1596

n/d n/d

Elemento
relacionado con la
poliadenilacion
(Loke et al., 2005)

TATABOX5

TTATTT

-1597

n/d n/d

-1592

n/d n/d

Elemento descrito
en el promotor de
la glutamina
sintetasa regulada
por luz (Tjaden et
al., 1995)

SORLIP5AT

GAGTGAG

n/d

n/d

+ -213

Elemento
presente en
promotores de
genes regulados
por PhyA (Hudson
and Quail, 2003)

CACTFTPPCA1

YACT

n/d

n/d

- -212

Elemento
regulatorio de la
expresion de
genes especificos
del meséfilo en
plantas C4 (Gowik
et al., 2004)

GTGANTG10

GTGA

n/d

n/d

+ -211

Motivo
relacionado con la
regulacion del gen
g10, del polen de
tabaco (Rogers et

al., 2001)

n/d: no determinado, Y: Co T, W: Ao T.
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4.4.2 Caracterizacion funcional de Solyc08g007440 en un sistema bacteriano
de complementacion heterdloga

Con el fin de determinar si Solyc08g007440 tiene actividad fitoeno sintasa, utilizamos el sistema de
complementacion heterdloga de las cepas carotenogénicas de E. coli BL21-Gold DS1B o DS1B-AcrtB
que poseen el plasmido pDS1B o pDS1B-AcrtB, respectivamente. Cuando la cepa DS1B-AcrtB fue
complementada con el ADN copia del gen que codifica para PSY1 se reestablecié la produccion de B-
caroteno, que se evidencia por la coloracion amarillo claro del pellet bacteriano obtenido. Sin
embargo, al ser complementada con el ADN copia del gen Solyc08g007440, el pellet bacteriano
obtenido permanece blanco, al igual que la cepa DS1B-AcrtB sin complementar y la misma cepa
complementada con el vector de clonado pET28a vacio (Figura 12). Este resultado indica que este gen
no codifica para una proteina con actividad fitoeno sintasa, lo que concuerda con el andlisis
bioinformatico de la secuencia aminoacidica (Figura 11b).

DS1B-AcrtB DS1B-AcrtB psiB DS1B-AcrtB  DS1B- AcrtB

pET28a PET-PSY1 PET-Solyc08g007440

s ™!

(R

Figura 12. Complementacién heterdloga de las regiones codificantes de PSY1 y Solyc089g007440 en E.
coli DS1B-AcrtB. Los pellets corresponden a 10 mL de cultivo liquido para cada cepa. Pellets con color
indican la produccidn de B-caroteno. Pellets blancos indican la ausencia de carotenoides.

4.4.3 Disefio de marcadores moleculares para la introgresion del alelo de
PSY1 de S. pimpinellifolium LA1589

Utilizando los datos disponibles en www.solgenomics.net de Tomato 360 Variants (Lin et al., 2014), se

compararon las secuencias del gen Solyc03g031860 que codifica para PSY1 en S. lycopersicum cv M82
y en S. pimpinellifolium LA1589. Se identificaron dos polimorfismos del tipo SNP, uno en el exén 1y
otro en el exdn 6. El SNP presente en el exdn 1 es un cambio sindnimo, ambos codones codifican el
aminodcido Serina (TCT en S. lycopersicum y TCA en S. pimpinellifolium), mientras que el cambio en el
exon 6 tiene como resultado la sustitucion de una Valina (GTC en S. lycioersicum) por una lIsoleucina
(ATC en S. pimpinellifolium), ambos aminoacidos no polares. A su vez, la variante en el exdn 1 modifica
el sitio de restriccion Bglll (presente en S. lycopersicum y ausente en S. pimpinellifolium). En base a
esta modificacion, se disefiaron cebadores para amplificar un fragmento de 959pb que abarca el exdn
1y una porcién de la region 5’'UTR y el intrén 1 (Tabla 5, Figura 13a). El fragmento obtenido, al ser
incubado con la enzima de restriccion Bglll, es digerido en dos productos de 697 y 262pb cuando esta
presente el alelo proveniente de S. lycopersicum, mientras que esto no ocurre si el alelo es el de S.
pimpinellifolium LA1589. En el caso de un genotipo heterocigota se observaran 3 fragmentos de 959,
697y 262 pb.

Se genotiparon 2 plantas de S. lycopersicum cv. M82, 7 de S. pimpinellifolium LA1589 y 32 plantas de
la progenie F1. Los marcadores disefiados lograron discriminar los dos alelos previstos, sin embargo,
de las 7 plantas analizadas de S. pimpinellifolium LA 1589, solamente una resulté homocigota para el
alelo correspondiente; el resto de las plantas analizadas presentaron el alelo correspondiente a S.
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lycopersicum cv. M82, al igual que las dos plantas analizadas para este genotipo (Figura 13b). En la
progenie F1, contrariamente a lo esperado (toda la F1 heterocigota), se detectd 1 planta heterocigota
mientras que el resto de las plantas fueron homocigotas para el alelo correspondiente a M82 (Figura
13b). Las plantas genotipadas de S. pimpinellifolium LA 1589 y S. lycopersicum cv. M82 provienen de
semillas de las plantas utilizadas para realizar los cruzamientos, por lo tanto, los resultados obtenidos
sugieren que el polen colectado de S. pimpinellifolium LA 1589 para realizar los cruzamientos provenia
de plantas que presentaban el alelo de M82 ademas del alelo proveniente de LA 1589 que se identificd
en Tomato 360 Variants. En consecuencia, no se procedié con el proceso de validacion.

M82 x LA 1589 progenie F1
'* A "\.,_‘

B

M82 x LA 1589 progenie F1

Figura 13. Estrategia de disefio y genotipado para discriminar alelos de PSY1 presentes en S.
lycopersicum cv. M82 y S. pimpinellifolium LA 1589. (a) Esquema del gen PSY1, los exones se
encuentran representados con rectangulos negros, los intrones con una linea negra y las regiones 5’ y
3’ UTR con rectangulos grises. El triangulo azul sobre el exdn | indica la posicion del SNP que tiene una
T en M82 y una A en LA 1589. La posicidén de los cebadores CAPS PSY1f y CAPS PSY1r se indica con
flechas rojas. Debajo se indica con lineas rojas los tamafios esperados de los productos de PCR luego
de la digestion con Bglll para ambos genotipos. (b) Genotipado de S. lycopersicum cv. M82, S.
pimpinellifolium LA 1589 e individuos de la progenie F1 derivada del cruzamiento de ambos genotipos.
Las imagenes corresponden a electroforesis en gel de agarosa 1%. El marcador de peso molecular es
Hyperladder 50bp donde las bandas mas intensas corresponden a 2000, 1000 y 300 pb.

4.5 Discusion y conclusiones

La introgresion de alelos de interés provenientes de especies emparentadas con el tomate cultivado
es ampliamente utilizada en el mejoramiento genético, sobre todo cuando se trata de genes
relacionados con la resistencia o tolerancia a enfermedades (Foolad and Sharma, 2005; Barillas et al.,
2008; Verlaan et al., 2013). Esta estrategia podria también utilizarse para otros caracteres como, en
este caso, incrementar el contenido de licopeno del fruto del tomate cultivado. Dentro de las especies
silvestres emparentadas con S. lycopersicum, S. pimpinellifolium es el Gnico que posee frutos rojos y
se ha reportado que sus frutos poseen mayor contenido de licopeno y un color rojo mas intenso
(Ashrafi et al., 2012; Foolad, 2013; Kinkade and Foolad, 2013). La fitoeno sintasa es la principal enzima
reguladora del flujo de la ruta de sintesis de carotenoides y su mayor actividad promueve la sintesis y
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acumulacion de carotenoides (Giorio et al., 2008; Cao et al., 2019). En este capitulo, se compararon
los patrones de expresion génica de PSY1, PSY2 y Solyc089g007440 durante la maduracion del fruto, asi
como en pétalos y hojas, se analizaron y compararon sus secuencias a nivel aminoacidico y también la
regiéon promotora del gen que codifica para PSY1 (Solyc03g031860). Se realizd la caracterizacion
funcional del gen Solyc08g007440 en un sistema de complementacién heterdloga bacteriano y
finalmente se disefiaron marcadores moleculares para la introgresion del alelo para PSY1 proveniente
de S. pimpinellifolium LA 1589.

Los altos niveles observados en la expresion génica de PSY1 durante la maduraciéon del fruto
concuerdan con trabajos previos, en donde se describen niveles de expresién mayores de este gen con
relacion a PSY2 en tejidos no fotosintéticos como pétalos y frutos en estadio Pintdon y Maduro en
tomate cultivado (Giorio et al., 2008). En este trabajo, los niveles de expresién de PSY1 del tomate
cultivado (cv. M82) en pétalos y frutos Pinton y Maduro fueron entre 150 y 200 veces mayores que en
tejidos verdes (hoja en expansion y fruto Verde Maduro), siendo el madximo nivel de expresién en fruto
Pinton (Figura 10). En cuanto a los niveles de expresion de PSY2, el maximo se encontro en pétalos (4
veces mas que en hoja en expansién) (Figura 10), que concuerda con los trabajos previos para tomate
cultivado (cv. Red Setter) (Giorio et al., 2008). Los mayores niveles de expresién génica de PSY1 con
relacién a PSY2 pueden explicarse por la menor eficiencia de la primera en su actividad fitoeno sintasa,
Yy, por ende, una mayor expresion génica se traduce en mayores niveles de enzima para compensar su
reducida actividad (Cao et al., 2019). Asimismo, cuando se observa la expresion de PSY1 en la especie
silvestre S. pimpinellifolium LA1589, los niveles mds altos de transcriptos se observan en el fruto en
estadios Pinton y Maduro, con valores mas de mil veces mayores a los encontrados en tejidos verdes
(Figura 10). Recientemente, se ha descrito la expresion de PSY1 en tomate cultivado y varias especies
emparentadas durante la maduracién del fruto (Efremov et al., 2020); los autores observaron que los
niveles de expresidén de PSY1 se correlacionan con el contenido de carotenoides del fruto y fueron
mayores en el tomate cultivado, seguido de S. cheesmaniae (de fruto amarillo). En las especies de fruto
verde (S. habrochaites y S. pennellii), los niveles de expresidn en este érgano son muy bajos, siendo los
pétalos el tejido con mayor expresiéon de PSY1 (Efremov et al., 2020).

No existen datos de la expresion génica de PSY1 en S. pimpinellifolium; los resultados de este trabajo
sugieren que podria presentar una regulacién diferente a la del tomate cultivado, debido a que
presenta niveles de expresidn muy elevados durante la maduracion del fruto. La comparacién de la
regién 5’'UTR mas 2000 pb aguas arriba de S. lycopersicum y S. pimpinellifolium detecté pequeiias
diferencias; una de éstas es la insercion de una tiamina (T) en la regién 5'UTR (-208pb) de S.
pimpinellifolium, la que genera un sitio GAGTGAG denominado SORLIP5AT (Higo et al., 1999; Hudson
and Quail, 2003) (Figura 11a, Tabla 7). Este elemento en cis se encuentra en promotores de genes que
son regulados por el fitocromo PHYA, relacionado con la regulacién de la biosintesis de carotenoides,
especificamente de PSY1, durante la maduracion del fruto en tomate (Hudson and Quail, 2003; Quian-
Ulloa and Stange, 2021). Esto, sumado a otros mecanismos de regulacion que restan dilucidar podrian
explicar la mayor acumulacién de licopeno en esta especie en comparacién con el tomate cultivado.
La generacion de herramientas que permitan introgresar este alelo en el tomate cultivado permitiria
facilitar el incremento de licopeno en el fruto de tomate cultivado de forma mas eficiente una vez que
estos marcadores estén validados con el fenotipo en la progenie.

El gen Solyc08g007440 presentd un patrédn de expresidon que sugiere una posible funciéon durante la
maduracién del fruto en S. pimpinellifolium, observdndose un incremento de su expresion en el estadio
Pintén que no se detecté en el tomate cultivado, donde permanece sin cambios marcados en sus
niveles de expresion en los tejidos analizados (Figura 10). Sin embargo, el analisis de su secuencia de
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aminodcidos y el ensayo de complementacion heterdloga en bacterias descarta que esta proteina
funcione como una fitoeno sintasa, ya que no comparte los residuos conservados en otras PSY y no se
observé actividad fitoeno sintasa en el sistema de complementacion heterdloga en bacterias (Figuras
11by 12).

En conclusion, en este trabajo se detectaron diferencias importantes en la expresidén génica de PSY1
entre las especies de tomate cultivado y silvestre (S. pimpinellifolium LA 1589) y en base a este
resultado se disefiaron marcadores moleculares para la introgresidén en el tomate cultivado del alelo
presente en S. pimpinellifolium LA 1589. Sin embargo, no fue posible validar esta herramienta ya que
los cruzamientos se realizaron con material de S. pimpinellifolium LA 1589 que no era homocigota.
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5. CAPITULO 3: Caracterizacién de la biosintesis de
carotenoides en hibridos nacionales de mandarinasy
generacion de alelos defectuosos de la enzima BLCY2
especifica del fruto.

5.1 Introduccion

Los citricos que se cultivan en la actualidad pertenecen al género Citrus de la familia de las Rutaceas.
Su centro de origen es el sureste de las cuestas del Himalaya, que incluye el oeste de la provincia de
Yunnan (China), el este de Assam (India) y el norte de Myanmar (Wu et al., 2018). La mayoria de las
especies modernas provienen de la hibridacién entre poblaciones (en inglés “genetic admixture”) de
toronja (Citrus mdxima) y mandarinas ancestrales (C. reticulata tipo 1). Esta hibridacién dio origen a
las mandarinas de tipo 2 (C. reticulata tipo 2), que contienen cierta proporcién de los haplotipos P1y
P2 de la toronja. En una etapa posterior, una nueva introgresién de otros haplotipos de toronja originé
el grupo de las mandarinas de tipo 3 (C. reticulata tipo 3) y el naranjo dulce (C. sinensis) donde,
posteriores hibridaciones dirigidas entre naranjo dulce y mandarinas (tipo 3) dieron origen a, algunas
mandarinas modernas de tipo 3 adicionales que suelen denominarse tangores. Otras especies
modernas, son hibridos F1 de dos especies, como es el caso de los pomelos (C. paradisi), que son el
resultado de la hibridacién de toronja con naranjo dulce, o el caso del limon (C. limon), que es el hibrido
resultante del cruzamiento entre el cidro (C. medica) y el naranjo agrio (C. x aurantium) (Wu et al.,
2018). Las relaciones entre las especies ancestrales y las modernas se resumen en la Figura 14.
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Figura 14. Genealogia de los principales genotipos de citricos. Las especies ancestrales se ubican en la
parte superior del esquema. Las flechas azules indican cruzamientos sencillos entre dos parentales.
Las flechas rojas indican procesos mas complejos que involucran multiples individuos, generaciones o
retrocruzas. Citron (cidro); Pummelos (toronjas); Kumquat (quinoto); Sour Orange (naranjo amargo);
Lemon (limén), Mexican lime (lima mejicana), Rangpur lime (lima rangpur); Rough lemon (limén
rugoso); Sweet Orange (naranjo dulce); Grapefruit (pomelo); Mandarin (mandarina). Figura tomada
de Wu et al., 2018.
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Las mandarinas son frutos que se consumen habitualmente en la dieta occidental y son una importante
fuente de vitamina C y carotenoides (Abouzari et al., 2016). Ademas, su practicidad al momento de
consumirlas frente a otros citricos las convierte en una opcién preferida para el consumo en fresco.
Esto las vuelve buenas candidatas para mejorar su estética, sus valores nutricionales y su conservacion
poscosecha, promoviendo asi el mayor consumo de frutas. Una estrategia valida para lograr estos
objetivos es promover la acumulacion de compuestos bioactivos que, ademas de beneficios a la salud
humana, aporten color y potencien la conservacidn poscosecha, por ejemplo, debido a su capacidad
antioxidante. En este sentido, promover la acumulacién de licopeno podria ser una buena estrategia.
Por ejemplo, en el pomelo rosado Star Ruby, la acumulacion de licopeno en la piel se ha relacionado
con una mayor tolerancia al dafio inducido por frio en la poscosecha, lo que se traduce en una mejor
conservacion (Lado et al., 2015b; Lado et al., 2016a). La acumulacién de licopeno en citricos es un
fendmeno relativamente comun en ciertas especies de este género como el pomelo y la toronja y, en
menor medida, en naranjas y limones (Xu et al., 2006; Liu et al., 2007; Alquezar et al., 2008; Deng and
Xu, 2011; Nishimura et al., 2012; Abouzari et al., 2016). Sin embargo, no existen reportes de
mandarinas que acumulen licopeno (Deng and Xu, 2011). Obtener variedades de mandarina que
acumulen este compuesto en su pulpa generaria un producto novedoso y atractivo, aportando
diversidad en la oferta de frutas y agregando valor en la cadena de consumo.

En los mutantes de citricos que acumulan licopeno, se desconocen aun las bases moleculares del
fenotipo observado. Por ejemplo, se observa una menor expresién génica del gen que codifica la
enzima licopeno beta ciclasa especifica de cromoplastos (BLCY2) cuando se compara el pomelo rosado
Star Ruby con la naranja Washington Navel (Alquezar et al., 2009); en otros casos, se observa un
aumento de la expresidn de genes de rutas precursoras y de los primeros pasos de la biosintesis de
carotenoides al comparar la naranja mutante Cara Cara con la naranja Washington Navel (Tao et al.,
2007; Alquezar et al., 2008) y la reduccién en la expresion de genes que catabolizan el licopeno en la
naranja mutante Hong Anliu (Liu et al., 2007; Lu et al., 2016b). También se han descrito alelos de la
BLCY2 que poseen una actividad licopeno ciclasa casi nula y podrian funcionar como limitante en este
paso de la ruta, favoreciendo la acumulaciéon de licopeno cuando se combinan con mayores niveles de
expresiéon de enzimas precursoras (Alquezar et al., 2009; Alquezar et al., 2013; Lu et al., 2016b).

El sistema CRISPR-Cas9 fue utilizado por primera vez en citricos de manera exitosa en 2014, en naranja
y pomelo (Jia and Wang, 2014a; Jia and Wang, 2014b) y en los afios posteriores, se lograron grandes
avances (Seccion 1.2.2a). En cuanto a la ruta de sintesis de carotenoides, ademas de generar mutantes
del gen CsPDS para optimizar la herramienta, se ha utilizado la edicion génica para obtener mutantes
knockout de la enzima Licopeno B-ciclasa 2 (CsLCYB2) especifica de frutos en el citrange Carrizo y
naranjas sanguineas (Tarocco y Sanguigno, que producen antocianinas en sus frutos) (Salonia et al.,
2022). El objetivo fue obtener frutos con acumulacién de antocianinas y licopeno a la vez.

