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Abreviaturas

Nombre Descripcion

aa Aminoacidos

ADN Acido desoxirribonucleico

ARN Acido ribonucleico

BAG Bcl-2-associated athanogene

Cas Endonucleasa

crRNA ARN CRISPR

CRISPR Repeticiones Palindrémicas Cortas Agrupadas y Regularmente
Interespaciadas

dNTP desoxirribonucleosido trifosfato

E. coli Escherichia coli

EDTA acido etilendiaminotetraacético

GFP Proteina fluorescente verde

HW medio Hoagland’s

ICE Interferencia de ediciones CRISPR

Indel Insercion/delecion

IPCC Panel Intergubernamental sobre Cambio Climatico

LB medio Luria-Bertani

MPM Marcador de peso molecular

NHEJ Union de extremos no homologos

PAM Motivo adyacente al protoespaciador

pb pares de base

PCD Muerte celular programada

PCR Reaccién en cadena de la polimerasa

PEG Polietilenglicol




Nombre Descripcion

PI Punto isoeléctrico

PM Peso molecular

PRMB Medio de regeneracion de protoplastos base
PRML Medio de regeneracion de protoplastos, liquido
PRMT Medio de regeneracion de protoplastos, superior
P. patens Physcomitrium patens

rpm Revoluciones por minuto

sgRNA ARN guia

TAE buffer Tris acetato EDTA

TE buffer Tris EDTA

tracrRNA ARN trans-activador

Tm Temperatura de fusién

uv Luz ultravioleta

ML Microlitro




Resumen

El cambio climatico representa uno de los mayores desafios ambientales con consecuencias
profundas y generalizadas para diferentes ecosistemas y por ende para la sociedad humana. El
cambio climatico se manifiesta a través de fendmenos extremos como la alteracién de los
patrones de precipitaciones, la acidificaciéon de los océanos y el aumento de las temperaturas
globales. Estas variaciones climaticas afectan directamente al crecimiento de los cultivos, lo
que puede tener consecuencias devastadoras para la produccion de alimentos. Entender como
las plantas toleran estas condiciones adversas es vital para desarrollar estrategias que mitiguen
el impacto del cambio climatico. La familia Bcl-2-associated athanogene (BAG) ha sido
identificada como un grupo evolutivamente conservado de co-chaperonas que regulan
procesos celulares clave, incluyendo la muerte celular programada (PCD) y las respuestas al
estrés. Estudios recientes han identificado el papel de los genes BAG de las plantas en estos
procesos. Sin embargo, su funcion en la tolerancia al estrés, especialmente en plantas
primitivas como los musgos, sigue sin explorarse.

Estudios previos sobre Physcomitrium patens, llevados a cabo en el laboratorio en donde se
realizo este trabajo, han proporcionado informacién sobre la estructura, organizacién y perfiles
de expresiéon de los genes BAG bajo varios tratamientos de estrés. Se identificaron diez genes
PpBAG, cuatro de los cuales (PpBAG1-3 y PpBAG8) mostraron una induccion significativa en
respuesta al estrés térmico (37 °C) y durante la recuperacion del mismo. Este incremento en su
expresion se correlaciond con la induccidon de genes autofagicos, como ATG8 y NBR1, lo que
sugiere un posible papel en la regulacion de la autofagia bajo condiciones de estrés.

Para investigar mas a fondo, en este trabajo de tesis, utilizamos la tecnologia CRISPR-Cas9
para generar mutantes knockout para PpBAG1-3 y PpBAGS. Disefiamos cuatro ARNs guia
dirigidos a estos cuatro genes, cuidando la seleccion de sitios off-target, y los clonamos en
plasmidos pMK-Cas9 y pMH-Cas9. Se optimizaron técnicas de transformacién de protoplastos
de P. patens (de tipo salvaje y una linea PpATG8e::GFP-PpATG8e). Se optimizaron técnicas de
screening mediante analisis por PCR para las transformaciones realizadas en el genotipo
salvaje, logrando transformaciones exitosas y validando mutaciones en PpBAG3. por
secuenciacion de Sanger.

Los resultados obtenidos hasta el momento revelan la eficiencia del sistema CRISPR-Cas9 en
P. patens y confirman su potencial para la generacién de las lineas knockout, abriendo la
posibilidad de explorar el uso de los genes PpBAG en cultivos de interés agrondmico para
aumentar su tolerancia al estrés térmico y mitigar los efectos del cambio climatico.



1. Introduccion

El cambio climatico representa uno de los principales desafios medioambientales de nuestro
tiempo, con consecuencias profundas y generalizadas para diversos ecosistemas. El fendmeno
se manifiesta a través de diversos eventos, como cambios en patrones de precipitacion,
acidificacion de océanos, y el aumento sostenido de la temperatura global (IPCC). Estos
eventos de extremos climaticos se vuelven cada vez mas frecuentes, destacando la sequia y el
calor extremo, siendo perjudiciales para la agricultura y la seguridad alimentaria (Zscheischler
et al., 2018).

En particular, las variaciones en condiciones climaticas como la temperatura, afectan
directamente al crecimiento, el desarrollo y distribucidon geogréfica, calidad y productividad de
las plantas cultivadas, pudiendo tener consecuencias devastadoras para la seguridad
alimentaria (Gourdji et al., 2013). Las plantas como organismos sésiles, han desarrollado una
serie de respuestas adaptativas para optimizar su desarrollo en funcién de fluctuaciones
adicionales y los extremos de temperatura. Entre estas respuestas se incluyen procesos como
el termoperiodismo, la termo-morfogénesis, la vernalizacion y estratificacion por frio, y las
respuestas a temperaturas extremas (Casal & Balasubramanian, 2019).

Este contexto demanda la necesidad de profundizar en el estudio de las bases moleculares
implicadas en las respuestas a condiciones de estrés asociadas con el cambio climatico y sus
efectos sobre el rendimiento y calidad de los cultivos. Comprender estos mecanismos es crucial
para desarrollar estrategias que aseguren la sostenibilidad agricola frente a un clima
cambiante. Diversos estudios en plantas modelo han permitido avanzar en el conocimiento de
los mecanismos que subyacen a estas respuestas (Bita & Gerats, 2013; Gazol & Camarero,
2022). Con esto en cuenta, identificar y caracterizar genes vinculados a la tolerancia al estrés
podria ser clave para comprender mejor estos mecanismos. La respuesta a la seguridad
alimentaria podria encontrarse en mejoras genéticas para reducir la sensibilidad a los cambios
de temperatura y los avances biotecnoldgicos hacen cada vez mas posible explorar estas
mejoras (Lobell & Gourdji, 2012).

Las adaptaciones a las condiciones extremas del habitat terrestre se presume que constituyen
fendmenos muy antiguos muy antiguos dentro del reino vegetal. Los musgos (bridfitas),
primeras plantas adaptadas a la vida terrestre, son un grupo particularmente interesante debido
a su capacidad de resistencia a la desecacion y otros factores de estrés ambiental (Proctor
et al., 2007). Aunque no tienen interés agricola directo, los musgos pueden proporcionar
informacion valiosa para mejorar cultivos agricolas al servir como modelos para el estudio de
los mecanismos moleculares de respuesta al estrés.



1.1 Physcomitrium patens

Las briofitas representan uno de los linajes mas antiguos de las plantas terrestres, marcando
una etapa clave en la colonizacion de los ambientes terrestres. Estos organismos poseen un
ciclo de vida predominantemente haploide, lo que las distingue de las plantas vasculares.
Estudios moleculares indican que la separacion entre musgos y plantas vasculares ocurri6 al
menos hace 496 millones de afios, en el periodo conocido como Ordovicico (Zimmer et al.,
2007).Estos organismos poseen un ciclo de vida predominantemente haploide y caracteristicas
fisiolégicas como la poiquilohidria, que les permite tolerar fluctuaciones extremas en la
disponibilidad de agua (La Farge et al., 2013). La adaptacion de los musgos al habitat terrestre
se basa casi exclusivamente en la tolerancia al estrés, y logran sobrevivir a ciclos de
deshidratacion y rehidratacion, sobreponiéndose al dafo oxidativo que estas situaciones
generan (Proctor et al., 2007).

Los musgos cumplen varios roles fundamentales a nivel ecosistémico, entre los que se
encuentran la generacién de habitats para diversos organismos, el transporte de agua hacia el
suelo, y cumplen un rol en la reduccién de la escorrentia y pérdida del suelo, ayudando a
prevenir la erosién del mismo y mantener su humedad (Gall et al., 2024).

Physcomitrium patens (P. patens), un modelo vegetal ampliamente utilizado, presenta ventajas
para realizar estudios de genética reversa por su alta tasa de recombinacion homologa, por lo
que tradicionalmente se ha utilizado como modelo vegetal para realizar ensayos de reemplazo
alélico. Su ciclo de vida se basa en la alternancia de dos generaciones, una fase predominante
haploide gametofitica que produce gametos, y otra diploide esporofitica donde se producen las
esporas.

La propagacion de P. patens se genera a partir de esporas haploides, las cuales producen una
estructura filamentosa denominada protonema, que esta compuesto por dos tipos de células: el
cloronema, con numerosos cloroplastos, y el caulonema, que es escaso en este organelo.
Dichas estructuras crecen en dos dimensiones y a partir de algunas de sus ramificaciones, las
células pueden diferenciarse para crecer en tres dimensiones generando estructuras mas
complejas como los gametéforos, que son formados por estructuras del tipo de hojas, rizoides y
los érganos sexuales (Figura 1).

Este patrén de desarrollo sencillo, sumado a su crecimiento a 23°C lo hace un organismo facil
de manejar en el laboratorio. La predominancia de la fase haploide del ciclo de vida del musgo
P. patens lo hace un excelente modelo de estudio para emplear técnicas de edicion génica
como CRISPR-Cas, ya que las ediciones se hacen sobre un unico alelo, facilitando tanto la
generacion de lineas knockout como el screening de mutantes (Schween et al., 2003).

