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Resumen

El cambio climético es un fendmeno global provocado por la acumulacién de gases de
efecto invernadero, el cual se encuentra asociado a mayores temperaturas y menores
precipitaciones causando sequia y salinidad de los suelos, estreses abidticos que
producen estrés osmaotico en las plantas, afectando el desarrollo y rendimiento de los
cultivos. Las plantas poseen mecanismos que les permiten adaptarse a condiciones
temporales de sequia y baja salinidad. Durante este proceso se expresan genes que
regulan negativamente a factores que promueven la tolerancia al estrés osmatico con el
fin de recuperar la homeostasis una vez se retoma una condicion ambiental normal.
Experimentos de sobreexpresion de los reguladores negativos (RN) han mostrado que
estos genes promueven la sensibilidad de la planta frente al estrés abi6tico. Una de las
principales estrategias para otorgar mayor tolerancia a los cultivos frente estrés abidtico
es la edicion de RNs mediante CRISPR-Cas9. El tomate es la hortaliza més cultivada
en el mundo y tercera con mayor superficie en Chile; no obstante, las condiciones de
sequia y salinidad que afectan la zona central de Chile amenazan su produccion. El
tomate Poncho Negro (PN) es un ecotipo local del Valle de Lluta, libre de proteccion
intelectual y descrito como medianamente tolerante a sequia y salinidad. Si bien esta
variedad es cultivada a pequefia escala, su mejoramiento genético podria incrementar
su potencial al ser usado como portainjerto para variedades comerciales sensibles a
sequia y sal. En base a lo anterior, en este trabajo estudiamos dos genes reguladores
negativos a estrés por sequia y salinidad: OsDIS1 y TaACO1, E3 ubiquitina ligasa y
enzima participante de la biosintesis de etileno respectivamente. Se identificaron vy
analizaron sus genes ort6logos en el genoma de referencia de tomate, seleccionandose
los genes SIDIS1, SISINA5, SISINAT2, SIACO1, SIACO2 y SIACO3 para evaluar sus
niveles de expresion in silico bajo condiciones normales de cultivo. En base a lo anterior,
se cuantificé la expresion bajo condiciones agudas de estrés osmatico y salino mediante
RT-gPCR de aquellos genes que se expresaran en raiz, seleccionandose SIACO2 como
candidato de edicion ya que presenté mayor induccion en una de las condiciones de
estrés estudiadas. Se estandarizaron las condiciones de propagacion y regeneracion in
vitro del tomate PN. Finalmente, se transformaron explantes de PN para la edicién del
gen SIACO2, sin poder validar el knockout mediante PCR de punto final en el tejido

transformante, por lo que no fue posible asegurar la edicién del gen.
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Abstract

Climate change is a global phenomenon caused by greenhouse gases accumulation,
which is associated with higher temperatures and less precipitations, causing drought
and soil salinity, abiotic stresses that generate osmotic stress in plants, impairing crop
development and yield. Plants as sessile organisms muist constantly adjust to their
environment, for this they have developed mechanisms to adapt to temporal drought and
low salinity conditions. During this process, genes that negatively regulate mechanisms
which promote osmotic stress tolerance, are expressed aiming to recover homeostasis
until normal environmental conditions are restored. It has been described that the
overexpression of negative regulators (NR) promotes plant sensibility to abiotic stress;
on the other hand, silencing these genes promotes tolerance. To improve plant abiotic
stress tolerance, gene editing of NRs through CRISPR-Cas9 has become one of the
main approaches to achieve this. Tomato was chosen as study model, as it is the most
cultivated vegetable in the world and third with most surface cultivated in Chile; however,
drought and salinity impair its yield. Tomato cv. Poncho Negro (PN) is a local ecotype
from Lluta Valley, free of intellectual protection and described as moderately tolerant to
drought and salinity. Therefore, genetic improvement of this variety will increase the
value of a patrimonial variety with potential use as a commercial rootstock.
Consequently, we studied two NR genes to drought and salinity stress: OsDIS1 and
TaACO1, an E3 ubiquitin ligase and an enzyme involved in ethylene biosynthesis,
respectively. Then, we identified and analyzed their orthologues in the tomato reference
genome, selecting SIDIS1, SISINA5, SISINAT2, SIACO1, SIACO2 and SIACO3 to
evaluate its expression level under normal culture conditions in silico. Based on this, the
expression under acute osmotic and salt stress was quantified through RT-qPCR of
those genes that were expressed in roots, selecting SIACO2 as a candidate for gene
editing based on its observed induction under one of the stress conditions studied. Also,
PN in vitro propagation and regeneration conditions were standardized. Finally, PN
explants were transformed for SIACO2 knockout, without being able to validate the
deletion by endpoint PCR in the transformant tissue, therefore it was not possible to

ensure the knockout of the gene.
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1.-Introduccioén
1.1.- Cambio Climatico

El cambio climético es un fenémeno global originado por la acumulacién de gases de
efecto invernadero emitidos principalmente por la actividad de una creciente poblacion
humana que han generado diversas consecuencias observadas a partir de los afios 50,
tales como el calentamiento progresivo de la atmoésfera, disminucion de las
precipitaciones, aceleracion del derretimiento de glaciares, aumento del nivel del mar,
entre otros; efectos que se estima no podran ser revertidos hasta dentro de varios siglos
0 milenios si se tomasen medidas inmediatamente (Masson-Delmotte et al., 2018;
United Nations, 2015). Se proyecta que al término del siglo la temperatura aumente
entre 1.0°C a 5.7°C (IPCC 2021); donde el aumento de 1.5°C produciria un incremento
de las olas de calor, alargamiento de las estaciones cdlidas y acortamiento de las frias,
mientras que un aumento de al menos 2°C aumentaria aun mas la frecuencia de los
episodios de calor extremo afectando dramaticamente la agricultura (Masson-Delmotte
et al., 2018; Shukla et al., 2019). Lo anterior se podria traducir en un aumento de la
pérdida de agua por evapotranspiracion, acrecentando la actual sequia (Hatfield et al.,
2011; Masson-Delmotte et al., 2018; Shukla et al., 2019), como la mega sequia que
afecta la zona central de Chile desde 2010 (Garreaud et al.,, 2020). Una de las
estrategias para atenuarla es mediante el riego con agua subterranea; sin embargo, un
uso intensivo de esta técnica conlleva a la salinizacién de la fuente acuifera, y en
consecuencia de los suelos (Foster & Chilton, 2003). Ambos, salinidad y sequia, son

factores que provocan estrés abiotico en los organismos vegetales.
1.2.- Estrés Abiotico

Las plantas como organismos sésiles deben adaptarse constantemente a las
condiciones ambientales, debiendo alterar sus procesos fisiolégicos y metabolicos para
mantener su desarrollo. En ese sentido, cualquier cambio en el ambiente genera una
presion en el organismo, referida como estrés abidtico, que rompe la homeostasis e
induce los procesos de adaptaciéon en la planta (Taiz & Zeiger, 2010). La sequia y

salinidad son aquellos factores mas importantes que afectan el desarrollo y rendimiento
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de los cultivos, impactando negativamente procesos fisiolégicos y bioquimicos de las
plantas por efecto del estrés osmatico (Wojtyla et al., 2016; Yang & Guo, 2018), que
representa mas del 50% de la disminucién de rendimiento de los cultivos (Pessarakli,
2016). Este efecto registrado se produce en base a una respuesta a nivel fisioldgico,
celular y molecular de las plantas, lo que les permite tolerar el estrés o0 en casos
extremos desencadenar la muerte del organismo. A nivel molecular, esta respuesta
adaptativa es generada por dos vias, aquellas independientes de la accion de &cido
abscisico (ABA) y otras dependientes de ABA, fitohormona que regula procesos como
la senescencia, respuesta a estrés abiotico y cierre estoméatico, entre otros (Chen et al.,
2020; Zhu, 2002). En las cascadas de transduccién de ambos mecanismos podemos
encontrar la regulacion de factores de transcripcion, quinasas y fosfatasas, los cuales
participan en la expresion de genes en respuesta a estrés osmotico. Un analisis de
datos transcriptomicos donde comparan los grupos de genes en respuesta a estrés que
se expresan en comun en 9 especies de importancia agrondmica, se describe la
regulacién positiva de genes pertenecientes a categorias ontoldgicas relacionadas a la
reestructuracion de la membrana y pared celular, biosintesis de cera, organizacion de
la pared celular y la biosintesis de acidos grasos, procesos que derivan en la tolerancia
y sobrevivencia de plantas (Benny et al., 2019). Ademas de estos genes que promueven
la tolerancia, existe un grupo de reguladores negativos (RN) que se inducen, los cuales
estan involucrados en procesos como el blogueo o inhibicidn de los procesos asociados
a la tolerancia a estrés osmotico, a la privacion de agua, a vias de sefializacién por ABA
y al estrés salino (Benny et al., 2019). Dentro de este grupo de genes, se destacan
aquellos que promueven la sintesis de especies reactivas de oxigeno, disminuyen la
actividad antioxidante, estimulan la muerte celular programada y/o provocan un
desbalance en la homeostasis hormonal volviendo a las plantas mas sensibles a estrés
abiotico (Benny et al., 2019; Zafar et al., 2020). Mdltiples son los genes que han sido
estudiados como reguladores negativos a estrés abiético, y se ha demostrado que el
silenciamiento o knockout de ellos genera tolerancia en las plantas (Fang et al., 2015;
Ning et al., 2011a; Zafar et al., 2020). A partir de lo anterior, se ha descrito la edicion de
estos genes RN como estrategia de mejoramiento genético para desarrollar cultivos
mas tolerantes a estrés abidtico, como aquel generado por sequia o salinidad (Zafar et
al., 2020).
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1.3.- Mejoramiento Vegetal

El mejoramiento vegetal es una estrategia utilizada durante la historia de la humanidad
la cual ha ido evolucionando de la mano con los avances cientifico-tecnolégicos de cada
época con el fin de aportar a la seguridad alimentaria (Ahmar et al., 2020; Nerkar et al.,
2022). Una de las estrategias de mejoramiento tradicional consiste en el cruzamiento
asistido de dos individuos con el fin de seleccionar lineas con caracteristicas deseadas;
sin embargo, implican un prolongado periodo de desarrollo dado por el alto nimero de
plantas segregantes y las caracteristicas que se deben analizar en busca de caracteres
mejorados (Breseghello & Coelho, 2013). Otra estrategia de mejoramiento vegetal
tradicional es mediante la induccion de mutaciones al azar, la cual permite aumentar la
diversidad genética. Estas mutaciones pueden ocurrir de manera espontanea en la
naturaleza o pueden ser el resultado a la exposicion de agentes quimicos, fisicos o
agentes biologicos (Nerkar et al., 2022). Sin embargo, a pesar de ser una estrategia
ampliamente utilizada desde los afios 60, se requiere evaluar un gran niamero de
plantas para identificar alguna mutante con caracteres mejorados (Sikora et al., 2011).
Por otro lado, las estrategias de mejoramiento genético vegetal moderno utilizan a la
bacteria Agrobacterium para insertar un gen de interés, generando un OGM (que
incluye transgénicos, cisgénicos e intragénicos) (Gonzalez-Calquin et al., 2022). Esto
es posible dado que bacterias silvestres del género Agrobacterium (como A.
tumefaciens) fueron modificadas para estos fines. A. tumefaciens silvestre induce
tumores en la planta huésped al infectarla (De Cleene & De Ley, 1976; Krenek et al.,
2015). Este fenotipo ocurre por la transferencia e insercion en el genoma del huésped
de una porcion del plasmido inductor de tumores (Ti), el ADN de transferencia (ADN-T),
el cual codifica para los genes de sintesis de opinas, citoquininas y auxinas (Chilton et
al., 1977; Gelvin, 2017; Krenek et al., 2015; Lemmers et al., 1980; Zambryski et al.,
1980). Los avances en ingenieria genética han permitido generar un plasmido Ti
recombinante que no genera patogenicidad y con potencial de uso en investigacion y
biotecnologia al eliminar aquellos genes que inducen el desarrollo de tumores
codificados en el ADN-T dejando solo disponible el mecanismo de transferencia de
genes (Krenek et al., 2015; Zambryski et al., 1983). Asi el uso de Agrobacterium se

volvié un material indispensable en los laboratorios de biologia vegetal, desarrollandose
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diversos protocolos para la transformacion de plantas (Krenek et al., 2015). Por cada
evento de transformacion se modifica el genoma de cada célula de manera
independiente, por lo tanto, es necesario seleccionar las células transformadas y
regenerar un individuo completo a partir de ellas, para ello se han descrito multiples
métodos, donde destacan la transformacién de células germinales -también conocido
como floral dip- y células sométicas, que se subdivide en dos tipos: organogénesis y
embriogénesis (Duncan, 2011). La regeneracion mediante organogénesis somatica
requiere la reprogramacion del destino celular, lo cual se logra con el uso de medios
nutritivos suplementados con hormonas, principalmente auxinas y citoquininas, que en
distinta proporcion permite la desdiferenciacién y rediferenciacion celular, regenerando
asi el individuo completo (Duncan, 2011). A pesar de lo anterior, las plantas obtenidas
mediante la transformacion estable por Agrobacterium presentan restricciones
normativas para su liberacion al mercado al ser consideradas OGM, transgénicos,
cisgénicos o intragénicos, por lo que en legislaturas mas restrictivas su uso se limita
principalmente a la investigacion (Gonzalez-Calquin et al., 2022; Metje-Sprink et al.,
2020).

1.4.- CRISPR-Cas9: plataforma de edicién genética.

Debido a las normativas que regulan el uso de OGM surge como estrategia para
mejoramiento vegetal el uso de tecnologias basadas en enzimas nucleasas, que al ser
integradas a sistemas de transformacion permiten realizar ediciones sitio dirigidas en el
material genético del organismo objetivo y, luego, mediante seleccion perder el
“cassette” inserto (Gaj et al., 2013; Nerkar et al., 2022). Las nucleasas realizan un corte
en la doble hebra (DSB) de DNA, el cual es reparado por mecanismos enddgenos de
la célula, como la unién de los extremos no homélogos (NHEJ) o reparacion dirigida por
homologia (HDR) (Nerkar et al., 2022; Ranjha et al., 2018). Estas se utilizan para
generar mutaciones puntuales (INDELSs), eliminar grandes fragmentos del genoma o
generar insertos en una posicion determinada (Gaj et al., 2013; Nerkar et al., 2022).
Uno de los sistemas de edicion mas destacados actualmente es CRISPR-Cas9, el cual
permite hacer ediciones precisas, eficientes y de facil manejo (Doudna & Charpentier,
2014). La edicion bajo este sistema se basa en un mecanismo de defensa adaptativo

de las bacterias, donde la proteina Cas9 (CRISPR-associated protein 9) cliva

15



secuencias de ADN guiada por un ARN antisentido, que permite el reconocimiento de
patrones de ADN impropios de la bacteria (Makarova et al., 2006). Estos patrones se
encuentran codificados en repeticiones palindrémicas cortas, agrupadas vy
regularmente interespaciadas, dando origen al acrénimo CRISPR por sus siglas en
inglés Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats (Barrangou et al.,
2007; Marraffini & Sontheimer, 2008). El sistema optimizado para edicion genética
también funciona en plantas, utilizando un ARN guia (ARNQ) disefiado de unos 20pb
complementario al blanco y que permite a Cas9 ser dirigida de manera especifica. El
sistema de edicién opera mediante el reconocimiento de la secuencia adyacente al
protoespaciador (Protospacer Adjacent Motiff, PAM) por Cas9 permitiéndo su unién al
ADN, luego Cas9 separa las hebras del ADN en los residuos posteriores al PAM y de
ser complementaria la secuencia al ARNg estos hibridan, permitiendo la formacion del
heteroduplex ADN-ARN y desencadenar su actividad catalitica entre las posiciones
tercera y cuarta rio arriba al PAM (Figura 1) (Anders et al., 2014; Sternberg et al., 2014).
A partir de lo anterior, la transformacion mediada por Agrobacterium combinada con
una plataforma de edicién basada en CRISPR-Cas9 y la posterior cruza asistida
permitiria desarrollar variedades vegetales editadas no transgénicas, al seleccionar
aguellas lineas que pierden el inserto de T-DNA — que porta el gen de la Cas9 y sus
ARNg — por segregacién del loci hemicigoto en una propagaciéon sexual; permitiendo su
distribucion de acuerdo al marco establecido en la Resolucion N°1.523/2001 del
Ministerio de Agricultura (Biblioteca del Congreso Nacional, 2001) que regula la
introduccion al medio ambiente de organismos genéticamente modificados, generando

nuevas alternativas de base cientifico-tecnoldgicas dentro del marco normativo del pais.