Si bien se han obtenido importantes avances en citricos utilizando la edicién génica, la transformacién
y edicion (libre o no de transgenes) son procesos largos y laboriosos que no se han logrado con éxito
en todas las especies de citricos. La capacidad de regeneracién y transformacion es altamente variable
dependiendo de la especie o incluso del genotipo dentro de la misma especie (Dutt and Grosser, 2009).
Ademas, al ser especies lefosas, los tiempos de regeneracion de plantas in vitro, de aclimatacion a
condiciones de campo y de evaluacién de los caracteres, son extremadamente largos. En el caso de
modificaciones que se expresan exclusivamente en el fruto, es necesario esperar a que la planta supere
la etapa juvenil, florezca y fructifique. Las mandarinas y sus hibridos son especialmente recalcitrantes
en el cultivo in vitro y la transformacién de epicétilos mediada por Agrobacterium es extremadamente
ineficiente (Dutt et al., 2018; Salonia et al., 2020; Moniruzzaman et al., 2021). La mayoria de las
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mandarinas o sus hibridos se han logrado transformar utilizando protocolos de transformacion de
células provenientes de callos embriogénicos (Li et al., 2002; Dutt et al., 2018; Moniruzzaman et al.,
2021). En cuanto a la ediciéon génica, no se ha reportado aun la utilizacién con éxito de esta
herramienta en mandarinas para obtener plantas editadas de forma estable, aunque recientemente
se ha logrado editar el gen CsPDS de manera transitoria en hojas de mandarina Kinnow (Manchanda
et al., 2023).

En este trabajo nos propusimos generar, mediante el sistema CRISPR-Cas9, alelos no funcionales de la
BLCY2 en hibridos de mandarinas del programa de mejoramiento genético de INIA con el objetivo de
obtener, en el largo plazo, mandarinas que acumulen licopeno en sus frutos. Para seleccionar el o los
mejores genotipos candidatos para le edicidn, se caracterizo la ruta de sintesis de carotenoides en 4
hibridos (A218, B475, B30y M9) y se determind el contenido total de carotenoides para seleccionar el
hibrido con mayor capacidad de acumular carotenoides. También se tomd en consideracion la
capacidad de los 4 hibridos de generar callos embriogénicos ya que este tejido es el que se utiliza
durante el proceso de transformacién y edicién. También se estudiaron los alelos presentes de la
enzima BLCY2 en estos hibridos, sus parentales y algunas variedades comerciales, asi como la
expresion génica en la pulpa durante la maduracion del fruto de él o los alelos presentes.

5.2 Objetivos especificos.

I Determinar los niveles de carotenoides totales y de expresién de genes de enzimas de la ruta
de sintesis de carotenoides durante la maduraciéon de frutos en hibridos nacionales de
mandarina.

Il Identificar y caracterizar funcionalmente los alelos de BLCY2 que estan presentes en hibridos
nacionales de mandarinas y variedades comerciales. Determinar sus patrones de expresion
génica durante la maduracion de frutos

Il Obtener plantas de mandarinas editadas para el gen de la enzima BLCY2 vy realizar su
caracterizacién genotipica preliminar.

5.3 Metodologia

5.3.1 Material vegetal, colecta de muestras y determinaciones de color e
indice de madurez

5.3.1a Material vegetal y condiciones de cultivo

Para la determinacién de carotenoides totales durante la maduracion del fruto, asi como para los
analisis de expresidn génica de PSY, BLCY2a y b, eLCY y BCHX, se utilizaron los hibridos de mandarinas
A218, B475 (Ellendale x Mandarina comun) y B30 y M9 (Ellendale x Satsuma) pertenecientes al
programa de mejoramiento genético de Citrus de INIA y Facultad de Agronomia, UdelaR.

Para el genotipado de alelos de BLCY2 se incluyeron ademas sus parentales (Ellendale, Mandarina
Comun y Satsuma) y las variedades comerciales de mandarinas Clementina de Nules y Nova, los
pomelos Marsh y Star Ruby, la naranja Washington Navel y el limdén Lisbon. Para el genotipado se
colectaron hojas jévenes de cada genotipo y se almacenaron a 4 °C hasta la extraccién de ADN.

En el analisis posterior de la expresion de los alelos a y b de BLCY2 se utilizaron los hibridos A218,
B475, B30, M9 vy las variedades Clementina de Nules, Nova, Marsh, Star Ruby, Washington Navel y
Lisbon.
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Las plantas utilizadas se encuentran en las estaciones experimentales de INIA Salto Grande y EEFAS,
UdelaR en el departamento de Salto, Uruguay. Estan injertadas sobre Poncirus trifoliata y sujetas a las
practicas de manejo estandar del cultivo.

5.3.1b Colecta de pulpa para determinacion de carotenoides y extraccion de ARN

Se cosecharon entre 10 y 20 frutos de cada genotipo en cada estadio de desarrollo durante las zafras
2017 (Afio 1), 2018 (Afio 2) y 2019 (Afio 3) entre los meses de febrero y agosto. Los estadios de
desarrollo del fruto [Verde Inmaduro (VI), Verde Maduro (VM), Cambio de Color (CC) y Maduro (M)]
fueron determinados por el color de la piel y la pulpa (Alquezar et al., 2013). Se muestred la pulpa
colectando material de 2 segmentos de cada fruto con un bisturi, y se combinaron para cada genotipo,
se congelaron y molieron en nitrégeno liquido y almacenaron a -80 °C hasta la extracciéon de
carotenoides y de ARN.

5.3.1c Determinacion de color e indice de madurez

El color de la piel y la pulpa se midié utilizando un colorimetro CR-400 (Konica Minolta Optica, Inc.
Japdn). Se tomaron medidas en tres lugares alrededor del plano ecuatorial de la fruta para la piel y la
pulpa. Se determinaron los parametros L, a y b de Hunter y el indice de color se expresé como IC =
1000*a/(L*b). Los valores negativos corresponden a frutos verdes; los valores cercanos a cero
corresponden a frutos amarillos y los valores positivos corresponden a frutos anaranjados. Se
utilizaron 20 repeticiones (frutos) para cada estadio de desarrollo y genotipo (Arruabarrena et al.,
2019). Se extrajo el jugo de 20 frutos en el estadio de desarrollo M de cada genotipo, utilizando un
exprimidor eléctrico de uso doméstico, se filtré a través de un tamiz metdlico y se analizé
inmediatamente. La acidez se determiné mediante titulacion con NaOH 0,1 N. El contenido de sélidos
solubles (°Brix) fue determinado utilizando un refractometro digital (modelo DBX-55, ATAGO Co., Ltd.,
Japon). El indice de madurez se expresa como la relacion °Brix/acidez (Rodrigo et al., 2003).

5.3.2 Determinacion de carotenoides totales en pulpa

Para la extraccién se utilizé un gramo de pulpa molida congelada. Se agregaron 2 mL de una mezcla de
metanol:acetona:diclorometano (25:25:50 v/v) a cada tubo y luego se vortexed, sonicd y centrifugd
(3000 x g, 3 min a 4 °C). La fase organica coloreada se recuperé en un tubo nuevo y la fase acuosa se
volvié a extraer con 1,5 mL de diclorometano, como se describe en el paso anterior. Se recuperd la
fase orgdnica, combindndola con la anterior. Se repitid la extraccion de la fase acuosa hasta que la fase
orgdnica quedd incolora. Se midié la absorbancia a 450 y 540 nm utilizando un espectrofotémetro UV-
Visible (Evolution 260 Bio, Thermo Scientific) (Arruabarrena et al., 2019). El contenido total de
carotenoides se calculé como el equivalente de B-caroteno utilizando el coeficiente de extincién de B-
caroteno E1%=2500 (Rodrigo et al., 2003). Se realizaron tres extracciones para cada muestra. Todos
los pasos se llevaron a cabo en frio y con luz tenue, protegiendo las muestras de la luz con papel
aluminio. Se realizaron analisis de la varianza (ANOVA) para determinar diferencias significativas en
los niveles carotenoides utilizando la prueba LSD Fisher. Letras diferentes indican diferencias
significativas con valores p<0,05.

5.3.3 Extraccion de ARN, retrotranscripcion y PCR en tiempo real

El ARN total de la pulpa se extrajo de acuerdo con el protocolo descrito en Alquézar (2007). Se trataron
2 ug de ARN total se trataron con DNAsal (New Englan Biolabs, USA) y se usaron como molde para
sintetizar ADN copia (ADNc) (Reveraid RT, Thermo Scientific™) utilizando cebadores oligoDT (QIAGEN,
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Hilden, Alemania), de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Se realizé una dilucién % del ADNc
y se utilizaron 2 pL para las reacciones de PCR cuantitativo (qPCR). Las reacciones de gPCR se realizaron
en el equipo StepOne Plus™ (Applied Biosystems) utilizando el kit SensiFAST™SYBR® Hi-ROX Kit
(Meridian Bioscience®, USA), de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Se utilizaron cebadores
para actina como gen calibrador y cebadores especificos para PSY, BLCY2a, BLCY2b, eLCY y BCHX
(Alquezar et al., 2009; Alguezar et al., 2013; Alds et al., 2014; Lana et al., 2020). Las secuencias y
temperaturas de annealing de los cebadores se detallan en la Tabla 8. Los niveles de expresidn de los
genes se calcularon utilizando el método de Pfaffl, que considera las eficiencias de las reacciones de
PCR (Pfaffl, 2001). Se realizaron analisis de la varianza (ANOVA) para determinar diferencias
significativas en los niveles de expresidn génica, utilizando la prueba LSD Fisher. Las letras diferentes
indican diferencias significativas con valores p<0,05.

5.3.4 Extraccion de ADN, clonado, secuenciacion y genotipado

Las extracciones de ADN gendmico se realizaron siguiendo el protocolo descrito en Arruabarrena et al.
(2016). Se amplificaron mediante PCR las secuencias gendmicas del gen que codifica la BLCY2
utilizando los cebadores citBLCY2gen-F y citBLCY2gen-R (Tabla 8) con el kit MyFi™ Mix 2X (Meridian
Bioscience®, USA) y los amplicones fueron clonados en el vector T pCR™2.1 usando el TA Cloning® Kit
(Thermo Scientific™), siguiendo las instrucciones del fabricante. Se utilizaron 5uL de ligacién para
transformar células quimiocompententes de E. coli XL1 Blue con protocolos estandar (Sambrook et al.,
1989). Se seleccionaron colonias positivas analizadas por PCR, a partir de las cuales se purificé el ADN
plasmidico y los insertos fueron secuenciados usando los cebadores m13 forward y reverso (Macrogen
Inc., Korea). El genotipado se realiz6 mediante CAPS, digiriendo el producto de PCR que amplifica el
gen completo de BLCY2 con la enzima Rsal, que solamente corta en el alelo a de la BLCY2. Los
productos de la digestion se analizaron mediante electroforesis en gel de agarosa 1%.

Para determinar la proporcién de transcriptos en M9 se realizé un PCR utilizando como molde el ADNc
del estadio CC y se clond en el vector pCR™2.1. Las colonias blancas se analizaron mediante PCR de
colonia y los productos fueron digeridos con Rsal, para determinar si se trataba del aleloa o el b en
cada caso.
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Tabla 8. Listado de cebadores utilizados en el Capitulo 3. Se indica el nombre, la secuencia,

temperatura de annealing y referencia bibliografica. Los sitios de restriccion se encuentran

subrayados.
Nombre Secuencia 5'->3' TemperatL.lra Referencia
de annealing
CitPSY1-F GGTCGTCCATTTGATATGCTTG )
- 59 °C (Al6s et al., 2014)
CitPSY1-R CCTAAGGTCCATCCTCATTCCT
citBLCY2a-F GAGCAAGTCTCATCGCGTCATAGTG
- 59 °C (Alquezar et al., 2013)
citBLCY2a-R ACTTTAGCCTTATGAAACTTAACTCCATTTG
citBLCY2b-F GCAAGTCTCATCGCGTCATGGTA
- 59 °C (Alquezar et al., 2013)
citBLCY2b-R ACTTTAGCCTTATGAAACCTAACGCCATTTA
CitE-LCYF AAGGTGTGTCGAGTCAGGTGTTT
- 59 °C (Lana et al., 2020)
CitE-LCYR CCTGCAGGGGACAATCATATCATGTT
CitBCHX1-F GGCTCATAAAGCTCTGTGGC
- 61 °C (Alquezar et al., 2009)
CitBCHX1-R CCAGCACCAAAACAGAGACC
CitACT-F TTAACCCCAAGGCCAACAGA ,
- 59 °C (AlSs et al., 2014)
CitACT-R TCCCTCATAGATTGGTACAGTATGAGAC
citBLCY2gen-F GCATGGCAACTCTTCTTAGCCCG 55 °C Al | 2009
° t al.
GitBLCY2gen-R | GCCTCGAGATCTTCAAATGGTTTCAAG (Alquezar et al., 2009)
BLCY2-Bgllifwd CTGCGCAGATCTATGGCAACTCTTCTTAGCC
51°C Este trabajo
BLCY2-Saclrev CAAGAACATTGAGCTCTCAAATGGTTTCAAGGGC
BLCY2geno-F AACCTTCACGAGTGGTGTCC 60 °C Este trabajo
BLCY2geno-R CTCAATATCTGGCGGGTTGT Este trabajo
Pp6-fwd CATTCGCCGCCAAGTTCTTC 55 °C Este trabajo
Pp6-rev GGTGCCCTGAATGAACTCCA Este trabajo
LCY2ed-fwd .
PLCY2ed-fw GGATCATCATCATCATCACAGGA Este trabajo
(cebador A) 56 °C
LCY2ed- .
PLCY2ed-rev CGACCGTAGGGCCTGTCTA Este trabajo
(cebador B)
BLCY2-HRM-fwd CAGGATCCGGACAAGCAAGT Este trabajo
BLCY2-HRM-rev* | GCWGGTCCAGTGCCAATGAT Este trabajo

*W=AoT

Clonado de alelos ay b de BLCY2 en vector de expresion bacteriano pET28a

Se disefiaron los cebadores BLCY2-Bgllifwd y BLCY2-Saclrev (Tabla 8), que incluyen los sitios de
restriccion Bgllly Sacl, para el clonado direccional en pET28a (Novagen®). Estos cebadores se utilizaron
para amplificar la secuencia codificante de BLCY2 utilizando como molde el ADN plasmidico que
contienen el alelo a 0 b del genotipo M9. Se generd un sitio de restriccidn para Bglll, ya que esta enzima
genera extremos cohesivos que son compatibles con los de BamHlI. No se utilizé el sitio BamHI ya que
la secuencia codificante de BLCY2 contiene un sitio de corte para esta enzima. Se realizé una digestion
secuencial con Bglll y Sacl y se purificé el producto de digestidn. Se clonaron ambos fragmentos en el
vector pET28a linealizado con las enzimas BamHlI y Sacl utilizando la T4 DNA ligasa (Thermo Scientific),
de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Se utilizaron 10 pL de ligacidn para transformar células
guimiocompetentes de E. coli XL1 Blue utilizando protocolos estandares (Sambrook et al., 1989). Las
colonias resistentes a kanamicina se analizaron por PCR de colonia y se secuenciaron.

62



5.3.5 Complementacion heterologa en bacterias carotenogénicas

Se transformaron construcciones para expresion en bacterias con las secuencias codificantes de los
alelos ay b de la BLCY2 clonados en el vector pET28a, en la cepa de E. coli DS1B-AcrtY, productora de
licopeno (NIKLITSCHEK et al., 2008). Como control se utilizé la misma cepa transformada con el
plasmido pET28ay la cepa E. coli DS1B, productora de B-caroteno (Tabla 9).

Tabla 9. Cepas bacterianas utilizadas en el capitulo 3.

Cepa Resistencia

E. coli XL1Blue -

E. coli BL21-Gold DS1B Cloranfenicol

E. coli BL21-Gold DS1B-AcrtY Cloranfenicol

E. coli BL21-Gold DS1B-AcrtY-pET28a Cloranfenicol + kanamicina

E. coli BL21-Gold DS1B-AcrtY- BLCY2a Cloranfenicol + kanamicina

E. coli BL21-Gold DS1B- AcrtY- BLCY2b Cloranfenicol + kanamicina

A. tumefaciens EHA105- Cas9-BLCY2-177-242 Rifampicina + espectinomicina + kanamicina

5.3.5a Transformacion de E. coli DS1B-AcrtY con construcciones pET28a-BLCY2a (M9),
pET28a-BLCY2b (M9) y pET28a

Se tomé con un asa microbioldgica una cantidad generosa de bacterias E. coli DS1B-AcrtY provenientes
de una placa fresca, se resuspendieron en 100 pL de CaCl; 0,1 M y se incubaron en hielo por 60 min.
Se prepararon 3 tubos, uno para cada transformacion. A continuacion, se agregd 1 uL de plasmido
correspondiente a cada tubo y se incubé en hielo por 60 min adicionales. Se realizé un shock térmico
a 42 °C por 1 min y se volvieron a incubar los tubos en hielo por 5 min. Luego se agregéd 1 mL de LB a
cada tuboy se incubaron a 37 °C con agitacion vigorosa por 60 min. Se plaquearon 50y 200 uL de cada
tubo en placas de LB-agar con kanamicina a una concentracion final 50 pg/mL. Las placas se incubaron
a 37 °C por 16 h. Las colonias aisladas se estriaron en el mismo medio de cultivo y luego se analizaron
por PCR de colonia para confirmar la presencia del pldsmido utilizando los cebadores BLCY2-Bg/lifwd
y BLCY2-Saclrev (Tabla 8) y se secuenciaron para corroborar el correcto clonado. Se seleccionaron 3
colonias diferentes para cada construccién y se almacenaron en glicerol a -80 °C.

5.3.5b Ensayos de complementacion heterdloga

Se realizd un precultivo de 5 mL de LB con las cepas bacterianas y los antibidticos correspondientes (E.
coli DS1B, DS1B- AcrtY, DS1B- AcrtY-2a; DS1B- AcrtY-2b y DS1B- AcrtY-pET28a) (Tabla 9). Los precultivos
se incubaron 16 h a 37 °C con agitacién vigorosa. Se inocularon 50 mL de LB con antibiéticos con 1 mL
de precultivo. Se prepard un cultivo por cada cepa bacteriana. Los cultivos se incubaron a 37 °C con
agitacion vigorosa y se monitored la ODego. Cuando los cultivos alcanzaron ODggo de entre 0,5y 0,8 se
incubaron a 30 °C por 48 h. A continuacidn, se tomaron 10 mL del cultivo para determinar peso seco
(PS) y 30 mL para realizar las extracciones de carotenoides. Los cultivos se centrifugaron a 4500 x g a
20 °C por 15 min. Se descarto el sobrenadante y los pellets provenientes de cultivos de 10 mL se
pesaron y se secaron a 50 °C por 48 h; luego se pesaron y se estimod el PS por mL de cultivo. Los pelles
provenientes de cultivos de 30 mL se utilizaron para la extraccidon de carotenoides. Se realizaron tres
repeticiones del ensayo, utilizando una de las colonias almacenadas previamente por cada repeticion.
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5.3.5¢ Extraccion y analisis de carotenoides

Todos los pasos se realizaron en condiciones de semioscuridad y en hielo. Las centrifugaciones se
realizaron a 4 °C. La extraccion de carotenoides se basd en el método para levaduras descrito por An,
et al. (1989) con algunas modificaciones que se detallan a continuacion.