El tamafo estimado del genoma de P. patens, determinado por citometria de flujo, es de 511
Mb (Schween et al., 2003). Este presenta secuencias altamente repetidas, donde el 57% del
ensamblado estd compuesto por elementos transponibles, repeticiones en tandems vy



segmentos de genes adquiridos desde otros organismos. La anotacién de genes mas reciente
(v6.1) integra datos de lecturas largas realizadas con Oxford Nanopore y un mapeado con la
tecnologia Hi-C, y es una versién presuntamente sin intervalos vacios (gaps). El ensamblado
fue generado por Bi y colaboradores en 2024, actualizando la version anterior v3.3 hecha por
Rensing y colaboradores y fusionadas con predicciones de novo realizadas en el nuevo
ensamblado. Esta ultima version tiene sélo 26 cromosomas, ya que el cromosoma 27 fue
integrado al 25. (Bi et al., 2024; Rensing et al., 2020).
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Figura 1: Ciclo de vida de P. patens. Esquema que ilustra los diferentes estadios de desarrollo del
musgo y sus tejidos.La espora germina dando lugar a dos tipos de tejidos: el cloronema y el caulonema.
Del caulonema secundario se genera una yema, la cual se divide para dar lugar al gametofito. El
gametofito se encuentra formado por rizoides y hojas. Ademas, se muestra el desarrollo del esporofito,
su maduracién y la liberaciéon de esporas nuevamente. Tomado y modificado de Strotbek et al. (2013).

1.2 Genes BAG y su relevancia en la tolerancia al estrés

La muerte celular programada (PCD, por sus siglas en inglés) es un proceso esencial para
mantener la homeostasis en los tejidos, y en plantas constituye un mecanismo de regulacién de
multiples procesos fisioldgicos como el desarrollo de semillas, la germinacion, el crecimiento, la
reproduccion y la senescencia. Ademas, la PCD actia como un mecanismo de defensa contra
patdgenos y condiciones ambientales poco favorables (Li et al., 2017; Zhou et al., 2021).
Dentro de este contexto, la familia de genes BAG (Bcl-2-associated anthanogene) en plantas
ha sido identificada y se la vincula a funciones relacionadas a la regulacién de la muerte celular
(Thanthrige et al., 2020).

Los genes BAG pertenecen a una familia multigénica evolutivamente conservada, que incluye
homodlogos en organismos que van desde levaduras hasta animales, y que también estan
presentes en plantas (Kabbage & Dickman, 2008; Froesch et al., 1998; Sondermann et al.,
2001). Los genes BAG codifican proteinas, anti-apoptéticas altamente conservadas, que



interactuan directamente con chaperonas como Hsp70 a través de su dominio BAG, una region
conservada ubicada en el extremo C-terminal (Sondermann et al., 2001). Se ha reportado que
algunos miembros de esta familia, tras ser clivados, se encuentran involucrados en la
regulacion de la autofagia, un proceso de degradacién de macromoléculas que permite reciclar
componentes celulares dafiados o innecesarios, lo cual es esencial para la respuesta al estrés
y el desarrollo (Bassham & Crespo, 2014; Gamerdinger et al., 2011; Liu & Bassham, 2012;
Pettinari et al., 2022; Rosati et al., 2011).

La funcién de los genes BAG ha sido bien caracterizada en plantas vasculares, se han
identificado distintas funciones desde la regulacién de canales de transporte de potasio, cierre y
apertura de estomas, y se los ha vinculado con mecanismos de tolerancia a diversos tipos de
estrés abidtico (Arif et al., 2021; Locascio et al., 2019). Sin embargo, su rol en especies no
vasculares, como el musgo P. patens, aun no ha sido exhaustivamente estudiado. Estudios
previos en el laboratorio han provisto informacién sobre la estructura génica, organizacion,
filogenia y perfiles de expresion de los genes BAG bajo estrés térmico a 37 °C. Estos estudios
revelaron la existencia de diez genes miembros de esta familia PpBAGs (Tabla S1). En
particular, se ha observado que cuatro de estos genes PpBAG1, PpBAG2, PpBAG3y PpBAGS,
se inducen significativamente en la primera hora de exposicién a un tratamiento de estrés
térmico a 37°C (Figura 2). Adicionalmente, dicho tratamiento también indujo la expresion de los
genes de autofagia como ATG8 y NBR1 (Figura S1).
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Figura 2. Niveles de expresiéon de genes PpBAGs durante y después del estrés térmico. Analisis de
RT-gPCR de los genes PpBAGs sometidos a un tratamiento de estrés térmico a 37°C durante 1,6y 24
horas, y posterior recuperacion durante 1, 6, 24 y 48 horas. El gen EF1a se utilizd como gen de
referencia. Los niveles de expresion en los tejidos tratados son relativos al nivel correspondiente en los
tejidos no tratados en los puntos de tiempo indicados. Se realizaron tres réplicas biolégicas (n=3) y los
valores representan el promedio + desviacion estandar. Tomado y adaptado de (Castro et al., 2020).

De estos, los PpBAG1, PpBAG2 y PpBAG3 comparten una estructura génica similar, no
cuentan con intrones, tienen una predicha localizacion nuclear y presentan un alto grado de
similitud en sus dominios proteicos (Figura 3) (Castro et al., 2020). Esto ultimo permite, en
caso de querer editar estos genes, emplear técnicas moleculares como CRISPR-Cas. Esta
similitud ofrece una ventaja a la hora de aplicar técnicas de edicién génica, como CRISPR-Cas,
ya que un unico ARN guia (sgRNA) podria dirigirse a varios genes simultaneamente, facilitando
la edicién de multiples objetivos de manera eficiente. Por otro lado, PpBAG8 presenta un intrén
y un tamafo significativamente mayor, lo que lo diferencia estructuralmente de los demas
miembros (Figura 4).
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Figura 3. Dominios de las proteinas PpBAG de Physcomitrium patens, identificadas mediante la
base de datos SMART (http://smart.embl-heidelberg.de), comparadas con las proteinas BAG de
humanos (Hs) y Arabidopsis thaliana (At).Los cuadrados en rojo, verde, azul, naranja, marrén y amarillo
indican, respectivamente, el dominio BAG, el motivo de unién a calmodulina (IQ), el dominio similar a
ubiquitina (UBL), el motivo IPV, el dominio de unién a calcio EF-hand y la sefial de localizacion nuclear.
Los posibles sitios de corte por caspasas estdn marcados con un asterisco. La longitud de cada proteina,
en aminoacidos, se muestra debajo de cada secuencia BAG. Tomado y adaptado de Castro et al., 2020.
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Figura 4. Estructura génica de PpBAG1, PpBAG2, PpBAG3 y PpBAG8. PpBAG1-3 cuentan con un
unico exon, no tienen intrones y tienen una estructura muy similar, PpBAG8 es aproximadamente el
doble de tamafo de los otros tres genes y tiene un intrén. Los genes PpBAG1, PpBAG2, PpBAG3 y
PpBAG8 estan distribuidos en el genoma de P. patens en los cromosomas 13, 26, 4 y 19
respectivamente. El tamano del marco abierto de lectura para los cuatro genes se muestra en la figura.




1.3 Genética reversa y edicion génica con CRISPR-Cas9

La genética reversa es una herramienta clave en biologia molecular que permite estudiar la
funcién de genes de interés al modificar su actividad, para luego analizar las consecuencias
fenotipicas resultantes. A diferencia de la genética directa, donde se parte de un fenotipo para
identificar el gen subyacente, la genética reversa parte del gen de interés para investigar su
impacto en el organismo. Esto es posible gracias a tecnologias avanzadas que permiten
modificar la actividad génica a nivel de ARNm, ADN, o incluso en su regulacién transcripcional
o postraduccional.

1.3.1 Uso de Physcomitrium patens en genética reversa

P. patens resulta interesante para realizar estudios de genética reversa debido a su alta tasa de
recombinacion homoéloga (D. G. Schaefer, 2002), que permite una integracién precisa de
fragmentos de ADN exdgeno en su genoma. Esta caracteristica es aprovechada para realizar
transformaciones estables, donde el ADN exdgeno se integra directamente en el genoma. Esto
puede significar una ventaja a la hora de generar lineas transgénicas estables que permitan su
estudio a través de las generaciones, ya que el ADN introducido se mantiene sin la necesidad
de que una presion selectiva esté actuando a su favor.

1.3.2 CRISPR-Cas9 como herramienta en genética reversa

Entre las aproximaciones de la genética reversa, la generacion de mutantes mediante métodos
dirigidos se ha convertido en una estrategia ampliamente utilizada. Estas mutaciones pueden
ser provocadas mediante técnicas como el ARN de interferencia (RNAIi), el uso de
oligonucledtidos antisentido como los morfolinos, o tecnologias de edicion genémica como
CRISPR-Cas9 (Jinek et al., 2012). Cada método ofrece ventajas dependiendo del organismo
modelo y de los objetivos del estudio. La llegada de tecnologias como CRISPR-Cas9 ha
revolucionado los estudios de genética reversa al ofrecer una herramienta precisa y eficiente
para editar el genoma de una amplia variedad de organismos. CRISPR-Cas9 utiliza una
nucleasa guiada por ARN (sgRNA, single guide RNA) para realizar cortes especificos en el
ADN, que luego son reparados por mecanismos celulares como la uniéon de extremos no
homologos (NHEJ) o la recombinacion homologa (HDR). Esta capacidad ha permitido generar
mutaciones dirigidas que afectan especificamente la funcion de genes de interés.

La llegada de tecnologias de edicion génica, como CRISPR-Cas9, ha revolucionado los
estudios de genética reversa al permitir una manipulacién precisa del genoma en una amplia
gama de organismos (Wang & Doudna, 2023). Particularmente en P. patens, esta técnica esta
siendo cada vez mas utilizada, facilitando mutaciones dirigidas con alta especificidad y
eficiencia (Collonnier et al., 2017; Mallett et al., 2019; Trogu et al., 2021; Yi & Goshima,
2020). Una ventaja clave de este enfoque es que, al ser un sistema inestable, no deja restos de



ADN exogeno integrados en el genoma del organismo transformado, lo que minimiza
preocupaciones sobre la presencia de material genético residual (Wu et al., 2023).

1.3.3 Edicion génica con CRISPR-Cas9

El sistema CRISPR-Cas9 consiste en un RGEN (RNA Guided Endonucleases), en donde la
nucleasa, generalmente la Cas9, es llevada a su sitio blanco mediante un ARN guia unico
(single guide RNA) que puede hibridar en una regidon de complementariedad con el ADN que
sera clivado por la nucleasa. Este sistema tiene ventajas respecto al uso de otras nucleasas en
términos de simplicidad, accesibilidad, costo y versatilidad (Bortesi & Fischer, 2015).