R . Formacion ADN-ARN RuvC Cortede ladoble A& ;‘;
econocimiento ——————
— heteroduplex / hebra de ADN

PA m

del blanco -

N HNH Ay 1T, //?///:/
>

Figura 1.- Mecanismo de accién de sistema CRISPR-Cas9. El complejo Cas9 con el ARN guia
(ARNQg) reconoce en primera instancia la secuencia PAM, permitiendo su union al ADN. Luego
Cas9 estabiliza los primeros nucleétidos junto al PAM iniciando la separacion de la doble hebra
de ADN vy el reconocimiento del sitio programado por el ARNg. De ser complementario el ARNg
con la secuencia de ADN se lleva a la formacion de un heteroduplex ADN-ARN para realizar el
corte en la doble hebra de ADN entre las posiciones 3y 4 rio arriba al PAM por sus actividades
nucleasa RuvC y HNH.
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1.5.- Tomate (Solanum lycopersicum): modelo de estudio y cultivo de interés

nacional

Uno de los modelos mas importantes de estudio en la biologia vegetal es el tomate
(Solanum lycopersicum), siendo la hortaliza mas cultivada a nivel mundial dado a su
valor nutricional y buen posicionamiento gastrondémico, presentdndose en diversos
formatos en el mercado. Presenta ciclos fenolégicos acotados, iniciando el cultivo del
primer fruto a partir de los 3 meses (Cordoba-Novoa et al., 2018), permitiendo asi una
rapida propagacion de la especie. En Chile es la hortaliza con mas superficie de cultivo
cubriendo 13.070ha en 2020, equivalente al 14% de la superficie dedicada a la
horticultura en dicho afio, superando a cultivos como el choclo y lechuga, obteniendo
una produccion cercana a las 800.000 toneladas del fruto; y ademas representa
importantes ingresos econémicos, exportandose mas de 143 millones de doélares en el
periodo enero-noviembre 2021 (FAO, s. f.; Mufioz, 2021). El tomate es considerado
como una especie semitolerante a la escasez de agua, sin embargo, la sequia
permanente o prolongada pueden afectar gravemente la calidad y rendimiento del
cultivo (Albornoz et al., 2007; Torres, 2017; Zhang et al., 2018), planteando asi el
desafio de generar cultivos mas sustentables en el contexto del cambio climatico y la
necesidad de asegurar el acceso a alimentos de calidad para una poblacién en continuo
crecimiento (Murchie et al., 2009; United Nations, 2015; Zhang et al., 2018).

1.6.- Tomate var. Poncho Negro: variedad atractiva para mejoramiento vegetal

En el Valle de la Lluta, ubicado en la XV region de Arica y Parinacota, se cultivaba un
ecotipo local de tomate, Solanum lycopersicum var. Poncho negro, (PN), introducido
hace mas de 50 afios desde Cochabamba, Bolivia. Esta variedad logr6 adaptarse a los
altos niveles de salinidad y metales pesados presentes en el suelo y agua de riego de
esta zona desarrollando un fenotipo de tolerancia a estrés osmotico y salino (Albornoz
et al., 2007; Angel et al., 2016; Bastias et al., 2020). Sin embargo, los frutos del Poncho
Negro presentan una mala post cosecha que lo vuelven poco atractivo como variedad
comercial, lo que provoco el desuso y su perdida en el valle (Angel et al., 2016). Desde
el aflo 2007 académicos de la Universidad de Tarapaca trabajan en la recuperacion del

PN, logrando iniciar su estudio, propagacion y conservacion; permitiendo el desarrollo
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de iniciativas tales como su estudio en programas de fitomejoramiento tradicional,
destacando el desarrollo de una nueva variedad denominada “Tunka Payani” que
integra las cualidades organolépticas del PN y la mejor postcosecha de una variedad
hibrida y también su uso como portainjerto (Bastias et al., 2020). Un portainjerto
corresponde a una variedad (generalmente mas rustica o silvestre) que se usa como
base para el cultivo de una variedad comercial (injerto, porcion aérea), siendo el
portainjerto la que desarrolla su o6rgano radicular, donde la unién entre injerto y
portainjerto forma una planta completa. Esta técnica es ampliamente utilizada en la
agricultura, ya que permite conservar las caracteristicas genéticas del injerto mediante
la multiplicacion de clones y acelerar la productividad al utilizar injertos adultos, y
ademas otorga vigor al injerto al utilizar portainjertos tolerantes a estrés biotico y abiético
(Curzel et al., 2019; Williams et al., 2021). Se ha descrito que mediante esta técnica el
sistema injerto-portainjerto combinan caracteristicas autonomas, es decir que se
desarrollan exclusivamente en el 6rgano en que se expresan, y no-autbnomas que
transitan a través del sistema dual y otorgan nuevas caracteristicas al cultivo (Williams
et al., 2021). En el caso de las caracteristicas autbnomas del portainjerto se puede
destacar la tolerancia a estrés a sequia y salinidad que puede estar directamente ligada
a la arquitectura de la raiz, absorcion de iones, adaptaciones especificas en la expresion

génica, entre otros (Williams et al., 2021).

Considerando que el PN es libre de proteccion intelectual por naturaleza, este permite
proteger el desarrollo de nuevas variedades de portainjerto tolerantes a estrés abioético.
Es asi como en el proyecto Anillo ACT192073, titulado Plant Abiotic Stress for a
Sustainable Agriculture (PASSA), se propuso el objetivo de desarrollar nuevos
portainjertos mas tolerantes para sequia y salinidad mediante la edicion por
CRISPR/Cas9 de genes reguladores negativos a estrés salino y osmotico. Por ello en
este trabajo de tesis se buscé indagar entre los genes reguladores negativos descritos
en la literatura cudl seria el mejor blanco para generar un knockout en tomate PN e

iniciar el proceso para obtener lineas editadas para dicho gen.
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1.7.-Hipdtesis y Objetivos de trabajo
1.7.1.-Hipotesis

La ediciébn de genes reguladores negativos de la tolerancia a estrés por sequia o
salinidad en tomate Poncho Negro permite el desarrollo de variedades mas tolerantes a

estrés abidtico.
1.7.2.-Objetivo General

Identificar genes reguladores negativos a la tolerancia a estrés por sequia o salinidad
en tomate, cuantificar su expresion bajo estrés salino y osmético y con ello seleccionar
al mejor candidato para generar plantas de tomate Poncho Negro editadas

genéticamente.
1.7.3.-Objetivos Especificos

OEL1. Identificar genes candidatos reguladores negativos (RN) para la tolerancia a estrés

por sequia o salinidad en tomate.

OEZ2. Cuantificar la expresion relativa de los genes candidatos RN en raices de plantas

de tomate PN y ACE sometidas a estrés agudo por salinidad o sequia.

OE3: Generar plantas editadas para genes RN en tomate var. Poncho Negro.
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2.-Materiales y Métodos
2.1.-Materiales de Biologia Molecular y Cultivo Celular

Se utilizaron reactivos de calidad apropiada para llevar a cabo las técnicas de biologia
molecular y cultivo celular de bacterias y plantas. Estos reactivos eran de marcas como
Fermentas, Merck, Invitrogen, New England BioLabs, Promega, Axygen, Sigma-Aldrich

y Phyto Technology Laboratories.
2.2.-Materiales Biolégicos

Se utilizaron plantas de tomate (Solanum lycopersicum) de las variedades Poncho
Negro (concedida por Juan Pablo Martinez, INIA la Cruz) y ACE (Anasac), las que fueron

cultivadas en invernadero de manera hidropdnica o bien cultivadas in vitro.
2.3.-Metodos de Bioinformatica
2.3.1.-Busqueda bibliogréfica

Se realiz6 una busqueda bibliografica de genes que hayan sido caracterizados
funcionalmente como reguladores negativos a estrés por salinidad o sequia en articulos
de literatura primaria y revisiones, para ello se utilizaron buscadores en bases de datos
como PubMed y Google Scholar. Se seleccionaron aquellos genes que se expresen de
preferencia en raices y que al ser inducidos en plantas generen susceptibilidad a

salinidad o sequia.
2.3.2.-Busqueda de ortdlogos

A partir de los genes identificados en la literatura, se tomaron sus secuencias
aminoacidicas y se utilizé la herramienta BLAST (tblastn) (Wheeler & Bhagwat, 2007)
disponible en NCBI, para identificar los genes ortélogos en el genoma de referencia de
tomate Heinz 1706. De los genes identificados, se elaboré un &rbol filogenético en
Phylogeny (phylogeny.fr) (Dereeper et al. 2008) con el analisis “One Click” para evaluar
distancias filogenéticas entre cada uno de los genes. Para la seleccion de genes

candidatos se consider6 el porcentaje de identidad y cercania filogenética contra las
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secuencias de referencia, seleccionandose tres ortélogos para cada gen. Luego se
alinearon las secuencias aminoacidicas de los genes seleccionados con CLUSTAL
Omega (Madeira et al., 2022) para determinar la conservacion de dominios, para ello se
selecciond un resultado de alineamiento Clustal con numeracion de los residuos
(Clustalw with character counts), se copid el alineamiento en Word y se destacaron
aquellos residuos que coincidieran con la informacion arrojada en la pestafia “conserved

domains” presente en la ficha del CDS de los genes OsDIS1 y SIACO2.

Adicionalmente, se realizé una primera aproximacion in silico de la expresién de los
ortélogos seleccionados mediante el buscador eFP Browser (Universidad de Toronto,
Canada) (Ofori et al., 2018), plataforma que integra bases de datos transcriptomicas y
las traduce en ilustraciones graficas para cada gen y tejido especifico por cada estadio
de desarrollo de la planta. Para su uso era necesario buscar el identificador del locus de
cada gen en la nomenclatura utilizada en Sol Genomics Network (solgenomics.net)
(SGN), sitio dedicado a los datos genémicos de las solanaceas, entre ellas el tomate.
En SGN se realiz6 BLAST con las secuencias nucleotidicas tomadas de cada gen en
NCBI, y asi considerando el porcentaje homologia mas alto y cromosoma al que
correspondia el alineamiento se identificé el locus ID de cada gen en la plataforma.
Finalmente, en eFP se registraron los ID de cada gen y se realiz6 una busqueda de
expresion relativa en base a la fuente de datos “Rose Lab Atlas”, prestando atencion a

los resultados arrojados en la raiz de tomate.
2.3.3.-Disefio de partidores para PCR

A partir de las secuencias codificantes de los genes seleccionados se disefiaron
partidores para la Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR) en la herramienta
Primer-BLAST (Ye et al.,, 2012) considerando un tamafo aproximado de 20pb, GC
cercano al 50% y un amplicén entre 150pb y 250pb. Luego se evalud sus parametros
termodindmicos en Oligo Analizer Tool disponible en el sitio web de Integrated DNA
Technologies (IDT) y se solicitd su sintesis a IDT. Los partidores usados en esta tesis y

su finalidad se encuentran en las Tablas 1y 2.
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Tabla 1.- Partidores para qPCR en tomate var. ACE

Gen ID NCBI | Orientacién Primer Largo de
fragmento
Forward CGA TGT CAA CCT GAG GTC ATT
SIDIS1 | 101260503 177
Reverse CTG ATG GAT GGG TGG ATAC
Forward GTA CCT CGT TGC ACA CCT AAA
SISINAS | 101263446 150
Reverse CAG AAC TGG TGA CCG AAA CA
Forward GTG GCT GCACGT TCAATC
SISINAT?2 | 101265083 223
Reverse CCA TAA CCACCAACT TGT AG
Forward TTC AAG CCA AAG AGC CAA GA
SIACO2 | 101251255 188
Reverse TGT AGT AGG GACGCACACTT
Forward TGT CCC TAT TTACGA GGG TTATGC
SlAct7 | 101262163 74
Reverse CAG TTA AAT CAC GAC CAG CAA GAT
Forward GGG ATC CCA CCA GAT CAACA
SlUbgl |101267758 152
Reverse AGC AGC ACA CAG GACATT CA
Forward TGC TGG AAC GGA GGC TAT TG
SIPGK |101254111 212
Reverse TTG CTT AGG CGT CAT CCA GG
Tabla 2.- Partidores para qPCR para tomate var. Poncho Negro
Gen ID NCBI | Orientacion Primer Largo de
fragmento
Forward TGA GTC CCAATGCTCCTTC
SIDIS1 | 101260503 145
Reverse GCG ATG GTT GAA AGT ACT GC
Forward AGA CAG TTT AGA CGG GCT G
SISINA5 | 101263446 148
Reverse TCC CCA CGA TGA AGG AAG AT
Forward TGC GAT TCA TGG GAG AGG AC
SISINAT2 | 101265083 201
Reverse TAAGCTCTTCTC CGTTCCC
Forward ACT CCT CAA AGA CGG TCG AT
SIACO2 | 101251255 156
Reverse GCT AAT GAC ATC CGA GTC CC
Forward TGT CCC TAT TTACGA GGG TTATGC
SlAct7 |101262163 74
Reverse CAG TTA AAT CAC GAC CAG CAA GAT
Forward GGG ATC CCA CCA GAT CAACA
SlUbgl |101267758 152
Reverse AGC AGC ACA CAG GAC ATT CA
Forward TGC TGG AAC GGA GGC TAT TG
SIPGK |[101254111 212
Reverse TTG CTT AGG CGT CAT CCA GG
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2.4.-Métodos de cultivo y transformacion

2.4.1.-Cultivo bacteriano de A. tumefaciens GV3101::pMP90 para transformacion

de tomate Poncho Negro

Treinta mL de medio Luria-Bertani liquido (LB; triptona 10g/L, extracto de levadura 5g/L
y cloruro de sodio 10g/L) suplementado con gentamicina 50mg/L, espectinomicina
50mg/L y rifampicina 10mg/L se inocularon con 150uL de un precultivo de bacterias A.
tumefaciens GV3101::pMP90 transformada con el vector
PGGK7:AtCas9:2xARNgSIACO?2 (ver punto 2.5.1) y se cultivd durante dos dias a 28°C
en constante agitacion hasta alcanzar una D.Oew de 0.5-0.6. Posteriormente, se
centrifugd a 3000g durante 15 minutos a 4°C y el precipitado obtenido se resuspendio
en medio nutritivo Murashige y Skoog (MS) (PhytoTech Labs) (Murashige & Skoog,
1962) liquido suplementado con Acetosiringona 100uM mas sacarosa al 1%.
Finalmente, se midié nuevamente la D.Osoo para ajustar a un rango de 0.3-0.4.

