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Resumen
La edicidon génica es una disciplina emergente que busca desarrollar estrategias y métodos para la
modificacion eficiente y especifica del DNA en las células vivas. En plantas, la edicién génica posee un
gran potencial para la investigacion basica y aplicada, permitiendo el estudio de genes, como también el

mejoramiento de cultivos.

Las técnicas de edicion génica actuales se basan especialmente en nucleasas sitio-especificas (NSE) como
el sistema CRISPR/Cas9 (del inglés, Clustered regularly interspaced short palindromic repeats/CRISPR-
associated protein 9), que crea cortes de doble hebra (DSBs, del inglés double strand breaks) sitio-

dirigidos en el genoma.

El sistema CRISPR/Cas9 esta compuesto por la endonucleasa Cas9 y un RNA sintético llamado RNA guia
(gRNA), que es complementario a una secuencia especifica del genoma. Los gRNA y Cas9 forman un
complejo, permitiendo el reconocimiento y corte del DNA blanco. Estos cortes se reparan con mayor
frecuencia mediante la unién de extremos no homalogos (NHEJ, del inglés non-homologous end joining),
gue tiene una alta propensién a inducir mutaciones por insercién o delecidon (indels) en el sitio de corte
gue pueden inactivar la funcién de un gen. El reconocimiento del sitio de corte en el DNA también es
dependiente de la presencia del motivo adyacente al protoespaciador (PAM), cuya secuencia consenso

es NGG.

En Vitis vinifera, los niveles de expresidon de los componentes de CRISPR/Cas9 en el nucleo celular
presentan una barrera para lograr mutaciones eficientemente en el genoma. Con el objetivo de mejorar
este sistema, desarrollamos un vector basado en replicones de DNA derivados del virus del enanismo
del poroto amarillo para la expresién de Cas9 y los gRNA. Utilizando este vector, pudimos generar una
delecién de 1.428 pb en la secuencia gendmica del gen VWSWEET4 en embriones somaticos de vides
transformados con Rizhobium radiobacter. Nuestros resultados también mostraron un aumento de
cuatro veces en la eficiencia de edicidon del gen blanco, en comparacién a la edicién mediada por un

vector T-DNA clasico.

La estrategia propuesta hace posible la creacién de modificaciones precisas del genoma de la vid sin la

necesidad de una integracion estable de los componentes del sistema CRISPR/Cas9.



Abstract
Genome engineering is a rapidly emerging discipline that aims to develop strategies and methods for
efficient and targeted DNA modifications in living cells. In plant sciences, gene editing has enormous
potential for basic and applied research allowing for both the study of individual genes and crop

improvement.

Current genetic engineering techniques are mostly based on sequence-specific nucleases (SSNs), such as
clustered regularly interspaced short palindromic repeats (CRISPR)/Cas9. The CRISPR/Cas9 system is
composed by a Cas9 endonuclease and a synthetic guide RNA (gRNA) complementary to a specific target
sequence producing a DNA double-strand break (DSB) in the genome. These breaks are most frequently
repaired by non-homologous DNA end joining (NHEJ) manner, which has a high tendency to induce
insertion/deletion (indels) mutations at the break site that knock-out gene function. gRNAs can be
designed and led to form editing complexes with Cas9 under in vivo conditions generating indels and
eventually loss of function mutations. Additionally, the presence of a NGG sequence called Protospacer

Adjacent Motif (PAM) in the target genome is a strict requisite for the generation of the DSB.

In Vitis vinifera, delivery of CRISPR/Cas9 reagents presents a barrier to efficiently achieve targeted
genome modifications. To improve that efficiency, we developed a vector based on DNA replicons
derived from the geminivirus Bean Yellow Dwarf Virus (BeYDV) for the expression of Cas9 and gRNAs.
Using this vector, a 1428 bp deletion in the genomic sequence of the WSWEET4 gene was carried out
using a Rizhobium radiobacter-mediated transformation of grapevine somatic embryos. Our results also
showed a four-fold increase in the editing efficiency of the target gene, compared to a T-DNA based

vector.

The proposed strategy makes possible the establishment of precise modifications in the grapevine

genome without need of stable integration of the sequences encoding for the CRISPR/Cas9 components.



1 Antecedentes

1.1 Modificacion Génica
La edicién génica o la modificacion especifica del genoma, tiene en plantas un enorme potencial para la

biologia basica y aplicada, ya que facilita tanto el estudio de la funcion de genes, como también el
mejoramiento de cultivos.

Durante las ultimas décadas, se han generado modificaciones en el genoma a través de mutaciones de
DNA, las cuales son producidas de manera estocastica, principalmente usando quimicos mutagénicos
como etil metil sulfonato (Puchta y Fauser 2014) o mediante radiacion y (Belhaj et al., 2015). Estos
métodos tienen la desventaja de generar grandes poblaciones de individuos mutagenizados que
requieren trabajo a gran escala para identificar los fenotipos deseados en funcidén de los genotipos
asociados a éstos (Voytas, 2013). Otras aproximaciones como, la mutagénesis insercional con DNA de
transferencia (T-DNA), transposones o retrotransposones, no logran la inactivacién completa del gen y
normalmente estas inserciones son al azar (Puchta y Fauser 2014). Asimismo la frecuencia y el tipo de
mutaciones que se logran con estas técnicas siguen estando fuera del control del investigador y carecen
de precision y afectan de forma relevante otras zonas del genoma (Voytas, 2013).

Una de las técnicas ampliamente utilizadas para determinar la funcién de genes son los RNA de
interferencia tales como siRNA y microRNA (Puchta y Fauser 2014). Estas técnicas silencian la expresién
génica a través de la degradacion enzimatica del RNA mensajero (mRNA) con los cuales tienen
complementariedad en su secuencia, lo que en consecuencia genera el bloqueo de la sintesis de
proteinas (Auer y Frederick 2009). Existen casos exitosos donde se ha logrado el silenciamiento
altamente especifico y eficiente de genes endégenos aplicando esta tecnologia. También con estas
técnicas se ha conseguido silenciar secuencias virales confiriendo resistencia a diferentes virus (Jelly et
al., 2012). Sin embargo, estas modificaciones pueden ser reversibles e incompletas, ya que sélo actuan
a nivel del transcrito y no pueden ser utilizadas para editar elementos gendmicos como regiones
regulatorias (Unniyampurath et al., 2016).

En la actualidad, se ha desarrollado la edicién génica basada en nucleasas sitio-especificas o sitio-
dirigidas (NSE o NSD). Estas incluyen meganucleasas (MGNs), nucleasas con dedos de zinc (ZFNs, del
inglés zinc-finger nucleases), nucleasas efectoras tipo activadores de la transcripcién (TALENSs, del inglés
transcription activator-like effector nucleases) y el sistema CRISPR/Cas9 (del inglés, Clustered regularly

interspaced short palindromic repeats/CRISPR-associated protein 9) (Sovova et al., 2017).



Las NSE estan disefadas para reconocer secuencias especificas del DNA y producir cortes de doble hebra
(DSBs, del inglés double strand breaks) cercanos al sitio de reconocimiento, lo que permite realizar
mutagénesis sitio-dirigida o edicidon especifica (Altpeter et al., 2016). Este tipo de técnicas aprovechan la
magquinaria de reparacion del DNA de la célula para corregir los cortes creados por las nucleasas.

El mecanismo molecular mas comun para reparar cortes en el DNA en células somaticas de plantas es la
union de extremos no homologos (NHEJ, del inglés non-homologous end joining) (Puchta y Fauser 2014).
En la reparacion por NHEJ (Figura 1), luego de la induccion del quiebre de la hebra de DNA, los dos
extremos del corte son protegidos de la degradacion por la unién del heterodimero Ku. Posteriormente,
una DNA ligasa especifica (ligasa de tipo 4) es dirigida al sitio y liga los extremos, pudiendo ocurrir o no
procesamiento en éstos, es decir, la insercién o delecion de algunos nucledtidos (indels) (Puchtay Fauser
2014). Esto es de gran interés para la biotecnologia, ya que la presencia de estos indels resultaria en la
disrupcion del marco de lectura traduccional, lo que frecuentemente lleva a la inactivacion del gen.
Una segunda via de reparacion de DSB es por reparacion dirigida por homologia o recombinacion
homoéloga (RH) (Figura 1). En células somaticas vegetales, la RH corresponde a una via de reparacién
menor en comparacion a la NHEJ (Puchta y Fauser 2014). Por ejemplo, la frecuencia tipica de RH en
plantas varia entre 10y 10°® (Voytas, 2013) Por esta razon, la HR esta recién comenzando a ser utilizada

para la modificacion génica.
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FIGURA 1: Mecanismo de reparacion de DSBs. Los cortes de doble hebra producidos en el DNA pueden
ser reparados por dos vias. La via de NHEJ produce reparaciones imprecisas que pueden generar
mutaciones por inserciéon o delecion de bases en el sitio de corte. La reparaciéon por recombinaciéon
homologa (HR) utiliza un templado de reparacién y es posible su uso para introducir modificaciones
precisas.