En bacterias este sistema constituye un sistema de inmunidad adquirida, y emplea pequefios
ARNs interferentes CRISPR (crRNA) los cuales se combinan con el ARN transactivador
(tracrRNA) para activar y guiar a la Cas9 (Deveau et al., 2010) a su sitio blanco. Con el fin de
facilitar el uso de este sistema como herramienta de edicion gendémica, el complejo
crRNA-tracrRNA puede disefarse como un unico ARN guia (single guide RNA) conteniendo
todas las caracteristicas necesarias para la unioén con la Cas9 (Figura 5), y la interaccion con la
secuencia blanco (Jinek et al., 2012). Una secuencia de ARN guia normalmente ronda en los
20 nt de largo, y puede ser disefiada en muchas plataformas de libre acceso.

Un prerrequisito para que ocurra un corte en el sitio de edicion, es la presencia del motivo
conservado PAM (Motivo adyacente al protoespaciador). Este motivo en general consiste en
una secuencia 5-NGG-3’ para el caso de la Cas9 (Jinek et al., 2012). La endonucleasa Cas9
reconoce este sitio y realiza un corte a unas tres pares de bases corriente arriba de dicho
motivo. Esto es una limitante para el disefio de ARN guias porque esta secuencia es un
requisito para que la Cas clive el ADN, por lo que estos deben ser disefiados en regiones del
genoma que cuenten con dicha secuencia.

El hecho de que los organismos eucariotas carezcan del sistema CRISPR-Cas9 es una ventaja
para utilizarlo como herramienta de edicién génica ya que no requiere de factores endégenos
del hospedero para actuar, y debido a que la interaccion entre el ARN guia y el ADN es del tipo
Watson y Crick, se puede determinar facilmente los sitios donde es probable que se generen
mutaciones fuera del sitio blanco (off-targets). Es por eso que las estrategias para reducir las
mutaciones off-target, apuntan a un mejor disefio del ARN guia en el cual se evita que hibride a
mas de una secuencia blanco. CRISPR-Cas9 puede programarse para la generacién de indels,
y para que esto ocurra en un gen de interés, la rotura de doble cadena generada por la Cas9
debe ser reparada mediante NHEJ (Non-homologous end joining), que genera reparaciones
imperfectas e indefinidas y no requiere de un ADN molde para la reparacion. A través de esta
via pueden ocurrir inserciones o deleciones aleatorios en el sitio de edicion que alteren el
marco abierto de lectura (ORF) de la proteina codificada por el gen blanco, pudiendo generar
un cambio en su secuencia aminoacidica, o la generacién de un codoén stop prematuro que dé
lugar a una proteina trunca, es por ello que el disefio de los guias es mas favorable ubicarlos lo
mas cerca posible del extremo N-terminal de la proteina que se vera afectada por la edicion, de
manera de asegurar la pérdida de funcion total del gen de interés (Bortesi & Fischer, 2015).



En plantas el uso de esta tecnologia ha permitido modificar secuencias regulatorias de un gen
con alguna caracteristica agronémica de interés, y se propone como herramienta para generar
plantas libres de transgenes. Para ello se emplean métodos basados en la expresion transitoria
de Cas9 y un ARN guia ya sea por la introduccion del complejo Cas9/ARN guia o la
incorporacion de construcciones que expresen Cas9 y ARN guia pero que permanezcan
extracromosémicos, con el fin de que dichos componentes puedan ser removidos por
segregacion, pero transmitiendo la edicién generada a la progenie de la planta (Fort Fossali,
2018; Wu et al., 2023).
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Figura 5. Esquema de un sistema CRISPR-Cas9 utilizando un ARN guia quimérico
(crRNA-tracrRNA). El sistema esta formado por una molécula de ARN guia que incluye un tramo de 20
nucledtidos (nt) que se empareja con la secuencia diana del ADN. EI crRNA-tracrRNA quimérico esta
conectado a la proteina Cas9, la cual, al reconocer el emparejamiento del ARN con la secuencia del
ADN, induce un corte en el ADN obijetivo. La imagen muestra la estructura del ARN guia quimérico, con
el bucle de enlace (linker loop) y las regiones 5'y 3' del ARN. Tomado de Jinek et al., 2012.



2. Hipotesis de trabajo

Considerando los antecedentes expuestos, pensamos que los genes PpBAG1, PpBAG2,
PpBAG3, y PpBAGS8 podrian presentar funciones similares posiblemente vinculadas a la
regulacion de la autofagia y a la tolerancia al estrés térmico. Aquellos individuos que no
cuenten con estos genes podrian exhibir estas funciones alteradas.

3. Objetivos

3.1 Objetivo general

Determinar la funcién de los genes PpBAG1, PpBAG2, PpBAG3 y PpBAG8 en procesos
relacionados con el desarrollo y las respuestas al estrés, enfocandose en comprender su
interrelacion con la autofagia. Este estudio tiene como propdsito generar lineas knockout para
estos genes y evaluar su papel en la respuesta a condiciones de estrés térmico.

3.2 Objetivos especificos

Disefiar ARNs guia especificos para la edicion de los cuatro genes seleccionados
mediante la tecnologia CRISPR-Cas9.

- Generar construcciones que permitan la expresion de la proteina Cas junto con los
ARNSs guia disefiados.

- Transformar dos lineas de P. patens, una de tipo salvaje (wild type) y una que exprese el
marcador ATG8:GFP, para generar lineas knockout de los cuatro genes en ambas
variantes.

- Genotipar las lineas transformantes para confirmar la edicién exitosa de los genes
seleccionados.



4. Materiales y métodos

4.1 Material vegetal y condiciones de cultivo

Se utilizé el musgo Physcomitrium patens (P. patens) Grandsen tipo salvaje (D. Schaefer et al.,
1991), y la linea reportera PpATG8e::GFP-PpATG8e que permitira monitorear los procesos de
autofagia (Sanchez-Vera, 2017). Los cultivos vegetales fueron mantenidos y subcultivados in
vitro en placas de Petri en medio Hoagland’s BCDAT (1.6 g/L Hoagland’s, 1 mM MgSO,, 1.8 mM
KH,PO, pH 6.5, 10 mM KNO;, 45 uM FeSO,, 4 mM tartrato de amonio, 1 mM CacCl,, 10 g/L de
agar) sobre celofanes estériles, segun fue descrito por Ashton & Cove, 1977. Para la
micropropagacién se emplearon pinzas estériles para tomar parte de las colonias y transferirlas a
medio nuevo. El protonema fue generado a partir de la maceracion de colonias en un mortero
estéril con 2 mL de agua bidestilada estéril. Los pasajes del tejido vegetal se realizaron en una
camara de flujo laminar en condiciones de asepsia cada una semana utilizando un Ultra-Turrax®,
herramienta que permite disgregar el protonema sin generar danos significativos a las células.
Este procesamiento hace que la regeneracion del tejido sea mas uniforme. En cada pasaje se
realizan 2 nuevas placas con el fin de tener un respaldo en caso de contaminacion, y
adicionalmente se hace una placa control con LB donde se inocula una gota del preparado para
anticiparse a posibles contaminaciones. Las plantas fueron crecidas a 22°C con un fotoperiodo
de 16/8 horas de luz/oscuridad y un flujo de fotones de 50 pmol.m2.s™,

4.2 Cepas y cultivo de microorganismos

Para las transformaciones se utilizaron células competentes de la cepa Top10 de Escherichia coli
(E. coli) generadas en el Laboratorio de Biologia Molecular Vegetal. Los cultivos de E. coli se
incubaron en medio Luria-Bertani (1 % bacto-triptona, 0.5 % extracto de levadura, 1 % NaCl)
tanto liquido como sdlido (con el agregado de agar 1.5 %). Los cultivos se crecieron a 37 °C toda
la noche y los liquidos con agitacion (180 rpm).

4.3 Vectores

Se emplearon los vectores pMK-Cas9 y pMH-Cas9 descritos por Mallett et al., 2019. Ambos
vectores estan disefiados para expresar la nucleasa Cas9 bajo el control del promotor
Ubiquitina de maiz, lo que asegura su expresion en P. patens. El vector pMH-Cas9 incluye un
gen de resistencia a higromicina, mientras que pMK-Cas9 contiene un gen de resistencia a
G418, lo que permite la seleccién eficiente de plantas transformadas. Adicionalmente, ambos
vectores poseen un gen marcador de resistencia a ampicilina para su propagacion en E. coli.
Ambos vectores presentan sitios de restriccion para las enzimas Pmel y SnaBl que facilitan la
insercion de secuencias especificas. Ademas, incluyen el promotor de ARN polimerasa IIl UG,
bajo el cual fueron introducidos los ARN guia disefiados (Figura 6) (Wu et al., 2023).
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TATATAGGAAGGTGGAGGACTTACAARCCCATTACGTAAGTAAGTTTAAACgttttagagctatgectgaaaagcatagcaa
ATATATCCTTCCACCTCCTGAATGTTGGGTAATGCATTCATTCAAATTTGcaaaatctcgatacgacttttegtategtt

1. Digestién del plasmido con Pmel y SnaBl

v

TATATAGGAAGGTGGAGGACTTACAACCCATTAC AARACgttttagagctatgctgaaaagcatagcaa
ATATATCCTTCCACCTCCTGAATGTTGGGTAATG TTTGcaaaatctcgatacgacttttogtatogtt

2. Reaccion HiFi con oligonucledtido de simple cadena

v

TATAIAGGAAGGTGGAGGACTTACAACCCATNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNttagagctatgetgaaaagcatageoaa
ATATATCCTTCCACCTCCTGAATGTTGGCTANNNNNNNNNENNNNNNNNNNaatctcgatacgacttttogtateogtt

Secuencia protoespaciadora definida por el usuario

3. Secuenciar vector para confirmar insercién de la
secuencia protoespaciadora (U6-5eg-F)

Figura 6. Generacion de construcciones para la expresion transitoria de Cas9/sgRNA. Nivel
superior: Mapas de los vectores pMH-Cas9-sgRNA y pMK-Cas9-sgRNA, disefiados para la expresion de
SpCas9 bajo el control del promotor de ubiquitina de maiz y del sgRNA impulsado por el promotor U6 de
Physcomitrium patens. Nivel inferior: Procedimiento para integrar una secuencia de protoespaciador en
la regién entre el promotor U6 y la secuencia del sgRNA. El plasmido se linealiza con las enzimas de
restriccion Pmel y SnaBl. La secuencia de protoespaciador se sintetiza como un oligonucleétido de
cadena sencilla (destacado en celeste), que incluye regiones complementarias al plasmido (subrayadas y
resaltadas en amarillo en el mapa del vector). El protoespaciador tiene la secuencia N20-NGG orientada
en sentido 5’ a 3'. Tomado y adaptado de (Wu et al., 2023).