2.4.2.-Cultivo de tomate en invernadero
2.4.2.1.-Cultivo hidropdnico de tomate Poncho Negro y ACE

Se germinaron semillas de tomate PN y ACE en papel absorbente dentro de una placa
Petri durante ocho dias. Luego, fueron sembradas en lana de roca y dispuestas dentro
de una bandeja de propagacion con cubierta transparente y regadas con solucion
hidropénica (KNOs 0.125mM, Ca(NOs)*4H,O 0.15mM, MgSO.*7H.O 0.075mM,
KH2PO4 0.05mM, KCI 5uM, H3BO3 5uM, MnSO4*H,0 1uM, ZnSO4*7H,0 200nM, CuSO,
150nM, Na0sSi 10uM, Fe/DTPA 10uM, pH 6). Al cabo de una semana las plantulas
fueron aclimatadas a las condiciones del invernadero (fotoperiodo de 16h luz/8h
oscuridad, iluminadas con luz led blanca (intensidad 79.3 pMs™*m2), humedad relativa
del 50% y a 20-22°C) de manera paulatina. Dos dias después se separaron en bandejas
individuales de cultivo hidropénico, el cual contaba con sistema de recirculacion y
oxigenacion de la solucién hidropénica de manera constante. Las plantas fueron

crecidas hasta las 5 semanas para ensayo de estrés salino y osmoético.
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2.4.2.2.-Ensayo de estrés agudo osmotico y salino en tomate Poncho Negro y ACE

Para el ensayo de estrés agudo se utilizaron plantas de tomate PN y ACE con 5
semanas de edad post germinacién en cultivo hidropénico. El ensayo se dividié en 3
bandejas independientes, una por cada condicidon con 27 plantas cada uno: control o
medio basal, el cual fue llenado con solucién hidropdnica; estrés salino, medio basal
suplementado con 250mM NaCl; y estrés osmético, medio basal suplementado con PEG
6000 (Merk) al 26,5% (Lan et al., 2020; Liu et al., 2015; Ma et al., 2019). Se recolectaron
las raices a las 0, 3, 6 y 24hrs posterior al inicio del ensayo (Liu et al., 2018; Ma et al.,

2019), fueron congeladas inmediatamente con nitrdgeno liquido y luego almacenadas a
-80°C hasta su procesamiento.

2.4.3.-Cultivo in vitro y transformacién de tomate Poncho Negro
2.4.3.1.-Introduccion de segmentos nodales

Para la introduccién de estacas de campo se tomaron segmentos nodales de 2 a 3 cm
de largo de plantas de tomate PN cultivados en invernadero, los que fueron esterilizados
en una soluciéon de hipoclorito de sodio comercial al 8,25% v/v mas captan 1X
(fungicida) (Anasac). Se realizaron 3 enjuagues con agua estéril y se elimind el exceso
de agua posando las estacas sobre papel absorbente estéril. Luego, se depositaron en
el medio de introduccion o MI (Tablas 3 y 4) y fueron incubadas en una camara de
cultivo a fotoperiodo de 16 horas luz / 8 horas oscuridad a 22°C. Los brotes obtenidos
por este medio fueron utilizados como material vegetal para propagacion in vitro y

transformacion.
2.4.3.2.-Estandarizacion de la organogénesis somética de tomate Poncho Negro

El protocolo de organogénesis de tomate Poncho Negro fue modificado a partir de Arias
et al., 2021 y Pino et al., 2010. Para evaluar las mejores condiciones de regeneracion in
vitro de tomate PN se tomaron explantes de hoja y tallo, de 1cm?y 1cm respectivamente,
de plantas cultivadas in vitro y dispuestas en medio MS suplemento con 1-, 2- 0 3% de
sacarosa (sac) mas dos combinaciones hormonales trans-zeatina (ZEA) con acido indol-
3-butirico (IBA) (M1 Tabla 3) o 6-bencilaminopurina (BAP) con IBA (M1 Tabla 4). El
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medio nutritivo fue refrescado cada 4 semanas y se tomd registro fotografico de las
placas a 1 y 2 meses. Adicionalmente, se repitié la experiencia con explantes de
cotileddn e hipocétilo de plantulas de 8 dias post germinacion crecidas in vitro en medio
MG (Tablas 3y 4). Se dispusieron los explantes en medio MS 1x con 1% sac y se analizd
el efecto de las combinaciones hormonales ZEA més IBA (M1 Tabla 3) y BAP mas IBA
(M1 Tabla 4) en cotiledon y BAP mas IBA (M1 Tabla 4) en hipocdtilo. Se refrescé el
medio nutritivo cada 2 semanas y se tomo registro fotogréafico de las placas a 1y 2
meses. Para cada ensayo se determind el porcentaje de sobrevida de los explantes al
primer y segundo mes, induccion de callos al primer mes e induccion de brotes al

segundo mes, para ello se aplicaron las siguientes formulas:
(1) % sobrevida = (Noexplantes vivos — N°explantes iniciales) *100
(2) % induccion de callos = (Noexplantes con callos — N°explantes iniciales) *100

. ., _ o )
(3) % induccion de brotes = (N explantes con brotes — N explantes iniciales) *100

Tabla 3.- Composicion de medios de cultivo para la transformacion y organogénesis
somatica de tomate var. Poncho Negro a partir de hoja y cotileddn. Nomenclatura de medios:
MI (Introduccién de segmento nodal), MG (Germinacion), M1 (Pre-cultivo), M2 (Co-cultivo), M3
(Induccion de callo), ME (Elongacion de brotes).

Composicion Ml MG M1 M2 M3 ME
MS 4.4g/L | 2.2g/lL | 4.4g/L | 4.4g/L | 4.4g/L | 4.4g/L
Myo-inositol | 180mg/L | 180mg/L | 180mg/L | 180mg/L | 180mg/L | 180mg/L
Sacarosa 10g/L 10g/L 10g/L 10g/L 10g/L 10g/L

Agar-Agar 7g/L 7g/L 79/L 79/L 79/L 7g/L

BAP 2mg/L - - - - -

ZEA - - 2mg/L 2mg/L 2mg/L -

GA3 0.2mg/L - - - - -

IBA - - 0.1mg/L | 0.1mg/L | 0.1mg/L -
Acetosiringona - - - 100uM - -
Timentin - - - - 300mg/L -
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Tabla 4.- Composicion de medios de cultivo para la transformacion y organogénesis
somatica de tomate var. Poncho Negro a partir de tallo e hipocétilo. Nomenclatura de medios:
MI (Introduccién de segmento nodal), MG (Germinacién), M1 (Pre-cultivo), M2 (Co-cultivo), M3
(Induccién de callo), ME (Elongacioén de brotes).

Composicion MI MG M1 M2 M3 ME
MS 4.4¢g/L 2.2g/lL | 4.4g/L | 4.4g/L | 4.4g/L | 4.4g/L
Myo-inositol | 180mg/L | 180mg/L | 180mg/L | 180mg/L | 180mg/L | 180mg/L
Sacarosa 10g/L 10g/L 10g/L 10g/L 10g/L 10g/L

Agar-Agar 7g/L 7g/L 7g/L 7g/L 7g/L 7g/L

BAP 2mg/L - 2mg/L 2mg/L 2mg/L -

GA3 0.2mg/L - - - - -

IBA - - 0.1mg/L | 0.1mg/L | 0.1mg/L -
Acetosiringona - - - 100uM - -
Timentin - - - - 300mg/L -

2.4.3.3.-Transformacion de explantes y regeneracion por organogénesis somatica

de tomate Poncho Negro

El protocolo de transformacion fue modificado a partir de Arias et al., 2021 y Pino et al.,
2010, utilizando el sistema de regeneracion que se desprende del punto 2.4.2.2. El
contenido de los medios de cultivo se detalla en la Tabla 3. Los explantes fueron
cortados por la mitad y pre-cultivados en medio M1 por dos dias, luego se sumergieron
por 15-20 minutos en una solucion que contiene A. tumefaciens GV3101::pMP90
transformada con el vector PGGK7:AtCas9:2xARNgSIACO?2 (seccién 2.5.1) y luego se
traspasaron al medio de co-cultivo M2 y se mantuvieron durante dos dias en oscuridad
a 22°C en la camara de cultivo. Posteriormente, los explantes transformados fueron
limpiados con papel absorbente estéril con el objetivo de eliminar el exceso de A.
tumefaciens y traspasados al medio de induccién de callo M3 suplementado con
kanamicina (20mg/L), y dispuestos con su cara abaxial en contacto con el medio. Luego
de 6 semanas, los explantes fueron traspasados a un medio M3 con kanamicina
(40mg/L) con el fin de eliminar el nimero de callos sin transformar. Durante todo el

proceso las placas fueron refrescadas cada dos semanas.
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2.5.-Métodos de Biologia Molecular
2.5.1.-Vector binario PGGK7:AtCas9:2xARNgSIACO2

El vector utilizado para la transformacion estable de tomate PN es el vector binario
pGGK7:AtCas9:2xARNgSIACO?2, el cual fue disefiado en el trabajo de Seminario de
Titulo de Jorge Silva (2023) y el trabajo de Samuel Parra para el proyecto Anillo ACT-
192073. Este vector posee la secuencia codificante para Cas9 y dos ARNg
complementarios a la secuencia del gen SIACO2 -uno a cada extremo del gen- con el
fin de generar una delecion de 2593pb de un total de 2854pb. Esta construccion posee
entre los extremos RB y LB el gen Cas9 dirigido por el promotor de Ubiquitina del perejil
(Petroselinum crispum) con el terminador G7 (t-G7) de Agrobacterium. La construccion
también contiene los ARNg junto a su Scaffold dirigidos por el promotor AtU6 (pAtU6-
26) de Arabidopsis thaliana con terminador del ARN 35S (t-35S) del virus del mosaico
de coliflor y finalmente el gen de resistencia a kanamicina (nptll) que codifica para la
enzima neomicina fosfotransferasa Il comandada por el promotor y terminador de la

nopalina sintetasa (p-NOS y t-NOS) (Figura 2).

RB = pPcUBI AtCas9 ) tG7 == pAtU6-26 ARNg Scaffold = ARNg Scaffold ) t35S == pNOS Nptll ' tNOS = |B

Figura 2.- Esquema de construccién del ADN-T del vector pGGK7:AtCas9:2xARNgSIACO2.
De izquierda a derecha: Borde Derecho (RB), construccion para expresion del gen para Cas9
(pPcUBI, AtCas9, tG7), construccién para expresion de los ARNg (pAtU6-26, ARNg-Scaffold,
ARNg-Scaffold, t35S), construccién para otorgar resistencia a kanamicina (pNOS, Nptll, tNOS).

2.5.2.-Extraccién de &cidos nucleicos
2.5.2.1.-Extraccion y cuantificacion de ARN de raiz de tomate

Para la extraccion de ARN se sigui6 el protocolo descrito en Arias et al., 2021. El tejido
recolectado de los ensayos de estrés fue macerado en un mortero frio hasta la obtencion
de polvo fino en presencia N liquido y luego se realizé la extraccion de ARN con el uso
de buffer CTAB (CTAB 2%, PVP40 (MP. 40.000) 2%, EDTA 25mM, NaCl 2M, TrisHCI
100mM (pH 8.0), trihidroclorato de espermidina 0.05% y B-mercaptoetanol 2%). Luego
el ARN fue precipitado con LiCl 10M y el pellet resultante lavado con etanol 70%.
Finalmente, se resuspendio en buffer TE (pH 7.5, Tris-HCL 10 mM (pH 8.0), EDTA 1
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mM) y almacenado a -80°C hasta su uso. Para evaluar la integridad del ARN extraido
se realizd electroforesis en gel de agarosa (punto 2.5.4) y se cuantifico en
espectrofotbmetro Epoch2 (Agilent), analizando su relacidbn Azsorso para evaluar

contaminacion.

2.5.2.1.-Extraccién y cuantificacion de ADN de callos de tomate Poncho Negro

Para la extraccion de ADN a partir de callos regenerados de tomate PN se utilizé el kit
FavorPrep Plant Genomic DNA Extraction Kit (Favorgen) y se sigui6 el protocolo definido
por el fabricante. Luego, se evalué la integridad del ADN extraido mediante
electroforesis en gel de agarosa (seccion 2.5.4) y se cuantific6 en espectrofotometro
Epoch2 (Agilent), analizando su relacion Agsorso para evaluar contaminacion por

proteinas.
2.5.3.-Reaccidn en cadena de la polimerasa, PCR
2.5.3.1.-Sintesis de ADNc de tomate

Con el objetivo de sintetizar la hebra de ADN complementaria (ADNc) al ARN mensajero
de tomate, se realizaron reacciones de transcripcion reversa (RT) utilizando la enzima
Improm-1l Reverse Transcription (Promega) de acuerdo a lo descrito en Arias et al.,
2021. Primero, se tom6 una alicuota de 2ug de ARN y se eliminaron trazas de ADN
gendémico mediante tratamiento por 40min con DNasa | (Thermo Fisher). Luego, una
alicuota de 9uL (900ng) del ARN tratado con DNasa | se incub6 con 1.5uL de oligo dT
(Promega) a 70°C por 5min, luego fueron dejadas en hielo por 5min, y posteriormente
se adicion6 10.5pL del mix de RT ImProm-II (Promega) (4uL de buffer RT Improm Il 5,
3uL de MgCl, 50mM, 0.5u de RNasin (Inhibidor de ARNasas), 1pL de dNTPs 10mM,
1L de agua libre de nucleasas y 1L de la enzima RT Improm Il). Se incub6 a 25°C

por 5min y finalmente se sintetiz6 la hebra de ADN complementaria por 60min a 42°.
2.5.3.2.-PCR de punto final

Para evaluar la calidad del cDNA e integridad del ADN genémico (ADNg) se amplificé el
gen SlActina4 con los partidores Forward 5 CAC ACT TTC TAC AAT GAG CT 3y
Reverse 5 GCA GTG ATC TCT TTG CTC AT 3’ por PCR de punto final con la enzima
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SapphireAmp (Takara Bio) en un termociclador MiniAmp Plus (Applied Biosystems) de
acuerdo con el programa descrito en la Tabla 5 y se reveld el amplicdn con electroforesis

en gel de agarosa (seccion 2.5.4).

Tabla 5.- Programas de PCR de punto final. En la tabla se describen los pasos para la
realizacion de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) con las enzimas SapphireAmp
(Takara) y Taq DNA Polymerase (Sigma). La temperatura de alineamiento de los partidores es
especifica para los partidores de cada gen, correspondiendo a 52°C para amplificar SlActina4 y
59°C para SIACO2 (Revisar punto 2.5.3).