1.2 El sistema CRISPR/Cas9
El sistema de edicion CRISPR/Cas9 fue descrito inicialmente como un sistema inmune adaptativo en

procariontes (Jinek et al., 2012). Este se basa en secuencias cortas de RNA que permiten la deteccién y
el silenciamiento de secuencias especificas de acidos nucleicos extrafios con el fin de proteger al
organismo hospedero (linek et al., 2012). Aunque el sistema estd presente en multiples genomas
bacterianos, el mejor caracterizado es el sistema CRISPR tipo Il de Streptococcus pyogenes (Stella y
Montoya 2016). En S. pyogenes, el sistema esta compuesto por un operén que contiene los genes cas y
un arreglo CRISPR donde se van integrando pequenos fragmento de DNA invasor (protoespaciador)
entre las denominadas secuencias de repeticiones CRISPR (Sander y Joung 2014). El locus gendmico
CRISPR codifica la endonucleasa Cas9 (proteina 9 asociada a CRISPR), que forma un complejo con dos
moléculas de RNA que se generan a partir del procesamiento del arreglo: el RNA CRISPR (crRNA) y el

RNA transactivador de crRNA (tracrRNA) (Jinek et al., 2012) (Figura 2a).



El crRNA estd compuesto de una secuencia protoespaciadora (que proviene del fragmento de DNA
foraneo almacenado), mas una de las repeticiones CRISPR adyacentes (Sander y Joung 2014). El tracrRNA
es transcrito desde otra zona del arreglo y es requerido para la maduracién del pre-crRNA, que al unirse
al crRNA facilita su posterior procesamiento por la RNasalll (Belhaj et al., 2015). Cada crRNA hibrida con
un tracrRNA y luego ambos forman un complejo con Cas9, donde la secuencia protoespaciadora del
crRNA dirige a Cas9 hacia la secuencia complementaria en el DNA invasor, generandose un corte en
ambas hebras del DNA, resultando en la degradacion de éste. El reconocimiento del sitio de corte en el
DNA también es dependiente de la presencia del Motivo Adyacente al Protoespaciador (PAM), cuya
secuencia consenso es NGG. Estos tres nucledtidos permiten que el complejo Cas9:crRNA-tracrRNA se

combine con la secuencia blanco (Belhaj et al., 2015).
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FIGURA 2: Sistemas CRISPR/Cas9 nativo y sintético.(a) Frente a DNA invasor, el sistema CRISPR/Cas9
nativo incorpora parte de las secuencias de DNA foraneo en su genoma en un arreglo génico, desde el
cual se transcribe el crRNAy tracrRNA. El crRNA hibrida con un tracrRNAy luego se une a Cas9. El complejo
crRNA-trackRNA:Cas9 se une a DNA que contenga la secuencia PAM y una secuencia complementaria al
crRNA y corta ambas hebras del DNA foraneo, al ocurrir un nuevo enfrentamiento.(b) El sistema sintético
CRISPR/Cas9 fusiona los crRNA y tracrRNA, dando origen al gRNA. El gRNA contempla una secuencia de
20 pb complementaria al DNA blanco de edicidn, adyacente a la secuencia PAM, que forma un complejo
con Cas9 permitiendo el reconocimiento y corte del DNA blanco. Adaptado de Sander y Joung (2014).

Para el uso biotecnoldgico de este sistema en particular, es posible fusionar el extremo 3’del crRNA con
el extremo 5’ del tracrRNA, lo que genera una molécula Unica de RNA llamada RNA guia (gRNA), que
imita la estructura requerida para guiar el corte sitio-especifico del DNA (Figura 2b) (Jinek et al., 2012).
El gRNA en conjunto con Cas9 forman una endonucleasa mediada por RNA y su especificidad esta
definida por los veinte nucledtidos presentes en el gRNA y por la presencia de la secuencia PAM en el

extremo 3’ del DNA blanco (Puchta y Fauser 2014) (Figura 3).
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FIGURA 3: Estrategia de edicidn de la nucleasa Cas9. La nucleasa Cas9 realiza cortes de doble hebra en
sitios del DNA que presentan complementariedad con los 20 nucledtidos del extremo 5’ del gRNA vy Ia
secuencia PAM. Cas9 contiene los dominios nucleasa RuvC y HNH (flechas) necesarios para realizar el
corte hacia el 5" de la secuencia PAM en ambas hebras. Adaptado de Sander y Joung (2014).

En consecuencia, para lograr inducir un DSB in vivo en un gen de interés, es necesario que en el genoma
de la célula esté presente una secuencia de tipo N»o-NGG mas la expresidon y ensamblaje correcto de la
endonucleasa Cas9 y el gRNA (Figura 2). De acuerdo a esto, es posible expresar multiples RNA guias para
un mismo gen o para distintos a la vez, lo que permite dirigir los cortes a diferentes sitios en el genoma
de manera especifica (Xing et al., 2014), reduciendo los costos y tiempos necesarios para generar
secuencias correctamente editadas.

Otra ventaja del sistema CRISPR/Cas9 de S. pyogenes es que Cas9 corresponde a una proteina Unica, en
comparacion a otras nucleasas compuestas por multiples subunidades (como TALEN y ZFN) (Newman y
Ausubel 2016). Ademads, al ser Cas9 una nucleasa nativa no es necesario agregar otras proteinas
efectoras que permitan el corte, como es el caso de TALENs y ZFN, donde es necesario fusionar las
proteinas de union a DNA a una nucleasa, normalmente Fokl (Voytas, 2013). Por otra parte, en contraste
con los métodos ZFN y TALEN, que usan interacciones proteina-DNA para identificar el sitio de induccion
de DSB, el sistema CRISPR/Cas9 es una nucleasa guiada por RNA y por lo tanto usa las reglas de Watson-
Crick de complementariedad de bases entre un RNA guia y el sitio blanco en el DNA (Sander y Joung
2014), lo que simplifica su disefio e implementacion.

1.3 Edicion génica en plantas

Los primeros estudios en plantas donde se demostrd la aplicacién de CRISPR/Cas9 se realizaron en
protoplastos de A. thaliana y en suspensiones celulares de N. benthamiana (Ceasar et al., 2016), en los

gue se logré una mutagénesis dirigida basada en NHEJ con frecuencias de 5,6% y 38,5%, respectivamente



(Puchta y Fauser 2014). En 2013 se describid por primera vez la aplicacion del sistema CRISPR/Cas9 en
arroz y trigo, ambos cultivos de alto interés econémico (Ceasar et al., 2016). En este trabajo se realizaron
modificaciones dirigidas mediante NHEJ, obteniéndose frecuencias de mutacidon entre 14,5-38,0% en
protoplastos de arroz y 28,5% en protoplastos de trigo (Puchta y Fauser 2014).