4.4 Transformacion de E. coli

Para la transformacion de bacterias electrocompetentes, se utilizaron 100 uL de células de la
cepa TOP10, y se agregaron 4 uL de la reaccidon de ensamblado con el mastermix NEBuilder



(New England Lab). Se transfirié la mezcla a una cubeta de electrotransformacion pre enfriada y
estéril. Las células fueron electroporadas utilizando un electroporador Gene Pulser Xcell™
(Bio-Rad), con un voltaje 2.5 kV, capacitancia 25 uF, resistencia en paralelo de 200 Q y un pulso
de 3.5 ms. Se agregaron 300 uL de medio LB liquido y se incubé a 37 °C durante una hora con
agitacion. Por ultimo, se sembré en placa con LB sélido con Ampicilina a una concentracion de
100 pg/mL y se incubd a 37 °C durante toda la noche. De las colonias que crecieron, algunas
fueron seleccionadas para largar nuevos cultivos en LB liquido con Ampicilina 100 ug/mL para
posteriormente almacenarlas con glicerol 40% a -80 °C.

4.5 Disefio de ARNs guia y construcciones

Para el disefio de los 4 ARNs guia se utlizoé la herramienta CRISPOR,
(https://crispor.gi.ucsc.edu/; Concordet & Haeussler, 2018) seleccionando secuencias con
alta especificidad y eficiencia de corte. Los ADN que van a dar lugar a los ARN guias fueron
sintetizados por la empresa Macrogen con secuencias flanqueantes al protoespaciador
(5-ATAGGAAGGTGGAGGACTTACAACCCAT-GUIA-GTTTTAGAGCTATGCTGAAAAG-3) requeridas para su
incorporacién en los vectores pMH-Cas9 y pMK-Cas9 tal como se describe en la Figura (Figura
6).

La generacion de las construcciones pMH-Cas9-guia y pMK-Cas9-guia se realizé mediante la
digestion de los vectores con las enzimas de restriccion Pmel (New England Biolabs. Cat.:
R0560S) y SnaBl (New England Biolabs. Cat.:R0130S). Las reacciones de digestion se llevaron
a cabo durante toda la noche a 37°C. Posteriormente, los vectores digeridos fueron separados
en un gel de agarosa al 1%, y las bandas correspondientes fueron purificadas segun lo descrito
en el punto 4.6.5.

Se incubaron los ARN guia disefados (Tabla 1) para que las regiones que flanquean al
protoespaciador hibriden con el vector linearizado utilizando el mastermix de ensamblado de
ADN NEBuilder® HiFi (New England Biolabs. Cat.: E2621L) que cuenta con enzimas que
funcionan en un mismo buffer, una exonucleasa que crea un extremo 3’ libre que facilita la
union de fragmentos complementarios en una region de solapamiento, una ADN polimerasa
que complete el espacio entre cada fragmento hibridado y una ADN ligasa que sella los nicks
en el ADN ensamblado (Wu et al., 2023). Se realiza la reaccién cargando 1 uL de vector
linearizado (5 ng/uL), 1 yL de ADN que dara lugar al ARN guia (0.2 uM total), y 2 uL de
mastermix de ensamblado de ADN 2x NEB HiFi. La reaccion se incub6 durante 1 hora a 50°C
antes de transformar bacterias E. coli TOP10 segun se detalla en el punto 4.4


https://crispor.gi.ucsc.edu/

Tabla 1: Disefio de ARNs guia con brazos de homologia requeridos para clonado en vectores pMK-Cas9 y
pMH-Cas9. Los ARN guia tienen su diana en los genes PpBAG 1, 2, 3 y 8 como es indicado en su nombre.

Nombre del ARN guia Secuencia

Sg37-PpBAG1:2 ATAGGAAGGTGGAGGACTTACAACCCATTACCTATACGCACCGCTGTAGTTTTAGAGCTATGCTGAAAAG

Sg73-PpBAG2:3 ATAGGAAGGTGGAGGACTTACAACCCATIGTATCCTGGGGCGCAGCCGGTTTTAGAGCTATGCTGAAAA
G

Sg1011-PpBAG3 ATAGGAAGGTGGAGGACTTACAACCCATGCTTCGTTCCATAGACCAATGTTTTAGAGCTATGCTGAAAAG

Sg64-PpBAGS8 ATAGGAAGGTGGAGGACTTACAACCCATGGCGAAACCATATAATACGGGTTTTAGAGCTATGCTGAAAAG

4.6 Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

Todas las amplificaciones en cadena de la polimerasa (PCR) fueron realizadas en un
Termociclador SimpliAmp™ (Thermo Fisher Scientific™).

Las amplificaciones de ADN gendmico fueron realizadas a partir de extracciones de ADN
gendémico (Ver punto 4.7.2) de P. patens utilizando la enzima ADN polimerasa Phusion
High-Fidelity (Thermo Fisher Scientific™ Cat.:F534L) con cebadores Forward y Reverse que
flanquean la regién de interés (Tabla 2) disefiados en el software Primer3Plus, en un volumen
final de 20-50 uL segun especificaciones sugeridas por el proveedor. Las condiciones de PCR
utilizadas fueron: 1 ciclo de desnaturalizacion inicial 3 minutos a 98°C; 30 ciclos de 15 segundos
a 98°C, 20 segundos de annealing a 58°C y 30 segundos de extension a 72°C; y una extensién
final de 10 minutos a 72°C.

Los productos de PCR fueron analizados en un gel de agarosa 1%-2%, purificados segun el
punto 4.7.5 y enviados a secuenciar a Macrogen para su analisis como se detalla en el punto
4.10.

A partir de ADN gendmico obtenido segun la extraccion de ADN gendmico detallada en el punto
4.7, utilizando una concentracion de ADN de 20-40 ng/uL se realizé el screening de clones con la
estrategia de PCR de competencia (Harayama & Riezman, 2017). Fueron disefiados los
cebadores para evaluar edicion en los genes BAG1, BAG2, BAG3, y BAGS8. Dos oligos forward y
reverse flanquean el sitio de edicion para generar un amplicon grande y una sonda interna
hibrida sobre el sitio de corte y se empareja con el cebador forward o reverse para generar un
amplicon pequefio (Figura 7). El sitio de corte se encuentra sobre el extremo 3’ de la sonda
interna de forma que en los individuos editados no pueda formarse un amplicon pequefo. En los
individuos sin editar se podran formar los dos amplicones, mientras que en los editados no se
podran formar los dos amplicones debido a que la sonda interna no hibrida con igual eficiencia
sobre un sitio editado.

Las PCR de competencia fueron realizadas en un Termociclador Simpli Amp™ (Thermo Fisher
Scientific™). Fueron utilizadas extracciones de ADN gendmico y se realizo el ensayo de PCR de
competencia con la enzima ADN polimerasa Supertaqg (Bioron. Cat.:102010) en un buffer de
reaccion NH, completo 10x (pH 8.8, 0.1% Tween 20, 20 mM MgCl,) empleando los cebadores
mostrados en la Tabla 2, en un volumen final de 30 pL. Las condiciones de PCR de competencia
utilizadas fueron: 1 ciclo de desnaturalizacion inicial 2 minutos a 94°C; 35 ciclos de 10 segundos
a 94°C, 20 segundos de annealing a 56°C y 40 segundos de extension a 72°C; y una extensién
final de 5 minutos a 72°C.
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Figura 7. Estrategia de PCR de competencia para la deteccion de mutaciones en el sitio de corte de
Cas9. Se disefiaron tres cebadores, dos que flanquean el sitio de corte (Forward y Reverse) generando un
amplicon grande, y uno que hibrida sobre el sitio de corte (Probe), formando un amplicén de menor
tamano.

4.6.1 Cebadores

Los cebadores fueron disefiados en el software Primer3Plus (Bioinformatics) para el screening
por PCR de competencia y para enviar a secuenciar clones candidatos. La regién en la que
hibridan los cebadores para el screening se muestra en la Figura S2.

Tabla 2: Cebadores para screening por PCR de competencia para los genes PpBAG8 (Forward, probe y
reverse 64), PbBAG1 (Forward, probe y reverse 37), PbBAG2 (Forward, probe y reverse 73) y PpBAG3
(Forward, probe y reverse 1011). Cebadores forward y reverse para controles de ADN ARNr 18S.

Nombre del cebador Secuencia Tamanos de amplicones
generados
F-c64 GGAATCCGGAAGTTGCGA 60.9 Forward'y reverse 448 pb
P-c64 CCAATTCAACAACCGCCGTAT 60.1 Probe y reverse 255 pb
R-c64 CCTCGGTTGCTTCTCTTGT 59.9
F-c37 GGGTTGCGGTTTGTTTAGAA 58.2 Forward y reverse 548 pb
P-c37 ATAACATGTGGGATCCTTACAG 56.0 Probe y reverse 352 pb
R-c37 CCCTCAGGTGTTTGAGAG 58.8
F-c1011 CGACAGTACAGGAAGCAGA 58.6 Forward'y reverse 516 pb
P-c1011 CTGCTTCGTTCCATAGACCAAT 58.9 Probe y reverse 318 pb




R-c1011 ACTCACTGCTGCGATCATTC 58.8
F-c73 CGACTCTGGACTGATGCTGAATGT 63.1 Forward'y reverse 548 pb
P-c73 TGTATCCTGGGGCGCAGCCG 70.6 Probe y reverse 218 pb
R-c73 AACACGAGGCGGAACTTCTACTTG 63.3

F-Pp18S 5-TTGACTCAACACGGGGAAAC-3 58.4 Forward'y reverse 500 pb

R-Pp18S 5-AGCTGATGACTCGCGCTTAC-3’ 60.5

Tabla 3: Cebadores para la verificaciéon de construcciones y secuenciacioén de la region editada
para el gen BAG3.