Extraccidn

Los pellets bacterianos se resuspendieron en 5 mL de agua destilada mediante agitacion con vortex y
se transfirieron a tubos Falcon de 15 mL. Se volvieron a centrifugar (4000 x g durante 10 min) y se
descarté el sobrenadante. Este paso se realizé dos veces para eliminar restos de medio de cultivo. A
continuacioén, cada pellet se resuspendid en 1 mL de agua destilada mediante agitacion con vortex por
5 min. Una vez resuspendido el pellet, se agregé 1mL de acetona y se vortexed durante 5 min. A
continuacién, se centrifugd a 4000 x g por 10 min. Se transfirié el sobrenadante a un tubo nuevo. Se
repitié este paso hasta que el pellet bacteriano quedé incoloro, juntando todos los sobrenadantes de
cada paso en el mismo tubo. Se agregaron 2 mL de acetona al tubo que contenia los sobrenadantes,
se vortexed y centrifugd a 4000 x g por 5 min. Se transfirié el sobrenadante a un tubo nuevo, de vidrio
templado con tapa. Este paso se repitid 3 veces. Se agregaron 2 mL de éter de petréleo, se vortexed y
se centrifugd a 4000 x g por 5 min. Se transfirié la fase organica a un tubo falcon de 15 mL, se congelé
en nitrégeno liquido y se liofilizé. Las muestras liofilizadas se resuspendieron en 500 plL de acetonay
se almacenaron a -80 °C. Se midieron 5uL de muestra diluida en 595 uL de acetona a 474 nm con un
espectrofotometro. El contenido total de carotenoides se calculé como el equivalente de B-caroteno
utilizando el coeficiente de extincion de B-caroteno E1%=2500 (Rodrigo et al., 2003).

Analisis de carotenoides por HPLC

Se utilizé un sistema de cromatografia liquida Shimadzu modelo LC-10AT equipado con un detector de
matriz de diodos (HPLC-DAD). Se inyectd el extracto de carotenoides (10 pL) y los pigmentos se
separaron mediante HPLC usando una columna de fase reversa RP-18 Lichrocart 125-4 (Merck) con
acetonitrilo:metanol:isopropanol (85:10:5 v/v) como fase mavil con un flujo isocratico de 1 mL/min a
temperatura ambiente. El licopeno y el B-caroteno se identificaron mediante sus tiempos de retencién
y espectros de absorcién. Los datos se analizaron utilizando el software LabSolutions de Shimadzu
(Moreno and Stange, 2022). Para calcular la proporcidon de cada pigmento se calculé el area bajo la
curva para cada pico. La suma del drea de los picos presentes en cada muestra representa el 100%.

5.3.6 Edicion del gen BLCY2

5.3.6a Disefio de ARN guias, evaluacion de eficiencia in vitro y construccidn de vectores.

Se disefiaron dos ARN guias especificos para la secuencia codificante de licopeno B-ciclasa 2 (BLCY2)
(orangel.1g010693m) utilizando el software CRISPOR (Haeussler et al., 2016). Los sitios blanco de
estos ARN guia estdn ubicados en posiciones con secuencias idénticas para los alelos a y b y cercanas
al cododn de inicio de la traduccion ATG en las posiciones +177-197 (blanco 1) y +242-2620 (blanco 2).
La eficiencia in vitro de ambos ARN guias se evaludé de acuerdo a Fleitas et al. (2022). Para ello se
amplificd una region gendmica de 3321 pb que contiene ambos sitios blanco, utilizando los cebadores
BLCY2geno-F y BLCY2geno-R (Tabla 8). Las secuencias de los ARN guias fueron clonadas en el vector
binario pDIRECT22C (Cermék et al., 2017) con el sistema Golden Gate. La construccién resultante
(Cas9-BLCY2-177-242) se introdujo en A. tumefaciens EHA105 y se utilizd para la transformacion de
callos embriogénicos.
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5.3.6b Transformacion de callos embriogénicos de B30 y regeneracion de plantas

La transformacidn de callos embriogénicos del genotipo B30 se basd en el protocolo descrito en Li, et
al. (2002) con algunas modificaciones. Luego de dos semanas del repique en medio EME-S sdlido, los
callos embriogénicos con crecimiento exponencial se transfirieron a medio MT liquido suplementado
con 0,5 g/L de extracto de malta, 1,5 g/L de glutamina, 50 g/L de sacarosa y 2mg/L de acetosiringona.
Se incubaron a 25 °C en semioscuridad con agitacién (140 rpm) durante 4 dias. El tercer dia se realizé
un precultivo la cepa de A. tumefaciens EHA105 transformada con la construccién Cas9-BLCY2-177-
242 en 10 mL medio LB suplementado con 250 pg/mL de rifampicina, 50 pg/mL de espectinomicina y
50 pug/mL de kanamicina que se incubd a 28 °C con agitacion toda la noche. El cuarto dia se inocularon
5 mL de precultivo a 45 mL de LB suplementado con 50 pg/mL de espectinomicina y 50 pg/mL de
kanamicina. El cultivo se incubd a 28 °C con agitacion hasta que alcanzé una ODegg de 0,6-0,8. A
continuacioén se centrifugo el cultivo durante 10 min a 2500 x g. El pellet de bacterias se resuspendid
en medio de cultivo MT liquido con 100 uM de acetosiringona hasta obtener una ODgyo de 0,5. A
continuacién, se incubo a 25 °C con agitacién leve (60 rpm) durante 20-30 min. Durante este tiempo,
se prepararon los callos para la transformacidn. Se eliminé el medio liquido colando los callos con un
tamiz de cocina con papel de filtro estéril y se colocaron en placas de Petri estériles de 4,5 cm de
didmetro. Se agrego en cada placa suspension bacteriana hasta cubrir los callos, se sellaron las placas
con Parafilm y se incubaron a 25 °C con agitacién durante 25 min en semioscuridad. A continuacién,
se eliminé la suspensidn bacteriana utilizando una pipeta Pasteur estéril y se colocaron los callos sobre
papel absorbente estéril para eliminar el exceso de liquido. Los callos se colocaron en placas de Petri
con medio EME-S sélido suplementado con acetosiringona 100 uM vy se incubaron en oscuridad a 25
°C durante 48 h. Se colocaron los callos en placas de Petriy se realizaron 2 lavados de 15 min cada uno
con medio EME-S liquido suplementado con 250 pg/mL de cafotaxima y 1 lavado de 15 min con EME-
S suplementado con 250 ug/mL de cafotaxima y 100 pug/mL de kanamicina. Se eliminé el exceso de
liqguido colocando los callos sobre papel absorbente estéril y luego se colocaron en placas con medio
EME-S sélido suplementado con 250 pg/mL de cafotaxime y 100 pg/mL de kanamicina. Los callos se
transfirieron a medio fresco cada 3-4 semanas y luego de 2 a 3 meses se individualizaron los callos
resistentes a kanamicina. Una vez obtenida una cantidad significativa de callos de cada linea se
transfirieron a medio EME-maltosa (EME-M) con 250 ug/mL de cafotaximay 100 ug/mL de kanamicina.
Una vez regenerados los embriones se transfirieron a medio MT sélido suplementado con 1 pg/mL de
acido giberélico. Se transfirieron a medio fresco cada 30 dias. Cuando se obtuvieron brotes, éstos
fueron injertados in vitro sobre Poncirus trifoliata. Luego, se sobreinjertaron ex vitro sobre limén
rugoso y se mantuvieron cubiertos con nylon hasta su correcta aclimatacion. La composicién de los
medios de cultivo utilizados en el proceso de transformacién puede consultarse en Grosser & Gmitter
(2011).

5.3.6e Genotipado de callos y plantulas en regeneracion

Los callos resistentes a kanamicina fueron genotipados para determinar la presencia de la construccion
génica en primer lugar y posteriormente, la presencia de mutaciones en el locus blanco, asi como la
naturaleza de las mismas. En primer lugar, se extrajo ADN gendmico de cada linea resistente a la
kanamicina, utilizando el método de citrato (Arruabarrena et al., 2016). La presencia del T-DNA de la
construccion génica utilizada en la transformacion se confirmé mediante PCR utilizando los cebadores
Pp6-fwd y Pp6-rev que amplifican la region codificante correspondiente al gen nptll.

Para la deteccién de mutaciones en el locus blanco (BLCY2), se realizaron pools de restos de 4-5
plantulas que permanecen luego del repique de un mismo frasco. Se extrajo ADN gendmico de 3 pools
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de dos lineas diferentes: B30 STgM y B301M. Para detectar posibles mutaciones se realizdé un analisis
de desnaturalizaciéon de alta resolucion (HRM) de amplicones obtenidos mediante qPCR. Para la
amplificacién se utilizé el kit SensiFAST™ HRM Kit (Meridian Bioscience®, USA) de acuerdo con las
instrucciones del fabricante. Como molde se utilizaron diluciones de ADN de B30 wt, B30 STgM y
B301M con una concentracién de 100 ng/uL. Las reacciones se llevaron a cabo en un volumen final de
10 pL con 100 ng de ADN, 1X SensiFAST™ HRM Kit y 300nM de cada cebador (BLCY2-HRM-fwd y BLCY2-
HRM-rev, Tabla 8). La amplificacion y curva de desnaturalizacién se llevaron a cabo en un
termociclador en tiempo real Rotor-Gene Q (QIAGEN). Las condiciones de amplificacién y
desnaturalizacion fueron las siguientes: 1 paso a 95 °C durante 3 min, 40 ciclos de 2 pasos de 95 °C 5
sy 60 °C 15 s, un paso de 72 °C 60 s seguido de un paso de 50 °C 30 segundos y la curva del melting
con una rampa de 76 a 86 °C con un incremento de 0,1 °C por paso y una espera de 2 s luego de cada
paso. La adquisicién de fluorescencia se llevd a cabo en la amplificacidon durante los pasos de 60 s con
el canal verde y durante la curva de desnaturalizacién con el canal HRM. Los resultados se analizaron
con el software Rotor-Gene Q series Software (QIAGEN).

Las muestras en las que se observaron diferencias en las curvas de desnaturalizacién de alta resolucién
(HRM) se utilizaron para amplificar la regién del gen blanco que contiene los dos sitios de los ARN guias
utilizados con los cebadores BLCY2ed-fwd y BLCY2ed-rev (Tabla 8). Los amplicones obtenidos fueron
secuenciados con el método Sanger. Los cromatogramas de las secuencias obtenidas se analizaron con
el software de deconvolucién “ICE analysis” de Synthego (https://ice.synthego.com/#/) para inferir las

posibles mutaciones generadas y su impacto en la actividad enzimatica de las proteinas codificadas
por los alelos mutantes.

5.4 Resultados

5.4.1 Caracterizacion de acumulacion de carotenoides totales y expresion de
genes de enzimas de la ruta de sintesis de carotenoides durante la
maduracion.

Con el objetivo de caracterizar los hibridos de mandarinas A218, B475, B30 y M9 pertenecientes al
programa nacional de mejoramiento genético de citrus y determinar cudl de ellos tiene mayor
capacidad de acumular carotenoides en la pulpa, se evalué el contenido de carotenoides totales
durante el desarrollo y maduracion del fruto en dos afios (afio 1y 2). Para corroborar los estadios de
madurez de los frutos colectados en ambos afos, se realizaron andlisis de calidad de fruta que
mostraron valores ajustados a lo esperado (Lado et al.,, 2014), excepto en acidez donde algunos
genotipos permanecieron con valores altos al momento de la cosecha (mayores a 1,4) (Tabla 10).
Como se observa en la Figura 15, los 4 genotipos analizados presentan un aumento gradual del
contenido de carotenoides totales a lo largo del desarrollo y la maduracién del fruto. Los contenidos
de carotenoides alcanzados en la madurez fueron mayores en el afio 1 en comparacion con el afio 2
para los 4 genotipos. B30 fue el genotipo que acumulé mayor contenido de carotenoides en ambos
afios (39,24 + 0,60 pg/g PF de pulpa en afio 1y 36,0 + 0,57 pg/g PF de pulpa en afio 2). Ademas, se
determind el contenido de carotenoides totales en la pulpa de los parentales de estos hibridos en
estadio Maduro, siendo Ellendale el genotipo con mayor contenido en ambos afios (54,9 + 0,33 ug/g
PFenelafio1y35,0+0,49 ug/g PF en el afio 2). Satsuma registro valores de 17,2 + 0,33 ug/g PFy 13,9
+ 0,15 pg/g PF para los afios 1y 2, respectivamente. En el caso de Mandarina Comun solamente se
analizd el contenido de carotenoides en el afio 2, donde se observé un contenido de 13,4 + 0,18 ug/g
PF.
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Tabla 10. Calidad de fruta al momento de la cosecha en el estadio Maduro e ICC interno y externo para
los estadios de madurez Verde Maduro, Cambio de Color y Maduro para los afios 1y 2.

2017 2018
A218 B475 B30 M9 A218 B475 B30 M9
% de jugo 41,86 46,34 51,93 35,94 38,04 47,60 51,55 41,07
Contenido de sélidos solubles 11,82 14,85 17,35 11,63 11,21 11,79 16,17 13,70
Acidez titulable 1,65 1,53 1,54 1,37 1,29 1,30 1,91 1,52
indice de madurez (SS/Acidez) 7,17 9,69 11,24 8,51 8,71 9,08 8,44 8,98
ICC interno
Estadio de madurez A218 B475 B30 M9 A218 B475 B30 M9
Verde Inmaduro (VI) -4,73£0,04  -2,06:0,16  -2,02+0,30 X -3,32#0,07 -3,18+0,10 -3,61+0,11  -2,90+0,17
Verde Maduro (VM) 2,27#0,23  3,99+0,18  6,07+0,18  -3,82%0,25 | 2,52+0,14  -1,32#0,31 -1,25%0,40  -1,60+0,15
Cambio de Color (CC) 3,38£0,21  5,86%0,23  4,90+0,19  4,72#0,18 | 5,11+0,16  3,28+0,11  5,30£0,19  5,28+0,14
Maduro (M) 7,28#0,12  7,62#0,10  7,83+0,11  6,47+#0,50 | 6,52+0,08  5,89+0,14  7,90+0,11  6,32+0,14
ICC externo
Estadio de madurez A218 B475 B30 M9 A218 B475 B30 M9
Verde Inmaduro (VI) -21,06+0,38 -19,80%0,38 -16,80%0,36 X -20,64+0,46 -19,97+0,50 -21,85%5,47 -19,14+0,26
Verde Maduro (VM) -9,05£0,58 -11,28+0,64 -11,51+0,28 -16,30+0,44 | -15,23+0,44 -16,61+0,43 -13,31+0,21 -14,25+0,36
Cambio de Color (CC) 3,31#0,40  -2,89+0,52 -0,82#0,54 0,79+#0,43 | 0,30£0,91 -6,14#0,46  -3,09x0,40  4,89:0,41
Maduro (M) 9,86£0,15  7,75%0,16  8,76%0,15  9,72#0,26 | 9,91+0,17  7,30+0,21  7,83#0,09 10,75#0,21

Los valores de ICC representan las medias + EE. x= sin datos
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Figura 15. Acumulacidn de carotenoides totales en pulpa durante el periodo de desarrollo y
maduracién del fruto para A128, B574, B30 y M9 durante el afio 1y el afio 2. VI: Verde Inmaduro, VM:
Verde Maduro, CC: cambio de color, M: Maduro. Dentro de cada estadio de desarrollo y madurez letras
diferentes indican diferencias significativas entre genotipos (p < 0,05). Debajo se muestra la imagen
de un fruto representativo de B30 para cada estadio.

En segundo lugar, se analizd la expresidn de genes que codifican para las enzimas PSY, BLCY2ay by
BCHX pertenecientes a la ruta de sintesis de carotenoides durante el desarrollo y la maduracién del
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fruto de los 4 genotipos. Los resultados mostraron que la expresion de estos genes varia durante el
desarrollo y entre los genotipos (Figura 16). A grandes rasgos, se observa un aumento en los niveles
de expresiodn para todos los genes analizados en los 4 genotipos, a excepcidn del alelo a de BLCY2 en
A218 y B475 donde no se detecto su expresidon. Para A218, se observa un patron similar para todos los
genes analizados, con un aumento marcado en el estadio VM, que tiene un maximo de expresién en
CC y un descenso en el estadio M a niveles similares a los detectados en VM. En el caso de B475, se
observa un aumento paulatino en los niveles de expresion de PSY que se mantiene en CC y M. Para
BLCY2b se observa un aumento de la expresién en VM, con un maximo en CC que en el estadio M
desciende a niveles similares para VM, mientras que no se observan cambios significativos en la
expresion de BCHX, con una leve tendencia a un aumento paulatino en su expresién. En B30, se
observan patrones similares para PSY y BCHX con un aumento marcado en el estadio CC, volviendo a
niveles similares a VI en el estadio M. En cambio, se observan patrones diferentes de expresién para
los alelos a y b de BLCY2 con una induccion en VM que se mantiene constante para BLCY2a y una
induccion paulatina con un maximo en CC que luego desciende en M a niveles similares a los de VM
para BLCY2b. En el genotipo M9, se observan patrones similares para los 4 genes, con un aumento
marcado en VM, que desciende en CC a niveles similares a VI y vuelve a subir en M. La expresion del
gen que codifica para eLCY no se detectd en ninguno de los genotipos. Se observa que, en cada
genotipo, los genes tienen patrones de expresion similares entre si. A la vez, los patrones de expresién
génica de estos genes son similares entre los genotipos A218 y B475, mientras que B30y M9 presentan
patrones diferentes.

Debido a la ausencia de expresidn del alelo a de BLCY2 en A218 y B475 se decidid profundizar en la
caracterizacion de los alelos presentes en los hibridos analizados, sus parentales y algunas variedades
comerciales de diferentes especies de citricos.

Por otra parte, en base a los resultados de contenido de carotenoides totales en pulpay a la capacidad
de generar callos embriogénicos, se selecciond al genotipo B30 para los trabajos de transformacion y
generacion de alelos defectuosos de BLCY2, ya que fue el genotipo que acumulé mas carotenoides en
ambos afios analizados. Ademas, B30 presenta un aumento significativo de la expresién de PSY en el
estadio CC que corresponde con el inicio de la acumulacién masiva de carotenoides en el fruto.
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Figura 16. Expresidn de los genes PSY1, BLCY2a, BLCY2b y BCHX de la ruta de carotenoides durante el
desarrollo y maduracidén del fruto para A128, B574, B30 y M9 en el afio 2. VI: Verde Inmaduro, VM:
Verde Maduro, CC: Cambio de Color, M: Maduro. Los calculos de la expresidn relativa se realizaron
con el método de Pfaffl con relacién al valor del estadio VI para cada genotipo. Se muestran las medias
+ EE. Para cada genotipo, letras diferentes indican diferencias significativas entre genotipos (p < 0,05).