Ademas de estas plantas modelo, CRISPR/Cas9 se ha utilizado exitosamente en otros cultivos, tales como
maiz, lechuga, papa, sorgo, soya, naranjo, tomate, berro y ademas en dlamo (Bortesi et al., 2016) usando
distintos métodos de transferencia o entrega de DNA, los que incluyen la transformacion de protoplastos
mediada por polietilenglicol (PEG), transferencia mediada por Rhizobium radiobacter (ex Agrobacterium
tumefaciens) en embriones y tejidos somaticos o bombardeo de cultivos celulares (Sander y Joung 2014).
Mediante el uso de R. radiobacter no siempre es posible lograr niveles adecuados de Cas9 y gRNAs en el
nucleo, por lo que se ve afectada la eficiencia de las ediciones (Altpeter et al., 2016), lo cual representa
una barrera para lograr modificaciones especificas del genoma de manera exitosa. En el caso de plantas
lefiosas como Vitis vinifera es aun mas dificil tener éxito, debido a que este cultivo es recalcitrante a la
transformacién con R. radiobacter (Costa et al., 2017). Aunque la expresion constitutiva de los
componentes de CRISPR/Cas9 potencialmente podria lograr mayor eficiencia de edicion, la persistencia
de estos componentes en la célula también podria aumentar la frecuencia de mutaciones en sitios
diferentes al blanco (mutaciones “off-target”), un fendmeno que ha sido reportado anteriormente con
ZFN (Sander y Joung 2014). Normalmente, la transferencia de DNA a células de plantas involucra la
integracién del transgen en el genoma del hospedero. En el caso de las herramientas de edicidon, como
CRISPR/Cas9, es importante que la expresion de los componentes sea transitoria pero en alta
concentracion (Altpeter et al., 2016).

1.4 Replicones basados en geminivirus

Los virus de planta tienen el potencial de convertirse en poderosas herramientas para la edicion génica,
al conseguir altos niveles de expresiéon de NSE en los tejidos. Por décadas, se han usado virus de
mamiferos con finalidades similares en terapia génica (Butler et al., 2016).

Los vectores derivados de virus vegetales han sido aplicados ampliamente desde la década de 1980,
tanto para la produccién de proteinas recombinantes en plantas incluyendo anticuerpos y vacunas
(Gleba et al. 2013), como también para inducir silenciamiento génico en gendmica funcional (Lozano-
Duran, 2016).

Ultimamente, la aplicacién potencial de replicones basados en geminivirus para propdsitos de edicidn



génica ha atraido mucha atencidn, considerando su potencial adquirido evolutivamente para manipular
eficientemente algunas funciones celulares. Estas estrategias virales pueden ser explotadas con fines
biotecnoldgicos.

Los geminivirus poseen un genoma de DNA circular de hebra simple (ssDNA), del inglés single stranded
DNA), que se replica en el nucleo utilizando la maquinaria de sintesis de DNA de la planta con el fin de
obtener altos niveles de replicones, es necesaria sdlo un tipo de proteina viral para generar una
replicaciéon exitosa (Lozano-Duran, 2016).

La familia Geminiviradae estd dividida en cuatro géneros: Mastrevirus, Topocuvirus, Curtovirus y
Begomovirus. Los tres primeros tienen genomas de un componente con tamarios entre 2,7-2,8 kilobases
(kb), mientras que los begomovirus pueden tener genomas bipartitos (Rybicki y Martin 2011).

La organizacion del genoma es caracteristica para todos los géneros de esta familia (Figura 4a): constan
de una estructura circular bidireccional, donde los marcos de lectura divergen en el sentido del virion (V)
y en el complementario (C) desde una gran regién intergénica (LIR, del inglés long intergenic region) y
de un origen de replicacién (ori) que contiene una horquilla con una secuencia invariable TAATATTAC en
el bucle. La regiéon LIR comprende elementos de los promotores de los genes de ambos sentidos, a los
cuales se pueden unir factores de transcripcién del hospedero (Rybicki y Martin 2011). Sélo en el género
Mastrevirus existe una pequefia regién intergénica (SIR, del inglés small intergenic region) que se
encuentra en la convergencia de los marcos de lectura en sentido V y C. Esta region contiene un sitio de
union para un partidor que permite el inicio de la sintesis de la hebra complementaria, asi como también
sefiales de poliadenilacién bidireccional (Rybicki y Martin 2011).

El genoma de los geminivirus codifica entre 5-7 proteinas involucradas en la replicacién, el movimiento,
la trasmisidén y la patogénesis (Hanley-Bowdoin, et al., 2013). El proceso de replicacion (Figura 4b)
comienza cuando el ssDNA es liberado desde el virién y convertido a DNA de doble hebra (dsDNA), del
inglés double stranded DNA) mediante polimerasas del hospedero en el nucleo de la célula infectada
(Rybickiy Martin 2011). Este dsDNA es usado como templado para la transcripcién de los genes del virus
y para su replicacion a través de circulo rotatorio (RCR) generando multiples copias del genoma viral
(Rybicki y Martin 2011).

La transcripcion temprana del genoma del virus en la célula vegetal produce principalmente la proteina
asociada a replicacion (Rep), que inicia la RCR al unirse a un sitio dentro de la regidon LIR (Rybicki y Martin

2011). La proteina Rep realiza un corte de hebra simple en la secuencia TAATATT'AC y se une
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covalentemente a la adenina del extremo 5’ indicada en el corte, para permitir el desplazamiento de
hebra por polimerasas celulares y asi continuar con la RCR (Rybicki y Martin 2011). Luego, Rep
recirculariza el ssDNA lineal desplazado por ligacidn, ayudada por el apareamiento de la regién horquilla

presente en el origen de replicacién (Rybicki y Martin 2011).
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FIGURA 4: Estructura y replicacion de geminivirus en células vegetales.(a) El genoma de geminivirus
corresponde a una estructura circular bidireccional desde la region LIR, los marcos de lectura son
divergentes desde esta region. (b) El proceso de replicacién comienza cuando el DNA del virus ingresa a
la célula y es transformado en DNA de doble hebra por la maquinaria celular, luego comienza la
transcripcion y traduccion de las proteinas virales y simultaneamente la replicacion por circulo rotatorio
(RCR) que es mediada por Rep y factores de la célula. Adaptado de Lozano-Duran (2016).

1.4.1 Aplicacién biotecnoldgica de replicones basados en geminivirus

Dentro del género Mastrevirus, el virus del enanismo amarillo del poroto (BeYDV, del inglés bean yellow
dwarf virus) ha sido estudiado exhaustivamente como una herramienta molecular para la expresion de
proteinas recombinantes, principalmente de importancia farmacoldgica (Hefferon, 2014). Las
caracteristicas que hacen que BeYDV sea atractivo para el disefio de vectores con usos biotecnoldgicos
son: a) que su genoma se amplifica hasta un numero de copias muy alto, b) esto es ejecutado
principalmente por factores transcripcionales de la planta y c) posee un genoma de tamafio pequefio

(2,5 kb) y estructura simple.

Las Unicas secuencias requeridas para el desarrollo de un vector basado en BeYDV son Rep, LIR y SIR
(Rybicki y Martin 2011). LIR y SIR permiten que una construccion lineal sea circularizada por la union de
dos secuencias LIR a través de la proteina viral Rep, formando replicones. Esto permite la creacién de

vectores con la estructura “LSL” (LIR SIR LIR) o estrategia de virus desarmados (Peyret y Lomonossoff
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2015).

Esta estrategia presenta varias ventajas por sobre el uso de virus completos: se evitan los efectos
negativos por la expresion de las otras proteinas virales (proteina de la capside y del movimiento,
principalmente); las limitaciones de tamafio de la secuencia son menos estrictas que con virus completo
y las restricciones impuestas por la especificidad del hospedero son menos rigurosas (Lozano-Duran,
2016).

Recientemente, el grupo de Daniel Voytas combiné la edicién mediada por CRISPR/Cas9 con replicones
basados en BeYDV (Figura 5) (Baltes et al., 2014). Se transformaron plantas de Nicotiana tabacum con
un vector T-DNA de R. radiobacter modificado, que contenia las secuencias LSL (LIR-SIR-LIR) y la
secuencia codificante para Rep. Las secuencias codificantes para Cas9 y gRNA contra el gen de
acetolactato sintasa (ALS) fueron ubicadas entre LIR y SIR. En este trabajo, se demostrd un aumento en
la mutagénesis inducida por NHEJ en ALS, sugiriendo que es posible expresar los elementos de

CRISPR/Cas9 desde un replicon basado en geminivirus (RGV) (Baltes et al., 2014).