Nombre de Secuencia Tm (°C) Descripcion

oligonucleétido

UM2149 GGCGCGCCGAGCTCGAATTCGTCCATTGAAGC 73.9 Cebador disefiado para verificar la
insercion del ARN guia bajo el
promotor U6 en los vectores
pMH-Cas9 y pMK-Cas9

1011rev GTTGCCTCATTCTTGACTGCG 60.8 Cebador disefiado para secuenciar
los productos de PCR y analizar
eventos editados para el gen BAG3

4.7 Preparacion y analisis de acidos nucleicos

4.7.1 Extraccion de ADN plasmidico

Las extracciones de ADN plasmidico fueron realizadas utilizando el kit de extraccion Zyppy
plasmid miniprep (Zymo Research™ Cat.:D4020). Se midio la concentracion de ADN plasmidico
utilizando un NanoDrop™ Lite (Thermo Fisher Scientific®) y un Qubit 4 Fluorometer (Thermo
Fisher Scientific™), y corrié en un gel de agarosa al 1 %. Segun fuera requerido, las extracciones
fueron concentradas con la concentradora de vacio SpeedVac Savant SPD2010 (Thermo Fisher
Scientific™). Los plasmidos fueron enviados a secuenciar y posteriormente fueron analizados
segun se detalla en el punto 4.10.

4.7.2 Extraccion de ADN gendmico vegetal

Para las extracciones de ADN gendmico, se molieron colonias de P. patens con nitrogeno
liquido en un homogeneizador de tejidos de tipo BeadBeater (Biospec), se agregaron 300 uL de
buffer CTAB (Tris 1 M pH 8; EDTA 0.5 M; NaCl 3 M; 0.1 mg de ARNasa; 1 % de
B-mercaptoetanol), se incubd a 65°C en un termobloque Accublock™ Digital Dry Bath (Labnet)



durante 30 minutos (mezclando cada 5 minutos por inversién). Se dejé enfriar por 5 minutos, se
agregaron 300 pL de cloroformo:alcohol isoamilico (relacion 24:1) y se vortexed. Se centrifugd
durante 4 minutos a 13000 rpm para separar las fases, se transfierié el sobrenadante a un tubo
nuevo y se agregdé 300 pL de isopropanol. Luego se incubd por 15 minutos a -20°C y se
centrifugd a 13000 rpm por 15 minutos para precipitar el ADN. Se descart6 el sobrenadante y
se lavo el pellet con 300 pL de EtOH 70%. Se centrifugé nuevamente a 13000 rpm durante 5
minutos, se removiod el EtOH, se seco el pellet y se resuspendié en 30 uL de buffer TE (Tris 10
mM - EDTA 1mM) pH 8.0.

4.7.3 Cuantificacion de acidos nucleicos

Se mididé la concentracion de las extracciones de ADN con el ensayo 1X dsDNA BR Assay
(Invitrogen™. Cat.:Q33262) para el Qubit 4 Fluorometer (Thermo Fisher Scientific™).

4.7.4 Electroforesis en gel de agarosa

Se utilizaron geles de agarosa de 1% a 2%, segun fue requerido para resolver distintos tamafnos
de ADN, utilizando buffer TAE 1x (Tris-acetato 0.04 M, EDTA 0.001 M). Se utilizaron varios
marcadores de peso molecular segun el tamafio de banda esperado. Para productos de PCR de
pequeno tamano se utilizé el marcador comercial 50pb Plus DNA Ladder (Bioron. Cat.:304007).
Para determinar concentraciones y tamafos de ADN plasmidico se utilizé un marcador generado
tras la digestion del ADN del fago lambda con la enzima de restriccion Pstl (Figura 8). A las
muestras se le agrego buffer de carga 1X, para que las mismas no se difundan y se pueda
visualizar el frente de corrida. El voltaje utilizado fue 100 V. Se utilizé bromuro de etidio como
agente intercalante presente en el gel. La visualizacion de las bandas se realizé6 en un
transiluminador UV.
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Figura 8. Marcadores de peso molecular. Se indican los tamafos de las bandas generadas en pares de
bases para el marcador ADN del fago lambda digerido con la enzima Pstl y el marcador comercial 50pb
Plus DNA Ladder de Bioron.



4.7.5 Recuperacion de ADN a partir de gel de agarosa

La recuperacion de fragmentos de ADN a partir de geles de agarosa fue realizada utilizando el
kit Zymo clean gel DNA recovery kit (Zymo Research. Cat.: D4007).

4.8 Transformacion de P. patens

Para transformar establemente P. patens se requiere de células vegetales sin pared o
protoplastos. La obtencidon de protoplastos y su transformacion se realizaron siguiendo el
protocolo descrito por Schaefer et al., 1991.

Se utilizaron tejidos de P. patens de tipo salvaje y PpATG8e::GFP-PpATG8e con tres pasajes, y
luego de siete dias del tercer pasaje se digirid el protonema con Driselasa (Sigma. Cat.:
D8037-1G) una mezcla de enzimas de origen fungico que se encarga de degradar la pared
celular rompiendo los enlaces glucosidicos. La digestiéon se realizd6 con Driselasa 0.2% y
D-manitol 8% durante toda la noche a 22°C. A partir del protonema digerido se obtuvieron
protoplastos, células disgregadas y sin pared celular que son permeables a la transformacion
mediada por polietilenglicol (PEG). Para verificar la correcta digestion del tejido vegetal, se
observd en un microscopio invertido (Zeiss. Axio Zoom.V16). Los protoplastos son filtrados con
un filiro de 100 micras. Se centrifuga a 700 rpm durante 10 minutos en centrifuga con rotor
swing-out y se retira la fase con driselasa y manitol. Se agrega igual volumen de D-manitol 8% y
se centrifuga nuevamente a 700 rpm durante 5 minutos. Se hacen dos lavados con CaPW
(Calcium protoplast wash. Para 200 mL: 16g D-manitol + 1.46g CaCl,-2H,0) y centrifugado a 700
rom durante 5 minutos. Se retira todo el CaPW y se resuspende en solucién 3M. Se cuentan
protoplastos en una camara de Neubauer ya que es necesaria una cantidad de al menos 1.6x10°
protoplastos/mL. Se incuban 300 uL de protoplastos con 15 ug de ADN en un volumen no mayor
a 30 yL y se le afiade 300 uL de polietilenglicol (para 10mL de PEG 8000 40%: 4g de PEG 8000
en 10 mL de 0.8g D-manitol + 1 mL 1 M Ca(NO3), + 100 yL 1 M Tris pH 8.0 + H,O c.s.p. 10 mL).
Se aplica shock térmico de 45°C durante 5 minutos, y se incuba otros 5 minutos mas a
temperatura ambiente (20°C-25°C). Se agrega CaPW mezclando suavemente luego de cada
adicion de los siguientes volumenes: 600 pL, 0.5 mL, 1 mL, 1.5 mL y 2 mL de CaPW. Se
centrifuga a 700 rpm durante 5 minutos y se retira todo el CaPW. Se resuspende en 0.5 mL de
PRML (Protoplast regeneration media liquid: medio Hoagland’s + D-manitol 8% + 1 mL de CaCl,
500 mM cada 50 mL) y se le anade 2.5 mL de PRMT (Protoplast regeneration media top: medio
Hoagland’s + D-manitol 8% + 0.25g Agar Sigma + 1 mL de CaCl, 500 mM cada 50 mL)
previamente fundido a 45°C. Se plaquea toda la suspensién en una placa de PRMB (Protoplast
regeneration media bottom: medio Hoagland’s + D-manitol 8% + 5g Agar Sigma para 500 mL) y
celofan y se incuba durante 4 dias (Figura 9).
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Figura 9: Esquema del proceso de transformacion de P. patens. El protonema se subcultiva
semanalmente durante tres semanas y se digiere el tejido con driselasa para obtener los protoplastos. La
transformacion de protoplastos se realiza mediante un protocolo mediado por PEG, que incluye un heat
shock a 45°C. Posteriormente, los protoplastos se incuban en medio PRMB durante cuatro dias. Luego se
transfieren a un medio de seleccién suplementado con antibiético durante una semana, y luego a un medio
sin seleccion para su regeneracion.

4.9 Seleccion de eventos editados de P. patens

Se cultivaron los protoplastos sometidos al proceso de transformacién en placas con el medio
soélido BCDTA con antibiético sobre celofan durante cuatro dias, siendo transferidas a placas con
el mismo medio suplementado con el antibidtico correspondiente (concentracién final 25 pg/uL
para higromicina y 50 ug/uL para G418), permitiendo la seleccién de eventos editados. Luego de
una semana fueron transferidas de manera independiente a un medio Hoagland’s sin seleccién
para su posterior caracterizacion molecular tal como se describe en los puntos 4.8 y 4.10.



4.10 Analisis de secuencias

Las construcciones generadas y los productos de PCR a partir de los clones candidatos
seleccionados fueron enviados a Macrogen para su secuenciacion. El analisis de las
secuencias resultantes se realiz6 utilizando el software SnapGene (GSL Biotech).

En el caso de las construcciones pMH-Cas9 y pMK-Cas9, SnapGene se empled para confirmar
la incorporacion del ARN guia (Tabla 3) bajo el promotor U6 de la ARN polimerasa .

Para los clones candidatos identificados mediante la estrategia de PCR de competencia, se
extrajo ADN gendmico siguiendo el procedimiento descrito en el punto 4.7.2, y se amplifico la
region de interés mediante PCR (detalles en el punto 4.6). Los productos de PCR obtenidos se
analizaron con el software ICE (Interference of CRISPR Edits) de Synthego, comparandolos
con un control no editado para identificar posibles inserciones o deleciones. Adicionalmente, la
herramienta de traduccion de secuencias de la plataforma Expasy
(https://web.expasy.org/translate/) se utilizd para detectar codones stop prematuros en las
secuencias resultantes.