5.4.2 Andlisis de alelos de BLCY2 presentes en hibridos de mandarinas de
interés y en variedades comerciales.

Con el objetivo de disefiar una estrategia para poder discriminar los alelos a y b de BLCY2 sin necesidad
de secuenciar el gen completo, se alinearon las secuencias disponibles de estos alelos en la base de
datos de NCBI (alelo a: C. clementina XM_006424132.2, C. sinensis W. Navel OP441054.1; alelo b: C.
sinensis W. Navel OP441055.1 y C. paradisi Star Ruby FI516404.1) y se detectd un polimorfismo en la
posicién +200 pb que genera un sitio de restriccidon Rsal en el alelo a y que esta ausente en el alelo b
(Figura 17a). De esta forma, se disefid un marcador molecular codominante, de tipo CAPS (Cleaved
Amplified Polimorphism Sequence) que permite detectar la presencia de los alelos a y b
simultaneamente, mediante amplificacion por PCR de una region del gen BLCY2 y digestion del
amplicdn con Rsal (Figura 17b y c). Las naranjas y pomelos presentan ambos alelos, asi como las
mandarinas Clementina de Nules, Nova, Comun y Satsuma, mientras que el tangor Ellendale y el limén
Lisbon solamente presentan el alelo b (Figura 17c). En cuanto a los hibridos del programa de
mejoramiento genético de INIA, observamos que tanto A218 como B475 presentan Unicamente el
alelo b, mientras que B30 y M9 presentan ambos alelos. Sin embargo, luego de clonar, secuenciar y
analizar las regiones codificantes para BLCY2 de B30, M9, Satsuma, Ellendale y Mandarina comun, asi
como las proteinas resultantes de estas secuencias, se observan algunas diferencias a nivel de
secuencia nucleotidica y aminoacidica con ambos alelos en Satsuma (Figura 18).
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En primer lugar, para la mandarina Satsuma se clonaron dos alelos diferentes, uno tiene la secuencia
caracteristica del alelo a mientras que el otro presenta varios SNP y una delecion de 3 nucleédtidos
(144, 145 y 146). Entre estos cambios a nivel nucleotidico, el SNP T197A modifica el sitio Rsal
provocando que la enzima no corte en esta secuencia y que, al genotipar utilizando el marcador CAPS,
aparezca como el alelo b (Figura 17c, 18a); sin embargo, al analizar la secuencia de aminodcidos, la
proteina resultante posee los aminoacidos correspondientes al alelo a en las posiciones 72 y 359,
consideradas esenciales para la funcion licopeno ciclasa (Figura 18b). En el caso de Ellendale, se cloné
la secuencia codificante y el andlisis de la secuencia de aminoacidos deducida corresponde con la del
alelo b (Figura 18b). Los hibridos B30 y M9 provienen del cruzamiento de Ellendale con Satsuma, por
lo que la presencia de los alelos a y b se encuentra dentro de lo esperado y se confirmd por
secuenciacién en ambos casos (Figura 18b). A218 y B475 provienen del cruzamiento de Ellendale con
Mandarina comun y de acuerdo con el genotipado por CAPS, ambas presentan Gnicamente el alelo b
(Figura 17b), lo que concuerda con los andlisis de expresidn génica de la BLCY2, donde solamente se
detecté la expresion del aleo b durante el desarrollo y la maduracidn del fruto (Figura 16).
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Figura 17. Disefio y genotipado por CAPS de alelos de BLCY2 presentes en hibridos nacionales (A218,
B475, B30, M9) y variedades comerciales [Mandarina comun (M.c.), Ellendale (Ell.), Satsuma Owari
(Sat.), Clementina de Nules (Clem), Mandarina Nova (Nova), Pomelos Marsh (Marsh) y Star Ruby (S.R.),
Naranja Washington Navel (Navel) y Limon Lisbon (Lisbon). (a) Alineamiento de los primeros 240
nucledtidos de las secuencias codificantes de los alelos a y b de BLCY2 de Clementina de Nules, W.
Navel, y Star Ruby. El SNP en la posicion 200 resulta en un cambio en el sitio de restriccion para la
enzima Rsal (GATC). El sitio de restriccion presente en el alelo a se encuentra resaltado en verde. (b)
Esquema de estrategia de genotipado por CAPS. Debajo de cada esquema de la secuencia codificante
se detallan los tamafios de los fragmentos esperados luego de la digestiéon de amplicén con Rsal. En
verde se indican las posiciones de los cebadores citBLCY2gen-F y citBLCY2gen-R (Tabla 8) utilizados
para la amplificacion por PCR. (c) Electroforesis en gel de Agarosa 1,5 % de los productos de PCR
digeridos con Rsal para los genotipos analizados. El marcador de peso molecular utilizado es
Hyperladder 50bp (Meridian Bioscience®, USA) y las bandas de mayor intensidad indican tamafios de
2000, 1000 y 300 pb.
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Figura 18. Alineamiento de secuencias codificantes de BLCY2. (a) Alineamiento a nivel nucleotidico
para los alelos clonados y secuenciados presentes en Satsuma. El sitio se restriccion de Rsal se
encuentra subrayado con una barra negra. (b) Alineamiento de la secuencia aminoacidica de los alelos
clonados y secuenciados para Satsuma, Mandarina comun, B30, M9 y Ellendale. Los dominios
caracteristicos de licopeno ciclasas se indican con barras negras en la parte superior de las secuencias
y los sitios criticos para la actividad licopeno ciclasa se encuentran indicados con una cruz roja en la
parte inferior de las secuencias. Los aminoacidos idénticos estan en letra negra, los similares estan
resaltados con gris y los aminodcidos diferentes estan indicados con letras rojas.

Adicionalmente, en el afio 3, se determind la expresidn génica de BLCY2 en pulpa para los alelosay b
de los hibridos A218, B475, B30y M9 y de las variedades comerciales de mandarina Nova y Clementina
de Nules, pomelo Marsh y Star Ruby, naranja Washington Navel y limdn Lisbon. Se realizaron analisis
de calidad de fruta para corroborar los estadios de madurez colectados y los valores se ajustaron a lo
esperado (Tabla 11). Al igual que para el afio 2, se detectd la expresién de los alelos a y b para los
hibridos B30 y M9 y la del alelo b Unicamente para los hibridos A218 y B475 (Figura 19a). En tanto,
para las variedades comerciales, se detectd la expresion de ambos alelos en todas, excepto en limdn
donde solamente se detectd la expresion del alelo b (Figura 19b). En este analisis, no se observaron
cambios significativos en la expresién de BLCY2a en los hibridos B30 y M9 y de BLCY2b para B30, M9,
A218y B475 en los estadios analizados (VM, CCy M). Para las variedades comerciales, sin embargo, se
observaron patrones de expresidén génica diferentes. En el caso de las mandarinas Clementina de Nules
y Nova se observaron patrones similares para ambos alelos, con un leve aumento en la expresién en
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CC que se mantiene en M. Para los pomelos, sin embargo, los patrones observados fueron diferentes,

con un leve aumento en Marsh en el estadio M y un incremento paulatino de la expresion de mayor

magnitud para Star Ruby en ambos alelos. En Star Ruby, ademas, el alelo b alcanzé valores mayores

de expresidn. En la naranja Washington Navel, no se observaron cambios significativos en la expresion

del alelo a mientras que se observé un leve aumento de la expresion en el alelo b en el estadio M. Para

el limdn Lisbon, se observé un leve incremento de la expresion del alelo b en el estadio CC.

Tabla 11. Calidad de fruta al momento de la cosecha en el estadio Maduro e ICC interno y externo para
los estadios de madurez Verde Maduro, Cambio de Color y Maduro de los genotipos analizados en el

afio 3.
A218 B475 B30 M9 Nova Clem. Marsh S. Ruby W. Navel Lisbon
% de jugo 35,99 54,47 40,10 29,83 48,62 40,35 41,18 49,30 47,94 32,78
Contenido de sélidos solubles 11,50 12,45 11,46 8,15 11,37 10,98 9,11 11,23 10,57 8,73
Acidez titulable 1,16 1,27 1,41 0,78 0,93 0,79 1,55 1,61 0,84 5,96
indice de madurez (SS/Acidez) 9,90 9,83 8,12 10,41 12,22 13,94 5,87 6,98 12,55 1,46
ICC interno
Estadio de madurez A218 B475 B30 M9 Nova Clem. Marsh S. Ruby W. Navel Lisbon
Verde Maduro (VM) 2,90+0,26 0,19+0,23 1,36+0,21 -0,30+0,30 -0,47+0,08 0,12+0,21 -3,67+0,14 16,09+1,06 -3,95+0,07 -5,45+0,20
Cambio de Color (CC) 4,94+0,12 3,23+0,18 3,730,21 3,80+0,16 1,89+0,09 2,53+0,14 -4,22+0,11 31,86+0,90 -3,28+0,13  -4,60+0,17
Maduro (M) 6,47+0,10 7,78+0,19 6,11+0,12 4,29+0,12 4,11+0,10 3,72+0,42 -4,40+0,07 29,34+0,41 -1,60+0,15  -4,64+0,54
ICC externo
Estadio de madurez A218 B475 B30 M9 Nova Clem. Marsh S. Ruby W. Navel Lisbon
Verde Maduro (VM) -11,13+0,81 -14,57+1,46 -14,29+0,40 -15,05+0,40 -14,52+0,26 -14,08+0,36 -12,39+0,56 -10,73%0,63 -15,06+0,33 -11,52+0,21
Cambio de Color (CC) -0,93+0,47 -2,70+0,59 1,07+0,70 -0,06+0,93 -3,73+0,56 -5,45+0,47 -7,69+0,59 0,13+0,67 -8,50+0,73  -8,01+0,51
Maduro (M) 8,72+0,13 9,63+0,15 8,58+0,18 8,56+0,40 5,75+0,21 4,57+0,39 -1,21+0,08 3,83+0,25 1,69+0,24  -1,4440,15
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Figura 19. Expresion de los alelos a y b de BLCY2 en la pulpa durante los estadios VM, CC y M durante
el afio 3. (a) Expresion alelos ay b de BLCY2 en hibridos nacionales A218, B475, B30 y M9. (b) Expresidn
alelos ay b de BLCY2 en variedades comerciales de Mandarinas Clementina de Nules y Nova, Pomelos
Marsh y Star Ruby, Naranja W. Navel y Limén Lisbon. Los célculos de la expresion relativa se realizaron
con el método de Pfaffl con relacidn al estadio VM de cada genotipo. Se muestran las medias * EE.
Para cada genotipo, letras diferentes indican diferencias significativas (p < 0,05).

Si bien al analizar la expresion por separado en cada genotipo no se encuentran grandes cambios en
los niveles de expresion durante la maduracion (excepto para SR), cuando comparamos los niveles de
expresidn entre los genotipos se observan diferencias importantes para ambos alelos (Figura 20). En
este andlisis se tomdé como referencia, para cada alelo, la muestra de SR en el estadio VM. Como se
puede observar en la Figura 20, en el caso del alelo a de BLCY2, el pomelo SR tiene los menores niveles
de expresién durante los tres estadios, seguido por B30 y M9 con valores intermedios y por ultimo las
variedades de mandarinas Clementina de Nules y Nova, el pomelo Marsh y la naranja W. Navel que
presentan mayores niveles de expresién en todos los estadios. Los hibridos A128, B475 y el limén
Lisbon no poseen este alelo, por lo que no se detecta su expresién, como se describié anteriormente.
En el caso del alelo b de BLCY2, los distintos genotipos también se pueden agrupar en 3. El primer
grupo presenta niveles de expresién similares a SR, y comprende a los hibridos B30, M9, el pomelo
Marsh y el limén Lisbon. El segundo grupo presenta niveles intermedios de expresion y estd formado
por los hibridos A218 y B475 mientras que las mandarinas Clementina de Nules y Nova y la naranja W.
Navel conforman un tercer grupo con los mayores niveles de expresion para el alelo b (Figura 20). Otra
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diferencia notoria es que la magnitud de los cambios es mas marcada para el alelo b, con valores que
alcanzan niveles de mas de 300 veces mayores que los encontrados en SR VM, mientras que en el alelo
a las diferencias no alcanzan a ser mds de 70 veces. Finalmente, para determinar si existe un sesgo en
la transcripcidn de los alelos a y b, se cloné el ADN copia de BLCY2 de M9 a partir de ARN purificado
de pulpa en el estadio CC. Se analizaron un total de 58 colonias por PCR y digestidon con Rsal y se
determind que el 45% corresponden al alelo ay 55% al alelo b, descartandose un sesgo transcripcional
de un alelo frente a otro, al menos en el hibrido M9.

El genotipado y los analisis de expresién génica para los alelos a y b de BLCY2 sugiere que genotipos
homocigotas para el alelo b son capaces de catabolizar el licopeno de manera eficiente y que en el
hibrido M9, que es heterocigota, no se observa un sesgo en la transcripcion de ambos alelos. En base
a estas observaciones se decidid evaluar la actividad licopeno ciclasa de ambos alelos en un sistema
de complementacién heterdloga en bacterias carotenogénicas.

BLCY2a
70

E d
P 1 | . VM
4 == bc
< = c
0] 50
'g b
2 40 -
S d q d
2
c 30 - ¢
0
(%]
[0] 20 1
1
3
L 10 4 baba b a

A218 B475 B30 M@ Clementina Nova  Marsh S. Ruby W. Navel Lisbon

BLCY2b
400
d d

€
=
nd
< 300 c
0]
o fl
2
©
° 200 + e
—_
c
© d
7] b
L b
[oR 100 4 c
x
L

A218 B475 B30 M9 ClementinaNova Marsh S. RubyW. Navel Lisbon

Figura 20. Comparacién de los niveles de expresidn génica entre genotipos para los alelos a y b de
BLCY2 en referencia a los niveles de Star Ruby en el estadio VM. Los célculos de la expresion relativa
se realizaron con el método de Pfaffl. Los analisis estadisticos se realizaron para cada estadio (VM, CC
y M) por separado. Se muestran las medias + EE. Letras diferentes del mismo color indican diferencias
significativas entre variedades dentro de cada estadio (p < 0,05).
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5.4.3 Caracterizacion funcional de alelos a y b de BLCY2 del hibrido M9.

Para determinar los niveles de actividad de los alelos a y b presentes en los hibridos nacionales, se
utilizé el genotipo M9. Se selecciond para este andlisis un genotipo heterocigota para clonar ambos
alelos provenientes del mismo genotipo. Se clonaron los alelos a y b en el vector pET28a y se
transformaron ambas construcciones y el vector vacio en la cepa de E. coli DS1B-AcrtY (Tabla 9). Se
seleccionaron 3 colonias positivas de cada transformaciéon y se utilizaron para los ensayos de
complementacion. Se observo que las colonias transformadas, ya sea con el alelo a o el b, son capaces
de convertir licopeno en B-caroteno ya que adquieren una coloracién anaranjada muy similar a la cepa
control E. coli DS1B. A su vez, el pico mayoritario detectado por HPLC corresponde con los tiempos de
retencién y el espectro de absorcion del B-caroteno (Figura 21). En contraste, las colonias
transformadas con el vector vacio contindan presentando color rojo (datos no mostrados). Ademas,
las eficiencias del alelo a y b son muy similares, siendo capaces de convertir el 86,48 + 0,57 % y el 89,99
+ 1,80 % del licopeno a B-caroteno, respectivamente (Figura 21). En todas las cepas, excepto E. coli
DS1B-AcrtY, se observd un pequefio pico intermedio entre licopeno y B-caroteno, pero no se logré
identificar el compuesto al que corresponde, ya que su espectro de absorcién no era nitido debido a
su baja proporcion.

E. coliDS1B

3%  97%

. | ]
E. coli DS1B-AcrtY

100%

E. coli DS1B-AcrtY
+M9-BLCY2a

8%5% 87%

E. coli DS1B-AcrtY
+M9-BLCY2b

5%5% 90%

Figura 21. Complementacion heterdloga. Para cada cepa bacteriana se observa el pellet del cultivo, el
cromatograma de HPLC correspondiente y la proporcién relativa de cada compuesto. Los espectros de
absorcién correspondientes a cada pico se encuentran al lado de cada uno. El pico correspondiente a
B-caroteno se detecta entre los minutos 21 y 23 (flecha anaranjada) mientras que el pico
correspondiente al licopeno se detecta entre los minutos 11y 12,5 (flecha roja). La flecha gris indica la
posicién de un pico no identificado.
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5.4.4 Generacion de alelos mutantes para SLCY2 en el hibrido B30

En el genoma de los citrus se han descrito hasta el momento dos genes que codifican para enzimas
con actividad licopeno B ciclasa: BLCY1 y BLCY2 (orangel.1g014377m y orangel.1g010693m,
respectivamente). BLCY1 se expresa principalmente en tejidos verdes, en cambio, BLCY2 se expresa
exclusivamente en el fruto y se localiza especificamente en cromoplastos, tanto en la pulpa como en
el flavedo. Los dos ARN guias que se disefiaron para la secuencia de BLCY2 se posicionan a +177 (Guia
1) y +242 pb (Guia 2) del sitio ATG de forma tal que evitan zonas que presentan variantes en la
secuencia para los alelos a y b (Figura 22a). Los ensayos de actividad in vitro demostraron que ambos
ARN guias permiten editar el sitio blanco de forma eficiente, observandose una mayor eficiencia para
el ARN guia2 (Figura 22b).

(a) 5 : i , _ PrimerA

BUBLCY2  [EEEE
BBCY:  [RRES

B0 BLCY20 CGGACAAGCAAGTTTGG GAC GGAG 9 G ) G CTGGITTCATCCGTCCGATCGTATTCGATATGACGTGATCATC
BI0BLCY2 GACAAGCAAGTTTGGTAACTTCC GACACCGGAG GBACCTGAATTC cilc GATCTCCCCTGG CGTCCGATCGTATTCGA

PG C TG AGC
BI0BLCYR

B0 BLCY2
B0 BLCY2

B0BLCY2 B c CGATTG GTGATGATGG] GAG GGCTAGCTTGATTIGITGATGCTAGTGGC GCTAGTAG GITG G GCCAAGAAACCATGGA
: : A GCCAAGAAACCATGGA

(b) PCRmolde () () ) = Moldede PCR s g
SpCas9 () (+) () () Lod
:s: gun:a; (SN C BENC IO} —55“53” +‘II 6 e +1?12 +2763
ouia :‘ ;’ ‘; i: = S orange1.19010693m (cDS)  ———1
MPsti ciGen2
Tamafos esperados luego del corte:
4749 pb —
2058y 1: 3321 pb
805pb — 2:742 pb + 2579 pb
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Figura 22. Disefio de ARN guias y actividad in vitro. (a) Alineamiento de los primeros 750 pb de las
secuencias genémicas de B30 para los alelos a y b de BLCY2. Se indican las posiciones de los dos ARN
guias disefiados, ARN guial (Guia 1) (+177-197) y ARN guia2 (Guia 2) (+242-262) y de los cebadores A
(BLCY2ed-fwd) y B (BLCY2ed-rev) utilizados para el genotipado. (b) Actividad in vitro de los ARN guias
Guia 1y Guia 2. Gel de agarosa con el producto de digestién del PCR de ADN gendmico que contiene
los sitios blanco y esquema del gen y los tamafos esperados luego del corte con cada complejo
Cas9/ARN guial y Cas9/ARN guia2.