Agrobacterium

Cas9 nucleasa RNA iuio ReE

LB LR SIR LR RB |

LSL T-DNA
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FIGURA 5: Estrategia de replicones basados en geminivirus (RGV) para edicidn génica. El LSL T-DNA
contiene las secuencias de BeYDV mds Cas9, gRNA y Rep. Este es entregado al nlcleo celular vegetal a
través de transformacion mediada por R. radiobacter. Una vez en el nucleo, Rep circulariza y genera
multiples copias del replicén. Por la accién del complejo Cas9:gRNA ocurre el DSB en el sitio blanco vy la

posterior edicidn génica. LB: left border (borde izquierdo) del T-DNA. RB: right border (borde derecho)del
T-DNA.

La aplicacién de RGV en plantas como método de entrega y expresion de NSE se ha desarrollado
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rapidamente y existen varios estudios que prueban el éxito de esta estrategia en otras especies, como
tomate (Solanum lycopersicum) (Cermak, et al., 2015) y papa (Solanum tuberosum L.) (Butler et al., 2016)
Ambos trabajos lograron la modificacién especifica tanto de genes reporteros como enddgenos. En
tomates se alcanzd una frecuencia de mutacion de hasta 29% en el locus ANT1 con el sistema
CRISPR/Cas9 entregado en un vector T-DNA LSL (Cermék et al., 2015).

A partir de estos estudios, se desprende que la principal ventaja de la entrega de CRISPR/Cas9 a células
vegetales a través de vectores T-DNA derivados de BeYDV, en comparacion con vectores T-DNA cldsicos,
es que no es necesaria la insercion en el genoma de la planta para que ocurra la expresién de los
elementos de CRISPR (Cermak et al., 2015), esto debido a que, por su estructura LSL, el replicén se
escinde del T-DNA lo que crea multiples copias de éste. Por consiguiente, se obtienen niveles elevados
de expresion de Cas9 y gRNA sin la necesidad de transformaciones estables. Esta expresion transitoria
de Cas9 también evita posibles efectos citotdxicos por la expresion constitutiva de la nucleasa (Sandery
Joung 2014).

A pesar de su aplicacidn en varios cultivos, el sistema CRISPR/Cas9 no ha sido estudiado a la fecha en
profundidad en plantas perennes o lefiosas, a pesar de la importancia econdmica de estas especies.
Recientemente, se publicd un estudio sobre la capacidad de CRISPR/Cas9 de introducir mutaciones
dirigidas al gen que codifica la L-idonato deshidrogenasa, que controla la biosintesis de acido tartarico
en vides, como blanco de Cas9 en Vitis vinifera cv. Chardonnay (Ren et al., 2016). Estos resultados nos
muestran la capacidad de este sistema para convertirse en una herramienta poderosa para la
modificacion génica en vides.

Otro resultado importante de este trabajo fue el andlisis de los niveles de expresién tanto de cas9 como
de los gRNA en las células, mostrando que los niveles se relacionaban con la eficiencia de edicion. Se
observé que, de los dos gRNA que se disefiaron, sélo sgRNA1 logré alta frecuencia de mutacién en
suspensiones celulares (Ren et al., 2016) y esto se relacioné con los niveles de expresién de ambos guias.
Los niveles del transcrito de sgRNA1 fueron extremadamente altos, como también los niveles de
expresion de cas9. Por el contrario, las células y plantas transformadas con sgRNA2 presentaban bajos
niveles de expresion de estos elementos y, por tanto, baja frecuencia de mutacién (Ren et al., 2016).
Los antecedentes presentados permiten proponer que tanto la abundancia de Cas9 como de los RNA
guias, son factores limitantes para la edicién génica. En este contexto, la aplicacidon de la estrategia de

vectores basados en BeYDV presenta una excelente forma de superar estas limitaciones y lograr mayores
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frecuencias en la edicion de especies vegetales que presentan mayores complejidades técnicas en su
manipulacion genética que lo observado en plantas modelo.

En este trabajo se decidi6 utilizar el gen VWWSWEET4 como blanco de edicidn, ya que se ha visto que
mutantes de A. thaliana que poseen el gen AtSWEET4 inactivado son menos susceptibles al hongo
necrotrofico Botrytis cinerea (Chong et al., 2014). Su ortdlogo en vides es el gen VWSWEET4, el que cual
es fuertemente inducido luego de la inoculacidn de hojas con éste hongo y ésta expresidon se correlaciona
con la presencia de marcadores tipicos de infeccidon ante este patégeno (Chong et al., 2014). Ademas,
los resultados también han mostrado que la expresién de WSWEET4 es aumentada por factores de
virulencia de B. cinerea (Chong et al., 2014).

El objetivo de esta memoria fue demostrar que, es posible aumentar la eficiencia de edicién en el gen
VSWEET4, aplicando el sistema CRISPR/Cas9 combinado con vectores T-DNA basados en geminivirus y
gue la tasa de modificacion generada por este sistema es mas alta en comparacién con el uso de vectores

T-DNA clasicos.
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2 Hipotesis
Replicones basados en el genoma del virus del enanismo amarillo del poroto (BeYDV) aumentan la
expresion de cas9 del sistema CRISPR/Cas9, mejorando la eficiencia de edicidon génica del sistema

CRISPR/Cas9 en Vitis vinifera.

3 Objetivo General
Demostrar que el uso del sistema CRISPR/Cas9 combinado con replicones basados en BeYDV permite el
aumento en la expresién de cas9, mejorando la eficiencia de modificacién del gen WSWEET4 de Vitis

vinifera en comparacion a la expresion del sistema CRISPR/Cas9 via T-DNA.

4 Obijetivos Especificos
1. Desarrollar un vector basado en BeYDV que contenga los elementos del sistema CRISPR/Cas9
aplicable en V. vinifera.
2. Determinar los niveles de transcrito de cas9 en vides transformados con ambos sistemas de
expresion.
3. Comparar la eficiencia de edicion por CRISPR/Cas9 generada por replicones BeYDV y por vectores

T-DNA clasicos en Vitis vinifera.
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5 Materiales y Métodos

5.1 Material vegetal
Para los ensayos de agroinfiltracion, se utilizaron plantas de Vitis vinifera L. variedad ‘Thompson

Seedless’ provenientes de cutivo in vitro aclimatadas por un mes en cdmara de cultivo bajo condiciones
controladas (fotoperiodo 16h/8h, 25°C). Para la generacion de lineas estables, se usaron embriones
somaticos (ES) de Vitis vinifera L. variedad ‘Thompson Seedless’, obtenidos desde hojas apicales de

plantulas micro-propagadas in vitro segun Tapia et al. (2009).

5.2 Vectores
En este trabajo se utilizaron diferentes vectores que se resumen en la Tabla 1. Los vectores LSL

corresponden a replicones derivados de BeYDV, mientras que los vectores T-DNA son no-replicantes.

TABLA 1. RESUMEN DE VECTORES UTILIZADOS.

Vector Contenido Mapa Referencia

Vector LSL con cassette Cas9 y gRNA .
Figura Suplementaria = Cermak et al.

pTC223 contra ANT1 de Solanum
1 2015
lycopersicum
Vector T-DNA con cassettes de
Figura Suplementaria Xing et al.
pHSE401 expresion Cas9 y clonamiento de
2 2014

hasta 4 gRNA.

Vector LSL con cassettes de
Figura 10B y Figura
pGMV-Universal expresion Cas9 y clonamiento de Este trabajo

Suplementaria 3
hasta 4 gRNA.

Vector T-DNA con cassettes de
Figura Suplementaria
pHSE-SWEET4 expresion de Cas9 y pareja de gRNA Este trabajo
4
contra VWSWEETA4.

Vector LSL con cassettes de
Figura Suplementaria
pGMV-SWEET4 expresion de Cas9 y pareja de gRNA Este trabajo

5
contra VWSWEETA4.
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5.3 Construccion del vector basado en geminivirus universal
El vector pGMV-Universal fue construido a través del ensamblaje de los siguientes productos de PCR: el

cassette de clonamiento de gRNA obtenido desde el vector pHSE401 (Xing et al. 2014, Addgene plasmid
# 62201) y las secuencias nucleotidicas LIR y SIR de las proteinas Rep y Cas9 mas el esqueleto de
replicacién en bacterias a partir del vector pTC223 (Cermdk et al. 2015, Addgene plasmid # 70019)
utilizando la reaccién “Gibson assembly”(Gibson, 2011). Para ello, se disefiaron 4 fragmentos que se
superponen entre si, mediante el programa SnapGene (GSL Biotech; www.snapgene.com). Los

partidores para amplificar estos fragmentos se resumen en la Tabla 2.