SapphireAmp Tag DNA Polymerase
(Takara) (Sigma)
Paso Temperatura| Tiempo |Temperatura| Tiempo
Denaturacion inicial 94°C 30 seg 94°C 3 min
Denaturacion 98°C 5 seg 94°C 45 seg
Alineamiento X°C 5 seg X°C 30 seg
Extensién 72°C 10 seg x Kb 72°C 90 seg x Kb

Extensién final 72°C 1 min 72°C 10 min

Adicionalmente, se amplific6 el gen SIACO2 con la enzima Taq DNA Polimerasa (Sigma)
con los partidores Forward 5 ACC CAA ACA AAG CCT CAA TCT 3'y Reverse 5' CAG
AAA CACATCTCATTT TTG GGT 3' con el fin de determinar la edicién del gen SIACO2
(Programa de PCR en Tabla 5), esperando una banda de 2843pb para el gen silvestre
y 250pb del mutante, producto de la diferencia entre 2843 pb y 2593 pb (Figura 3).

SIACO2 (3668 bp)

500 1,000 1,500 2,000 2,500 3,000 3,500

Exon 4 5'UTR
3'UTR Exon 3 Exon 2 Exon 1
LOC101251255 gene

NC_015449
gRNA gRNA
v 1

2593pb
2843pb

Figura 3.- Estrategia de amplificacién del gen SIACO2 en tomate Poncho Negro. En la
ilustracién se observa una region de 3668pb del cromosoma 12 de tomate anotada como
NC_015449 donde esta codificado el gen SIACO2 (ID:101251255), abarcando una longitud de
2854pb, de los cuales 951pb — divididos en 4 exones — codifican para la proteina SIACO2. Se
disefiaron dos ARNg (gRNA, flechas naranjas) con el fin de generar una edicion de 2593pb. Los
dos partidores, fuera del area de corte, amplifican 2843pb en el gen silvestre o 250pb del mutante
producto de la diferencia entre 2843 pb y 2593 pb.
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2.5.3.3.-Evaluacion de eficiencia de partidores para qPCR

Para evaluar la eficiencia de los sets de partidores para los genes a ser analizados por
PCR cuantitativa (QPCR) (Tablas 1 y 2), se tomé una alicuota de 1uL de una dilucién
1:10 del cDNA de tomate, se amplificd por PCR de punto final los amplicones para cada
uno de éstos con la enzima SapphireAmp (Takara) y se revel6 el producto por
electroforesis en gel de agarosa (seccion 2.5.4). Posteriormente, se purifico el producto
de PCR con el kit E.Z.N.A. Cycle Pure Kit (OMEGA Bio-tek) y se realiz6 una dilucién
1:100 del purificado a la cual luego se le realizé siete diluciones seriadas a una relacion
1:10. Después se hizo gPCR para cada una de las diluciones seriadas con el mix para
gPCR Forget-Me-Not EvaGreen (Biotium) en el termociclador Stratagene Mx3000P. Se
normalizé el umbral de fluorescencia (Ft) para cada placa de qPCR, se verificé la
ausencia de productos inespecificos de la reaccion analizando la curva de disociacion
y se realizé la regresion lineal entre el logaritmo de la dilucién y el ciclo umbral (Ct) para

cada punto. Finalmente, se calculé la eficiencia con la siguiente ecuacion:

1
Eficiencia (%) = (10 pendiente — 1) x 100

La gPCR se realiz6 con aquellos partidores que poseen un porcentaje en el rango 80-
100% de eficiencia.

2.5.3.4. qPCR de genes reguladores negativos candidatos en plantas de tomate

sometidas a estrés salino y osmético

La gPCR se realizé con diluciones 1:12 de cada ADNc de las muestras del ensayo
(seccidn 2.4.2.2) con cada set de partidores para los genes SIDIS1, SISINA5, SISINAT2
y SIACO2 (Tablas 1 y 2) en el termociclador Stratagene Mx3000P utilizando el
compuesto fluorescente EvaGreen (Biotium). Se normalizé el umbral de fluorescencia
para cada placa de gPCR y finalmente se tabularon los valores de Ct de cada muestra
y se analizé la expresion relativa de cada gen a partir del método Pfaffl (Pfaffl, 2001),

segun la siguiente ecuacion:

ACt ; 4
EGen de interés Gende interés

(1) Razon de cambio =

ACt P
Gen normalizador ~ Genmnormalizador
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Donde:

(Z)ACt = JzCtMuestra calibradora ~ Ct

Correspondiendo las muestras del tiempo Ohrs a la muestra calibradora.

Para seleccionar el mejor gen normalizador se evaluaron los genes SlAct7, SIUBQ y
SlaTub (Tablas 1y 2) los cuales se ha descrito presentan estabilidad bajo condiciones
de estrés abiodtico (Coker & Davies, 2003). Se les realiz6 gPCR con el cDNA de las
muestras del ensayo, se normalizé Ft, se tabularon los valores de Ct y se analizo la
estabilidad en la plataforma RefFinder (Xie et al., 2012), la cual utiliza cuatro métodos
para evaluar estabilidad -geNORM, NormFinder, BestKeeper y delta-Ct- comparando
cada gen y clasificAndolos segun la variabilidad que presenta el gen dentro de las
condiciones estudiadas, indicando cual seria el mas estable o con menor variabilidad

dentro del grupo.
2.5.4.-Electroforesis en gel de agarosa

La integridad de los acidos nucleicos extraidos y la presencia de productos de PCR fue
verificada mediante electroforesis en geles de agarosa en un rango del 1% al 2%,
dependiendo del tamafio esperado de las bandas. Al momento de preparar los geles se
afiadié bromuro de etidio (BrEt) a una concentracion de 400ng/mL. Se utilizé el tamp6n
de corrida TAE 1X (Tris-acetato 40mM, EDTA 1mM), y un tampdn de carga 6X para las
muestras (0,25% azul de bromofenol, 0,25% xilencianol, 15% glicerol) en la proporcion
5:1. Para la migracion electroforética se aplicaron entre 80 y 100 voltios durante 45
minutos para separar moléculas de ADN y 70 voltios durante 20 minutos para ARN.
Posteriormente, se visualizaron las bandas bajo luz UV en un transiluminador DarkRoom

Multigenius Syngene y se capturaron a través del programa GeneSnap de Syngene.
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3.-Resultados
3.1.-Genes Reguladores Negativos

En el marco del proyecto PASSA, iniciamos la busqueda de genes reguladores
negativos (RN) en publicaciones cientificas y base de datos de transcriptomas de
diferentes plantas (Benny et al., 2019; Zafar et al., 2020) sometidas a estrés abibtico,
seleccionando cerca de 50 genes RN. Estos genes los fuimos clasificando de acuerdo
con (1) si se inducen o reprimen ante sequia o salinidad y (2) el efecto frente a estrés
abidtico que genera su sobreexpresion o knockout en las plantas estudiadas.
Considerando lo anterior, nuestro criterio de seleccion de los RN candidatos se basé en
elegir aquellos genes cuyo andlisis de expresion indicase que se inducen ante estrés
osmatico o salino y que su andlisis funcional demuestre que la sobreexpresion provoque
susceptibilidad en la planta o, de forma contraria, el knockout o silenciamiento otorgue
tolerancia a esos estimulos; seleccionandose 5 genes para su estudio (Tabla 6), tres
de ellos con actividad E3 ubiquitin ligasa y dos involucrados en la ruta de la biosintesis
del etileno. En este trabajo de tesis nos enfocamos en el estudio de los genes OsDIS1
y TaACOl, mientras que los otros han sido abordados por otros estudiantes del

proyecto.

Tabla 6.- Genes reguladores negativos a sequia o salinidad candidatos a estudiar en
proyecto PASSA. En la tabla se describe un grupo de genes reguladores negativos a estrés
salino u osmotico, cuya sobreexpresion produzca susceptibilidad en la planta y su silenciamiento
o knockout mayor tolerancia ante dichos estreses.

Gen Descrito en Nombre completo Referencias

Orzya sativa Stress-related Fang et al, 2015; Zafar et al,

OSSRFP1  Oryza sativa RING Finger Protein 1 2019.

Drought Induced SINA Protein| Ning et al, 2011a; Ning et al,

OsDIS1 |Arabidopsis thaliana 1 2011b: Zafar et al, 2019.

1-Aminocyclopropane-1- Chen et al, 2014; Benny et al,

TaACO1 | Triticum aestivum carboxylate oxidase 2019

Oryza sativa Stress Associated Protein 7 Sharma et al, 2015; Zafar et al,

OsISAP7 (Arroz) 2019.

1-Aminocyclopropane-1-

AtACS6 |Arabidopsis thaliana|
carboxylate synthase

Benny et al, 2019
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3.1.1.-0OsDIS1

OsDIS1 pertenece a la familia de proteinas SINA que corresponde a un grupo acotado
de proteinas con actividad E3 ubiquitina ligasa que poseen un dominio RING y SINA.
Se ha descrito que este grupo de proteinas regulan procesos en el desarrollo y la
respuesta a estrés en plantas (Li et al., 2020; Wang et al., 2018). OsDIS1, un gen
identificado y caracterizado en arroz (Oriza sativa) (Ning et al., 2011a; Ning et al., 2011b)
que codifica para la proteina SINA 1 inducida por sequia (OsDIS1 por sus siglas en
inglés). Se ha descrito que ésta interactia con OsSKIPa y OsNek6, proteinas que
inducen de manera directa o indirecta la expresion de genes en respuesta a sequia,
ubiquitinando y enviando a degradacion via proteasoma 26S a dichos elementos (Figura
4A, Modificado de Ning et al., 2011b) (Ning et al., 2011b). Ensayos de silenciamiento y
sobreexpresion de este gen en arroz muestran que las lineas silenciadas tienen mayor
sobrevida después de un evento de sequia y aquellas sobreexpresoras no logran
recuperarse (Figura 4B, Ning et al. 2011a). Ademas, analisis de expresion muestran que
OsDIS1 es inducido en sequia (Ning et al., 2011a).

A B WT OX RNAI WT OX RNAI

Degradacion via Previo a sequia [Sequia/6D
proteasoma 26S

Tolerancia

Genes en respuesta a asequia

estrés

Figura 4.- OsDIS1, gen regulador negativo de la tolerancia a sequia en arroz. (A) OsDIS1 es
una proteina con actividad E3 ubiquitina ligasa que interactia con OsSKIPa y OsNek6, factor de
transcripcion y proteina kinasa respectivamente, los que regulan positivamente la expresion de
genes que otorgan tolerancia a sequia. En Ning et al., 2011b se describe que OsDIS1 ubiquitina
OsNek6 lo sefializa para degradacion via proteasoma 26S, actuando, asi como regulador negativo
a la tolerancia a sequia. (B) Ensayos de sequia prolongada en lineas sobreexpresoras (OX) y
silenciadoras (RNAI) para OsDIS1 en Oriza sativa, demuestran que la sobreexpresion de este gen
disminuye la sobrevida de las plantas de arroz y el silenciamiento la aumenta al recuperar el riego
respecto al control (WT) (Ning et al. 2011a).

Adicionalmente, se ha descrito un ortélogo de OsDIS1 en trigo, el gen TaDIS1 (Triticum

aestivum) (Liu et al., 2018). Estudios de expresion muestran que TaDIS1 es inducido
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frente a sequia, salinidad y ABA (Liu et al., 2018). Teniendo en consideracion estos
antecedentes, que coinciden con nuestra definicion de RN, se buscaron ortélogos de
OsDIS1 en el genoma de referencia de tomate Heinz 1706 mediante el uso de BLAST
disponible en el sitio web del NCBI, encontrando alineamientos significativos con
cobertura e identidad superior al 50% en 6 de los 12 cromosomas de tomate y se
buscaron los genes que coincidian con estos alineamientos, encontrando 13 genes
homdlogos a OsDIS1. Se obtuvieron los codigos de acceso de estos y se descartaron
aquellos anotados como SINA-like debido al menor tamafio de sus proteinas,
observando diferencias mayores a 50aa respecto OsDIS1 (301laa), y al momento de
elaborar un é&rbol filogenético estas secuencias agrupaban en un clado distinto
(informacién sin mostrar); quedando 8 restantes los cuales son SISINA1/2/3/4/5/6,
SISINAT2 y SIDIS1. Con estos genes se obtuvieron sus secuencias aminoacidicas y se
elabor6 un éarbol filogenético a través de alineamiento multiple (Figura 5). Se observa
gue, de las 8 proteinas, SIDIS1 forma una rama junto a OsDIS1, indicando que estas
proteinas estan altamente emparentadas entre si. Si analizamos el resto del arbol desde
este punto, podemos observar que hacia arriba se forma una nueva rama que contiene
5 miembros de la familia SINA (SISINA1/2/3/4/6), mientras que hacia la raiz
encontramos a SISINA5 y SISINAT2 siendo elementos que se desprenden como
primeras ramificaciones del arbol. En base a ello, se consideré analizar a SIDIS1 por su
cercania con OsDIS1, y SISINAS y SISINAT2 que al ser proteinas con caracteristicas

ancestrales podrian conservar identidades que caracterizan funcionalmente a OsDIS1.

SISINAT2 0.713 101265082
SISINAS 0.760 101263446
OsDIS1_9266295 I
SIDIS1_0.839_101260503
ISINA4 0.817_101258961
SISINA1_0.813_101257844
SISINA3_0.829 101246723
SISINA2_0.8178_101253831

SISINAG_0.734_ 101264159
DmSINA_39884

0.7

Figura 5.- Arbol filogenético de proteinas de los genes ortélogos de OsDIS1. Arbol
filogenético elaborado con secuencias aminoacidicas de proteinas de la familia SINA, enraizado
con la secuencia aminoacidica del gen DmSINA. Para cada proteina se identifica el nombre,
seguido el porcentaje de identidad contra OsDIS1 y luego el ID de NCBI de su gen. Encerrado en
el recuadro rojo se encuentra OsDIS1, descrito como regulador negativo para sequia en arroz
(Ning et al., 2011a; Ning et al., 2011b), y la estrella amarilla indica los genes seleccionados para
su analisis en esta tesis.
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En ese sentido, cabe destacar que SIDIS1, SISINA5 y SISINAT2 poseen 83.9%, 76% y
71,3% de identidad aminoacidica con OsDIS1, los dominios que caracterizan a esta
proteina -SINA y RING- y los residuos que otorgan sus diversas funciones son altamente
conservados entre estas 3 proteinas de tomate (Figura S1); asi también conservan la
His71, necesaria para la actividad de esta familia proteica (Ning et al, 2011b), por lo que
conservarian su actividad catalitica. Al agregar mas elementos a este andlisis — SISINA3
y SISINA4, aquellos con mayor homologia en la rama superior —, observamos que la
Unica region funcional que presenta variabilidad es aquella que genera la interfaz de
dimero (Figura S1), clave para la interaccion proteina-proteina, donde SIDIS1 conserva
11 de los 13 aminoacidos (aa) respecto OsDIS1; SISINAT2 y SISINA5 conservan 9aa;
SISINA4 8aa y SISINA3 7aa, lo que refuerza la seleccion de SIDIS1, SISINAS y
SISINAT2 como candidatos para evaluar como RN en tomate debido a que conservan

mas residuos responsables de la interaccion proteina-proteina.

Adicionalmente, se hizo una aproximacion a su expresion en raiz bajo condiciones
normales de cultivo utilizando el buscador eFPBrowser (Figura 6) donde se destaca que,
entre los tres genes seleccionados, SIDIS1 y SISINAT2 se expresan 0.63 y 3.22 veces
mas que SIPHGPX, gen normalizador de la plataforma, mientras que SISINA5 posee

una expresion relativa similar que el normalizador (-0.08 veces).