4.11 Analisis de la ploidia relativa por citometria de flujo en
plantas editadas de P. patens

Se analizo el nivel de ploidia de 5 lineas editadas para PpBAG3 de P. patens y se comparé con
células de genotipo salvaje, en un citémetro de flujo CyFlow® Space (PARTEC). Para esto se
tomé una colonia de 3 semanas de crecimiento de cada linea y cortaron gametéforos con un
bisturi hasta disgregar visiblemente el tejido sobre 1 mL de Woody Plant Lysis Buffer (WPB)
[Tris-HCI 0.2 M pH 7.5, MgCl.-6H:0 4 mM, EDTA Na.-2H.O 2 mM, NaCl 86 mM, Tritén X-100
1%, Na.0sS: 10 mM y PVP-10 1%]. Luego se pasé a través de un filtro de 0.45 pm y se
afiadieron 25 uL de ioduro de propidio, para marcar el ADN de los nucleos. Las muestras se
incubaron en oscuridad a temperatura ambiente durante unos minutos. A continuacion, se pasé
cada muestra por el citdmetro por separado empezando la calibracion con la muestra del
genotipo salvaje. Las mediciones de fluorescencia obtenidas se compararon con las del control
no editado para determinar diferencias en la ploidia. Este servicio de analisis fue realizado por
el Laboratorio de Evolucion y Domesticacién en Plantas (LEDP) en la Facultad de Agronomia,
UdelaR.



5. Resultados y discusion

En esta seccién se presentan y discuten los resultados obtenidos a lo largo del desarrollo de la
tesis, cuyo objetivo principal fue la edicidon dirigida de cuatro genes en P. patens (PpBAG1,
PpBAG2, PpBAG3 y PpBAG8) mediante la tecnologia CRISPR-Cas9. El enfoque central del
trabajo consistié en inducir mutaciones especificas en estos genes y generar lineas knockout,
con el proposito de estudiar su rol en los mecanismos de respuesta al estrés térmico.

5.1 Disefio de ARN guias para PoBAG1-3y PpBAGS8

Se disenaron cuatro ARNs guia, siguiendo el protocolo descrito en el punto 4.5 de Materiales y
métodos. Para el disefio de cada guia, se consideraron tanto la especificidad como la
minimizacion de sitios off-target, priorizando las regiones ubicadas en los primeros exones con
el objetivo de generar codones stop prematuros y, por ende, proteinas truncadas.

Inicialmente, debido a la alta similitud entre los genes PoBAG1, PoBAG2 y PpB/AG3 a nivel de
estructura génica y proteica (Figuras 3 y 4), se exploro la posibilidad de disefiar un unico ARN
guia capaz de editarlos simultaneamente. Sin embargo, las diferencias a nivel de secuencia
nucleotidica entre estos genes hicieron inviable esta estrategia, ya que un ARN guia unico no
habria garantizado especificidad y habria generado sitios off-farget en regiones no deseadas.

Finalmente, se disefid un ARN guia para cada gen, asegurando asi una edicién precisa. Estos
guias se presentan en la Tabla 1 en el punto 4.5 de Materiales y Métodos. Sin embargo, dado
que los genes pertenecen a la misma familia génica y comparten cierto grado de similitud,
algunos de los guias disefiados presentan sitios off-target en los genes relacionados: el guia
37, dirigido al gen PpBAGT1, tiene un unico off-target en PpBAG2, el guia 73, dirigido al gen
PpBAG2, tiene un unico off-target en PpBAG3, el guia 1011, especifico para PpBAG3, no
reporta sitios off-target y el guia 64, disefiado para PpBAGS8, presenta sitios off-target en
regiones intergénicas con puntajes muy bajos, lo que minimiza su impacto (Figura 9).



Figura 10. Esquema de ARN guia disefados para la ediciéon de los genes PpBAG7-3y PpBAGS. El
ARN guia 37 tiene como diana el gen PpBAG1 y presenta un sitio off-farget en el gen PpBAG?2. El guia
73 esta dirigido al gen PbBAG2 con un off-target en el gen PpBAG3. Los ARN guias 1011 y 64 estan
dirigidos especificamente a los genes BAG3 y BAGS8, respectivamente, sin deteccion de sitios off-target.

5.2 Generacion de las construcciones génicas para editar
PpBAG1-3y PoBAGS8

Las construcciones fueron generadas incubando los vectores pMK-Cas9 y pMH-Cas9 con las
enzimas de restriccion Pmel y SnaBl. Las digestiones se analizaron mediante electroforesis en
gel de agarosa al 1%, y los fragmentos fueron purificados a partir del gel siguiendo el
procedimiento descrito en el punto 4.7.5 de Materiales y Métodos. Las purificaciones fueron
corridas nuevamente en un gel de agarosa 1% para estimar concentracién y confirmar el
tamario esperado (Figura 11).

Los ARN guia se clonaron en los vectores previamente digerir utilizando el mastermix de
ensamblado de NEB segun punto 4.3 de Materiales y métodos. En una primera instancia los
ARNg 37 y ARNg 73 fueron clonados en los vectores pMH-Cas9 y pMK-Cas9 respectivamente,
para obtener construcciones que puedan seleccionarse de forma independiente con dos
antibioticos distintos. Debido a que la linea reportera GFP-PpATG8 ya es una linea resistente a
higromicina, se decidié incorporar el resto de los ARN guia (ARNg 1011 y ARNg 64) en
vectores pMK-Cas9.

Una vez realizada la reaccion de ligacion, se transformaron células electrocompetentes de la
cepa TOP10 de E. coli.



Al sembrar las transformaciones en un medio selectivo, se desarrollaron varias colonias. Se
seleccionaron y purificaron cuatro transformantes de cada constructo y se procedio a realizar
cultivos liquidos para extracciones de ADN plasmidico, el cual fue enviado para su
secuenciacion a la empresa Macrogen utilizando un cebador especifico del vector como se
indica en la Tabla 3. El analisis de las secuencias en el visualizador Snapgene permitio verificar
la incorporacion de los guias bajo el promotor de la ARN polimerasa Il U6 en las distintas
construcciones.

Se generaron los plasmidos pMH-Cas9-guia37, pMK-Cas9-guia73, pMK-Cas9-guia1011,
pMK-Cas9-guia64. En la Figura 12 se muestra como ejemplo la construccion
pMK-Cas9-ARNg1011, el resto de construcciones fue verificada del mismo modo.

pMK-Cas9

Dig. Sin dig. A-Pst

11500 pb

5077 pb

2838 pb

Figura 11. Electroforesis en gel de agarosa al 1% para el andlisis de la digestion del vector
pMK-Cas9. El orden de carga es el siguiente: 1) plasmido pMK-Cas9 digerido con las enzimas de
restriccion SnaBl y Pmel, 2) plasmido pMK-Cas9 sin digerir, y 3) marcador de peso molecular A/Pstl.

Como se indicé anteriormente, la linea reportera PpATG8e.:GFP-PpATG8e cuenta con
resistencia a higromicina, por lo que tener los guias en el vector pMK-Cas9 permite seleccionar
transformaciones en esta linea, pero es una desventaja a la hora de transformar con mas de
una construccion a la vez ya que el antibiotico de seleccién es el mismo (G418) para tres de
las construcciones. Esto representa un problema para poder discriminar entre clones que han
incorporado diferentes construcciones o entre aquellos que han incorporado una sola
construccién frente a aquellos que han incorporado mas de una.
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Figura 12. Construccion pMK-Cas9-ARNg1011. La insercion del ARN guia 1011 (sefialada en azul) fue
verificada utilizando el software Snapgene. La secuencia subrayada sefala los brazos de homologia que
flanquean al guia, facilitando su integracién en el plasmido.

5.3 Transformacion de protoplastos de P. patens

Las transformaciones fueron realizadas sobre las lineas P.patens tipo salvaje y la linea
reportera PpATG8e::GFP-PpATG8e. Las construcciones purificadas con un kit tal como se
describe en la seccion 4.7.5 de Materiales y Métodos, fueron utilizadas para la transformacion
de protoplastos. Se realizaron transformaciones simples, dobles, y triples con una, dos y tres
construcciones respectivamente, tanto en un background salvaje como en GFP-ATGS,
cargando 10ug de cada plasmido en un volumen no mayor a 30uL.

En una primera instancia se realizaron transformaciones simples en ambas lineas, pero luego
se optd por realizar transformaciones dobles y triples a medida que se fueron generando
nuevas construcciones. Las transformaciones realizadas se muestran en la Tabla 4. No con
todas se siguid adelante con su analisis, principalmente debido a contaminaciones que se
detectaron durante la regeneracion de los musgos. Inicialmente se obtuvieron muchos clones
por transformacién, y como esto dificulta su manejo y estudio fueron agrupados para su analisis
segun se detalla mas adelante.

Durante la seleccién con antibiético (higromicina y/o G418), las construcciones son retenidas
temporalmente en los protoplastos permitiendo la expresion de la proteina Cas9 y del ARN
guia. En esta etapa es donde se espera que ocurra la edicién del gen o genes de interés. Una
vez que se retira la seleccion las construcciones tienden a perderse en las sucesivas divisiones
celulares (D. Schaefer etal., 1991). A partir de ajustes realizados en las cantidades de
antibidtico con el que fue suplementado el medio de seleccion, se pudo reducir el nUmero de
clones en las ultimas transformaciones realizadas. Adicionalmente, para el analisis de las
ultimas transformaciones se realizaron cambios en la estrategia de screening que son
detallados en el punto 5.4 de analisis.



Tabla 4. Transformaciones realizadas en las lineas P. patens de tipo salvaje y GFP-ATGS8 con las
construcciones pMH-Cas9-ARNg37, pMK-Cas9-ARNg73, pMK-Cas9-ARNg1011 y pMK-Cas9-ARNg64
en distintas combinaciones, con el objetivo de editar los genes PpBAG1, 2, 3 y 8 respectivamente.

Transformaciones

PpBAG1 | PoBAG2 | PpBAG1 PpBAG2 PpBAG2 /PpBAG3 | PpBAGS
/PpBAG2 /PPBAG3 /PpBAGS
Wit v v v v v v
GFP-ATG8 X v v v X

Luego de la transformacion, los clones fueron sometidos a seleccion durante una semana. El
tiempo de seleccién utilizado, asi como la concentracion de antibiético fueron ajustados para
una transformacion de tipo inestable, en donde no buscamos la integracion de las
construcciones al genoma (Wu et al., 2023). Para la linea P. patens de tipo salvaje el medio de
seleccion fue suplementado con G418, o con G418 e higromicina segun con qué
construcciones fue transformada, mientras que para la linea GFP-ATG8 el medio de selecciéon
fue suplementado Unicamente con G418. Luego fueron transferidos a medio BCDAT para su
regeneracion, y al cabo de dos semanas se obtuvieron mdultiples clones que son los que
crecieron a partir de protoplastos que pudieron retener la construccion (Figura 13).