Para amplificar cada fragmento se empled la DNA polimerasa KAPAHIFI (KAPA Biosystems, Ciudad del
Cabo, Sudafrica), de acuerdo a las instrucciones del fabricante. El perfil térmico utilizado fue de 95°C por
2 min; 30 ciclos a 98°C por 20 s, 67°C por 15 s, 72°C por 4 min con 30 s, y una extensién final a 72°C por
2 min. Los productos se purificaron mediante el sistema comercial de extraccion desde gel de agarosa
Zymoclean gel DNA Recovery Kit (Zymo Research, Irvine, CA, EE.UU.), segun el protocolo del fabricante.
Luego, se cuantificé cada fragmento por fluorescencia usando Qubit® 3.0 (Thermo Fisher Scientific,

Waltham, MA, EE.UU.).

Para el ensamblaje del vector, se utilizaron 100 ng de cada fragmento mas el Gibson Assembly® Master
Mix (New England Biolabs, Ipswich, MA, EE.UU.) y la reaccion se incubd a 50°C por 60 min. El producto
de la reaccién fue clonado en bacterias E. coli Top 10 (Invitrogen, Carlsbad, CA, EE.UU.), seleccionado
con kanamicina 100 mg/L y secuenciados para confirmar la correcta sintesis (Macrogen, Seul, Corea del
Sur). Para su aplicacién posterior, el vector se purifico utilizando el sistema comercial de extraccion de

plasmidio Zyppy Plasmid Miniprep Kit (Zymo Research), siguiendo las instrucciones del fabricante.
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TABLA 1. PARTIDORES PARA LA CONSTRUCCION DEL VECTOR PGMV-UNIVERSAL.

Vector
Partidor Secuencia 5’-3’ Referencia
Original

Este
Vector.For pTC223 CGCCTTACAACGGCTCTCCCCTGACGCCGTCC

trabajo

Este
Vector.Rev pTC223 TGCGGAAGGCAAGTCGAAGCCCATGGGTCCGTCAC

trabajo

Este
Fragmentol.For pHSE401 CTCCGGTGACGGACCCATGGGCTTCGACTTGCCTTCCGC

trabajo

Este
Fragmentol.Rev pHSE401 TGACTTGAAGTACACTCGGTCAAGCTTATTGGTTTATCTCATCGGAACTG

trabajo

Este
Fragmento2.For pTC223 GAGATAAACCAATAAGCTTGACCGAGTGTACTTCAAGTCAGTG

trabajo

Este
Fragmento2.Rev pTC223 GAGATAAACCAATAAGCTTGACCGAGTGTACTTCAAGTCAGTG

trabajo

Este
Fragmento3.For pTC223 GGCCCTGCAATGGCACTGGAACCCCCAAGCCC

trabajo

Este
Fragmento3.Rev pTC223 TCAGTCCGGGACGGCGTCAGGGGAGAGCCGTT

trabajo

5.4 Disefioy clonamiento de RNA guias
La estrategia experimental para la edicién del gen que codifica el transportador de glucosa SWEET4

(VIT_14s0066g01420) de Vitis vinifera consistié en el disefio de dos gRNAs lo suficientemente distantes

entre si para eliminar un fragmento de aproximadamente 1428 pb.

El diseio de los gRNAs se realizdé \utilizando el programa CRISPR-P 2.0

(http://crispr.hzau.edu.cn/CRISPR2/). Los criterios de seleccién de los guias disefiados fueron: la
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ubicacion de los gRNA (en exdn o intrén), su puntaje de eficiencia en el blanco y su potencial de
inespecificidad (“off-target”). Debido a que el genoma de referencia desarrollado por GENOSCOPE
corresponde a Vitis vinifera L. variedad ‘Pinot Noir’ y el material vegetal presente en el laboratorio
corresponde a Vitis vinifera L. variedad ‘Thompson Seedless’, se llevé a cabo un alineamiento de las
secuencias de VWSWEET4 con el programa CLC genomics workbench (CLC bio, Aarhus, Dinamarca) y se
identificaron los sitios de homologia entre ambos en presencia de los gRNA. La pareja de gRNA escogida
se clond en el vector pGMV-Universal y el vector de expresion pHSE401 (como vector tradicional de
transformacién) de acuerdo al protocolo descrito por Xing et al. (2014), empleando la estrategia de
clonamiento “Golden Gate” (Engler, Kandzia, y Marillonnet, 2008). Los vectores resultantes, pGMV-
SWEET4 y pHSE-SWEET4, fueron transformados en E. coli Top 10 (Invitrogen) y seleccionados con
kanamicina 100 mg/L. Se verificé la correcta insercion de los gRNAs mediante PCR usando perfil térmico:
95°C durante 3 min; 35 ciclos de 95°C durante 30 s, 61°C durante 1 min y 72°C durante 30 s y una
extension  72°C  durante 1  min. Los partidores usados fueron:  SecGMV.for
(TCAAAAGTCCCACATCGCTTAGA) y SecGMV.rev (TGAAGTACACTCGGTCAAGCT) en pGMV-SWEET4 vy
SecHSE.for (TCAAAAGTCCCACATCGCTTAGA) y SecHSE.rev (CATGTTGACCTGCAGGCATG) en pHSE-
SWEET4. Finalmente, los clones positivos fueron secuenciados (Macrogen Inc.). Los vectores se
purificaron usando el sistema comercial Zyppy Plasmid Miniprep Kit (Zymo Research), segun las

instrucciones del fabricante.

5.5 Clonamiento en Escherichia coli
Para el clonamiento de vectores, se utilizé la cepa TOP10 de Escherichia coli quimiocompetente

(Invitrogen) siguiendo las instrucciones para la transformacién bacteriana recomendadas por el
fabricante. Se utilizd medio LB como medio de crecimiento bacteriano, constituido por 1% triptona, 0,5%
extracto de levadura y 1 % de NaCl (Bertani, 1951). Para los cultivos en medio solido se usé LB
suplementedo con agar 15 g/L (Oxoid, Cheshire, Inglaterra). Para la seleccion del vector pGMV-Universal
y pHSE401 el medio se suplemento con kanamicina 100 mg/L. Para la recuperacion bacteriana se utilizé
LB liquido. El crecimiento y recuperacion de las bacterias transformadas se realizé a 37°C y con agitacion

constante a 200 rpm.

5.6 Transformacion de Rhizobium radiobacter
Los vectores pGMV-SWEET4 y pHSE-SWEET4 fueron introducidos en R. radiobacter cepa EHA105

electrocompetente. Para ello, se transformd segun el protocolo de electroporacién de Dower et al.
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(1988), con algunas modificaciones. Se utilizd un electroporador Genepulser Il system (BioRad, Hercules,
CA, EEUU) con cubetas de 1x1 (BioRad) y los siguientes pardmetros de electroporacion: 1,25 kV, 25 uFD
y 400 Q. La recuperacién de las células se realizd agregando 900 L de medio YEB constituido por extracto
de levadura 1g/L, sulfato de magnesio 0,1 g/L, sacarosa 5g/L, peptona de caseina 5 g/L, peptona de carne
5 g/Ly agar 10 g/L (Sambrook et al., 1989) con agitacidon constante a 200 rpm por 4 horas a 28°C. Luego,
se sembraron 150 plL de la suspension bacteriana en placas de medio LB-agar (1,5%) suplementadas con

kanamicina 100 mg/L y se cultivaron en oscuridad a 25°C durante tres dias.

5.7 Preparaciéon de R. radiobacter para transformacién de vides
Para la transformacién de plantas, tanto para la agroinfiltracién como para la transformacidn estable, se

prepararon indculos R. radiobacter de cada clon bacteriano transformado con el vector requerido en 5
mL de medio LB liquido suplementado con el respectivo antibidtico de seleccion. Este indculo se incubd
durante 16 h a 28°C con agitacién a 180 rpm. Luego, las suspensiones fueron centrifugadas a 4000 rpm
durante 10 min y el sedimento re-suspendido en diferentes medios dependiendo de su posterior
aplicacion. Los cultivos adicionalmente se suplementaron con acetosiringona 100 uM y se incubaron

durante 2 h a 25°C con agitacién a 180 rpm.