Las secuencias correspondientes a los dos ARN guias se clonaron en el vector binario pDIRECT22C que
contiene el cassette para la expresion de la Cas9, un cassette para la expresion policistrénica de ambos
ARN guias y un cassette de seleccién. Este vector fue transformado en callos embriogénicos del
genotipo B30 utilizando A. tumefaciens EHA105.

Se obtuvieron dos lineas de callos resistentes a la kanamicina que se multiplicaron para luego incubar
en medio de regeneracion hasta obtener brotes (Figura 23 a, b, c y d). Se extrajo ADN de restos de
callos en vias de regeneracién repicados de 5 frascos diferentes para cada linea y se detectd la
presencia del transgén en todos los casos (Figura 24a). Se utilizaron 3 extracciones de ADNs (pools) de
cada linea para realizar andlisis de HRM donde se observaron diferencias en las curvas de
desnaturalizacion (melting) de los amplicones de las tres muestras provenientes de la linea STgM
(Figura 24b), mientras que las curvas provenientes de la linea 1M fueron dudosas (resultados no
mostrados). Posteriormente, se amplificd la region que contiene ambos sitios blanco con los cebadores
BLCY2ed-fwd (cebador A) y BLCY2ed-rev (cebador B) para secuenciacion por Sanger y estos resultados
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se compararon con los resultados de HRM. Mediante la secuenciacidn por Sanger se logré identificar
que las 3 muestras analizadas provenientes de la linea STgM poseen ediciones en el sitio
correspondiente al ARN guial (Figura 24c), mientras que el sitio del ARN guia2 no presenté mutaciones
y las secuencias permanecieron iguales al alelo salvaje. Como los cromatogramas obtenidos en la
secuenciacién Sanger provienen de un pool de al menos 5 plantas, las secuencias obtenidas son una
mezcla de varios alelos presentes. Para predecir los alelos presentes en cada muestra, se utilizé el
software de deconvolucién ICE de Synthego (https://ice.synthego.com/#/). Este software predijo la

presencia de 3 alelos con deleciones de 9 nucledtidos (A9a, b y c) y dos alelos con una insercién de 1
nucleédtido (Figura 25a). Al traducir las secuencias codificantes resultantes vemos que para las
deleciones de 9 nucledtidos se generan proteinas que carecen de 3 aminodcidos (Asparagina,
Fenilalanina y Leucina en las posiciones 58, 59 y 60, respectivamente) y, ademas, presentan algunos
aminoacidos diferentes. El alelo A9a, tiene 3 aminoacidos diferentes, una asparagina en la posicién 61,
una fenilalanina en la 62 y una prolina en la posicion 63 (E61N; L62F y T63P); el alelo A9b sustituye el
aminoacido glutamato por lisina en la posicion 61 (E61K) y el alelo A9c presenta una Asparagina en la
posicién 61 (E61N). Luego de estos cambios, los tres alelos recuperan la secuencia de la proteina
original. Sin embargo, estas deleciones y sustituciones de aminoacidos se encuentran dentro de la
regién conservada licopeno f ciclasa de plantas, lo que podria generar alelos inactivos o con menor
eficiencia que los alelos salvajes. El alelo que presenta la insercion de un nucledtido cambia
completamente el marco de lectura de las proteinas, generando polipéptidos con codones de
terminacion prematuros en medio de la region conservada licopeno B ciclasa de plantas (Figura 25b).

Para el llevar a cabo el andlisis individual de las plantas regeneradas y determinar los alelos especificos
presentes en estas plantas, los brotes editados que regeneraron a partir de ambas lineas trasformadas
fueron injertados in vitro sobre Poncirus trifoliata (Figura 23 f, g y h). Las lineas regeneradas que
presenten ediciones seran sobreinjertadas en limoén rugoso para su aclimatacidn y se mantendran en
el invernadero de bioseguridad hasta que produzcan frutos y puedan ser fenotipadas.

Figura 23. Proceso de regeneracién de plantas a partir de callos transformados. (a) y (b): proliferacion
de un callo resistente a kanamicina. (c) embriones regenerados a partir de callo. (d) y (e): generacién
de brotes. (f), (g) y (h): injerto in vitro de brotes sobre P. trifoliata.
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Figura 24. Genotipado de las lineas de callos resistentes a kanamicina del hibrido B30. (a) PCR con
cebadores Pp6-fwd y Pp6-rev que amplifican la regidon correspondiente al gen npti/l del T-DNA. (b)
Curvas de HRM correspondientes a productos de PCR de B30 wt y de B30 STzM provenientes de 3
muestras de ADN compuestas. (c) cromatogramas Sanger de la region que contiene el sitio de corte
asociado al Guia 1 para B30 wt y tres pools de B30 STgM.
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Figura 25. Prediccién de alelos mutantes en B30. (a) Alineamiento de los primeros 330 nucledtidos de
las secuencias de B30 wt y las secuencias con las mutaciones predichas por el software ICE de Synthego
(https://ice.synthego.com/#/). La regidon con las mutaciones predichas se resalta con un rectangulo
negro. (b) Alineamiento de secuencias de aminoacidos para la proteina de B30 wt y de los 3 alelos
predichos con deleciones de 9 nucledtidos (A9a, by c). (c) Alineamiento de secuencias de aminoacidos
para la proteina de B30 wt y de los 4 posibles alelos predichos con la insercion de 1 nucledtido (+1A,
+1T, +1G y +1C). En (b) y (c) los aminoacidos idénticos se muestran con letras negras y los diferentes
con letras rojas. La regidn conservada BLCY de plantas se indica con una barra negra.

5.5 Discusion y conclusiones

En este trabajo se caracterizé la acumulacién de carotenoides totales de 4 hibridos nacionales de
mandarinas del programa de mejoramiento genético, y se estudid la relacién entre los niveles de
carotenoides con la expresién durante el desarrollo y maduracién del fruto, de los genes que codifican
para enzimas clave de la ruta de biosintesis de estos compuestos. Adicionalmente se analizaron los
alelos presentes de la enzima BLCY2 y se caracterizd su perfil de expresiéon en los hibridos y en
variedades comerciales. Se determind la eficiencia de ambos alelos en un sistema de complementacién
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heterdloga en bacterias y finalmente se editd el gen que codifica para la BLCY2 en el hibrido B30,
logrando asi obtener, por primera vez, plantas de mandarina editadas, completamente regeneradas.

El contenido de carotenoides totales cuantificado en la pulpa de los frutos maduros para los hibridos
estudiados y sus parentales fue acorde a los valores reportados por otros trabajos para mandarinas y
sus hibridos. Para Satsuma (C. unshiu), se describen valores entre 15 y 34 pg/g PF en la pulpa de frutos
maduros (Alquézar et al., 2008; Wang et al., 2011; Moltini et al., 2018), lo que se asemeja a los
resultados observados en este trabajo. Para Mandarina Comun (C. reticulata), los valores
determinados en este trabajo se encuentran en el rango de los valores reportados en la bibliografia,
que varian entre 5y 30 pug/g PF (Canan et al., 2016; Moltini et al., 2018). En el caso del hibrido Ellendale
los valores obtenidos son mayores a los descritos en la bibliografia (25 pg/g PF) (Moltini et al., 2018).
En los hibridos analizados (A218, B475, B30 y M9) se determinaron valores similares a los encontrados
en la bibliografia (30 pg/g PF A218, 25 ug/g PF B475, 30 ug/g PF B30 y 25 pg/g PF M9) (Moltini et al.,
2018) y también similares a los de otros hibridos complejos como Hansen (39.4 ug/g PF) pero menores
a valores observados para Nadorcott (46.9 pg/g PF) o Murcott (44.9 ug/g PF) (Alquézar et al., 2008;
Zacarias-Garcia et al., 2020).

De manera similar a lo descrito para otros citricos (Kato, 2012), este trabajo mostré que, en mandarina,
la expresidn de genes clave de la ruta de sintesis de carotenoides aumenta a medida que progresa el
desarrollo y la maduracién de los frutos de los genotipos estudiados. PSY presentd una induccién mas
marcada para A218, B30 y M9 y luego un descenso en la madurez (Figura 16). Estos resultados son
similares a los reportados para la mandarina Satsuma, y en algunos tangores e hibridos complejos de
mandarinas (como Tamami, Wilkimg y, Kiyomi), que mostraron una fuerte induccién de PSY en la pulpa
a medida que el fruto maduraba, seguida de un descenso en su expresion (Kato et al., 2004; Kato et
al., 2007; Kato, 2012). En otros citricos como naranjas, pomelos y toronjas, también se ha descrito una
induccion de PSY que acompaiia el proceso de maduracidn del fruto y luego se mantiene constante o
desciende. En varios de estos casos, los niveles de induccidon de PSY son mayores en aquellas
variedades que acumulan licopeno (Liu et al., 2007; Alquezar et al., 2008; Fanciullino et al., 2008;
Alquezar et al., 2013; Peng et al., 2013; Liu et al., 2016; Yan et al., 2018; Zacarias-Garcia et al., 2022) ,
lo que resalta el rol de la regulacion de la expresion del gen en la acumulacion de estos carotenoides.

En los hibridos A218, B475, B30 y M9, la expresion de BLCY2 se comporta de modo similar a lo descrito
para mandarinas y otros citricos, con un aumento en la expresién a medida que avanza la maduracion
del fruto, especialmente en el estadio de cambio de color (Alquezar et al., 2009; Mendes et al., 2011;
Zhang et al., 2012a; Alquezar et al., 2013; Zacarias-Garcia et al., 2022). Sin embargo, en los hibridos
A218 y B475 sélo se detectd la expresion del alelo b, mientras que la expresidn del alelo a permanecié
por debajo del umbral de deteccion (Figuras 16 y 19). Lo anterior concuerda con los resultados del
genotipado para los alelos a y b, donde se observd que estos hibridos (al igual que su parental
Ellendale) presentan Unicamente el alelo b para BLCY2 (Figura 17). En trabajos previos se reporté que
el alelo b de BLCY2 tiene actividad licopeno ciclasa casi nula (Alquezar et al., 2009; Lu et al., 2016b).
Sin embargo, los hibridos A218 y B475 tienen la ruta de catabolismo de licopeno activa, acumulando
carotenoides en niveles similares a otras mandarinas y su color interno y los patrones de expresion de
BCHX (Figura 16) concuerdan con la acumulacién de B-criptoxantina y otras xantofilas, sin presentar
los tintes rojizos caracteristicos de la acumulacién de licopeno (Kato et al., 2007). Contrariamente a lo
reportado por Alquezar et al. (2009) y Lu et al. (2016), el alelo b presente en los hibridos nacionales,
especificamente en M9, se transcribe en las mismas proporciones que el alelo a y muestra una
actividad licopeno ciclasa eficiente, siendo capaz de convertir el 89,9% del licopeno en B-caroteno en
los ensayos de complementacion en bacterias (mientras que el alelo a convierte el 86,5% del licopeno
en B-caroteno) (Figura 21). Si bien este resultado contradice algunos trabajos previos, Zhang et al.
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(2012) reportan la presencia de un alelo de BLCY2 en naranja Valencia, con una secuencia aminoacidica
gue concuerda con la del alelo b. En ese trabajo se observa que el alelo de Valencia, al igual que el
alelo b presente en los hibridos nacionales, es capaz de convertir un alto porcentaje del licopeno en B-
caroteno en ensayos de complementacion in vivo en E. coli (Zhang et al., 2012a).

Cuando comparamos los niveles de expresiéon de BLCY2 entre los diferentes hibridos y variedades
comerciales, a grandes rasgos se diferenciaron tres grupos (Figura 20): por un lado, Star Ruby con los
niveles menores para BLCY2a seguido de B30 y M9 con niveles intermedios de expresién y luego
Clementina de Nules, Nova, Marsh y W. Navel con los mayores niveles para este alelo. Por otro lado,
para BLCY2b, se agruparon Star Ruby, B30, M9, Marsh y Lisbon con los menores niveles de expresion,
A218 y B475 con niveles intermedios y por ultimo Clementina de Nules, Nova y W. Navel con los
mayores niveles de expresion. En el caso de los pomelos Star Ruby y Marsh, se ha observado que BLCY2
es el unico gen de la biosintesis de carotenoides y de las rutas de biosintesis de sus precursores que
presenta patrones de expresion diferentes entre genotipos, con niveles menores de expresion en Star
Ruby que en Marsh y que esto explica la acumulacidn de licopeno en el primero (Alquezar et al., 2013).
Los resultados obtenidos en este trabajo concuerdan con niveles menores de expresidén de este gen,
especialmente para el alelo a en el caso de Star Ruby, lo que apoya, en parte, la hipdtesis que plantea
el trabajo de Alquézar et al. (2013). Sin embargo, la ausencia del alelo a en A218, B475, Ellendale y
Lisbon y los niveles de actividad enzimdtica similares para los alelos a y b de M9 en ensayos de
complementacién heterdloga en E. coli, disienten con la hipotesis planteada por Alquezar et al. (2013)
y Lu et al. (2016b), de que la baja actividad del alelo b contribuya a la acumulacién de licopeno, ya que
ninguno de los genotipos analizados que solamente tienen el alelo b presenta acumulacion de licopeno
en el fruto y, por ende, el catabolismo de licopeno se encuentra activo.

Estos resultados, en conjunto con los reportados en la literatura, apoyan la existencia de mecanismos
de regulacion adicionales a los transcripcionales, que estarian participando en la acumulacion de
carotenoides en citricos. Si bien los patrones de expresién de los genes codificantes de las enzimas
clave para la biosintesis de carotenoides tienen relacidn directa con el progreso de la acumulacion de
estos pigmentos durante el desarrollo y maduracién del fruto, no siempre una mayor expresion se
condice con un incremento de la biosintesis y viceversa. Esto se evidencia en la existencia de
mecanismos de regulacién a nivel post transcripcional y postraduccional. Por ejemplo, en varias
especies vegetales se han descrito mecanismos de regulacidon postranscripcional para PSY1, lo que
afecta las variantes de la proteina que finalmente se traduce, la velocidad con que lo hace o la vida
media de ésta (Howitt et al., 2009; Alvarez et al., 2016; Welsch et al., 2018; Ahrazem et al., 2019; Chen
et al., 2019; Wang et al., 2020; Iglesias-Sanchez et al., 2023; Lu et al., 2024). Ademas, los niveles de
expresiéon de estas enzimas estdn regulados no solo por factores involucrados en el desarrollo, sino
también por factores que responden a estimulos ambientales (Ma et al., 2023; Lu et al., 2024).

De la expresion de genes de la ruta de sintesis de carotenoides y el genotipado de los alelos ay b de
BLCY2 se evidencia que existen variedades que solamente poseen el alelo b (Figuras 16 y 17), que de
acuerdo a trabajos previos es muy poco eficiente en la conversién de licopeno a B-caroteno (Alquezar
et al., 2009; Alquezar et al., 2013; Lu et al., 2016b). Sin embargo, la ausencia de color rojo en estos
genotipos sugiere que el alelo b presente en A218, B475 y Ellendale es capaz de catabolizar el licopeno
formado en los frutos, que tienen el color caracteristico asociado a la acumulacidn de B-criptoxantina.
Esto es apoyado con los resultados de complementacion heterdloga obtenidos en este trabajo para
los alelos a y b de BLCY2 de M9, corroborando que el alelo b presente en los hibridos de mandarinas
es eficiente, lo que sugiere que la presencia del alelo b no es una condicidon que favorezca la
acumulacion de licopeno como se propuso en trabajos previos (Alquezar et al., 2009; Alquezar et al.,
2013; Lu et al., 2016b). En ese sentido, la comparacién de los niveles de expresiéon de ambos alelos (a
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y b) de SR con otras variedades, sugiere que sus menores niveles de expresidon en comparacion con
otros genotipos, especialmente para el alelo a, sumado a otros mecanismos como la disponibilidad de
estructuras apropiadas para la acumulacién de licopeno (Lado et al., 2015a) podria contribuir a dicha
acumulacién, independientemente de la eficiencia de los alelos presentes de BLCY2.

En mandarinas no se conocen mutantes que acumulen licopeno como ocurre en otras especies de
citricos. Uno de los objetivos de esta tesis fue generar mutaciones de pérdida de funcién en ambos
alelos de la BLCY2 con el fin de favorecer la acumulacion de este compuesto en frutos de mandarina.
Para los trabajos de edicion se selecciond al genotipo B30 por ser el que presentd mayor capacidad de
acumular carotenoides (Figura 15) y por la capacidad de generar callos embriogénicos, lo que facilita
la etapa de transformacién genética. En este trabajo se logrd la edicidn del gen que codifica para BLCY2
por primera vez en mandarinas y la regeneracién de las plantas editadas. Recientemente se generaron
mutantes por edicion génica para BLCY2 en naranjas sanguineas y el portainjerto citrange “Carrizo”
(Salonia et al., 2022), asi como la edicién transitoria del gen CsPDS mediante expresion del sistema
CRISPR-Cas9 en hojas de mandarina Kinnow (Manchanda et al., 2023). La transformaciéon mediada por
Agrobacterium utilizando explantes provenientes de plantulas (epicétilos) y posterior regeneracion en
mandarinas y sus hibridos ha demostrado ser muy poco eficiente (Dutt et al., 2018; Poles et al., 2020;
Salonia et al., 2020). Sin embargo, la transformacién de células provenientes de callos embriogénicos
es una alternativa relativamente eficiente para genotipos capaces de producir este tipo de tejido
(Omar et al., 2016). Ademas, tiene como ventaja que los embriones que regeneran provienen de una
Unica célula, lo que evita la formacién de quimeras (Poles et al., 2020).

Se obtuvieron dos lineas de callos embriogénicos de B30 resistentes a la kanamicina que proliferaron
y lograron regenerar brotes transgénicos (Figura 23). Si bien en la bibliografia se reportan eficiencias
de transformacion que rondan el 30% para el tangor “W. Murcott” o la mandarina “Shatangju”
utilizando esta metodologia, utilizan hygromicina y BASTA como agentes de seleccion, ya que los
resultados obtenidos con kanamicina como agente selectivo varian mucho en cuanto a su eficiencia
(Dutt and Grosser, 2010; Dutt et al., 2018). De las dos lineas de callos que proliferaron y regeneraron,
solamente en una de ellas se detectd la presencia de mutaciones. Las mutaciones se generaron en el
sitio blanco correspondiente al ARN guial (Figura 24c). Debido al prolongado tiempo de regeneracién
de plantas in vitro, el genotipado se realizé utilizando tres pools de restos de 5 plantas al momento del
repique. Se observaron evidencias de edicién en la secuencia de los 3 amplicones analizados.
Utilizando el software ICE de deconvolucién (Synthego) se predijeron tres alelos diferentes con
deleciones de 9 pb y un alelo de insercidon de una base (Figura 25a). La insercién de 1 pb genera
proteinas truncas (Figura 25c), por lo que esperariamos proteinas no funcionales. Por otra parte, los
alelos que tienen deleciones de 9 pb sufren alteraciones en la secuencia aminoacidica, pero se lograria
traducir la proteina completa, aunque al estar en la region conservada B-LCY de plantas (Figura 25b),
las proteinas resultantes podrian presentar menor eficiencia en la actividad licopeno B ciclasa. En
trabajos previos realizados por Lu et al. (2016b) se analizaron residuos aminoacidicos criticos para la
funcién de esta enzima. Los aminodcidos que se estudiaron en ese trabajo no se encontraban en la
region donde se obtuvieron los cambios de aminoacidos en este trabajo, por lo que resta dilucidar el
efecto que puedan tener en la actividad licopeno ciclasa de la enzima mutante. Las plantas
regeneradas obtenidas de la linea portadora de ediciones sobreinjertaron en limén rugoso para su
aclimatacion ex vitro. Debido a que los tiempos que requiere la transformacién y regeneracién de
plantas completas exceden los plazos de este trabajo de tesis, no se incluyen datos de la
caracterizacién genotipica o fenotipica de las plantas obtenidas. Para ello, las plantas que sobrevivan
la aclimatacién seran analizadas individualmente para determinar la presencia de mutaciones en el
locus BLCY2 mediante HRFA y posteriormente mediante secuenciacion. Los diferentes alelos

84



encontrados que codifican proteinas con cambios a nivel de aminodacidos seran clonados y sometidos
a ensayos de complementacidn heterdloga para determinar si presentan actividad licopeno B ciclasa.
Solamente se mantendran las plantas cuyos alelos editados tengan una actividad reducida o nula para
evaluar el fenotipo una vez que éstas florezcan y fructifiquen.