SIDIS1 SISINAS SISINAT2
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Figura 6.- Expresion relativa in silico de genes de la familia SINA en raices de tomate.
Representaciones graficas fluorescentes electrénicas (eFP) en raiz de tomate cultivados en
condiciones normales. A la izquierda se observa en escala de colores la expresion relativa a
SIPHGPXx (glutatién peroxidasa), a la derecha la representacion grafica de una raiz de tomate y
por encima de ambos el nombre de gen al que corresponde el conjunto y su cédigo SGN.

En base a ello escogimos los tres genes para determinar los niveles de expresion frente
a estrés salino y osmético (ver seccion 3.1.3), un parametro/criterio determinante para
ser seleccionado como candidato a ser editado de tal modo que se genere un efecto de

tolerancia a salinidad o sequia, similar a lo descrito para OsDIS1 (Ning et al., 2011a).
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3.1.2.-TaACO1

El gen TaACOL1 de trigo (Triticum aestivum) codifica para la ACC oxidasa (ACO), que
cataliza el ultimo paso de la ruta de sintesis de etileno (Figura 7A). El etileno es una
hormona gaseosa que dirige el desarrollo de la planta, la maduracion de frutos y
respuestas ante estrés bidtico y abidtico. En particular, el etileno es un regulador
negativo a la respuesta ante estrés salino en raices. Su ruta de biosintesis comienza a
partir de la metionina y se requiere de la accion de tres enzimas para la obtencién de
etileno, siendo las mas importantes la ACC sintasa (ACS) y la ACC oxidasa (ACO). Se
ha descrito que el gen que codifica para la ACO en trigo (Triticum aestivum) (TaACO1)
se reprime ante estrés abidtico, particularmente aquel inducido por sequia, salinidad y
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Figura 7.- TaACO1, gen regulador negativo para la tolerancia a salinidad en trigo. (A) Ruta
de la biosintesis del etileno. El etileno se sintetiza a partir del aminoacido metionina, que con la
accion de la SAM-sintetasa (SAMS) se le afiade una metionina, formando S-adenosil-L-metionina
(SAM); luego se forma l-aminociclopropano-1-carboxilato (ACC) gracias a la accion de la ACC-
sintetasa (ACS) el cual es posteriormente oxidado por la ACC-oxidasa (ACO) para formar etileno.
Adicionalmente, la ACS tiene una via alternativa, formando 5’-metiltioadenosina (MTA),
permitiendo reciclar este compuesto a metionina mediante el Ciclo de Yang. (B y C) Comparacion
de la germinacion y largo de raiz de lineas de trigo Col-0, vector sin inserto (VC) y
sobreexpresoras de TaACO1 (2-A9 y 4-A15) cultivadas in vitro y sometidas a 150 mM de NaCl
(Chen et al. 2014). Se observa que las lineas sobreexpresoras tardan mas en germinar y
presentan una raiz mas corta respecto a los controles bajo la condicion salina (150 mM NacCl).
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ABA (Chen et al., 2014). Sin embargo, al expresar constitutivamente este gen en
Arabidopsis thaliana y analizar el efecto de la salinidad sobre la germinacion de semillas,
largo de raiz principal y verdor de los cotiledones, observaron un menor desarrollo de la

Arabidopsis sobreexpresoras del gen (Figuras 7By 7C).

Al igual que en la seccidn anterior, se buscaron ortélogos a TaACOL1 en el genoma de
referencia de tomate utilizando BLAST de NCBI. La busqueda arrojo alineamientos
significativos en los 12 cromosomas del tomate y un scaffold sin integrar, es decir, dicha
secuencia, hasta la ultima version publicada del genoma de referencia de tomate
(SL4.0), no ha sido posible ensamblar dentro de ninguno de los cromosomas. Luego se
filtré seleccionando aquellas que tuvieran un porcentaje de identidad superior al 40% y
cobertura mayor a 50%, quedando alineamientos en 6 cromosomas, de los cuales solo
4 codificaban 7 genes anotados como ACC oxidasas (SIACO1/2/3/4/5/6/7). Se tomaron
las secuencias aminoacidicas de estos genes y se elabor6 un arbol filogenético a través
de alineamiento multiple (Figura 8). Adicionalmente, en un estudio publicado de un
transcriptoma de variadas especies vegetales, entre ellas el tomate, sometidas a sequia
(Benny et al., 2019) identificamos ort6logos de TaACOL1 diferencialmente expresados;
sin embargo, estos estaban con su cddigo de acceso para la plataforma SGN
(Solyc12g005940.1 y Solyc02g036350.2). Al no tener un conversor para obtener el
cbdigo del gen en NCBI fue necesario buscar las secuencias codificantes de estos
genes en SGN y con ellas realizar BLAST en NCBI, encontrando que el coédigo
Solyc12g005940.1 corresponde a SIACO2 y Solyc02g036350.2 a SIACO6.
Considerando lo anterior y segun lo publicado en Benny et al. 2019 ante sequia el gen
SIACO2 presenta una regulacion positiva en su expresion y SIACO6 una regulacion
negativa. Un antecedente importante que destacar es que Chen et al. 2014 describe
gue TaACO1 es un gen que no se induce bajo estrés abiético; en ese sentido, SIACO?7,
el ortélogo mas cercano a TaACOL1 (Figura 8), podria comportarse de la misma forma,
idea que toma fuerza al no encontrarse en la lista de los genes diferencialmente
expresados en Benny et al. 2019. Es por lo anterior que seleccionamos el gen SIACO2
como principal candidato a evaluar debido a que éste se regula de manera positiva
frente a sequia en tomate, y asi también a sus dos paralogos mas cercanos SIACO1 y

SIACO3 (Figura 8). Con ello se realizé alineamiento multiple en CLUSTAL Omega con
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Figura 8.- Arbol filogenético de proteinas de los genes ortélogos de TaACO1. Arbol
filogenético elaborado con secuencias aminoacidicas de proteinas de la familia PLN02299, cuales
codifican los genes ACC oxidasa en distintas especies. Este arbol fue enraizado con la secuencia
aminoacidica del gen AtANS, seleccionada por homologia estructural. Para cada proteina se
identifica el nombre, seguido el porcentaje de identidad contra SIACO2 y luego el ID de NCBI de
su gen. Dentro del cuadro rojo se encuentran aquellos descritos en la literatura: TaACO1, descrito
como regulador negativo para salinidad en trigo (Chen et al. 2014); SIACO2, el cual se regula
positivamente en hojas de plantas de tomate sometidas a sequia (Benny et al. 2019); y, SIACOS,
gue se regula negativamente en hojas de tomate bajo sequia (Benny et al. 2019). La estrella
amarilla indica los genes seleccionados para su andlisis en esta tesis.

las secuencias aminoacidicas de los genes SIACO1/2/3 para evaluar la conservacion
de dominios y aminoacidos clave para su actividad (Figura S2), observando que las tres
proteinas son altamente conservadas entre si; y al comparar con TaACO1 y SIACO7,
observamos que estas Ultimas serian insensibles a glutationilacion, poseen
modificaciones en sitios importantes para la actividad enzimatica y un inserto de 9aa
proximo al extremo amino terminal de la proteina (Figura S2).

El andlisis de la expresion de estos genes en raiz de tomate bajo condiciones normales
de cultivo en eFP (Figura 9) se destaca que, entre los tres genes seleccionados, SIACO2
se expresa 2.35 veces mas que SIPHGPx y SIACO1/3 se expresan 3.78 y 0.54 veces
menos respectivamente que el gen SIPHGPX; seleccionandose solo SIACO2 para

evaluar su expresion en plantas de tomate sometidas a estrés agudo osmatico y salino.
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Figura 9.- Expresion in silico de genes ACC oxidasa en raices de tomate. Representaciones
graficas fluorescentes electrénicas (eFP) en raiz de tomate cultivados en condiciones normales.
A la izquierda se observa en escala de colores la expresion relativa a SIPHGPx (glutatién
peroxidasa), a la derecha la representacion grafica de una raiz de tomate y por encima de ambos
el nombre de gen al que corresponde el conjunto y su cddigo SGN.

38



3.1.3.-Analisis de expresién de genes ortdlogos OsDIS1y TaACO1

Con el fin de poder evaluar la expresién de los genes seleccionados en los puntos
anteriores se realizaron ensayos agudos de estrés osmdético y salino, PEG 6000 al
26,5% (estrés osmotico que simula sequia) y NaCl 250mM respectivamente, en un
sistema hidropdnico (seccion 2.4.2.2) por un periodo de 24hrs en dos variedades de
tomate —Poncho Negro y ACE —, tomando sus raices como tejido de analisis por ser
aquel que enfrenta en primera instancia estos estreses. Se extrajo ARN, se sintetizo el
ADNCc y se realiz6 gPCR segun se indica en las secciones 2.5.2.1y 2.5.3.

Las concentraciones de PEG 6000 y NaCl se eligieron en base al ensayo de Lan et al.,
2020 donde estudiaron el efecto de estos osmolitos bajo condiciones isoosmaticas, que
en el caso de existir diferencia en la respuesta entre ambas condiciones esta pueda
atribuirse al componente i6nico del estrés salino. Adicionalmente, se realizaron analisis
en la variedad ACE (variedad de tomate comercial) con el fin de evaluar si la respuesta
generada ante el estrés en cada una de las variedades afecta la expresion de los genes

de manera especifica para PN o es compartida con otra variedad de tomate.

Con el fin de disminuir el error en un experimento de comparaciéon de ciclo umbral es
necesario seleccionar un gen normalizador que se mantenga estable en las condiciones
analizadas (“Applied Biosystems Real-Time PCR Systems Reagent Guide” 2010), por
ello evaluamos mediante RT-gPCR tres genes normalizadores “housekeeping” descritos
en la literatura — SIAct7, SIUBQ y SlaTUB — (Coker & Davies, 2003) para seleccionar el
mejor gen normalizador para el ensayo. La plataforma RefFinder (métodos seccion
2.5.3.3) (Dudziak et al., 2020; Xie et al., 2012) permite evaluar la estabilidad de los genes
mediante un ranking de la variabilidad de cada uno con sus valores de Ct en las
condiciones estudiadas. Se realiz6 un analisis en RefFinder cuyo resumen indicé que
en ambos genotipos (ACE y PN) el gen SlAct7 seria el mas estable en las condiciones
estudiadas (Figuras S3 y S4). Con lo anterior se normaliz6é cada experimento de gPCR
con los datos de SIAct7 para determinar la expresion relativa de los genes SIDIS1,
SISINAS5, SISINAT2 y SIACO2 de acuerdo con el método Pfaffl (Pfaffl, 2001), obteniendo
como resultado las veces de cambio de expresion a las 3, 6 y 24hrs en los tratamientos

de estrés osmotico y salino (métodos seccion 2.5.3.3) (Figuras 10y 11).
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En el ensayo de tomate ACE (Figura 10), se puede observar que SIDIS1 es inducido
bajo condiciones de salinidad 1.5y 2 veces a las 3 y 24hrs, asi también 2 veces en la
condicion PEG a las 24hrs. Para el caso de SISINA5 muestra una disminucion
significativa de su expresioén relativa a las 6hrs post tratamiento con NaCl y PEG; por su
parte SISINAT2, se induce 2.5y 2 veces a las 3y 6hrs en tratamiento con PEG, pero no
en condicién de salinidad. Finalmente, SIACO2 se induce de manera creciente y
constante en salinidad, superando las 2 veces respecto al control a las 24hrs y 1.5 veces
en tratamiento con PEG a las 3hrs postratamiento.
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Figura 10.- Analisis de expresion genes de la familia SINA y ACC oxidasa en raices de
tomate var. ACE bajo condiciones de estrés osmoético y salino agudos. El ARN total fue
extraido de mezcla de raices de tres plantas de tomate var. ACE de 5 semanas de edad crecidas
en solucion hidroponica a las 0, 3, 6 y 24hrs y expuestas a un suplemento con polietilenglicol
(PEG) 6000 al 26,5% por estrés osmético y cloruro de sodio (NaCl) 250mM por estrés salino,
manteniendo un grupo control en medio hidropénico. Se muestra la expresion relativa por RT-
gPCR de genes de la familia SINA — SIDIS1, SISINA5 y SISINAT2 — y ACC oxidasa — SIACO2 —
alas 3, 6 y 24hrs de iniciado el tratamiento. Se calcul6 la expresion relativa utilizando el gen SIAct4
como control enddgeno y se calibro los valores a las 3, 6 y 24hrs con el promedio de las muestras
tomadas a las Ohrs. Se realiz6 analisis estadistico por ANOVA de Brown-Forsythe y Welch y un
post test de Dunnett * p < 0.05, ** p > 0.01, ** p < 0.001.
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Por otro lado, en la variedad Poncho Negro el gen SIDIS1 disminuye significativamente
su expresion a las 3hrs de tratamiento con PEG y salinidad (Figura 11); la expresion de
SISINA5 aumenta a las 3hrs post tratamiento de salinidad, aunque en horas posteriores
no se logra observar una induccién en las condiciones de estrés dado que los controles
se inducen a 6 y 24hrs postratamiento. Por su parte, SISINAT2 se induce 1.5 veces a
las 3hrs en PEG y 1.3 a las 24hrs en NaCl; y SIACO2 se induce en PEG 4 veces a las
3hrs, alcanzando las 6 veces a las 6hrs de tratamiento. Este gen no muestra una
induccién en tratamiento con salinidad a ningun tiempo evaluado. Se destaca que los
controles también muestran una induccion significativa de este gen en el tiempo.
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Figura 11.- Analisis de expresién genes de la familia SINA y ACC oxidasa en raices de
tomate var. Poncho Negro bajo condiciones de estrés osmotico y salino agudos. El ARN
total fue extraido de mezcla de raices de tres plantas de tomate var. Poncho Negro de 5 semanas
de edad crecidas en solucion hidrop6nica a las 0, 3, 6 y 24hrs y expuestas a un suplemento con
polietilenglicol (PEG) 6000 al 26,5% por estrés osmético y cloruro de sodio (NaCl) 250mM por
estrés salino, manteniendo un grupo control en medio hidroponico. Se muestra la expresion
relativa por RT-gPCR de genes de la familia SINA — SIDIS1, SISINA5 y SISINAT2 —y ACC oxidasa
— SIACO2 - alas 3, 6 y 24hrs de iniciado el tratamiento. Se calculé la expresion relativa utilizando
el gen SlAct4 como control enddgeno y se calibré los valores a las 3, 6 y 24hrs con el promedio
de las muestras tomadas a las Ohrs. Se realizé andlisis estadistico por ANOVA de Brown-Forsythe
y Welch y un post test de Dunnett * p < 0.05, ** p > 0.01, *** p < 0.001.

Llama la atencion que la expresion de los genes es diferente en ambas variedades. Por
un lado, SIDIS1 es inducido sélo en la variedad de tomate ACE en ambas condiciones
de estrés. SISINAT2 se induce en ambos cultivares, no obstante, en ACE se induce

significativamente solo bajo estrés osmético y en PN lo hace en ambos estreses, pero
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en menor magnitud y no es persistente en el tiempo. Adicionalmente, SISINA5 no
responde a ninguno de los estreses estudiados en ambos cultivares de tomate. Por el
otro lado, SIACO2 se induce en ambos cultivares de tomate, solo que en ACE responde
bajo ambos factores, marcando una mayor tendencia con estrés salino, y el PN s6lo
con estrés osmoético y en gran magnitud. Considerando que nuestro objetivo es
transformar PN, y que el gen que presenta mayor expresion es SIACO2, decidimos
generar vectores de edicion para este gen para editar tomate Poncho Negro.