5.8 Agroinfiltracidn de Vitis vinifera
Con el fin de confirmar la capacidad de los gRNA disefiados de propiciar la edicidon esperada en vides,

previo a una transformacion estable, se llevd a cabo una transformacion transitoria en plantas de vid.
Para ello, se llevd a cabo el protocolo descrito por Zottini et al. (2008) con algunas modificaciones. El
medio de infiltracién contenia 50 mM MES pH 5.6, 2 mM Na3PO,, 0.5% glucosa y 100 uM acetosiringona.
Con éste, se ajustd la concentracién de las suspensiones a una ODggo de 0,2 y se incubd en oscuridad
durante 2 h a 25°C con agitacién suave. Para los experimentos de infiltracion se usaron plantas
aclimatadas por un mes, selecciondndose hojas jovenes de 2/3 del tamafio de una hoja adulta. La
agroinfiltracion se realizd por presion con la suspensidon bacteriana contenida en jeringas de 3 ml sin
aguja en la cara abaxial de la hoja. Se realizaron multiples infiltraciones por hoja (~15 infiltraciones/hoja).
Posteriormente, las plantas fueron trasladadas nuevamente a la camara de cultivo bajo condiciones
estandar de crecimiento. Las muestras (2 hojas por vector) para extraccion de DNA gendmico se
recolectaron a los 10 y 14 dias post infiltracion (dpi) y se almacenaron a -20°C para su posterior

procesamiento.
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5.9 Transformacion estable de Vitis vinifera
La transformacién genética de Vitis vinifera L. ‘Thompson Seedless’ se realizd segln el protocolo descrito

por Li et al. (2008). Inicialmente, los ES se precultivaron por 7 dias en medio DM. Para la etapa de
transformacién, los ES fueron incubados en una suspension de 40 mL de R. radiobacter previamente
transformado, diluido en medio DM durante 10 min y luego se co-cultivaron en DM sélido durante 48 h
en oscuridad. Luego, se procedio a lavar y traspasar los ES a medio DMcc (medio DM, suplementado con
cefotaxime y carbenicilina, 200 mg/L cada uno). Los ES transformados con pHSE-SWEET4 y pHSE-401
fueron seleccionados por 21 dias en higromicina 3 mg/L. Los ES transformados con pGMV-SWEET4 y
pGMV-Universal se mantuvieron en medio DMcc sin antibidtico de seleccion. Se tomaron muestras de
~50 mg desde cada experimento de transformacion a los 7, 14 y 21 dpi y se almacenaron a -80°C para

Su posterior procesamiento.

5.10 Extraccion de DNA gendmico
Se realizd la extraccion de DNA gendmico de acuerdo al protocolo de Steenkamp et al. (1994). La

integridad del DNA se verific6 mediante la visualizacion del DNA en gel de agarosa al 1,5%.
Posteriormente, el DNA se cuantificd usando el sistema comercial dsDNA BR Assay Kit para Qubit® 3.0

(Thermo Fisher Scientific).

5.11 Identificacidn de edicién en Vitis vinifera por PCR
La deteccién de los eventos de edicidn se llevo a cabo mediante PCR convencional utilizando partidores

disefiados fuera de los sitios de corte de |la pareja de gRNA, con el fin de detectar diferencias de tamafio
del amplicdn al ocurrir la edicién.

La reaccién de PCR se realizé con los siguientes componentes: 12,5 ng de DNA gendmico, KAPA Taqg
Buffer A 1X, dNTPs 0,2 mM, 0,5 U de Kapa Taqg DNA Polimerasa (KAPA Biosystems) y 0,4 uM de los
partidores Sweet4.F (TCACGGTCTGTTTITTCGTTCT) y Sweetd.R (CCAACCAAGCCGTATCCCAT) en
embriones somaticos y Sweet4.F2 (CACGGTCTGTTTTTCGTTCTTG) y Sweet4.R2
(GGCAAAGCACACCTATTACCT) en hojas infiltradas, en un volumen final de 20 uL. El perfil térmico para
la amplificacion del fragmento de edicién fue: 95°C durante 3 min; 35 ciclos de 95°C durante 30 s, 61°C
durante 30 s y 72°C durante 30 s; y una extension a 72°C durante 1 min. El perfil térmico para la
amplificacién del fragmento no editado fue: 95°C durante 3 min; 35 ciclos de 95°C durante 30 s, 61°C

durante 30 sy 72°C durante 1 min 45 s; y la extension final a 72°C durante 2 min.
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El producto de PCR fue visualizado en el equipo de electroforesis capilar Fragment Analyzer (Advanced
Analytical Technologies, EE.UU.) usando dsDNA 915 Reagent Kit (Advanced Analytical Technologies,

Ankeny, IA, EE.UU.) segun las instrucciones del fabricante.

5.12 PCR de genes de referencia
Con el objetivo de determinar la eficiencia de la edicidén del gen WSWEET4, se realizd la amplificacion

mediante PCR del gen de referencia Ubiquitinal (VvUbil, VIT_16s0098g01190). Las condiciones de
reaccion utilizadas fueron: KAPA Tag Buffer A 1X, dNTPs 0,2 mM, 0,5 U de Kapa Tag DNA Polimerasa
(KAPA Biosystems) y 0,4 uM de los partidores Ubil.for (GCCGCACTCTTGCTGATT) y Ubil.rev
(GATGGCTCAATAATACCACCAC). El programa térmico para la amplificacion del gen fue: 95°C durante 3
min; 35 ciclos de 95°C durante 30 s, 58°C durante 30 sy 72°C durante 30 s y una extension final a 72°C
durante 1 min. El producto de PCR fue visualizado en el equipo de electroforesis capilar Fragment
Analyzer (Advanced Analytical Technologies) usando dsDNA 915 Reagent Kit (Advanced Analytical

Technologies) segun las instrucciones del fabricante.

5.13 Determinacion de eficiencia de edicidn en Vitis vinifera
Los datos obtenidos desde la electroforesis capilar fueron analizados con el programa PROSize® 2.0

(Advanced Analytical Technologies) para establecer las concentraciones de cada producto de PCR, tanto
del gen editado VWSWEET4 como del gen de referencia VvUbil. Se determiné la frecuencia de mutacion,

gue corresponde a la eficiencia de edicidn, aplicando la formula detallada a continuacion:

N°mol. de fragmento PCR Editado
N°mol. de fragmento PCR Ubil

Frecuencia de mutacion =

El nimero de moléculas presentes en la muestra editada se calculé usando el nimero de Avogadro, la
concentracién en ng/ulL y el largo en pares de bases de cada amplicén. La determinacion fue relativa al

gen VvUbil en una muestra WT (ES sin transformar).

5.14 Extraccion de RNA y sintesis de cDNA
Para el andlisis de la expresion génica a nivel transcripcional, se tomaron ~40 mg (peso fresco) de ES

transformados. El RNA fue extraido y purificado usando una modificacién del sistema PureLink® Plant
RNA Reagent (Thermo Fisher Scientific). Se molieron los ES utilizando esferas de vidrio de 0,5 mm de
didmetro (Biospec, Bartlesville, OK, EE.UU.). Luego, se afiadid 250 pL de PurelLink® Plant RNA Reagent

frio (4°C) y se incubd por 5 min a temperatura ambiente (T° amb). Luego, se procedid a centrifugar a

22



12.000 x g por 2 min a T* amb. Al sobrenadante recuperado se le afadieron 50 puL de NaCl 5M y 150 plL
de cloroformo (Merck, Darmstadt, Alemania) frio (4°C). Se centrifugd a 12.000 x g por 10 mina 4°Cy la
fase acuosa se transfirié a un tubo limpio, donde se afadié 1 volumen de alcohol isopropilico (Merck,
Alemania), el cual se incuboé durante 10 min a T° amb. Se realizd una nueva ronda de centrifugacion a
12.000 x g por 10 min a 4°C, se elimind el sobrenadante y se lavo el sedimento con 500 pL de etanol 75%
frio.

Este paso se repitio dos veces. Finalmente, se resuspendid el RNA en 20 pulL de H,0 libre de nucleasas
con 1 plL de RNasin® Ribonuclease Inhibitor (Promega, Madison, WI, EE.UU.) y se almacend a -80°C.