En conclusidn, en este trabajo se caracterizé la expresidn de enzimas involucradas en la biosintesis de
carotenoides para 4 hibridos de mandarinas pertenecientes al programa de mejoramiento genético
de Citrus de INIA, asi como la acumulacién de carotenoides totales de éstos a lo largo del periodo de
desarrollo y maduracién del fruto, en dos afios consecutivos. Asimismo, se observé que dos de estos
hibridos, uno de sus parentales (Ellendale) y el limén Lisbon, solamente poseen el alelo b de la enzima
BLCY2 y que ésta, al contrario de lo expuesto en algunos trabajos previos, tiene una actividad
enzimatica eficiente que posibilita el catabolismo del licopeno sin oficiar como paso limitante. Ademas,
en este trabajo obtuvimos, por primera vez, plantas regeneradas en fase de aclimatacién de hibridos
de mandarinas presentando alelos de BLCY2 editados. Las plantas aclimatadas que contengan alelos
editados confirmados seran mantenidas para su fenotipado una vez que florezcan y fructifiquen.

En este trabajo se han abordado diferentes estrategias para mejorar la calidad del fruto en tomate y
mandarinas, en relaciéon con la acumulacién de carotenoides, especificamente licopeno. Ademas, se
han estudiado los mecanismos de acumulacién de carotenoides en tomate y mandarinas explorando
la funcién de nuevos genes en tomate y caracterizando germoplasma local en mandarinas.

A su vez, se logré implementar la edicion génica en dos especies vegetales de habitos diferentes, una
especie autdgama no lefiosa como el tomate y una especie alégama lefiosa como las mandarinas. Son
las primeras plantas editadas reportadas en nuestro pais y, ademas, en el caso de mandarinas, las
primeras a nivel mundial.

Para tomate se utilizaron dos abordajes diferentes para promover la mayor acumulacién de
carotenoides en frutos. Por un lado, se desarrollaron marcadores moleculares para la introgresién de
un gen de interés que deberdn ser validados en caso de implementarse esta herramienta y, por otro
lado, se generaron dos lineas elite editadas mediante CRISPR-Cas9, conteniendo una combinacion
genética novedosa que no habia sido posible obtener mediante mejoramiento genético cldsico. Estas
lineas mostraron ventajas en cuanto a calidad de fruta y su conservacion en frio, y podradn ser
incorporadas al programa de mejoramiento genético cuando sean debidamente autorizadas. En el
caso de mandarinas, se implementé la edicién génica mediante CRISPR-Cas9 y se regeneraron plantas
de mandarinas editadas por primera vez en esta especie. Asimismo, se comprobd la eficiencia del alelo
b de la enzima BLCY2 presente en hibridos nacionales, aportando al conocimiento basico en el campo
de la biosintesis de carotenoides en citricos.

La edicién génica, especificamente la tecnologia CRISPR-Cas9, es una herramienta muy valiosa para
generar variantes genéticas novedosas que son dificiles de obtener a través de otros abordajes (Rani
et al., 2016). Esta tecnologia presenta la ventaja de que el sistema actua en trans sobre el sitio del
genoma donde se genera la mutacion. Por lo tanto, en plantas de propagacién sexual, es posible
obtener plantas editadas que no presenten la construccién génica conteniendo los cassettes de
expresién de Cas9 y ARN guias, ya sea mediante la posterior eliminacién del transgén, o porque
directamente este cassette no se insertd en el genoma o se utilizé un sistema libre de ADN en forma
de particula ribonucleoproteica (Zaman et al., 2023).
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En tomate se logré implementar exitosamente la herramienta CRISPR-Cas9 para generar germoplasma
novedoso, libre de ADN foraneo, en dos lineas elite avanzadas (LT16 y LT46) del programa de
mejoramiento genético (Arruabarrena et al., 2023; Arruabarrena and Vidal, 2025). Ambas lineas se
incorporaran rapidamente al programa, una vez aprobadas por las autoridades competentes como
variedades convencionales no OGM (Seccién 1.2.2a). Estas lineas editadas contienen una nueva
combinacion genética que incluye el habito de crecimiento indeterminado junto con una proteina CYC-
B no funcional. Como consecuencia, se obtuvieron tomates de mesa con frutos con mayor contenido
de licopeno y con una maduracién poscosecha mas rapida y homogénea. Adicionalmente, la linea
LT16-cycbA7 presentd frutos con mayor tolerancia al dafio por frio durante el almacenamiento a 5 °C
por 12-13 dias en comparacién con su isolinea no editada (Arruabarrena et al., 2023). La generacion
de isolineas que solamente difieren en la mutacion que genera una proteina CYC-B no funcional y la
observacién de una tolerancia diferencial al dafio por frio entre isolineas, sugiere fuertemente que
esta tolerancia estd asociada con la mayor y mas temprana acumulacién de licopeno en los frutos
provenientes de plantas editadas. Esta tolerancia también se asocia a una menor peroxidacion lipidica
en la epidermis de los frutos (Figura 8), que podria reflejar una mayor proteccion frente al estrés
oxidativo, ya sea por la accién antioxidante directa del licopeno o por la activacién mas temprana del
sistema antioxidante del fruto.

Si bien la caracterizacién fenotipica de la linea editada de LT46-cycbA2 estd en proceso, se combinaron
ambas lineas mutantes para generar el homdlogo editado del hibrido comercial INIA Frontera,
observandose en sus frutos el fenotipo esperado: un desarrollo de color mds temprano y uniforme y
una maduracién poscosecha mds rapida y homogénea comparacion con el hibrido no editado.

En segundo lugar, se profundizé en la caracterizacion de los genes ortélogos para una enzima clave en
la biosintesis de carotenoides en tomate (PSY), especificamente en los loci Solyc03g031860 (que
codifica para PSY1) y Solyc089007440 (de funcién desconocida, posible PSY4), en tomate cultivado (S.
lycopersicum cv. M82) y la especie S. pimpinellifolium LA1589. Los resultados mostraron que el gen
PSY1 se expresa aproximadamente mil veces mas en el fruto de S. pimpinellifolium LA1589 en
comparacioén con S. lycopersicum cv. M82 (Figura 10a), mientras que el gen Solyc08g007440 (PSY4) se
expresa aproximadamente 10 veces mas en S. pimpinellifolium LA1589 (Figura 10c). Sin embargo, el
gen Solyc08g007440 carece de actividad fitoeno sintasa (Figura 12), resultado que concuerda con el
analisis bioinformatico de la secuencia aminoacidica de este gen (Figura 11b), donde no se
identificaron las regiones conservadas caracteristicas de las fitoeno sintasas de plantas. En
consecuencia, la funcién del gen Solyc08g007440 continua siendo desconocida.

Una de las estrategias frecuentemente utilizadas por los programas de mejoramiento genético es la
introgresion de genes de interés provenientes de especies silvestres emparentadas (Barillas et al.,
2008; Foolad and Panthee, 2012). En ese sentido, se disefiaron marcadores moleculares para detectar
el alelo del gen PSY1 presente en S. pimpinellifolium LA1589 con el fin de introgresarlo en tomate
cultivado de manera eficiente. Sin embargo, el germoplasma utilizado de LA1589 resulté ser
heterocigota para el marcador disefiado (Figura 13), por lo que no se avanzé con los cruzamientos y
validacién de la presencia del gen y el fenotipo buscado.

En mandarina se caracterizo la biosintesis y acumulacion de carotenoides en 4 hibridos nacionales de
interés (A218, B475, B30 y M9); se exploraron los diferentes patrones de expresion génica de las
principales enzimas involucradas en esta ruta metabdlica durante la maduracion del fruto (Figura 15b)
y se observé una similitud, a grandes rasgos, con el proceso descrito en otros citricos (Kato et al., 2004;
Kato et al., 2007; Kato, 2012). En los hibridos de mandarina estudiados, el alelo b de la BLCY2 es capaz
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de convertir el licopeno en B-caroteno de manera eficiente (similar al alelo a; Figura 19), lo que
concuerda con informacién presentada en el trabajo de Zhang et al. (2012) en naranja Valencia. Sin
embargo, trabajos desarrollados en naranjas rojas Hong Anliu o pomelo rojo Star Ruby sugieren una
actividad licopeno ciclasa casi nula para este alelo (Alquezar et al., 2009; Lu et al., 2016b). Asimismo,
es importante destacar que se implementd exitosamente la herramienta CRISPR-Cas9 en mandarinas,
y se generaron plantas transgénicas de B30 que poseen ediciones en el gen BLCY2 (Figuras 21, 22 y
23). Este trabajo continta actualmente para caracterizar las plantas editadas y determinar si los alelos
obtenidos son funcionales o no. Si bien se ha reportado la edicién transitoria en hojas de mandarina
Kinnow (Manchanda et al., 2023), de acuerdo a la informacion disponible, las plantas generadas en el
marco de este trabajo de tesis serian las primeras plantas de mandarina editadas en forma estable a
nivel mundial.

El trabajo realizado en tomate sienta las bases para la incorporacion de nuevos alelos generados por
edicion génica en el programa de mejoramiento de INIA a la vez que generd las capacidades para
continuar utilizando esta herramienta para la busqueda de nuevos genes y variantes de interés, ya sea
para potenciar aun mas la acumulacion de carotenoides en el fruto, o para otras caracteristicas de
interés como la tolerancia a ciertos herbicidas o la resistencia a enfermedades, entre otras. Asimismo,
hemos generado dos isolineas (LT16-wt y LT16-cycbA7) que contrastan en su respuesta al dafio por
frio y podran utilizarse como modelo para comprender los mecanismos subyacentes a esta tolerancia
en estudios futuros.

Las plantas de mandarinas B30 editadas que superen la aclimatacién ex vitro deberadn ser
caracterizadas genotipica y fenotipicamente. En ese sentido, el contar con el sistema de
complementacién heterdloga in vivo en cepas de E. coli carotenogénicas, nos brinda una herramienta
que nos permitird determinar precozmente si los alelos obtenidos en B30 son funcionales. Esto nos
permitird predecir la posibilidad de que los frutos cuenten con el potencial de acumular licopeno y
seleccionar las plantas que contengan estos alelos ya que, al ser plantas transgénicas, el espacio con
el que contamos para cultivarlas hasta que florezcan y fructifiquen es reducido (invernadero de
bioseguridad).
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Lycopene is a potent antioxidant carotenoid pigment found in
tomatoes and other red fruits. In green tissues, lycopene acts as a
free-radical scavenger conferring protection during photosynthe-
sis (Khan et al., 2021). High-lycopene tomato genotypes contain-
ing knockout mutations within the lycopene catabolic CYC-B
gene include the spontaneous old-gold (og) or old-gold crimson
(0g%) mutations, and the chemically-induced mutation A949G
(Ronen et al., 2000; Silletti et al., 2012). These mutations only
exist in determinate tomatoes harbouring mutant sp alleles in the
SELF-PRUNING (SP) locus (Solyc06g074350), which controls plant
architecture (Pnueli et al.,, 1998). Most production systems
destined for the fresh market, use indeterminate growth habit
tomatoes (Peet and Welles, 2005). Genetic variants in the SP and
CYC-B loci are difficult to separate by conventional breeding
because of their tight genetic linkage (Figure S1a) (Pnueli
et al., 1998). Because of this, tomato breeders have failed to
use og, og°, and A949G mutants to obtain high-lycopene
indeterminate tomatoes.

Here we used CRISPR/Cas9 to generate knockout variants of
CYC-B (Solyc06g074240) in two indeterminate elite tomato
genotypes (LT16 and LT46) harbouring wild-type (WT) SP alleles
(Appendix S1). The resulting cyc-b knockout lines exhibited
indeterminate growth and increased lycopene content in the
fruit, overcoming the existing genetic linkage between these
traits.

To disrupt CYC-B, two sgRNAs (1 & 2) were designed to target
positions 44-63 or 274-293 bp downstream from the ATG
codon, respectively (Figures 1a and S1b). SQRNA activity was pre-
validated by in vitro DNA-cleavage assays using Cas9/gRNAs
ribonucleoprotein  complexes and CYC-B DNA template
(Figure S1c). A binary vector containing a polycistronic sgRNA
construct and a Cas9 expression cassette was used to transform
LT16 and LT46 genotypes. Five knockout alleles for CYC-B,
harbouring small deletions (1, 2, 4, or 7 bp), or a large deletion
(229 bp), were obtained (Figures 1a and S2). All the edited alleles
encoded truncated nonfunctional CYC-B proteins (Figure 1b). T-

DNA-free homozygous mutants of both genotypes were obtained
within the first two generations after plant transformation
(Figure 1c; Table S1). LT16-cycbA7 line, containing a 7 bp
(6 + 1) deletion affecting both sgRNAs targets, lacked off-target
mutations in 3 predicted target genes (Figure S3).

Fruit quality parameters (acidity, soluble solids content, and
firmness) were similar between LT16-cycbA7 and the WT
(Table S3), and no developmental alterations were observed in
LT16-cycbA7. In contrast, the colour of flowers and fruits from
the edited line exhibited substantial differences with the WT
(Figure 1d). LT16-cycbA7 flowers showed tawny orange petals
and anthers in contrast to the bright yellow flowers of the WT.
External and internal colour indexes (Cl) of the fruit were higher in
LT16-cycbA7, both at Breaker and Red-Ripe stages. The
differences in red colour development were more evident in
the columella, placenta, and locular tissue.

Interestingly, chromoplasts of the locular tissue of LT16-
cycbA7 differed substantially from WT chromoplasts. Edited
plants contained abundant lycopene-accumulating crystalloid
chromoplasts, with more and larger lycopene crystals than the
WT. In contrast, WT locular tissue contained mainly round-
shaped plastoglobuli-like structures accumulating B-carotene
(Figures 1e and S4).

Lycopene accounts for 90% of total carotenoids in Red-Ripe
tomatoes, followed by B-carotene, lutein, and phytoene/phyto-
fluene (Ronen et al., 2000). Similar to og“ mutants, we found that
LT16-cycbA7 had higher lycopene and lower B-carotene contents
in fruit than the WT, especially in the Breaker stage (Figure 1d;
Table S2). These differences were less evident in the pericarp of
Red-Ripe tomatoes (Table S2). In addition, fruits from LT16-
cycbA7 developed a more uniform external and internal red
colour and higher CI values compared to the WT during
postharvest maturation at 25 °C (Figure 1f), representing a
commercial advantage for edited plants because the fresh-market
supply chain usually uses fruit harvested at Breaker stage.

Tomato fruit is highly sensitive to chilling injury (Chl) disorder
when exposed to low non-freezing temperatures (Rai et al., 2022).
Chl is associated with loss of membrane permeability and
accumulation of reactive oxygen species (ROS). The protective role
of lycopene during chilling stress has been reported in grapefruit
peel associated with higher ROS scavenging properties (Lado
et al., 2016). Here, we demonstrated that CYC-B-edited plants
were more tolerant to Chl during postharvest cold storage. When
edited and WT fruits were harvested at Breaker stage and stored for
13 days at 5 °C, the percentage of fruits with visible symptoms of
Chl was remarkably reduced in LT16-cycbA7 (20%), compared to
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CYC-B knockout tomatoes are tolerant to cold 2421

the WT (63%) (Figure 1g). Moreover, levels of lipid peroxidation of during fruit ripening prevents low-temperature-induced damage
fruit epidermis induced by low-temperature (revealed by Schiff's to fruits. To our knowledge, this is the first report establishing a
staining), were evidently lower in LT16-cycbA7 than in the WT direct association between lycopene content and chilling tolerance
(Figure 1h). These results suggest that early lycopene accumulation in tomato.
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Figure 1 (a) lllustration of CYC-B gene and sgRNA target sequences of WT and edited lines. Location of sgRNAs targets (Guide1 green, Guide2 purple),
og° and og mutations, and primers (A and B) used for mutation screening, are shown. (b) Predicted CYC-B proteins from WT and edited alleles. (c)
Identification of T-DNA-free edited plants. Primers for PCR amplification of different parts of the gene construct are shown in the T-DNA schematic
representation. PCR amplification of npt/l (primers C + D), 35S promoter (E + F), Guide cassettes (G + H), and tomato /-3 endogenous control gene (I-3
Fw + Rev), were separated by electrophoresis in agarose gels. Lanes: (1) Hyperladder 50 bp (Meridian), (2) WT, (3) LT16-cycbA7, (4) LT16-1 TO transgenic,
(5) DNA-free control. (d) Flowers and fruits of LT16-WT and LT16-cycbA7. Internal and external colour index (C.I.) and lycopene and B-carotene content
(ng/g FW) of whole fruit are indicated. (e) Locular tissue and individual cells showing characteristic chromoplasts and lycopene and b-carotene content of
LT16-WT and LT16-cycbA7. (f) Postharvest colour development of Breaker fruit from WT and LT16-cycbA7 stored at 25 °C. DPH: days postharvest. (g)
Percentage of Breaker fruit from LT16-WT and LT16-cycbA7 with chilling injury symptoms after 13 days of storage at 5 °C (*P = 0.0869). (h) Schiff's
staining of epidermis discs from LT16-WT and LT16-cycbA7 fruit stored at 5 °C for 19 days. Bars are in millimetres. Analysis of variance (ANOVA) followed
by a Tukey’s test (*P < 0.1; **P < 0.05) was used for mean comparison between WT and edited line for each developmental stage (d, e, and f). GLMM

analysis was used in (g).

Combining genetically linked traits remains a challenge in plant
breeding. We used CRISPR/Cas9 to combine, indeterminate
growth habit and high lycopene traits without affecting other
traits of the elite germplasm. Additionally, we provide direct
evidence of the protective role of lycopene during fruit cold
storage, reducing Chl symptoms and vyielding fresh market
tomatoes with higher commercial value.
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Supplementary Files 1. Experimental procedures used in this study.
Plant materials and growth conditions.