3.2.-Regeneracion in vitro y transformacién de tomate Poncho Negro
3.2.1.-Regeneracién y propagacioén clonal

Para transformar una especie vegetal se debe contar con el protocolo de cultivo in vitro
y propagacion clonal. Debido a que no contabamos con el protocolo para PN, fue
necesario estandarizarlo en esta tesis. A partir de la literatura disponible del tomate
Poncho Negro no encontramos estudios para basar su regeneracion in vitro, por ello fue
necesario evaluar medios in vitro publicados para otras variedades de Solanum
lycopersicum (Arias et al., 2021; Saeed et al., 2019; Titeli et al., 2021) los que fueron
adaptados para PN, evaluando distintas concentraciones de sacarosa (sac) y hormonas

reguladoras del crecimiento (HRC) en el medio nutritivo MS (Murashige & Skoog, 1962).

En un primer ensayo se evalué la regeneracién en explantes de hoja y tallo de tomate
PN, en tres concentraciones de sac 10-, 20- y 30g/L (equivalente a 1-, 2-y 3% P/V) y
dos combinaciones de HRC: BAP 2mg/L méas IBA 0.1mg/L (en adelante BAP+IBA) y
ZEA 2mg/L més IBA 0.1mg/L (ZEA+IBA) (Tablas 1 y 2), donde BAP y ZEA son
citoquininas e IBA una auxina. Se registro la sobrevida, induccién de callos y brotes al
primer y segundo mes respectivamente (Figuras 12 y 13 y Tablas S2, S3, S4 y S5)

comparando con el medio control MS (Medio Basal, MB) sin HRC.

En el ensayo con explantes de hoja, al primer mes se puede observar induccion de
callos en los tratamientos con HRC al 1% y 3% sac, siendo aquel con mayor rendimiento
ZEA+IBA a 1% sac, alcanzando un 83% de induccion de callos (Figura 12A 'y Tabla S2),
manteniendo el 100% de sobrevida (Figura 12B y Tabla S2). Luego, al segundo mes se

observé induccion de brotes en ZEA+IBA al 1% y 3% sac y BAP+IBA al 1% sac, siendo

42



la primera combinaciéon de HRC la que mas indujo la formacién de brotes, alcanzando
20% en el tratamiento con 1% y 3% sac (Figura 12C y Tabla S3). Al determinar el
porcentaje de sobrevida, aquellos explantes en BAP+IBA presentan 70% en 1% sac, y
40% en 2% y 3% sac, mientras que ZEA+IBA presenta un porcentaje inferior al 15% en
las tres condiciones de sacarosa (Figura 12D y Tabla S3). Cabe destacar que a lo largo
del experimento los explantes cultivados en los medios con mayor concentracion de
sacarosa (2% y 3%) mostraban signos de senescencia reflejado en su coloracién
amarilla (Tablas S2 y S3). Adicionalmente, al menos el 50% de los explantes murieron
en cada una de las condiciones de este ensayo, a excepcion de BAP+IBA al 1% sac.
Ningun control (MB) mostré sefiales de respuesta al cultivo y al finalizar el andlisis no
permanecieron vivos. Ya que lo mas relevante es obtener callos y brotes, la combinacion
ZEA+IBA sac 1% es la mas apropiada al usar hojas como explantes, aunque es

necesario ajustar las condiciones de cultivo para evitar la muerte del tejido.
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Figura 12.- Efecto del suplemento de sacarosa y hormonas reguladoras del crecimiento en
la regeneracion in vitro de tomate PN a partir de hojas. (A) Porcentaje de explantes con
induccioén de callo a partir de hojas de tomate Poncho Negro a 1 mes de iniciado el tratamiento.
(B) Porcentaje de sobrevida de explantes de hoja a 1 mes de iniciado el tratamiento. (C) Porcentaje
de explantes con induccién de brotes a 2 meses de tratamiento. (D) Porcentaje de sobrevida de
explantes a 2 meses de tratamiento. MB, medio basal MS; BAP + IBA, medio basal suplementado
con BAP 2mg/L e IBA 0.1mg/L; ZEA + IBA, medio basal suplementado con ZEA 2mg/L e IBA
0.1mg/L

43



Por otro lado, al usar tallos como explantes al cabo del primer mes se puede observar
induccién de callos en 5 de los 6 tratamientos, siendo aquel con mayor rendimiento
BAP+IBA a 1% sac, alcanzando un 66%, seguido por ZEA+IBA a la misma
concentracion de sacarosa con un 50% (Figura 13A y Tabla S4); luego, al segundo mes
se pudo observar induccion de brotes en el tratamiento con BAP+IBA, donde se obtuvo
un 25% y 23% en medio a 1% y 2% sac, y ZEA+IBA a 1% sac, alcanzando un 18%
(Figura 13C y Tabla S5). Cabe destacar que el suplemento con ZEA+IBA afect6 la
sobrevida de los explantes desde el primer mes, observando la muerte de cerca del 50%
del tejido al primer mes y el 90% al segundo (Figuras 13B y 12D y Tablas S4 y S5).
Ningun control (MB) demostro respuesta al cultivo y al segundo mes de andlisis solo en
la condicién al 2% de sacarosa cerca de la mitad de los explantes seguia vivo.
Considerando estos resultados, al usar tallo como explante la mejor combinacion seria
BAP+IBA sac 1%.
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Figura 13.- Efecto del suplemento de sacarosay hormonas reguladoras del crecimiento en
la regeneracion in vitro de tomate PN a partir de tallo. (A) Porcentaje de explantes con
induccion de callo a partir de tallos de tomate Poncho Negro a 1 mes de iniciado el tratamiento.
(B) Porcentaje de sobrevida de explantes de tallo a 1 mes de iniciado el tratamiento. (C)
Porcentaje de explantes con induccién de brotes a 2 meses de tratamiento. (D) Porcentaje de
sobrevida de explantes a 2 meses de tratamiento. MB, medio basal MS; BAP + IBA, medio basal
suplementado con BAP 2mg/L e IBA 0.1mg/L; ZEA + IBA, medio basal suplementado con ZEA
2mg/L e IBA 0.1mg/L
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Debido a que en la literatura se menciona mayor plasticidad para regeneracion in vitro
de tomate a partir de cotiledén e hipocatilo (Titeli et al., 2021), es que con los resultados
anteriores se decidid repetir la experiencia con estos tejidos del tomate PN.
Considerando los resultados previos, se utilizé un suplemento de sacarosa al 1% en
medio MS y se evalu6 el efecto que tiene las combinaciones de BAP+IBA en ambos
tejidos y ZEA+IBA solo en cotiledones en mismas concentraciones que el ensayo
anterior (Tablas 1 y 2). En este ensayo no se consideraron controles sin hormonas
debido a la baja disponibilidad de material vegetal en el laboratorio en el momento de la
realizacién del ensayo, y que los explantes de hoja y tallo en dicha condicién no
sobreviven a los 2 meses de ensayo como se pudo ver en las Figuras 12D y 13D. En el
caso de los cotiledones (Tablas 7 y 8) no se observan diferencias significativas entre
ambas combinaciones de hormonas en la induccion de callo y sobrevida al primer mes;
no obstante, al revisar los resultados al segundo mes se observa que el tejido cultivado
con BAP+IBA presenta un 21% de induccion de brotes, con un brote por explante en
promedio, y del total de explantes (n=24) sobrevivié el 58%, mientras que aquellos
cultivados en ZEA+IBA un 78% presenta brotes, incluso mas de uno por explante, y
sobrevive el total de explantes (n=23). Respecto al cultivo de hipocotilo (Tablas 7 y 8),
al primer mes se puede observar respuesta al cultivo con HRC con el engrosamiento
del tejido, no obstante, solo el 50% presenta callo, manteniendo una sobrevida del 100%
de los explantes (n=26); luego al segundo mes, solo un explante (4%) presenta un brote
incipiente, manteniendo un 38% de sobrevida. Se destaca de esta experiencia la
regeneracion de PN a partir de explantes de cotiledén con suplemento ZEA+IBA como
mejor estrategia para llevar adelante la regeneracion por organogénesis en tomate PN,
debido a su alta tasa de induccion de callo (100%) y brotes (78%) y sobrevida (100%),
efecto que no se pudo observar de la misma magnitud bajo el efecto de la combinacion
BAP+IBA. Adicionalmente, se descarta la regeneracién a partir de hipocétilo, al menos

bajo las condiciones analizadas, debido a su baja respuesta al tratamiento.
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Tabla 7 Ensayo de regeneracion in vitro de tomate Poncho Negro por organogénesis
somatica a partir de cotiledén e hipocétilo. Se muestran fotografias representativas de los
explantes de cotiledon e hipocétilo al primer y segundo mes de cultivo en las distintas
combinaciones de fitohormonas (BAP/IBA y ZEA/IBA). El medio basal utilizado para este ensayo
esta compuesto por medio MS 1x (Murashige & Skoog, 1962) suplementado con 1% de sacarosa.

Cotiledén Hipocétilo
Tratamiento
ormonal ZEA 2mg/L BAP 2mg/L BAP 2mg/L
IBA 0.1mg/L IBA 0.1mg/L IBA 0.1mg/L
Tiempo
n=24
1 Mes
2 Meses

Tabla 8.- Efecto del suplemento de sacarosa y hormonas en la regeneracion in vitro de
tomate PN a partir de cotileddn e hipocdtilo

| Tratamiento | Namero | I | sobrevida | GRTEAT | Sobrevida
Tejido Hormonal de (1 mes) (1 mes) (2 meses) (2 meses)
explantes (%) (%) (%) (%)
Cotiledon BAP+IBA 24 100 100 21 58
ZEA+IBA 23 100 100 78 100
Hypocaotilo BAP + IBA 26 50 100 4 38

3.2.2.-Transformacién de tomate Poncho Negro

Con los resultados anteriormente sefialados se decidio transformar cotiledones de
tomate PN debido a su alta respuesta a la organogénesis soméatica bajo las fitohormonas
ZEA a 2mg/L e IBA a 0.1mg/L cultivados en medio MS 1x y suplemento de sacarosa al
1%. Se transformé un total de 155 explantes de cotiledén con el vector
pGGK7:AtCas9:2xARNQgSIACO?2, el cual porta el gen que codifica para la proteina Cas9
y dos ARNg disefiados para realizar una delecion de 2593pb del gen SIACO2 (método
2.5.1) (Figuras 2 y 3). Los explantes se transformaron de acuerdo con lo descrito en el
método 2.4.3.3 y se cultivaron hasta las 8 semanas post transformacion, obteniendo un

callo incipiente o bien cotiledones que han comenzado a engrosar, sin desarrollo de
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brotes (Figuras 14A y 14B). Para determinar la efectividad del proceso de edicién, se
tomaron seis callos de dos meses post transformacion, se extrajo ADN (seccién 3.2.2)
y se realizé PCR de punto final para amplificar el gen SIACO2 (seccién 2.5.3.2),
esperando obtener fragmentos de PCR de 2843pb (version silvestre) o de menor
tamafio producto de la mutacién por uno de los ARNg o de 250pb que corresponde a la
condicién en que ambos ARNg fueron efectivos en la edicion (Figura 3). En el gel de
agarosa resuelto con el producto de PCR se obtuvo una banda de aproximadamente
2800pb en las 6 muestras transformantes y en el control silvestre (WT); no obstante, no
se logro6 apreciar la banda esperada de 250pb ni intermedias en ninguna de las muestras
transformantes (Figura 14C).

kb WT Ci1

3000pb
b= ‘E
2500pb —|—>

C2 C3 C4 C5 Cé6 —

250pb—p

Figura 14.- Regeneracion y PCR de punto final de explantes de cotiledén de tomate PN
transformados con pGGK7:AtCas9:2xARNgSIACO2. (A) Explantes de cotiledon 2 semanas
post transformacion con cepa A. tumefaciens pGGK7:AtCas9:2xARNgSIACO2. (B) Explantes 2
meses post transformacion. (C) PCR de punto final del gen SIACO2 para validacion de edicion
por CRISPR/Cas-9. De izquierda a derecha 1Kb: Marcador de peso molecular GeneRuler 1kb
DNA Ladder; WT: Control del producto silvestre obtenido a partir de muestras sin transformar; C1-
6: Muestras de callo transformantes para el vector pGGK7:AtCas9:2xARNgSIACO2; —: control
negativo para la reaccion de PCR (reaccion sin ADN, solo agua).
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4.-Discusion
4.1.-Seleccion de genes y andlisis bioinformatico

Mudltiples son las vias de sefalizacidon que se activan en las plantas bajo estimulos de
estrés, por ello es importante identificar genes clave que regulen estas respuestas para
elaborar una estrategia y otorgar mayor tolerancia ante estos estimulos (Benny et al.,
2019; Zafar et al., 2020). Muchos genes han sido vinculados a las vias de regulacion de
la respuesta generada por el estrés frente a sequia o salinidad, y en este estudio se
identificaron 54 genes (Tabla S1) descritos en diversos modelos de estudio. Por ello,
resulta clave evaluar en primera instancia si existe literatura que indique si otorgan
tolerancia o susceptibilidad, su induccién de expresion bajo estrés y finalmente si se
encuentran codificados en nuestro modelo de estudio, que en este caso es el genoma
de referencia de tomate. En Zafar et al. 2020 se describen dos grandes categorias de
genes segun su funcién que podrian ser objetivo para desarrollar cultivos mas tolerantes
a estrés abiotico: aquellos que cumplen una funcion estructural y otros regulatorios. La
primera hace referencia a aquellos genes que participan en determinados procesos que
afectan a la tolerancia al estrés abibdtico, tales como el metabolismo de especies
reactivas de oxigeno (ROS) , el balance hormonal de la planta y aquellos involucrados
en la degradacién de proteinas relacionadas a los procesos de tolerancia a estrés; por
otro lado, los genes regulatorios hace referencia a aquellos que codifican a factores de
transcripcién, fosfatasas, quinasas y miARN, los cuales regulan la expresién de muchos
genes rio abajo y activan multiples vias de estrés (Zafar et al., 2020). En base a lo
anterior, en esta tesis se puso particular atenciéon en aquellos genes con funcion
estructural cuya induccion produjese susceptibilidad en las plantas; considerando que
de generarse el knockout de un gen regulatorio, como un factor de transcripcion, el
riesgo de efectos pleiotropicos indeseados en el proceso de desarrollo seria mayor que

el de un gen estructural por la magnitud de procesos involucrados en cada uno de ellos.

Entre el grupo de genes mencionado, logramos identificar 5 genes reguladores
negativos a estrés por sequia o salinidad que tuviesen un rol estructural en la planta, y
gue ademas se inducen en condiciones estrés (Tabla 6). Tres de ellos poseen actividad

E3 ubiquitina ligasa, por lo que estan involucrados en la sefializacién de degradacion de
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proteinas que otorguen tolerancia a la planta bajo estrés abiotico; y, dos de ellos forman
parte de la ruta de biosintesis del etileno, hormona gaseosa vinculada a la
susceptibilidad ante estrés abidtico en plantas (Khan et al., 2017). En esta tesis se
describié el rol de los genes OsDIS1 (Ning et al., 2011a; Chen et al., 2011b; Zafar et al.,
2020) y TaACOL1 (Benny et al., 2019; Chen et al., 2014), y sus estudios relacionados de
sobreexpresion y/o silenciamiento/knockout de estos genes (Figuras 4y 7) nos permitié
seleccionarlos para identificar sus ortélogos en el genoma de referencia de tomate
(Solanum lycopersiucum), encontrando 8 del gen OsDIS1y 7 de TaACO1.