Figura 13. Regeneracion de protoplastos Wt (izquierda) y de clones de P patens de tipo salvaje,
transformaciones en  regeneracion triples con las construcciones pMH-Cas9-ARNg37,
pMK-Cas9-ARNg73 y pMK-Cas9-ARNg1011 y dobles con pMH-Cas9-ARNg37 y pMK-Cas9-ARNg1011
(derecha).

La retencion de la construccion en protoplastos durante la semana de seleccién no garantiza la
ediciéon de los genes de interés, por lo que fueron evaluadas distintas estrategias para analizar
todos los clones generados, con el propésito de descartar los falsos positivos, reducir los
costos asociados a la mano de obra, en tiempo e insumos necesarios, asi como minimizar los
costos vinculados al genotipado de los mismos.



5.4 Analisis de los transformantes

5.4.1 Screening de transformantes

Al generar tantos clones se exploraron distintas estrategias de screening para detectar aquellos
individuos que hayan sido editados exitosamente segun lo esperado.

Se probd con la estrategia de pooleado, para la cual se tomé tejido de cuatro clones en
regeneracion diferentes y se los agrupo para realizar una Unica extraccion de ADN gendmico. A
partir de la extraccion se realizaron amplificaciones de los sitios de interés y luego se envi6 a
secuenciar. Las secuencias fueron analizadas e inicialmente obtuvimos resultados
prometedores en donde en algunos grupos (pools) observamos tanto inserciones como
deleciones en las regiones diana (Figura 14). Sin embargo, cuando las muestras del grupo
fueron analizadas individualmente, ninguna estaba editada, por lo que se decidié explorar otra
estrategia de screening y dejar esta para poner a punto en un futuro.

Una de las cosas a tener en cuenta para la puesta a punto es que a la hora de tomar tejido de
los clones, se debe asegurar tomar la misma cantidad para que en la extraccion de ADN
gendémico cada individuo esté igualmente representado. Esto se observa en la figura que
describe la estrategia (Figura 14), en donde la contribucion de las secuencias del pool es
desigual.
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Figura 14. Analisis por estrategia de agrupamiento de muestras. A la izquierda se presenta un
esquema de la estrategia. Se muestran dos cromatogramas, uno para el grupo editado y otro para una
muestra control sin editar, que exhibe una sefal uniforme y consistente, correspondiente al alelo wt.
Abajo se indica las secuencias producto de la deconvolucién de las sefiales del agrupamiento, su
contribucion y son detalladas las ediciones en cada una de ellas.

La estrategia de PCR de competencia va a ser de gran utilidad para poner a punto esta
estrategia, ya que se podra armar grupos a partir de individuos que ya hayan sido identificado
como editados e individuos sin editar, para evaluar si tomar la misma cantidad de tejido es una
opcion viable para realizar el screening de las transformaciones que hagamos a futuro. En este
caso se esperaria ver una mezcla de sefiales que al deconvolucionar en el software



Synthego:ICE mostraria una secuencia sin editar, y otras varias muestras con ediciones ya
caracterizadas previamente.

Como esta estrategia no fue efectiva y requiere ajustes para optimizarla, optamos por utilizar la
técnica de PCR de competencia descrita por Harayama & Riezman (2017), y detallada en la
seccién 4.6 de Materiales y Métodos. Los cebadores para el ensayo de PCR de competencia
fueron disenados para los genes PpBAG1, PpBAG2, PpBAG3 y PpBAG8 (Tabla 2), pero
unicamente fue puesto a punto para el gen PpBAG3 en la linea P. patens de tipo salvaje. El
conjunto de cebadores para PCR de competencia del PpBAG2 no fue empleado para el
screening debido a que el ARN guia disefiado hibrida en una regién del gen rica en GC,
haciendo que su Tm sea muy elevada respecto a los cebadores forward y reverse (Tabla 2).
Esto dificulta que la sonda interna se aparee sobre el sitio de corte del modo requerido (Figura
7). Las PCR de competencia realizadas para dicho gen, no pudieron amplificar los controles sin
editar de ADN genomico P. patens de tipo salvaje segun lo esperado, y se observan
amplificaciones inespecificas (Figura S3).

Se realiz6 PCR de competencia segun el punto 4.6 de Materiales y Métodos sobre musgos P,
patens de tipo salvaje transformados con la construccion pMK-Cas9-ARNg1011, ajustando el
volumen de ADN cargado en cada reaccién segun la concentracion de cada muestra (Tabla
S82). Se sembré un control sin editar, y se observd la formacion de dos bandas
correspondientes a los dos amplicones esperados, de 318 pb y 516 pb. También se observo la
formacion de dos bandas en el individuo #1, pero en este caso la banda pequefa muestra
menos intensidad, lo que sugiere que la sonda no pudo hibridar correctamente sobre el sitio de
corte. Los individuos #3, #4, #5, #8, #18 y #20 muestran una unica banda, correspondiente a
516 pb, con pérdida total de la banda pequefia sugiriendo una edicion del sitio diana. Todas
estas muestras fueron candidatas como posibles editados para el gen PpBAG3 por lo que
fueron seleccionadas para mandar a secuenciar (Figura 15). Por otro lado, el resto de
individuos no mostré ninguna banda por lo que no fueron tomados en cuenta, pero se podria
volver a repetir el ensayo para descartar posibles errores en la manipulacién. Se realizaron
amplificaciones con los primers forward y reverse para PpBAG3 (Tabla 2), se realizé una
amplificacién del ADN que codifica para el ARNr 18S, se corri6 en un gel de agarosa 1%
(Figura 15) y se purifico para enviar a secuenciar segun se detalla en 4.7.5 punto de Materiales
y Métodos.
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Figura 15. Electroforesis en gel de agarosa 2% para el andlisis de los productos de la PCR de
competencia para el gen PpBAG3. En el gel superior, el individuo Wt es un control sin editar y muestra
dos bandas, una pequefa y mayoritaria (318 pb), y una banda que migré menos de mayor tamafio (516
pb). El individuo #1 también muestra dos bandas, pero se observa una reduccion en la intensidad de la
banda mas pequefia. En los individuos #3, #4, #5, #8, #18, y #20 la banda pequeina esta ausente. El
asterisco indica posibles editados. En el gel inferior se observan los productos de PCR con cebadores
especificos para el gen del ARN ribosémico 18S como control de carga de ADN. En el control negativo
no se incluyé ADN en el mix.

Este método de screening representa una herramienta valiosa, dado que durante el proceso de
transformacion son generados muchos clones, y es imprescindible contar con un mecanismo
eficaz que permita identificar aquellos que han sido editados y descartar aquellos individuos
que no lo estén. Una vez identificados, los clones seleccionados fueron secuenciados y los
resultados fueron analizados utilizando el software Synthego: ICE.

Mpm

sopb #1 #3 #4 #5 #8 #18 #20 #Wt C-
700 pb —>
500 pb —>
400 pb —>

Figura 16. Electroforesis en gel de agarosa de los productos de PCR con cebadores especificos
para el gen PpBAG3. MPM corresponde al marcador de peso 50 pb y C- al control negativo sin molde
de ADN. Los numeros corresponden a diferentes candidatos de edicién. Wt, genotipo salvaje para el
locus analizado.

Los andlisis de las secuencias obtenidas mediante Synthego se presentan en la Figura 17B.
Para el individuo #1 se reportan dos senales, posiblemente por fusiéon de dos protoplastos, un
fendmeno previamente reportado bajo determinadas condiciones (Grimsley et al., 1977). Un
analisis mas detallado, revela que en el individuo 1 presenta un alelo wt y otro con una delecion
de 7 nucleodtidos. Esta mutacién en un unico alelo podria explicar la formacién de dos bandas



en el analisis de PCR de competencia asi como la pérdida en intensidad de la banda pequenia,
como se observa en la (Figura 15). Un patrén similar se observa para el individuo #4, donde
también se observaron dos sefales posiblemente por fusiéon de dos protoplastos. En este caso
el individuo presenta una delecion de un unico nucleétido en cada alelo, aunque en sitios
diferentes (Figura 17B). Para dicho individuo, se observa que la banda pequena desaparece
en el PCR de competencia para este individuo como se observa en la Figura 15.

En los individuos #18 y #20, se reporta una delecion de 9 nucledtidos y una insercion de 6
nucleotidos respectivamente. Si bien estos clones pudieron ser editados, Synthego identificd
que no hubo un corrimiento en el marco de lectura, lo que resulté en score de knock-out de 0%
en el grafico de barras (Figura 17A). Esto adicionalmente fue corroborado utilizando la
herramienta de traduccion de la plataforma Expasy.
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=] — 45% ATTTGTATTCGCGCTCTCACCTAT*EGGTCTATGGAACGAAGDAGCTTGTTCATGACAATCTGCGG:GACTGAGGC
INDEL CONTRIBUTION v SEQUENCE
#5 -7 100% ATTTGTATTCGCGCTCTCACCTATTE fffffff GGAACGAAGCAGCTTGEGTTCATGEGACAATCTGEGCE6G6CGACTEGAGGC
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Figura 17. Evaluaciéon de la edicién genética en individuos seleccionados mediante el software
Synthego ICE. A) Grafico de barras generado por el software Synthego Interference of CRISPR Edits
(ICE) para los individuos seleccionados en el que se muestra la eficiencia de inserciones/deleciones
(indels) en celeste, y knockout-score en verde. B) Andlisis de eventos de edicion del genoma a partir de
secuenciacion de Sanger con la herramienta Synthego ICE. Los indel y la contribucion muestran,
respectivamente, el tipo de mutacion y la eficiencia de edicion en la linea analizada. Los sitios de corte se
muestran con lineas punteadas verticales, los nucleétidos eliminados con un guién, y la letra ‘N’ indica la
presencia de un pico mixto en el cromatograma.

En cuanto a los individuos #3 y #8, ambos presentaron una delecion de 8 nucledtidos, mientras
que el individuo #5 mostré una delecion de 7 nucledtidos, lo cual puede visualizarse en mayor



detalle en la Figura 18. Es importante destacar, que en estos individuos, la PCR de
competencia no mostré la banda pequefa (Figura 15), lo que resalta |la especificidad de la
técnica como una herramienta eficaz para realizar un screening rapido por PCR y descartar
eventos no editados antes de proceder con el analisis de secuenciacion.
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Figura 18. Resultados de la secuenciacion de Sanger para PpBAG3 en individuos #3, #5 y #8 y un
control sin editar de tipo salvaje, analizados en el Synthego ICE. La region subrayada indica el sitio
donde el guia hibrida, la linea punteada roja indica la secuencia PAM vy la linea vertical punteada
representa el sitio de corte esperado.