Tomato (S. lycopersicum) elite genotypes with indeterminate growth habit (harboring the SP
allele) LT16 and LT46 from INIA’s breeding program were used for genetic transformation.
Tomato seeds were surface-sterilized and sown in vitro in half-strength MS medium
supplemented with B5 vitamins (Pino et al., 2010) and kept in the dark at 25°C for 7 days.
Plantlets were transferred to light (16 h light/8 h dark at 25°C) for two days before cotyledon
and/or hypocotyl transformation. Plant regeneration was performed under the same light/dark
and temperature conditions. Whole plants were transferred to pots and wrapped in plastic bags
for a few days before being transferred to the biosafety greenhouse.

sgRNAs design, in vitro efficiency evaluation and vector construction.

Two sgRNAs targeting the fruit-specific lycopene B-cyclase (CYC-B) coding sequence
(Solyc06g074240) were identified using CRISPOR software (Haeussler et al., 2016). Both target
sites are located near the ATG codon at positions + 41-61 (target 1) and +271-291 (target 2). In
vitro efficiency of both sgRNAs was evaluated on a 3000 bp genomic region that was PCR
amplified using primers Genl & Gen2 (Supplementary Table S1) that contains both target sites
as described in Fleitas et. al, 2022 (Fleitas et al., 2022). The sgRNAs were cloned into the binary
vector pDIRECT22C (Cermak et al., 2017) via Golden Gate. The resulting construct (Cas9-SICYC-
B-271-41) was introduced into Agrobacterium tumefaciens LBA4404 and used for plant
transformation.

Plant transformation.

LT16 or LT46 tomato plants were transformed as described by Pino et al. (2010) with some
modifications. Briefly, cotyledon and/or hypocotyl segments of approximately 0.5 cm from 9
days old plants were transferred to 50 mL of liquid MS medium supplemented with 1mg/L of
zeatin riboside (Duchefa Biochemie) and incubated in the growth chamber with mild agitation
for 24 hours. Next, the liquid medium was removed, and explants were incubated for 20 min at
25°C in the dark at 80rpm with an A. tumefaciens suspension in liquid MS (ODgg= 0.3-0.4)
pretreated for 25 min with 100 uM acetosyringone (Sigma-Aldrich). The bacterial suspension
was removed, and explants were blotted on sterile filter paper, placed on semi-solid MS
supplemented with 100 uM acetosyringone and 1 mg/L of zeatin riboside, and co-incubated at
25°Cin the dark for 24 h. Explants were transferred to selective MS media containing 50 pug/mL
kanamycin (PhytoTech Labs) and 250 ug/mL timentin (PhytoTech Labs). Living explants were
subcultured every 4 weeks until complete kanamycin-resistant plants were regenerated.

Detection of mutations of the CYC-B gene in TO and T1 progeny.

Tomato genomic DNA was extracted from the leaves of TO and T1 plants using the sodium citrate
method (Arruabarrena et al., 2016) and was used for PCR amplification of the target locus. For
the identification of targeted mutations within CYC-B in TO plants, genomic DNA was PCR-
amplified with primers A and B coupled with the 5’FAM-m13fw primer, and PCR products were
analyzed by high-resolution fragment analysis (HRFA) as described in Andersson et al., 2017
(Figure 1B and Supplementary Table S1)(Andersson et al., 2017; Boutin-Ganache et al., 2001).
The amplicon (580 bp plus 19 bp from the m13 tail of the forward primer) included the 5’UTR
region and the first part of the coding sequence containing both sgRNA targets (positions -56 to
+ 524 bp).



Mutations in the genomic sequence were then confirmed by sequencing the PCR products
amplified from genomic DNA of HRFA-confirmed edited events, using primers A and B. Amplicon
sequence was determined for the LT46-3 mutant in the TO generation and for homozygous LT16-
1 and LT46-10 mutant lines in the T1 generation.

Selection of T-DNA-free plants and off-target mutations analysis.

TO plants were screened for T-DNA presence/absence by amplifying three different T-DNA
regions: the nptll gene, 35S promoter, and sgRNAs cassette using primers C+D, E+F, and G+H,
respectively (Figure 2a and Supplementary Table S1). Primers I-3 Fw+Rev (Supplementary Table
S1) for amplification of the /-3 locus (Solyc07g055640), an endogenous tomato gene, were also
used as PCR amplification control (Barillas et al., 2008). T1 and T2 progeny lines were screened
for the presence or absence of T-DNA by amplifying the sgRNAs cassette and endogenous
control in a multiplex PCR reaction using the NucleoType Plant PCR Kit (Macherey-Nagel,
Germany). PCR conditions were as follows:100-200 ng of DNA, 1x Mango mix (Bioline, Meridian
Bioscience, USA), 0.25 uM of each primer, and PCR-grade water up to a volume of 20 pL. Cycling
conditions were 95°C for 3 min, followed by 35 cycles of 95°C for 30s, 59°C (C+D), or 52°C (E+F,
G+H, 1-3 Fw+Rev) for 30s and 72°C for 30s and a final extension step at 72°C for 60s.

T1 and T2 plants with negative PCR amplification for the sgRNAs cassette were subsequently
screened for the nptl/l gene and 35S promoter and were considered T-DNA-free when PCR was
negative for the three different T-DNA regions.

The selected non-transgenic plants were analyzed for the presence of off-target mutations
within the candidate genes predicted by CRISPOR (Solyc01g008780, Solyc02g078750, and
Solyc099g083050). The three loci were amplified by PCR using the primers listed in
Supplementary Table S1. The PCR products were sequenced using the Sanger method and
compared to the wild-type sequences of each locus.

Determination of fruit quality traits and lycopene and f-carotene contents.

Experimental design

For fruit characterization, plants were grown in 10 L pots in a biosafety greenhouse during the
autumn of 2022. The experimental design consisted of two blocks with two replicates for each
genotype (WT and LT16-cycbA7). Each replicate consisted of 10 plants. Breaker and Red Ripe
fruits were harvested from each replicate on the same day and immediately processed.

For cold storage assays plants were grown in 10 L pots in a biosafety greenhouse during the
autumn of 2023. The experimental design consisted of four blocks with one replicate for each
genotype (WT and LT16-cycbA7). Each replicate consisted of 8 plants. Breaker fruits were
harvested from each replicate on the same day and immediately processed.

Flower and fruit phenotype observation

Flowers and fruits from both genotypes were observed during the plants life cycles and
documented using a digital camera.

For microscopic observations, fruit from both genotypes was harvested at the Mature Green
ripening stage and left at 25°C until uniform external red color was achieved. Seed and locular
tissue were sampled and pooled together from five fruit/replicate/genotype. Seeds were
separated from the locular tissue using a household sieve, and 20 pL of the locular tissue
suspension were placed on a glass slide and covered with a coverslip. Images were acquired
using a Nikon Digital Slight 1000 camera coupled to an Olympus BH-2 light microscope.

Fruit quality traits determination
The fruit was harvested at two ripening stages: Breaker and Red Ripe. The external and internal
color of 10 fruit/replicate/genotype were measured using a colorimeter CR-400 (Konica Minolta




Optics, Inc. Japan). Measurements were taken at three locations around the equatorial plane of
the fruit using the CIE 1976 L*a*b* color space. Color values were expressed as the Yeatman-
modified index (ICm) ICm= 2000 x a*/L*x(a*? + b*?)%> (Gémez & Camelo, 2002). The juice from
10 fruits of each genotype and ripening stage was obtained using a household electric juice
extractor and immediately analyzed. Acidity was determined by titration with 0.1 N NaOH. The
soluble solid content (°Brix) was determined using a digital refractometer (DBX-55, ATAGO Co.,
Ltd., Japan). Fruit firmness was determined using a texture analyzer (TA-XT plus, Stable Micro
Systems, London, UK). Ten individual fruits per replicate were used, and fruit deformation (mm)
was quantified using a 7.5 cm diameter compression plate by applying a force of 10 N and a
compression rate of 0.5 mm.s™.

Lycopene and B-carotene content determinations

Tissue samples from different parts of 10 fruits [Seeds and Locular tissue (S+L), Pericarp (P), and
Columella and Placenta (C+Pl)] as well as whole fruit were collected at the Breaker and Red Ripe
ripening stages, frozen and ground using liquid nitrogen, and stored at -80°C until further
analysis.

Carotenoid extracts were prepared using 0.2 g of frozen ground tissue and 1.7 ml of
hexane:acetone:ethanol (50:25:25) with 0.1% w/v butylated hydroxytoluene. The tissue was
homogenized using a tissue disruptor (Bead Genie, SI-B102, Scientific Industries) with 3 metallic
2.5 mm balls for 30 s. The mixture was centrifuged for 3 min at 7500 x g at 4°C. The colored
upper phase was filtered (0.22pm) and transferred to amber glass vials for HPLC analysis. The
entire process was performed on ice under low-light conditions.

A Shimadzu liquid chromatography system equipped with an LC-20AT pump, SIL-20ACHT
autosampler, CTO-10ASVP Column Oven thermostat, DGU-20A5 Degasser, and an SPD-M20A
Diode Array Detector was used. Carotenoid extract (10 plL) was injected, and pigments were
separated by HPLC using a C8 column (150 mm- 4.6 mm, 5 Im pore size) (Rigel™) with
methanol:acetonitrile:triethylamine (90:9:1) as the eluent in a 5.5-minute run using 0.8 mL/min
of isocratic flow and 30°C in the column oven. Lycopene and B-carotene were identified by their
retention times and absorption spectra and quantified using calibration curves for lycopene
(Extrasynthese) and p-carotene (Extrasynthese) standards. Data were analyzed using
Shimadzu’s LabSolutions software.

Fruit postharvest color development and cold storage

Fruits harvested from wild-type (n=11) and LT16-cycbA7 (n=24) genotypes at the Breaker
ripening stage were kept at 25°C for six days with natural lightning. External color changes were
documented daily. External and internal color were measured 6 days post-harvest (DPH), as
described in the section ‘Fruit quality traits determination’.

Fruit harvested from wild type and LT16-cycbA7 genotypes at Breaker developmental stages
were stored at 5°C and 95% RH for 13 days. Chilling injury symptoms (brown depressed spots,
dehydration, and rotting) were recorded after 13 days of cold storage and expressed as the
average proportion of fruit with symptoms (incidence) (Min et al., 2018). Four replicates of 10
fruits per genotype were used in this experiment.

Histochemical detection of malondialdehyde (MDA) using Schiff’s reagent

Epidermis discs from fruits stored at 5°C and 95% RH for 13 days were excised using a 7mm
puncher and tweezers. Ten discs per genotype were completely immersed into Schiff’s Reagent
(Sigma) for 60 minutes at room temperature. Bleaching was performed by immersing the
epidermis discs in boiling ethanol 3-4 times until the ethanol remained uncolored (Chen et al.,
2023). Epidermis discs were documented using a Nikon Digital Slight 1000 camera coupled to a
Nikon SMZ800ON stereo microscope. A more intense pink coloration indicates higher MDA
content and thus lipid peroxidation in the tissue.




Statistical analysis

A Chi-squared test was applied to verify the goodness-of-fit between observed and expected
Mendelian segregation models across the LT16-1 T1 progeny. The mean + standard errors (SE)
are shown in Table 1. Analysis of variance (ANOVA) followed by a Tukey’s test (*p<0.1; **p<0.05)
was used for mean comparison.

A generalized linear mixed model (GLMM) was applied assuming binomial distribution for
chilling injury incidence data analysis. Root square was used for variable transformation and
normal distribution was checked before variance analysis.

Supplementary Table M1. Primers used in this work.

Primer name Target region Primer sequence (5' 2> 3') Reference
A CYC-B CDS CACGACGTTGTAAAACGACTACAAGTTCCACCTCCCTCCA this work
B CYC-B CDS TTCAACAATTTCAACTTCAGCTTCT this work
C nptll CDS GAGGCTATTCGGCTATGACTGG Pino et al., 2010
D nptll CDS ATCGGGAGCGGCGATACCGTA Pino et al., 2010
E 35S promoter AGATTTGCCTTTTCAATTTCAGAA Cermak et al., 2017
F 35S promoter AGTCCCCCGTGTTCTCTCCA Cermak et al., 2017
G sgRNAs cassette CTAGAAGTAGTCAAGGCGGC Cermak et al., 2017
H sgRNAs cassette GTAAAACGACGGCCAGT Cermak et al., 2017
I-3 Fw I-3 locus CAGTCATTATTAACAAATTTCAGGATCG Barillas et al., 2008
I-3 Rev I-3 locus TCTGAGCAATACGTCTAGCAGC Barillas et al., 2008
5'FAM-m13Fw CACGACGTTGTAAAACGAC Boutin-Ganache et al., 2001
Genl CYC-B genomic TTGCGGAGGCATCACTCTAC this work
Gen2 CYC-B genomic TGCGTACTTTCTCCCGTTCC this work
Off-target primers
Solyc09g083050-F TGCACACCACACAGCACTAT CRISPOR
Solyc09g083050-R ATCGTCCGATCGAAAGCGTT CRISPOR
Solyc01g008780-F GGTGGTTACTCACGTTATGCC CRISPOR
Solyc01g008780-R CCGGGCTCAAGTAACACGTA CRISPOR
Solyc02g078750.2_F TGTGGAAACCACCACCAGAA this work
Solyc02g078750.2_R ATGGGGCACGACTCAATGC this work

Accession numbers

Accession numbers from www.solgenomics.net:

Solyc06g074350 (SELF-PRUNING locus), Solyc06g074240 (Beta or Betacarotene locus; CYC-B
gene), Solyc04g040190 (Lycopene B cyclase 1 locus, CRTL1/LYCB-1), Solyc10g079480 (Lycopene
B8 cyclase 2 locus, LYCB-2), Solyc12g08980 (Lycopene & cyclase locus, Crtl-e/LCY-€).
Solyc07g055640 corresponds to /-3 locus. Predicted off-target potential sites loci:
Solyc01g008780, Solyc09g083050, and Solyc02g078750.
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Supplementary Figure S1. SgRNA design and in vitro DNA cleavage assay
for determination of sgRNA activity.

(a) Tomato EXPEN 2000 Chromosome 6 map diagram (www.solgenomics.net). Sp and B (CYC-B)
loci are highlighted in yellow and their positions in chromosome 6 are indicated in red. (b) Single
guide RNAs (sgRNA) sequences and predicted scores using CRISPOR software
(http://crispor.tefor.net/). (b) In vitro activity of sgRNA1 & sgRNA2. A 3200 bp amplicon
including the genomic sequence of CYC-B was incubated at 37°C for 3 hours alone (lane 1) or in
combination with SpCas9 + sgRNA1 (lane 2), spCas9 +sgRNA2 (lane 3), spCas9 alone (lane 4).
Lane 5 corresponds to DNA Ladder (A/Pstl). Efficient cleavage was observed when the amplicon
template was incubated with SpCas9 together with either of the two sgRNAs. No SpCas9
cleavage activity was detected when SpCas9 was incubated together with the DNA template, in
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the absence of sgRNAs. Amplicon bands after cleavage correspond to 1927 and 1285 bp for
sgRNA1 and 1697 and 1515 bp for sgRNA2. SpCas9 was produced and purified for these studies,
according to Fleitas et al. (2022).

WT chromatogram:
peak size: 597bp

LT16-1 A7/A4 chromatogram:
peak A7 size: 590 bp
peak A4 size: 593 bp

LT46-10 A2/A1 chromatogram:
peak A2 size: 595 bp
peak A1 size: 596 bp

LT46-3 A229/A228 chromatogram:
peak A229 size: 368 bp
peak A228 size: 369 bp
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Supplementary Figure S2. High-Resolution Fragment Analysis of TO plants
for identification of CYC-B mutants.

Chromatograms of PCR amplicons including sgRNA1 and sgRNA2 target sequences are shown
for WT plants and different edited events: LT16-1, LT46-10 and LT46-3. Genomic DNA was
extracted from TO plants and used for these studies. LT16-1 and LT46-10 are heterozygous for
mutant alleles (A4/A7 and A1/A2, respectively) and LT46-3 shows a large deletion of 229/228
bp.
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Supplementary Figure S3. Analysis of off-target mutations in LT16-cycbA7.

(a) DNA sequence of predicted putative off-target cleavage sites for genes Solyc01g008780,
Solyc09g083050, and Solyc02g078750 of LT16-cycbA7 TDNA-free mutant line compared with
LT16-WT sequence. Differences between the sgRNA sequence and the predicted off-target site
in three different genes are shown in black (bold). (b) Corresponding Sanger chromatograms
for sequences are shown in (a).
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Supplementary Figure S4. Panoramic view of microscopic images (10x) of
locular tissue from WT and LT16-cycbA7 edited line.

(a) and (b) correspond to WT. (c) and (d) correspond to LT16-cycbA7 mutant. Auto contrast
was performed in all photographs.



Supplementary Tables

Supplementary Table S1. Editing efficiency and segregation of edited
alleles and T-DNA.

Transformed genotype LT16 LT46
Editing efficiency 0.071 0.086
Genotype LT16 LT16 LT16

cycbA4 [cycbA4  cycbA4 [cycbA7  cycbA7 [cycbA7

Segregation of cycbA7 and cycbA4
mutant alleles in LT16-1T1

progeny (# of plants /# of screened 16/61 26/61 19/61
T1 plants).

Number of T-DNA free

homozygous mutant plants (T1 T- 0/16 -/- 1/19

DNA-free/screened).

Number of T-DNA free

homozygous mutant plants (T2 T- 7/49 -/- 5/24
DNA-free/screened).

Supplementary Table S2. Lycopene and B-carotene concentration in
different tissues of Breaker and Red Ripe fruit.

Eruit part Seeds + Locular tissue Columella + placenta Pericarp Whole fruit
P (5+1) (C+PI) () (WF)
Plant line WT LT16-cycbA7 WT LT16-cycbA7 WT LT16-cycbA7 WT LT16-cycbA7
Breaker Stage

Lycopene 19,3 £3,4** 34,5+2,3** 16,6+1,8* 276+1,5** 169+3,3 248+2,8 150%1,6** 26,3+1,8**

B-Carotene 8,7+0,4**  3,2+0,1** 45+04** 1,4+0,2** 4,6+0,3** 34+0,2** 54+0,3** 29+0,2**

Red Ripe Stage

Lycopene  24,5+4,0%% 42,3+4,1%* 284+24* 37,0£35* 51,7478 52,9+57 4053  482+46
B-Carotene 7,7+0,6%*  2,7+0,1** 49+03%* 1,0£0,1** 56+0,6%* 32+04** 60+0,4** 2,7+0,3**
LT16 wild type (WT) and edited line (LT16-cycbA7). Values are mean SE and expressed in

ug/gFW. One asterisk indicates means are significantly different between WT and LT16-cychbA7
at p<0.1 and two asterisks at p<0.05 according to the Tukey test.




Supplementary Table S3. Fruit quality traits determined for WT and LT16-
cycbA7 genotypes at Breaker and Red Ripe fruit maturity stages.