Entre los 8 ortdlogos de OsDIS1, una de las proteinas codificadas en tomate esta
anotada como SIDIS1, la cual agrupa en un mismo clado con OsDIS1 (Figura 5), siendo
antecedente suficiente para su seleccién y andlisis. Cabe destacar que hay un grupo de
5 proteinas — SISINA1/2/3/4/6 — que agrupan dentro de un clado distinto y a un nivel
superior a OsDIS1, los que ademas presentan distancias filogenéticas acotadas entre
si. Los 2 miembros restantes — SISINA5 y SISINAT2 — no agrupan con otras proteinas
y se encuentran en niveles inferiores a OsDIS1. Al analizar un alineamiento multiple de
las 3 proteinas con mayor homologia (SIDIS1, SISINA3 y SINA4) y aquellas que estan
hacia la base del arbol filogenético (SISINA5 y SISINATZ2), podemos observar que los 5
miembros conservan los residuos que otorgan las funciones de unién de Zinc en los
dominios RING y SINA, y de union de sustrato en este Gltimo; no obstante, observamos
alta variabilidad en los residuos responsables de la interaccion proteina-proteina,
denominada interfaz de dimero, cuya variabilidad podria responder a especificidad a
ciertas familias de cofactores que podrian participar en el proceso de ubiquitinacion y
proteinas blanco que podrian ubiquitinar cada una de estas proteinas (Polekhina et al.,
2002). En ese sentido, en base a lo observado en el arbol filogenético y al nimero de
residuos aminoacidicos conservados en la interfaz de dimero se optd por estudiar las
proteinas SISINA5/T2 como posibles RN. Adicionalmente, diversos estudios vinculan a
los genes de la familia SINA al desarrollo y respuesta frente a estrés abidtico en plantas
(Zhang et al., 2019), motivo adicional por el cual se extiende la busqueda mas alla del
ortélogo SIDIS1 con el fin de caracterizar su comportamiento bajo estrés osmatico y

salino.
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Por otro lado, entre los 7 ortélogos de TaACO1 pudimos observar un comportamiento
similar al descrito en Houben y Van de Poel 2019, donde elaboran un &rbol filogenético
con las secuencias aminoacidicas de ACC oxidasas de distintas especies y describen 3
tipos, donde SIACQO1/2/3/4/6 pertenecen aquellas de Tipo I, SIACO5 al Tipo Il y SIACO7
al Tipo lll. En este estudio también observamos que SIAC0O1/2/3/4/6 agrupan dentro de
un mismo clado, mientras que SIACO5 y SIACO7 estdn de manera independiente,
concluyendo que se repite el patrén descrito previamente. Cabe destacar que en el clado
formado por 5 proteinas hay dos grupos, uno compuesto por SIACO1/2/3 y otro por
SIACO4/6. Dentro de este arbol filogenético, TaACO1 se encuentra formando un clado
con SIACO7, aunque presentan grandes distancias filogenéticas entre si. A pesar de lo
anterior, decidimos no estudiar SIACO7 debido a que en el estudio llevado a cabo por
Chen et al. 2014 describen que TaACO1 no se induce bajo salinidad, incluso disminuye
su expresion frente a estrés, por lo que nuestra hipotesis lleva a que puede presentar
un comportamiento similar. No obstante, a partir de los datos publicados en Benny et al.
2019 encontramos que SIACO2 se induce bajo sequia y SIACO4 se reprime, por dicho
antecedente es gue se seleccion6 SIACO2 para ser analizada en PN junto a SIACO1/3
por agrupar con este gen, hipotetizando que los miembros de este subgrupo se
inducirian bajo las mismas condiciones. Al revisar el alineamiento mdltiple de las
proteinas codificadas por estos 3 genes mas TaACOL1 y SIACO7 (Figura S2), podemos
confirmar que SIACO1/2/3 corresponden a ACC oxidasas del tipo |, mientras que
SIACO7 y TaACOL1 del tipo lll, destacando que esta Ultima no habia sido catalogada
previamente (Houben & Van de Poel, 2019). Teniendo como referencia SIACO2
observamos que SIACO7 y TaACOl no conservan el residuo que permite la
glutationilacion (C60), modificacion postraduccional que podria modular la actividad o
estabilidad de la enzima volviéndola insensible a esta (Houben & Van de Poel, 2019).
Asi también, hay varios residuos importantes para la actividad enzimatica que no se
encuentran conservadas en estas proteinas. No obstante, las 5 proteinas son
funcionales para la sintesis de etileno, y seria la abundancia de esta hormona
responsable de la regulacién negativa a estrés salino (Chen et al., 2014), por lo que

validar la induccién de uno de estos genes es suficiente para otorgar el rol como RN.
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En el andlisis de expresion relativa de los 6 genes seleccionados — SIDIS1, SISINA5/T2,
SIACO1/2/3 — en condiciones normales de cultivo de tomate mediante eFP Browser,
encontramos que soélo SIDIS1, SISINAT2 y SIACO2 poseen un nivel expresion basal
elevado en raices de tomate (Figuras 7 y 9), lo que podria revelar que estos genes
cumplen un rol en el desarrollo de este tejido. Por otro lado, no seria ese el caso con los
genes SIACO1/3 que presentan un nivel de expresion inferior en raiz (-3.78 y -0.54
veces) (Figura 9), y que pareciese ser que su funcion esta orientado a la maduracion
del fruto del tomate, donde si presentan valores positivos (informacion no presentada),
por lo que se decidié no persistir con el estudio de estos genes. Situacion similar sucedio
con SISINA5, no obstante, su expresion similar al normalizador (-0.08 veces) (Figura 6)
indica que algun grado de participacion posee en el desarrollo radicular. Por lo anterior,
se continud analizando la expresion de los genes SIDIS1, SISINA5/T2 y SIACO2 en
condiciones agudas de estrés osmoético y salino.

4.2.-Ensayo de estrés osmoético y salino

El andlisis de expresién de los genes SIDIS1, SISINA5, SISINAT2 y SIACO2 bajo
condiciones agudas de estrés salino y osmético nos da luces, en primera instancia, que
las variedades PN y ACE responden de distinta forma con cada uno de estos genes
respecto al tipo de estrés (Figuras 10 y 11). La diferencia en nivel y patrén de expresion
de los genes evaluados podria sefialar que la participacion de ellos en el mecanismo de
respuesta a estrés salino e hidrico puede ser algo propio de cada variedad de tomate
(Huanca-Mamani et al., 2018). En relacién a esto, un punto a destacar fue la escasa
respuesta del PN al estrés salino en los genes estudiados, solo se indujo SISINAT2, lo
cual podria deberse a la presion dada por las condiciones de cultivo en el valle de Lluta
que hayan generado mecanismos de tolerancia a salinidad, no presentes en los
cultivares comerciales y que evitan la activacién de los genes RN estudiados (Bastias
et al., 2020; Huanca-Mamani et al., 2018). También llama la atencion que todos los
genes, salvo SISINA5, se inducen preferentemente bajo estrés osmético que salino.
Entre ellos, SISINAT2 y SIACO2 se expresan en ambas variedades en estrés osmotico
y cada uno de ellos en salinidad en PN o ACE, indicando que estos podrian cumplir un

rol en la regulacion de la respuesta frente a estos estreses.
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Considerando que SIACO2 se induce en mayor magnitud en PN que los otros genes
estudiados y que la sintesis de etileno cumpliria un rol negativo en la respuesta frente a
estrés abidtico, podriamos considerar que la edicién del gen SIACO2 en tomate PN
permitiria aumentar el umbral de tolerancia a sequia de esta variedad (Chen et al. 2014;
Zafar et al. 2020), estableciendo asi una estrategia para generar un knockout de este
gen (Figura 3) con el vector binario pGGK7:AtCas9:2xARNgSIACO2 descrito en el punto
2.5.1

4.3.-Transformacion y regeneracién in vitro de tomate Poncho Negro

Con el fin de llevar adelante con éxito la edicion del tomate PN, fue necesario evaluar
distintas estrategias de regeneracion in vitro del tomate mediante organogénesis
somatica. En un comienzo, por disponibilidad de material vegetal y por experiencias
previas (Colomer, 2017), se decidi6 evaluar la regeneracion in vitro usando hojas y tallos
de tomate PN como explantes. Evaluamos el efecto de la concentracion de sacarosa
(1%, 2% y 3% p/V) y dos combinaciones hormonales (BAP + IBA 'y ZEA + IBA) (Figuras
12 y 13 y Tablas S2, S3, S4 y S5) basandonos en protocolos desarrollados para otras
variedades de tomate (Arias et al., 2021; Saeed et al., 2019; Titeli et al., 2021).

Lo primero que nos sorprendié de este ensayo fue el efecto negativo en la regeneracion
de los explantes de PN bajo una concentracion creciente de sacarosa, lo que difiere
significativamente a la experiencia de nuestro grupo en la regeneraciéon de tomate
microtom (Arias, 2016), el cual se lleva a cabo al 3%. Cabe destacar que, este resultado
fue clave para ajustar el protocolo de propagacion clonal in vitro del tomate PN, donde
las plantas que cultivdbamos al 3% de sac desarrollaban de manera explosiva raices
por sobre el medio de cultivo, fenotipo que desaparecié en su totalidad al disminuir su
concentracion (informacién sin mostrar). En segundo lugar, es necesario destacar la
importancia del desarrollo de la técnica de cultivo in vitro previo al desarrollo de ensayos
de larga duracion y alto volumen, dado que por la falta de experiencia se perdié gran
parte de los explantes del ensayo llevado a cabo en hoja bajo la condicién de ZEA+IBA
sac 1%; no obstante, los resultados cualitativos previos a la pérdida permitieron
continuar con los andlisis de dicha combinacién hormonal en cotiledones. En tercer

lugar, nuestra experiencia previa en los experimentos de regeneracion en tomate nos

52



indicaba que es posible llevar adelante la regeneracién con un refresco de medio cada
1 mes, no obstante, al aplicar esto en PN (hoja y tallo) observamos que el tejido no se
sostenia a los dos meses. Pino et al., 2010 sefiala que durante el cultivo del tejido realiz6
subcultivos cada 10 dias, por lo que basandonos en la experiencia adquirida en nuestro
primer ensayo de regeneracion y lo descrito en literatura se decidié acelerar el refresco
de los medios de cultivo a cada 2 semanas para el segundo ensayo llevado a cabo en
cotileddn e hipocétilo, observando mayor sobrevida de los explantes y respuesta de los
cotiledones al cultivo (Figuras 12Dy 13D y Tablas 7 y 8).

En relacion con los resultados desprendidos de la organogénesis a partir de tallo, es
interesante evidenciar las diferencias en base a los distintos tratamientos hormonales,
donde BAP+IBA impuls6 un mecanismo indirecto, es decir, via la formacion de callo;
mientras que ZEA+IBA lo hizo de forma directa, induciendo la formacién de brotes,
desde el primer mes de cultivo (Figura S4). Esto es importante para definir la estrategia
gue se quiere llevar a cabo en la transformacién, dado que la via directa permite obtener
brotes en menor tiempo, mientras que la indirecta requiere mas tiempo, pero con la
ventaja de propagar mediante la division del callo en el proceso. Adicionalmente, para
la regeneracion a partir de tallo es necesario tener especial cuidado en la seleccion del
tejido, debido a que en el ensayo realizado con ZEA+IBA 1%sac se cultivé un explante
que conservaba un meristema axilar (Figura S5), motivo por el que se indujo el desarrollo
de un brote con mayor facilidad al activarse las células meristeméaticas por accién del
suplemento hormonal, pudiendo confundirse esto con una organogénesis directa. Cabe
destacar que miembros de nuestro grupo intentaron transformar explantes de tallo de
PN para la edicién de otros genes con diversos protocolos basados en A. tumefaciens
sin lograr una transformacion exitosa (informacion sin mostrar), desprendiendo la
hipbtesis que este tejido seria recalcitrante a la transformacién, motivo por el cual se
desisti6 a la transformacion de tallo en esta tesis. A pesar de lo anterior y en
consideracion a la respuesta observada a la regeneracion en tallo, se decidi6 evaluar la
regeneracion en hipocotilo y el tratamiento con BAP+IBA, con la hip6tesis de desarrollar
un mecanismo indirecto, no obstante, los resultados obtenidos no fueron lo esperado
dado por la escasa respuesta a la regeneracion (Tablas 7 y 8), descartando también

esta alternativa de regeneracion.
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Por otro lado, la organogénesis a partir de hoja fue lograda por un mecanismo indirecto
en ambas combinaciones hormonales, presentando aparentemente una mayor
respuesta al tratamiento de ZEA+IBA por la alta tasa de desarrollo de callo obtenida
(Figura 12A), no obstante, el bajo nimero de explantes analizados (n=6) y la baja
sobrevida al segundo mes no permite obtener conclusiones significativas de este
ensayo. Por otro lado, el tratamiento BAP+IBA nos presenta tejido con mayor sobrevida
a lo largo del tratamiento, pero baja respuesta de regeneracion, lo que de igual forma
no responde a las exigencias de un trabajo de mejoramiento genético vegetal, debido a
gue el periodo analizado ya es extenso y se desconoce cuanto tiempo mas seria
necesario para el desarrollo de 6rganos en caso de que su respuesta fuese mas lenta
al tratamiento hormonal. A pesar de todo lo expuesto, esta experiencia se repitié en
cotiledones, modificando la frecuencia de refresco del medio (cada 1 mes a 2 semanas),
logrando un alto nivel de respuesta a la callogénesis y formacion de brotes en el
tratamiento por ZEA+IBA (Tablas 7 y 8), obteniendo inclusive callos con mas de un
brote; mientras que BAP+IBA desarrolld una baja respuesta a la formacion de callo y los
brotes obtenidos no superaban la unidad por callo, a eso sumado una menor tasa de

sobrevida en el cultivo.