La integridad del RNA se comprobd en el equipo de electroforesis capilar Fragment Analyzer usando los
kits High Sensitivity RNA Analysis Kit y Standard Sensitivity RNA Analysis Kit (Advanced Analytical
Technologies). La concentracion del RNA se determind con Qubit RNA HS Assay Kit en Qubit® 3.0
(Thermo Fisher Scientific). EI RNA purificado fue tratado con DNasa RQ1 (Promega) segun las
instrucciones del fabricante previo a su uso en la sintesis de cDNA.

La sintesis de cDNA se realiz6 a partir de 1 ug de RNA purificado usando el sistema GoScript Reverse
Transcription (Promega) de acuerdo al protocolo del fabricante, utilizando oligo(dT)12-1s (500 ug/mL,
Promega) como partidor. Finalmente, se agregd 1 uL de RNasa H (New England Biolabs) y se incubd a
37°C por 20 min. La concentracion del cDNA se determind con el kit Qubit ssDNA Assay Kit en Qubit® 3.0

(Thermo Fisher Scientific).

5.15 RT-PCR

La determinacion de los niveles de expresiéon de cas9 en ES transformados con pGMV-SWEET4 y pHSE-
SWEET4 se llevé a cabo mediante un PCR sobre el cDNA obtenido desde las muestras. Para esto, a partir
de 10 ng de cDNA se amplificd un fragmento de cas9 usando los partidores detallados en la Tabla 3. Las
condiciones de reaccién fueron: KAPA Taqg Buffer A 1X, dNTPs 0,2 mM, 0,5 U de Kapa Tag DNA
Polymerase (KAPA Biosystems) y 0,4 uM de los partidores. El perfil térmico para la amplificacion fue:
95°C durante 3 min; 40 ciclos de 95°C durante 30 s, 63°C durante 30 sy 72°C durante 30 s; 72°C durante
1 min. El PCR fue detenido a los 30, 35 y 40 ciclos para distinguir los niveles de expresién.

Los productos fueron resueltos en un gel de agarosa al 1,5% tefiido con bromuro de etidio. Cada gel se
fotografid usando una cdmara Canon EOS Rebel T6. Para estimar la concentracién de DNA las bandas
correspondientes al mMRNA de cas9 se usé un estandar de peso molecular Kapa Universal DNA Ladder

(KAPA Biosystems) donde la concentraciéon de DNA de cada banda estd determinada por el fabricante.
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La intensidad de las bandas presentes se estimo con el programa Image), segin Antiabong et al., 2016.
Al comparar la intensidad de una banda del marcador molecular con la banda de interés, se estima la

concentracion de esta. Se normalizé la concentracion de cas9 usando EFlo (VIT_06s0004g03220).

TABLA 2 PARTIDORES USADOS EN RT-PCR DE CAS9.

Partidor Foward (5’-3’) Partidor Reverse (5’-3’)
GMV-cas9 CTCATCTACCTCGCTCTCGC GCCTTAGCATCCACACCTGA
HSE-cas9 CGAGCAGCACAAGCATTAC CGTCAGGGTGAAGAGATGAA
EFla GAACTGGGTGCTTGATAGGC AACCAAAATATCCGGAGTAAAAGA

5.16 Analisis estadistico
Los datos obtenidos corresponden al promedio de tres replicas técnicas con su desviacidén estandar y se

analizaron con el programa GraphPad PRISM® v7 aplicando el analisis de significancia t-test no pareado.
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6 Resultados

6.1 Disefio y Construccion de vector GMV-universal
La replicacion de BeYDV requiere de tres elementos: la secuencias LIR y SIR y la proteina de replicacién

Rep. Al ubicar dos secuencias LIR en los extremos se genera que una construccion lineal sea circularizada
por la unién de las secuencias LIR por parte de la proteina viral Rep, formando replicones. Esto permite
la creacidn de vectores con la estructura “LSL”. Dado que al utilizar la estrategia de virus desarmados se
elimina la capacidad de movimiento célula-célula e ingreso a la célula del virus, se usd R. radiobacter
para dirigir entregar la construccién al ndcleo celular vegetal.

Con esta informacion se diseid un vector con la orientacién LSL que contuviera dentro del replicén el
cassette de expresion para Cas9 y un cassette de clonamiento de hasta cuatro gRNA en un esqueleto de

T-DNA de R. radiobacter (Figura 6B y Figura Suplementaria 3).

A Unién 3
—
TS
T-Border (left) ' U6-26p |U6-26t
1355 promoter HSP terminator gRNA scaffold
Unién 2 Unién 4
Unién 1
—,
m-D-D—_> Co—— (]
Kanamycin(R) | | pVS1rep pVS1sta | [ sr

LIR

pBR322ori  pBR322 bom Rep'and RepA

Unién 2) T-Border (left)
kanamycin (R))

35S promoter,

(Unién 1} PGMV Universal

15,615 bp

. [HSP terminator
(Unién 3)

T-Border (right)
(55

Rep and RepAl

(Unidn 4) (gRNA scaffold

FIGURA 6: Ensamblaje del vector pGMV-Universal. (A) La estrategia de sintesis se basd en la unién de
fragmentos amplificados con partidores complementarios entre ellos. Los principales componentes del
vector pGMV Universal son el cassette de expresion de cas9 (unidn 2 a unién 3), el cassette de
clonamiento para gRNAs (unién 3 a union 4), ambas secuencias LIR y la secuencia codificante para Rep
(unién 1 a unién 4). Ademas, los componentes para expresion en plantas basados en un vector binario T-
DNA fueron incluidos (unién 1 a unién 4 y unién 1 a union 2) (B) Mapa de vector pGMV-Universal final.
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Segun la estrategia de sintesis, se dividié el vector en cuatro fragmentos de entre 2,5 a 4 kb que fueron
unidos mediante Gibson Assembly (Figura 6A). Los sitios de unién fueron secuenciados usando
partidores que los flanquean, para confirmar el correcto ensamblaje (Figura 7 y Figura Suplementaria
3). En todos los casos, la secuenciacion mostré el correcto armado del vector pGMV-Universal con
respecto al disefio realizado. Las zonas de unidn corresponden a 40 pb de complementariedad, donde
no se observd ninguna variacidn en la secuencia nucleotidica entre el vector disenado in silico y el
sintetizado.

A

pGMV Unién 1 ..GTAAGCGGCTGGGTTGTCTGCCGGCCCTGCAATGGCACTGGAACCCCCAAGCCCGAGGAATC
pGMV secl "GTAAGCGGCTGGGTTGCCTGCCGGCCCTGCAATGGCACTGGAACCCCCAAGCCCGAGGAATC

rcess A st A A i

Consensus CGTAAGCGGCTGGGTTGNCTGCCGGCCCTGCAATGGCACTGGAACCCCCAAGCCCGAGGAATCGGCGTGAGCGGTCGCAAACCATCCGGCC!H
Conservation

00 OO
sequence logo CGTAAGCGGCTGGOTTC<CTGCCGGCCCTCCAATGGCACTCGAACCCCCAACCCCGAGGAATCCGCCTGAGCGGTCCCAAACCATCCGLCC

B

pGMV Unién 2 TCGGTAACATGAGCAAAGTCTGCCGCCTTACAACGGCTCTCCCCTGACGCCGTCCCGGACTGATGGGCTGCCTGTATCGAGTGGTGAT
pGMV sec2 TCGGTAACATGAGCAAACTCTGCCGCCTTACAACGGCTCTCCCCTGACGCCGTCCCGGACTGA‘TGGGCTGCCTGTATCGAGTCGTGA'I