Maturity stage Breaker Red Ripe

Genotype WT LT16-cycbA7 wt LT16-cychA7

Titratable acidity (%) | 0,20+0,00 | 0,21+0,01 | 0,21+0,00 | 0,21+0,01

Soluble solids

o 3,51+0,11 | 3,52+0,06 | 3,48+0,19 | 3,71+0,12
content (°Brix)

Firmness (fruit

. 1,6 +0,04 1,4+0,11 2,4+0,37 2,0+0,34
deformation, mm)

Values are mean *SE, n=10.
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ABSTRACT:

Genome editing success in crop species is largely dependent on the availability of highly
efficient plant transformation protocols. Tomato (Solanum Ilycopersicum) was the first
dicotyledonous crop to be successfully mutagenized using CRISPR-Cas9. Despite many
efforts, no standardized, simple protocol is available for non-model tomato genotypes.
With the increasing availability of gene editing tools, the transformation of elite tomato
breeding lines has gained importance because mutant variants can be easily incorporated
into breeding programs. This chapter describes a protocol for transforming and gene

editing in elite tomato breeding lines, reaching 3.6% of transformation efficiency.

Keywords: Solanum lycopersicum, hypocotyl, Agrobacterium tumefaciens, CRISPR-

Cas9
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1. INTRODUCTION.

Tomato (Solanum lycopersicum) is an important fruit crop and a plant model for genetic
analysis and studying climacteric fruit ripening processes [1, 2]. It was the first
dicotyledonous crop species to be successfully mutagenized using CRISPR-Cas9 in 2014
[3]. However, tomato’s ability to successfully undergo in vitro tissue culture
transformation and regeneration depends largely on the genotype, explant type, carbon
source, Agrobacterium tumefaciens strain, and plant growth regulators used in the
medium [4—6]. Most utilized protocols have been developed for model genotypes such as
MS2, Alisa Craig, Moneymaker, and MicroTom [7-11], but these protocols are less

efficient in cultivated and commercial genotypes.

With the increasing availability of gene-editing tools for developing novel genetic
variants in plants, the transformation of elite tomato breeding lines has gained importance
because mutant variants can be easily incorporated into breeding programs to develop
commercial cultivars. This chapter describes a protocol suitable for transforming and
gene editing elite tomato breeding lines using a single plant growth regulator throughout
the entire procedure. The protocol was successfully implemented to transform and
generate knockout mutants of the CYC-B gene in two elite breeding lines (LT 16 and LT46)
from the INIA Uruguay tomato breeding program [12]. The transformation efficiencies

ranged from 0.13% to 3.0% for LT16 and 0.75% to 3.6% for LT46 (see Note 1).

2. MATERIALS
All glassware, tweezers, scalpels, and strainers must be sterilized. Plastic Petri dishes
sterilized by Gamma radiation are preferred over Petri dishes sterilized by other
methods. All solutions should be prepared using ultrapure milli-Q water (18.2

MQ-cm), and molecular biology grade reagents, unless otherwise indicated.



2.1 Antibiotic and hormone stock solutions

1. Prepare Timentin at a concentration of 250 mg/mL (TIM), Kanamycin at 50 mg/mL
(KAN), and Spectinomycin at 50 mg/mL (SP) by dissolving the appropriate amounts
in milli-Q water. Filter-sterilize the resulting solutions using 0.22 um cellulose acetate
membrane syringe filters. For Rifampicin at 25 mg/mL (RIF), dissolve the appropriate
amount in DMSO and store at -20 °C protected from the light. No sterilization is
needed.

2. Prepare 1 mg/mL trans-Zeatin Riboside (ZR) by dissolving 5 mg in 1-2 drops of 1 N
NaOH, then dilute the solution with milli-Q water to a final volume of 5 mL. Sterilize
the resulting solution using a 0.22 um cellulose acetate membrane syringe filter.
Acetosyringone (AS) at 100 mM is prepared by dissolving the appropriate amount in
70% ethanol and sterilizing using a 0.22 um cellulose acetate membrane syringe filter.

3. Store all antibiotic and hormone stock solutions in 1 mL aliquots at -20°C.

2.2 Culture media preparation

1. LB Medium: dissolve 5 g NaCl, 10 g Bacto Tryptone, and 5 g Yeast Extract in 900
mL distilled water. If necessary, adjust pH to 7.5 using 5 N NaOH. Bring volume
to 1000 mL with distilled water and autoclave for 15-20 minutes at 121°C and 1
atmosphere in a suitable container. For solid LB add 15 g/L of Agar before
autoclaving.

2. Murashige & Skoog including Gamborg B5 vitamins (MS-Gamborg medium):
For 1 L of culture medium, weight 4.44 g of commercial MS including Gamborg
B5 vitamins, or dilute 8X Macronutrient, 200X Micronutrient, 100X Fe-EDTA,

and 250X BS5 vitamins stock solutions to a final concentration of 1X using milli-



Q water (see Note 2). Add 30 g/L sucrose and adjust pH to 5.8 with 5 N KOH
after complete sucrose dissolution. For semi-solid medium, add 2.3 g/L Phytagel
or 6-8 g/L Plant Tissue Culture Agar and adjust the volume with mili-Q water. For
half-strength MS (1/2 MS medium), dissolve 2.22 g of commercial MS including
Gamborg B5 vitamins or use a 0.5X final concentration of stock solutions, 15 g/L
sucrose, and the same amount of gelling agent as regular MS (see Note 3).

Sterilize by autoclaving for 15 minutes at 121°C and 1 atmosphere.

2.3 Tomato seed sterilization and germination

1.

200 tomato seeds of the desired genotype. In this work we used LT16 and LT46
elite breeding lines from the INIA Uruguay tomato breeding program.

10 culture vessels containing half-strength MS-Agar.

Sterilization solution: prepare 50 mL of 1% sodium hypochlorite solution with 1-
2 drops of detergent (dishwashing detergent or Tween 20). Prepare fresh.

Sterile absorbent paper: cut a stack of absorbent paper (8 cm-sided squares) and
put them inside an aluminum foil envelope. Prepare several envelopes, autoclave
them, and let them dry overnight or 24 hours in an incubator at 50-60°C.

Sterile distilled water.

Strainer, tweezers, alcohol burner (or another type of tweezers sterilizing device),

magnetic stirrer, and stirring magnet. PVC film.

2.4 Tomato explant preparation

1.

Two 250 mL Erlenmeyer flasks containing 50 mL liquid MS medium

supplemented with 1 mg/L ZR each (MS-ZR).



Sterile Whatman filter paper: cut a stack of Whatman filter paper (10 cm sided
squares) and put it inside a glass Petri dish (150 mm diameter), autoclave, and let
it dry overnight or 24 hours at 50-60°C.

Sterile distilled water.

Sterile tweezers, scalpel, and alcohol burner (or another type of tweezers
sterilizing device).

Orbital shaker.

2.5 Agrobacterium suspension preparation

1.

Fresh plate of 4. tumefaciens LBA4404 harboring the desired binary vector. We
use A. tumefaciens LBA4404/pDIRECT22C in which Agrobacterium was
transformed with pDIRECT22C which has KAN resistance for both bacteria and
plant, as well as the cassettes for the expression of Cas9 and the sgRNAs that
target the CYC-B gene [13].

LB medium for A. tumefaciens 1LBA4404/pDIRECT22C growth: LB
supplemented with 25 pg/mL RIF, 50 pg/mL SP, and 50 pg/mL KAN (see Note
4). For liquid LB, incorporate the required volume of antibiotic stock solutions
before bacterial inoculation. For LB-Agar plates, add antibiotics to the cooled
(50°C) autoclaved media as described for liquid LB, and pour into sterile Petri
dishes inside a laminar flow hood. If not used immediately, seal plates with PVC
film and store plates at 4°C in the dark.

Liquid MS and 100 mM AS stock solution.

Sterile 250 mL Erlenmeyer flasks, 50 mL falcon tubes, and sterile Pasteur pipettes.
Incubator at 28°C with shaking, spectrophotometer with compatible cuvettes,

centrifuge with 50 mL falcon tube compatible rotor.



2.6 Tomato explant transformation

1.

3.

Co-culture plates: Plastic Petri dishes containing MS-Agar supplemented with 1
mg/L ZR and 100 uM AS (MS-ZR-AS). Add ZR and AS after the autoclaved
media cools to 50°C. Mix well and pour the warm medium into sterile plastic Petri
dishes.

Parafilm, sterile absorbent paper, tweezers, strainer, and alcohol burner (or
another type of tweezers sterilizing device).

Incubator at 25°C with shaking.

2.7 Selection and regeneration of transformants

1.

Selective media plates: prepare plastic Petri dishes containing MS-Phytagel
supplemented with 1 mg/L ZR, 250 pg/mL TIM, and 50 pg/mL KAN (MS-ZTK).
After autoclaving, cool the media to 50°C, incorporate the specified hormones and
antibiotics, mix thoroughly, and pour into sterile plastic Petri dishes.

Rooting media vessels: dispense MS-Phytagel into culture vessels, cap with
aluminum foil, and autoclave.

Sterile tweezers, scalpel, and alcohol burner (or alternative tweezers sterilizing

device). PVC film.

2.8 EXx vitro acclimatization

1.

2.

3.

Substrate mixture: 3 parts peat and 1 part perlite.
1 L pots, transparent nylon bags, and rubber bands.

Water and container for washing the roots.



3. METHODS

All manipulations should be performed under aseptic conditions in a horizontal laminar

flow hood, unless otherwise specified.

3.1 Seed sterilization and germination

1.

Place 200 seeds of the desired tomato genotype in a 100 mL beaker containing 50
mL of Sterilization solution and a stirring magnet. Stir the seed/Sterilization
solution mixture on a magnetic stirrer for 15 minutes (Figure 1a). This step does
not require aseptic conditions.

Under aseptic conditions discard the sterilization solution using a strainer. Wash
the seeds with 50 mL of sterile distilled water 2-3 times or until no foam is
produced.

Remove excess of water from the seeds by placing 20 seeds at a time on sterile
absorbent paper.

Immediately transfer the seeds to a culture vessel containing half-strength MS-
Agar (Figure 1b). Cap the vessel with aluminum foil, seal it with PVC film, and
place it in a dark container within the in vitro growth chamber for 8 days (at 25°C)
(see Note 5). Repeat steps 3 and 4 for the remaining seeds.

Transfer the culture vessels to light conditions (8 hours dark-16 hours light at
25°C) for 1 day (Figure 1c). Plantlets should have fully expanded cotyledons and

small developing leaves.

3.2 Explant preparation.



All steps must be performed under aseptic conditions using a horizontal laminar flow

hood.

. Add sterile distilled water to a Petri dish containing a stack of sterile Whatman

papers, until they are soaked (see Note 6).

Transfer one or two elongated plantlets at a time to the moistened Whatman
papers. Using a sterile scalpel and tweezers, remove the radicle, cotyledons, and
apical meristem from each plantlet (Figure 1d).

Cut the hypocotyls (the section between the radicle and cotyledons, Figure 1d)
into 0.5 cm segments. Transfer these segments to a 250 mL Erlenmeyer flask
containing 100 mL of sterile liquid MS-ZR medium (Figure le). Repeat this
process for all plantlets. Remove the top Whatman paper after processing 2
plantlets (to avoid contamination) and add more water to the Petri dish to maintain
moisture.

Place the flasks on an orbital shaker in the growth chamber (8 hours dark-16 hours

light at 25°C) for 18-20 hours.

3.3 Agrobacterium suspension preparation.

1.

On the day of explant preparation, inoculate 10 mL of LB-RIF-SP-KAN medium
with a sweep of A. tumefaciens LBA4404 containing the desired binary vector
from a freshly streaked plate. We use pDIRECT22C which has KAN resistance
for selection in bacteria and plants [13]. Prepare two culture tubes.

Incubate the pre-cultures overnight at 28°C with vigorous shaking (210-240 rpm),
positioning the tubes at an angle for optimal oxygenation.

Monitor bacterial growth (see Note 7) and inoculate with 5 mL of the overnight

culture into 2 separate 250 mL Erlenmeyer flasks containing 45 mL of liquid LB-



SP-KAN medium. Incubate at 28°C with vigorous shaking (210-240 rpm) in the
dark.

Monitor the optical density (ODsoo) every 45-50 minutes until the cultures reach
an ODgoo between 0.4 and 0.5 (see Note 8).

Transfer the cultures to sterile 50 mL Falcon tubes and centrifuge them at 3500 x
g for 15 minutes at ambient temperature (20-23°C).

Discard the supernatant and resuspend the bacterial pellet (using a Pasteur pipette)
in the appropriate volume of liquid MS medium to achieve an ODgoo between 0.3
and 0.4. Add AS to a final concentration of 100 uM.

Incubate at 25°C with gentle agitation (50-70rpm) for 10-15 minutes under dark

or low light conditions.

3.4 Transformation.

1.

Agrobacterium Infection: remove liquid MS-ZR medium from the Erlenmeyer
flasks (Figure 1e) by pouring the contents through a sterile strainer, retaining the
hypocotyl explants within the flasks. Remove some hypocotyl explants (40-45)
and transfer them to a new sterile Erlenmeyer containing liquid MS. These
explants will be used as controls for selection and regeneration stages. Add the
bacterial suspension so that it fully covers the explants to be transformed with A.
tumefaciens. Incubate for 20 minutes at 25°C in dark or low-light conditions.
Explant Recovery: remove the explants from the flasks by pouring the contents
through a sterile strainer, retaining the explants in the strainer.

Co-culture preparation: blot the explants dry on sterile absorbent paper. Do not
let the explants dry for more than 10 seconds. Transfer them to co-culture plates,

placing 30- 40 explants per plate (Figure 2a). Seal the plates with Parafilm and



place them in a dark container within the in vitro growth chamber (at 25°C).
Repeat this process for control explants omitting Agrobacterium infection.

4. Co-culture: incubate explants and bacteria for 24 hours.

3.5 Selection and regeneration of transformants.

1. Transfer to selective media: carefully transfer explants from the co-culture plates
to the selective medium plates (MS-ZTK), placing 15-20 explants per plate. Seal
the plates with Parafilm and incubate them in the growth chamber under white
light conditions (5001ux). Prepare control plates: transfer 20 control explants to a
selective medium plate (selection control plate) and the remaining 20 explants to
a plate containing selective medium without KAN (MS-ZT) (regeneration control
plate).

2. Subculture: transfer explants to fresh Selective medium every 3 weeks (Figure 2b,
2c and 2d). Remove all necrotic tissue with a sharp scalpel. Explants from the
selection control plate should be necrotic (Figure 2e) while explants from the
regeneration control plate should be green and developing shoots (Figure 2f).

3. Rooting: once green shoots develop (Figure 2d, see Note 9), separate and transfer
them to vessels containing Rooting medium (Figure 2g and 2h) (see Note 10).
Once in Rooting medium, shoots will start to elongate, and roots typically appear

within 2 to 3 weeks.

3.6 Ex vitro acclimatization.

1. Transfer to pot: When roots develop (Figure 3a), remove the plants from the

culture vessel and gently wash their roots with water to remove the medium.



Transfer the plant to a 1 L pot filled with moist peat and perlite mixture (3:1 ratio).
Cover the pot with a transparent plastic bag and secure it tightly with a rubber
band (Figure 3b).

Humidity reduction: after 5-7 days, create a small opening at the top of the plastic
bag and monitor the plant for signs of dehydration (see Note 11).

Gradual acclimatization: if no dehydration signs appear after one day, gradually
enlarge the opening in the plastic bag and keep doing it for several days until the

bag can be completely removed (see Note 12).

NOTES

1.

Transformation efficiency was determined by dividing the number of regenerated
plants positive to PCR screening (using primers to detect the kanamycin gene) by
the total number of explants used in the transformation experiment and
multiplying by 100.

Recipes for MS Gamborg with B5 Vitamins stock solutions.

8X Macronutrients stock solution: 3.52 g/L CaCl>-2H>0, 1.36 g/L KH2PO4, 13.20

g/L NH4NO3, 15.20 g/L KNO3, 2.96 g/L MgSO4-7H,O.

200X Micronutrients stock solution: 3.38 g/ MnSO4-HO, 1.72 g/L
ZnS04-7TH20, 1.24 g/ H3BOs3, 0.0104 g/L NiSO46H,0, 0.05 g/L

Na;Mo0O4-2H>0, 0.005 g/L CuSO4-5H20, 0.005 g/L CoCl,-6H:0.

100X Fe-EDTA stock solution: 3.72 g/L. Na,EDTA, 2.78 g/L. FeSO4-7H>0.

250X BS5 Vitamins (Gamborg) stock solution: dissolve each vitamin in 40 mL of
water. Combine all solutions and dilute to a final volume of 200 mL with water.
Myo-Inositol 5 g, Nicotinic acid 0.05 g (dissolve previously in 1 N NaOH and

dilute to 40 mL with water), Pyridoxine HCI 0.05 g, Thiamine HCI 0.5 g.



10.

11.

Half-strength MS medium is used for germination since the seeds’ endosperm has
all the nutrients needed for germination and the plantlets will be only a few days
in this medium.

A. tumefaciens LBA4404 exhibits chromosomal resistance to rifampicin, while
streptomycin and spectinomycin resistance is conferred by the Ti plasmid
(pAL4404)[14]. The pDIRECT22C binary vector carries bacterial and plant
kanamycin resistance [12].

This step promotes hypocotyl elongation for obtaining more hypocotyl explants
per plantlet.

This step helps prevent plantlet dehydration.

Make sure the culture is turbid without bacterial clumps.

Take 1 mL of the bacterial culture under aseptic conditions and measure OD at
600 nm. Discard the aliquot of the culture after measuring.

In resistant explants, one shoot per explant is usually obtained although more than
one shoot per explant can also occur.

Rooting media does not contain any plant growth regulator or antibiotic. If no
roots develop after 2 to 3 weeks, plants can be transferred to fresh media
supplemented with activated charcoal (2.5 g/L). When adding activated charcoal,
pH must be readjusted to 6.2. Also, increase agar to 9-10 g/L since activated
charcoal reduces agar’s gelling strength.

If dehydration signs appear within a few hours, close the hole made in the plastic
bag with tape or paper clips to increase humidity. Reopen it for a few hours the

following day and repeat this process until no dehydration signs appear.



12. The complete procedure from sowing the seeds to obtaining ex vitro plants takes
from 6 to 9 weeks, depending on the genotype response to in vitro regeneration
and growth.
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Figure 1. Seed sterilization, germination, and explant preparation. (a) seed sterilization
procedure, (b) sown seeds in half-strength MS medium, (c) 10 days plantlets after 24
hours under white light conditions, (d) hypocotyl explants preparation. C: cotyledons; R:
radicle; H: hypocotyl, (e) hypocotyl explants in liquid MS medium supplemented with 1

mg/L ZR.



Figure 2. Explant transformation and regeneration process. (a) explants in co-culture
plates, (b) explants in selective medium plates, (c) incipient shoot in selective medium,
(d) developing shoot in selective medium, (e) untransformed control explants in selective
medium (MS-ZTK) after 20 days (Selection Control Plate), (f) untransformed control
explants in MS-ZT medium after 20 days (Regeneration Control Plate) (g) shoots in

rooting media, (h) plantlets developing roots.
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Figure 3. Ex vitro acclimatization. (a) fully regenerated plant in rooting medium before

acclimatization, (b) plant in soil with plastic cover for gradual acclimatization.
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