En general, nuestra experiencia en la regeneracidon por organogénesis somatica de
tomate PN nos lleva a considerar que el tejido foliar (hojas y cotiledones) es mas labil a
generar respuesta bajo la influencia de la citoquinina Zeatina; mientras que el tallo
responde a ambas citoquininas utilizadas, solo que el mecanismo -si es directo o
indirecto- difiere seguin la hormona. Finalmente, si omitimos la diferencia en la frecuencia
de refresco del medio de cultivo aplicado entre los ensayos realizados con hoja/tallo y
cotiledén/hipocétilo, la regeneracion por organogénesis de tomate PN se podria resumir

de la siguiente manera:
cotiledénzeaisa>cotileddneapiea=tallosarisa=tallozeaisa=hojazeaisa>hojasarisa>hipocotilosariza

Siendo cotileddn el mejor tejido para llevar adelante una estrategia de regeneracion por

organogénesis bajo el tratamiento ZEA+IBA, e hipocétilo bajo BAP+IBA el peor.
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En consideracion a lo anterior, se transformaron cotiledones con el vector
pGGK7:AtCas9:2xARNQgSIACO2 de acuerdo con lo descrito en el punto 2.4.3.3.
Transcurrido 6 semanas se obtuvieron explantes que presentaban los primeros signos
de respuesta al tratamiento hormonal, es decir mayor grosor y densidad. Lo anterior no
fue sorpresa para nhuestro grupo debido a que el uso de antibidticos afecta la capacidad
de regeneracion del tejido vegetal (Gerszberg & Grzegorczyk-Karolak, 2019). Debido a
la imposibilidad de extender en tiempo el cultivo del tejido transformante se procesaron
6 muestras, extrayendo su ADNg Yy realizando PCR para amplificar el gen SIACO2
(Método 2.5.3.2), logrando amplificar una sola banda de 2800pb aproximadamente, al
igual que el control silvestre (Figura 14). La ausencia de la banda de 250pb esperada
indica que la estrategia de generar la deleciébn de 2593pb en el gen SIACO2 no fue
efectiva en los explantes transformantes analizados, esto posiblemente puede ser a la
baja probabilidad de ocurrir la reparacion uniendo extremos distantes entre si (Doll et
al., 2019); y, debido a que la técnica no es lo suficientemente sensible para diferenciar
cambios del rango de 10pb no fue posible detectar mutaciones del tipo INDELSs.
Considerando que es mas probable generar este tipo de mutaciones se podria evaluar
la funcion de los ARNg mediante un ensayo de deteccion de regiones sin aparear
(mismatch), la busqueda de polimorfismos de longitud de fragmentos de restriccion
(RFLP) o secuenciacion. La primera de ellas se realiza con la enzima de restriccion
T7E1 que reconoce las deformidades en la doble hebra de ADN, por lo que productos
de PCR donde hubiese una mezcla del gen silvestre y mutante se generarian
mismatches en la doble hebra de ADN, siendo reconocidas por T7E1, generando una
mezcla de fragmentos de distinto tamafio (Vouillot et al., 2015). Por otro lado, se podria
realizar la busqueda de sitios para enzimas de restriccién cercanas a los sitios de corte
de los ARNg y realizar analisis de digestion enzimatica, que al generarse una
modificacion del tipo INDELs produciria la pérdida del motivo y asi la tolerancia a la
enzima de restriccion (Etaware, 2021). Por Ultimo, la secuenciacion permitira identificar
la regién del gen que fue afecta a edicion y también el tipo de modificacion que sufrio,

pudiendo proyectar como se podria alterar la traduccion de la proteina.
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En conjunto estos resultados no permiten validar la hipétesis de esta tesis debido a que
las técnicas disponibles para determinar la edicién del gen no eran lo suficientemente
sensibles para evaluar mutaciones puntuales del tipo INDELs, dependiendo finalmente
de la delecion de 2593pb, evento que sucede con una baja probabilidad de éxito. A esto
se suma que, para aumentar la probabilidad de amplificar una secuencia modificada es
necesario enriquecer el tejido transformado, es decir, regenerar una planta completa, lo
gue no se pudo lograr en este trabajo donde, por falta de tiempo, se evalué la edicion
en un callo incipiente obtenido a los dos meses post transformacion. Para poder tener
una linea regenerada es necesario disponer de al menos 6 meses para su regeneracion
y propagacion, y los andlisis moleculares un mes adicional; por lo que se requeria de al
menos 5 meses mas para mejorar los resultados expuestos. Adicional a esto, es
necesario caracterizar las eventuales lineas regeneradas para evaluar el efecto del

knockout del gen SIACO2 sobre la tolerancia a sequia y salinidad
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5.-Conclusiones

- Se identificaron y seleccionaron los ortélogos SIDIS1, SISINATZ2, SISINA5 y SIACO2
en tomate de dos genes reguladores negativos descritos en la literatura — OsDIS1 y
TaACOLl.

- Considerando la expresion de SIDIS1, SISINATZ2, SISINA5S y SIACO2 bajo condiciones
agudas de estrés osmético y salino en raices de tomate PN y ACE, muestra que ambos
genotipos responden de manera diferencial al estrés.

- Dado que solo SIACO2 se induce de manera significativa y en mas de un tiempo de
estudio bajo estrés osmotico en PN, se seleccion6 para desarrollar una estrategia para
su edicion en PN.

- La estandarizacion de la regeneracion por organogénesis somatica de PN, permite
seleccionar el medio MS 1x suplementado con 1% de sacarosa, requiriendo el refresco
de medio cada dos semanas; y el uso de cotiledones cultivados con un suplemento
hormonal de ZEA 2 mg/L e IBA 0.1 mg/L.

- Los analisis moleculares realizados con callos transformados no permitieron
discriminar entre aquellos knockout y silvestres. Se recomienda evaluar con otras

técnicas la generacion de INDELs en las muestras transformantes.
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Figura S1. Alineamiento multiple de homélogos OsDIS1. Alineamiento multiple de secuencias
aminoacidicas de genes ort6logos a OsDIS1. Se destaca en negrita la secuencia de la proteina
OsDIS1, proteina de referencia para el andlisis de la figura. Las barras celeste y verde indican la
cobertura los dominios RING y SINA respectivamente. Los residuos destacados en azul son
aquellos que permiten a la proteina la union a zinc; y entre aquellos que se ubican en el dominio
RING se encuentra la Histidina 71, la cual si es modificada por Tirosina se produce perdida de la
actividad E3 ubiquitina ligasa. Por otro lado, los residuos destacados en verde son aquellos que
permiten a la proteina unir el sustrato y aquellos en amarillo son los que producen la interfaz de

dimero.
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Figura S2. Alineamiento multiple de homélogos SIACO2. Alineamiento multiple de secuencias
aminoacidicas de genes paralogos a SIACO2. Se destaca en negrita la secuencia de SIACO?2,
proteina de referencia para el analisis de la figura. La barra anaranjada indica la cobertura del
dominio PLN02299. Se destacan los residuos importantes para la identidad y actividad de la
enzima, diferenciando por color el tipo de ACC oxidasa que corresponde, siendo amarillo del tipo
I y verde del tipo Ill. El rol de los residuos destacados se describe en la esquina inferior derecha
de la figura segun lo descrito en Houben & Van de Poel, 2019.
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Figura S3.-Resultados de RefFinder para la estabilidad de genes normalizadores en tomate
ACE. Recuadro superior muestra el resumen de los resultados en base al algoritmo de RefFinder.
El resto de los graficos muestran los resultados de los métodos del Delta Ct, BestKeeper,
normFinder y Genorm de manera individualizada. En todos los gréficos, valores de menor
magnitud indican mayor estabilidad de los genes; por otro lado, mayor magnitud se correlaciona
a menor estabilidad.

72



28
24
22

18
1.6
14
1.2

08
06
04
0.2

28
24
22

18

1.4
12

L]
06
04
02

Comprehensive gene stability

3
2.
25
2 1.861
15
1
1
05
[}
Act? aTuB uea
<== Most stable genes Least stable genes ==
Gene stability by Delta CT method Gene stability by BestKeeper
16
1.449
14
12 1.108
1.54 1
o8
06
04
02
act? oTUB uBa ° Act? usQ oTuB
<== Most stable genes Leost stable genes ==> <== Most stable genes Least stable genes ==>
Gene stability by normFinder Gene stability by Genorm
2
1.8]
1.6/
1.4
1.2
1
0.8
06
0.418 04
0.2
Act? oTuB 7] ° Act? | oTUB uBQ
<== Most stable genes Least stable genes ==> <== Most stable genes Least stable genes ==>

Figura S4.-Resultados de RefFinder para la estabilidad de genes normalizadores en tomate
Poncho Negro. Recuadro superior muestra el resumen de los resultados en base al algoritmo de
RefFinder. El resto de los graficos muestran los resultados de los métodos del Delta Ct,
BestKeeper, normFinder y Genorm de manera individualizada. En todos los gréaficos, valores de
menor magnitud indican mayor estabilidad de los genes; por otro lado, mayor magnitud se
correlaciona a menor estabilidad.

73



Tabla S1.- Genes reguladores negativos a estrés en la literatura. Se tabula una lista de genes
reguladores negativos a estrés abiético, donde se sefiala si su expresion posee regulacion positiva
(+) o negativa (-) ante estrés salino o hidrico, el efecto que produce en la planta (tolerancia o
susceptibilidad), el factor al que responde y la literatura donde se menciona.

Expresion Tolerancia o
Nombre b P . susceptibilidad Factor Referencias
ajo estrés X .
al ser inducido
Sequiay Soderma et al. 1996; Georgi et al.
Homeobox 7 ) T ABA 2019; Benny et al. 2019
' : Sequiay Bastola et al. 1998; Winicov et al.
Alfin5 () ) /s salinidad 2000; Benny et al. 2019
. Cheng et al. 2013; Xing et al.
ERF1 ) T Etileno 2017; Benny et al. 2019
APK2B (+) T ? Benny et al. 2019
Luo et al. 2013; Zhu et al. 2019;
WRKY20 +) T Saly ABA Benny et al. 2019
LOS1 (+) S Frio Benny et al. 2019
HSP90.4 (+) T Calor Benny et al. 2019
ATLS O " Facto_r d_g Luo et al. 2013; Zhu et al. 2019;
transcripcion Benny et al. 2019
i Sequiay
TTL1 ) T salinidad Benny et al. 2019
WDR5A (+) ? Cromatina Benny et al. 2019
ASHH1 (+) ? Cromatina Benny et al. 2019
AREB3 ) T ABA Benny et al. 2019
PP2AA2 ) ? ? Benny e al. 2019
. Noman et al. 2017; Benny et al.
SNF7 ) T Frio 2019
. Doukhanina et al. 2006; Benny et
BAG6 (+) S Apoptosis al. 2019
Sequiay .
ERF4 (+) T salinidad Yang et al. 2005; Benny et al. 2019
ABA2 ) T Sequia y frio Peleg et al. 2011; Benny et al.
2019
SDG26 (+) ? ? Benny et al. 2019
WRKY53 +) T Sequia Van Eck et aI.22001194; Benny et al.
ESE3 ) T Salinidad Sham et al. 2015; Benny et al.
2019
SOS3 (+) T Salinidad Kim et al. 2013; Benny et al. 2019
ACS12 o s Sequiay Benny et al. 2019
etileno
SAT32 ) T Salinidad Park et al. 2009; Benny et al. 2019
HSP70-2 0 T Salinidad y Leng et al. 2016
calor
J20 ) ? Chaperona Benny et al. 2019
CDKA-1; Sequiay .
cDhC2 ) T salinidad Ye et al. 2016; Benny et al. 2019
Sequia,
GR1 (+) T salinidad y Gill et al. 2013; Benny et al. 2019
ROS
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. Sequiay Wang et al. 2013; Benny et al.
cCh4 ) T salinidad 2019
i Sequiay Gomes Ferreira. 2019; Benny et al
HVA22A ) T salinidad 2019
i Sequiay Akpinar et al. 2012; Benny et al.
AREBS3 ) T salinidad 2019
ACS12 ) T Etileno Chae et al. 2005; Benny et al.
2019
EAT1/ACO2 (+) S Sequia Benny et al. 2019
ERDA4 ) T Sequia Benny et al. 2019
AT5G64030 ) ? ? Benny et al. 2019
HVA22 ) ? ? Benny et al. 2019
ERD15 ) T Sequia Aalto et al. 2012; Benny et al. 2019
i Sequiay Koiwa et al. 2003; Bennty et al.
STT3A ) T salinidad 2019
AT1G26850 ) ? Sequia Benny et al. 2019
DIL9-3 (+) T Sequia Qin et al. 2014; Benny et al. 2019
SRFP1 ) S Salinidad Fang et al. 2015; Zafar et al. 2019
. Ning et al. 2011a; Ning et al.
DIS1 ™) S Sequia 2011b; Zafar et al. 2019
Sequiay Huang et al. 2014; Zafar et al.
DST ™) S salinidad 2019
ANACO069 (+) S Sequiay He at al. 2016; Zafar et al. 2019
salinidad
Sequiay Persak et al. 2014; Zafar et al.
MYBa4 ™) T salinidad 2019
NAL7 (+) T Sequia Peralta et al. 2018
PAO1 (+) T Poliaminas Hao et al. 2018
NPR1 (+) T Sequia Lietal. 2019
MYB10 (+) S Seﬁgf y Gao et al. 2016; Zafar et al. 2019
GhSARP1 (+) S Salinidad Liu et al. 2016; Zafar et al. 2019
SAP7 +) S Sequia Sharma et al. 2015; Zafar et al.
2019
MODD (+) S Sequia Ning et al. 2011; Yan et al. 2018
Sequiay Dong et al. 2011; Benny et al.
ACS6 ™) S salinidad 2019
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Tabla S2.- Ensayo de regeneracion in vitro de tomate Poncho Negro por organogénesis
somatica a partir de hojas (1 mes). Se muestran fotografias representativas de los explantes
luego de 1 mes cultivados en las distintas combinaciones de sacarosa (Sac) (1-3% p/V) y
fitohormonas (BAP/IBA y ZEA/IBA). Como control negativo a la organogénesis somatica se
utilizaron placas suplementadas con sacarosa (1-3%) pero sin suplemento hormonal.

Control sin
Tratamiento
Hormonal

BAP 2mg/L ZEA 2mg/L

Medio Basal
edio Basa IBA 0.1mg/L IBA 0.1mg/L

MS 1x
Sac 3%

MS 1x
Sac 2%

MS 1x
Sac 1%
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Tabla S3.- Ensayo de regeneracion in vitro de tomate Poncho Negro por organogénesis
somatica a partir de hojas (2 mes). Se muestran fotografias representativas de los explantes
luego de 1 mes cultivados en las distintas combinaciones de sacarosa (Sac) (1-3% p/V) y
fitohormonas (BAP/IBA y ZEA/IBA). Como control negativo a la organogénesis somatica se
utilizaron placas suplementadas con sacarosa (1-3%) pero sin suplemento hormonal.

Control sin
Tratamiento
Hormonal

BAP 2mg/L ZEA 2mg/L

Medio Basal IBA 0.1mg/L IBA 0.1mg/L

n=

MS 1x
Sac 3%

MS 1x
Sac 2%

n=7

MS 1x
Sac 1%
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Tabla S4.- Ensayo de regeneracion in vitro de tomate Poncho Negro por organogénesis
somatica a partir de tallos (1 mes) Se muestran fotografias representativas de los explantes
luego de 2 meses cultivados en las distintas combinaciones de sacarosa (Sac) (1-3% p/V) y
fitohormonas (BAP/IBA y ZEA/IBA). Como control negativo a la organogénesis soméatica se
utilizaron placas suplementadas con sacarosa (1-3%) pero sin suplemento hormonal.

Control sin
Tratamiento
Hormonal

BAP 2mg/L ZEA 2mg/L

Medio Basal
edio Basa IBA 0.1mg/L IBA 0.1mg/L

n=

MS 1x
Sac 3%

n=8

MS 1x
Sac 2%

n=10

MS 1x
Sac 1%
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Tabla S5.- Ensayo de regeneracion in vitro de tomate Poncho Negro por organogénesis
somatica a partir de tallos (2 meses). Se muestran fotografias representativas de los explantes
luego de 2 meses cultivados en las distintas combinaciones de sacarosa (Sac) (1-3% p/V) y
fitohormonas (BAP/IBA y ZEA/IBA). Como control negativo a la organogénesis somatica se
utilizaron placas suplementadas con sacarosa (1-3%) pero sin suplemento hormonal.

—
BAP 2mg/L ZEA 2mg/L Cantralsin

Tratamiento
IBA 0.1mg/L IBA 0.1mg/L Hormonal

Medio Basal

n=

MS 1x
Sac 3%

n=8

MS 1x
Sac 2%

n=10

MS 1x
Sac 1%
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