Para los individuos #3, #5 y #8, se realizd un analisis adicional con la herramienta de traduccion
de Expasy para identificar codones stop prematuros (Figura 19). Dicho analisis reveld que en
todos los individuos editados se forman codones stop prematuros, generando una proteina
trunca. Los individuos #3 y #8 presentan el mismo perfil aminoacidico ya que cuentan con la
misma mutacion (una delecién de 8 nucleétidos) y generaron un coddén stop inmediatamente
después del sitio de corte de la Cas9. También muestran cambios a nivel de los ultimos
aminoacidos antes de dicho codon stop (Figura 19B). En el individuo #5 también se observa
varios cambios aminoacidicos antes de un codon stop que se encuentra inmediatamente
después del sitio de edicion (Figura 19C).
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Figura 19. Analisis en la herramienta de traduccién de la plataforma Expasy del marco de lectura
en lineas editadas para el gen PpBAG3. En rojo aparece resaltado el marco abierto de lectura. La
secuencia subrayada en negro indica los aminoéacidos correspondientes a la regién donde hibrida el ARN
guia. A) Secuencia aminoacidica del control de P. patens de tipo salvaje sin editar. B) Secuencia

aminoacidica de los individuos editados #3 y #8. C) Secuencia aminoacidica del individuo #5.




5.4.3 Analisis de ploidia para lineas knockout PoBAG3

Se seleccionaron 5 clones editados para PpBAG3 #1, #3, #4 #5 y #8 para ser analizada su
ploidia en relacién a la ploidia del genotipo wt. Esto fue necesario dado que el proceso por el
cual se generan los protoplastos incrementa la probabilidad de obtener eventos de fusion de
células, generando productos diploides que deben ser descartados dada su diferencia con el
musgo salvaje (Schween et al., 2005) .

En la Figura 20 se observan los 6 histogramas de los individuos analizados. En cada uno de
los histogramas se observan dos picos de fluorescencia, uno correspondiente a una cantidad
de ADN cercana a 100 (pico de mayor altura) y otro mas pequefio en la posicion 200 (menor
altura). Las muestras wt y #3, #5 y #8, se observa una pequefia poblaciéon de nucleos con el
doble de fluorescencia, correspondiente a células que entraron en mitosis y duplicaron su ADN.
Dado que todos los diagramas de los individuos #3, #5 y #8 la misma distribucion que el wt, y
sumado a los resultados obtenidos en Synthego, se tomaron a estos clones de P. patens como
lineas editadas para PpBAG3 haploides.

Para los individuos #1 y #4, el pico de 200 tiene una mayor proporcion respecto al pico en 100
y ademas, aparece un pico adicional, en la posicion 400 lo que indica que tiene el doble de
material genético respecto a una muestra control P. patens. Estos resultados siguen la misma
linea de los resultados obtenidos del analisis realizado en la plataforma Synthego: ICE, donde
estos clones presentan dos alelos para el PpBAGS3.
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Figura 20. Ploidia relativa de colonias de genotipo salvaje y lineas editadas. Histogramas obtenidos
por citometria de flujo de células provenientes de muestras de genotipo Wt, #1, #4,# 3, #5 y #8. Se
grafica el niumero de células respecto a la cantidad de ADN que éstas poseen.



6. Conclusiones y Perspectivas

Teniendo en cuenta el propésito del proyecto de determinar la funcién de los genes PpBAG1,
PpBAG2, PbBAG3 y PpBAGS, este trabajo ha contribuido significativamente al avance en el
conocimiento requerido para dilucidar su rol tanto en las respuestas al estrés térmico como
vinculado a la autofagia.

Se disefiaron cuatro ARN guia, cada uno dirigido a un gen de interés, evaluando los sitios
off-target para evitar ediciones no deseadas. Los ADN que codifican para esos ARN guias
fueron clonados en las construcciones pMK-Cas9 y pMH-Cas9. Esta etapa signific6 un paso
importante ya que las ediciones realizadas se apoyaron en el correcto disefio de las mismas.
Se realizaron multiples transformaciones en los genotipos de interés. Las transformaciones
fueron puestas a punto para el genotipo salvaje, y el screening por PCR de competencia se
concentré en las ediciones dirigidas al gen PpBAG3 con el ARN guia 1011

Resta por caracterizar las transformaciones realizadas en la linea de tipo salvaje con los ARN
guias 73 y 64, para los genes PpBAGZ2 y PpBAGS8 respectivamente, las cuales actualmente se
encuentran en proceso de regeneracion. Sobre este mismo genotipo, queda realizar una nueva
transformacion con el ARN guia 37 dirigido al PpBAGH1.

En cuanto a la linea PpATG8e::GFP-PpATG8e se requiere realizar nuevas transformaciones y
analisis para generar mutantes knockout en ese contexto gendmico, lo que proporcionara
informacién valiosa sobre el rol de estos genes en el proceso de autofagia.

Para lograr analizar las nuevas transformaciones con mayor eficiencia, queda poner a punto el
analisis por agrupamiento de muestras que permita realizar un rapido screening de los clones.
Este enfoque va a ser de gran ayuda sobre todo para aquellos casos en los que el disefio de la
PCR de competencia se ve dificultado por la naturaleza del ADN en la regién de edicién de
interés, como es el caso del PpBAG2.

Los resultados obtenidos corroboran la eficiencia del sistema CRISPR-Cas9 en el modelo P,
patens y son prometedores para poder generar las lineas knockout restantes. Fenotipar los
mutantes generados bajo condiciones de estrés térmico, aportara al entendimiento de la
funcién de los genes PpBAG1, PpBAG2, PpBAG3, y PpBAGS8. En caso de desempefar un
papel en una mayor tolerancia al estrés térmico, podrian ser de interés en futuras
investigaciones en plantas de interés agronémico, con el objetivo de desarrollar cultivos mas
resilientes a las condiciones de estrés asociadas al cambio climatico, como es el aumento
gradual de la temperatura global.
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8. Anexo

Tabla S1. Caracteristicas de los diez genes de la familia BAG identificados en P. patens. Tomado y
adaptado de Castro et al., (2020).

Proteina Coordinadas  Localizacio Marco Propiedades de proteina Numero
en genoma n abierto de de
subcelular Iectgra Largo PM Pl intrones
(pb) (aa) (KDa)
PpBAG1 Pp3c13_3400V3.1 Chr13:198192 Nucleo 1959 652 72.8 5.08 0
9..1984334
PpBAG2 Pp3c26_10790V3.1 Chr26:680159 Nucleo 1959 652 72.2 4.81 0
1..6804008




PpBAG3 Pp3c4_24420V3.1 Chr04:163788 Nucleo 1926 641 713 5.05
17..16381129
PpBAG4 Pp3c26_11200V3.1 Chr26:703722 | Citoplasma 735 244 26.7 5.71
6..7040477
PpBAG5 Pp3c4_23970V3.1 Chr04:161857 | Citoplasma 807 268 29.6 5.94
31..16189158
PpBAG6 Pp3c21_6840V3.1 Chr21:414130 RE 441 146 16.5 9.34
9..4143658
PpBAG7 Pp3c19_7760V3.1 Chr19:471226 | Citoplasma 423 140 15.9 9.46
0..4716962
PpBAG8 | Pp3c19_17670V3.1 Chr19:114599 Ndcleo 4452 1483 16.1 4.91
30..11465454
PpBAG9 Pp3c7_10910V3.1 Chr07:717152 | Mitocondri 1254 417 46,6 9.39
9..7175575 al
PpBAG1 Pp3c26_2210V3.1 Chr26:104013 RE 630 209 22.9 9.94
0 2..1043195

Tabla S2. Cuantificaciones de ADN realizadas en el fluorémetro Qubit 4.

# Muestra [1ng/uL

1 3W1 14.4
2 3wW2 2.62
3 3W3 14.1

4 3w4 4.19
5 3W5 6.63
6 3W6 5.06
7 3W7 -
8 3W8 2.96
9 3W9 2.19
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Figura S1. Genes BAG, Autophagy (ATG), CHIP SEC, HSP70s, sHSPs and HSP90s regulados
positivamente en protonema de P. patens bajo estrés térmico (37°C) comparado en condiciones
control (24°C). Valores tomados a 1h, 6h, 12h y 24h. Los datos de expresién fueron seleccionados de
un estudio de RNA-Seq realizado por Elzanati, et al (2020). Genes IDs: PpATG7a (Pp3c19_5230),
PpATG11a (Pp3c19_12090), PpATG13b (Pp3c2_10630), PpVPS15b (Pp3c9_3860), PpATG9b
(Pp3c2_1820), PpATG4b (Pp3c7_280), PpATG8e (Pp3c14_15040), PpATGS8f (Pp3c14_15141),
PpNBR1a (Pp3c7_8990), PbNBR1b (Pp3c11_16970). Tomado y adaptado de Castro et al., (2020)
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GGCAAAGCTCGGCAACGATGCGTCTTCACAAAATGATCGAGAACCTCGAACACAAAATCCCCAGTAGCCGACACACTCCGAAGA
GGAGGGTTAAGACTGCTAAATTATGCGGATTGCCGAAACGAAAATATGAACTTTGA

Figura S2. Secuencias de los genes PpBAG1, PpBAG2, PpBAG3 y PpBAG8. En color verde la regién
UTR, en azul la region codificante. Resaltado en amarillo los cebadores forward, probe y reverse para el
ensayo de PCR de competencia, subrayada la region de hibridacion del ARN guia, y en color rojo la
secuencia PAM. Para PpBAGS la region codificante se muestra en dos tonos de azul, correspondientes a
los dos exones.
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Figura S3. Electroforesis en gel de agarosa 2% para el analisis de los productos de la PCR de
competencia para el gen PpBAG2. El carrii MPM corresponde al marcador de peso molecular de 50
pares de bases. En el carril Wt, correspondiente al control no editado, se esperaban dos bandas: una
banda mayoritaria de menor tamafio (218 pb) y una banda secundaria de mayor tamafio (548 pb),
aunque se observaron un mayor numero de bandas. El carril C- corresponde a un control negativo con el
guia 73, donde no se observaron amplificaciones.