GGCGTGA-CGGTCGCAAACCATCCGGCCH
GGCGTGAGCGGTCGCAAACCATCCGGCCH

Trace data

Consensus TCGGTAACATGAGCAAAGTCTGCCGCCTTACAACGGCTCTCCCCTGACGCCGTCCCGGACTGATGGGCTGCCTGTATCGAGTGGTGAN
Conservation

Cc

pGMV Unién 3 :“TATGGAATATGATTAAAGATAAGGAGCTCCGGTGACGGACCCATGGGCTTCGACTTGCCTTCCGCACAATACATCATTTCTTCTTAG!
pGMV sec3 TATGGAATATGATTAAAGATAAGGAGCTCCGGTGACGGACCCATGGGCTTCGACTTGCCTTCCGCACAATACATCATTTCTTCTTAG‘

e oo o A A A

Consensus . TATGGAATATGATTAAAGATAAGGAGCTCCGGTGACGGACCCATGGGCTTCGACTTGCCTTCCGCACAATACATCATTTCTTCTTAG!
Conservation | I

D

pGMV Union 4 'AGTTGAGTTTTGCAGTTCCGAﬂGAGATAAACCAATAAGCTTGACCGAGTGTACTTCAAGTCA'3TGGGAAATCAATAAAATGATTATT'
GMV sec4_F ‘ACTTGAGTTTTGCAGTTCCGATIGAGATAAACCAATAAGCTTGACCGAGTCTACTTCAACTCA STGGGAAATCAATAAAATGATTATT

v W oo Aot W o svo O s oo ot oo

Consensus ‘AGTTGAGTTTTGCAGTTCCGATGAGATAAACCAATAAGCTTGACCGAGTGTACTTCAAGTCAGTGGGAAATCAATAAAATGATTATT®
Conservation [

FIGURA 7: Alineamiento de zonas de unidn de vector pGMV-Universal. Para la sintesis del vector pGMV-Universal,
se disefiaron cuatro fragmentos con los componentes deseados. Cada recuadro anaranjado destaca los 40 pb
donde ocurrid la unién de los fragmentos. La secuencia superior corresponde al vector disefiado in silico y la
secuencia inferior a la obtenida mediante Gibson Assembly. (A) Alineamiento de la Unién 1, (B) Alineamiento de
laUnion 2 (C) Alineamiento de laUnidn 3, (D) Alineamiento de la Unidn 4.

6.2 Disefio y clonamiento RNA guia
El genoma de referencia para Vitis vinifera corresponde al obtenido desde la variedad ‘Pinot Noir’ por lo

gue al utilizar como modelo biolégico V. vinifera cv. ‘Thompson Seedless’ fue necesario comprobar el

nivel de conservacion entre las secuencias de VWSWEET4 para ambos cultivares. En las regiones con 100%
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de conservacién se decidid disefar los gRNA para producir la inactivacion del gen de interés. Para esto
se disefié una pareja de gRNA. El primer gRNA se localizé en el exdn 1 (Figura 8A), el segundo gRNA se

localizé en el intrén 3 (Figura 8B) del gen WWSWEETA4.

A

sweeMTSAATAAAGAACATACCAATAATACCAATCACAGT AGCCGTGTCTGCTCCAGTCATTTTCAAAACAAGAACGAAAAACAGACCGTG (+)
TTATTTCTTGTATGGTTATTATGGTTAGTGTCAGGCTCGGCACAGACGAGGTCAGTAAAAGTTTTGTTCTTGCTTTTTGTCTGGCAC (-)

AATAAAGAACATACCAATAATACCAATCACAGT AGCCGTGTCTGCTCCAGTCAT - - -~ -——----———---—————-—————-~—--— (+)
TTATTTCTTGTATGGTTATTATGGTTAGTGTCAGGCTCGGCACAGACGAGGTCAGTA - === === m e e m e e e e e e e e e (=)

corsevaion [T TTTTTTTTTITTTTIITII] R

1] I
seauence g AATAMAGAACATACCAATAATACCAATCACAGTCCGAGECGTGTCTGCTCCA

sweet4 PN

1
A A A A,

TCATTTTCAAAACAAGAAC(.AAAAACAGACC(,TL

B

sweetd TS CAATATGATTTATTTACTATAAATAAA TCCTGGACTCTATCTGATATCGATTTACAGCCATGAAGATTAAAAGGATAACAGTG, (+)
GTTATACTAAATAAATGATATTTATTT GGACCTGAGATAGACTATAGCTAAATGTCGGTACTTCTAATTTTCCTATTGTCAC (+)
CAATATGATTTATTTACTATAAATAAA:@:(‘FTCCArTr‘TAT{‘TGATATCGATTTACAGCCATGAAGATTAAAAGGATAACAGTG. (+)

sweetd PN GTTATACTAAATAAATGATATTTATTT GGACCTGAGATAGACTATAGCTAAATGTCGGTACTTCTAATTTTCCTATTGTCAC (-)

S—hll | | I [T

Sequence logo CAATATGATTTATTTACTATAAATAAAACCTTCCTGGACTCTATCTGATATCGATTTACAGCCATGAAGAT TAAAAGGATAACAGTG,

FIGURA 8: Secuencia comparativa para gRNA en ‘Thompson Seedless’ y ‘Pinot Noir'. Se muestra el
alineamiento de las regiones donde se disefiaron los gRNA en el gen VWSWEET4 de los cultivares de V.
vinifera ‘Thompson Seedless’ (TS) y ‘Pinot Noir’ (PN). El recuadro rojo corresponde a las secuencias PAM
de ambos gRNA Yy el recuadro anaranjado a las 19 pb blanco del gRNA.(A) Zona de alineamiento con gRNA1
.(B) Zona de alineamiento con gRNA1. Se muestran la hebra positiva (+) y negativa(-).

Una vez disefiados los gRNA, se procedio a clonarlos en el vector pGMV-Universal con la técnica Golden
Gate. Utilizando la enzima de restriccion tipo IIS Bsal, se logrd insertar las secuencias de los dos gRNA en
la orientacién adecuada en el cassette de clonamiento (Figura 9A). Este procedimiento se llevo a cabo
ademas con el vector pHSE401. Posteriormente, se confirmd la construccién de cada uno de los vectores
finales. Los resultados de secuenciacién muestran, en ambos casos, la correcta insercién del fragmento

gue contiene ambos gRNA (Figura 9B y Figura Suplementaria 6).
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Cassette para clonar gRNA con sitios Bsal
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FIGURA 9: Clonamiento de gRNAs en vector pGMV-Universal. (A) Estrategia de clonamiento de gRNAs en
vector pGMV-Universal. El cassette de clonamiento y un producto de PCR con los gRNA a clonar son
cortados con la enzima Bsal y ligados mediante Golden Gate (B) Alineamiento de secuencia de pGMV-
SWEET4 predicha con el resultado de secuenciacion de plasmidio pGMV-SWEET4, que proviene de un
clon de E. coli positivo para la insercion de los gRNAs. U6-26p promotor U6 de A. thaliana. U6-26t
terminador U6 de A. thaliana. U6-29p promotor U9 de A. thaliana.
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6.3 Edicidon de Vvsweet4 en Vitis vinifera

6.3.1 Expresion transitoria y evaluacidon de RNA guia

Debido a la complejidad intrinseca en el proceso de transformacién estable de embriones somaticos de
vides, se decidio evaluar previamente la capacidad de producir la edicidon del complejo Cas9:gRNA en un
sistema transitorio via agroinfiltracién de hojas de plantas de vid aclimatadas.

Se recolectaron muestras de hojas agroinfiltradas (HA) a los 10 y 14 dpi y se utilizd PCR para detectar en
DNA gendmico la edicion de VWSWEETA4. La reaccion generd dos productos de amplificacion diferentes:
el correspondiente al gen no editado (o wild type) de ~1623 pb y un amplicén de ~214 pb en el caso de
ocurrir la edicion. Esta banda se puede observar en muestras de HA en ambos tiempos y tanto con el
pGMV-SWEET4 (Figura 10A) como con el vector pHSE-SWEET4 (Figura Suplementaria 7).

Con el fin de comprobar la ocurrencia de la edicién, se secuenciaron las bandas de 214 pb. Los analisis
mostraron la pérdida del fragmento de ~1428 pb esperado junto con indels en ambos sitios de corte

(Figura 10B).
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A MW  GMV 10dpi GMV 14dpi  WT H20

B 1428 pb

gRNA1 gRNA2
TAAAACCTICCTGGACTCTATCTGATATCG // AGTCCGAGCCGTGTCTGCTCCAGTCATTTTC  WT

TAAAACCTTCC - = -« = w e memmmmeenen J] eveeeenand CGTGTCTGCTCCAGTCATTTTC  0pb
TAAAACCTTCCTG « « === e eemmmnens f] cececcaaand CGTGTCTGCTCCAGTCATTTTC +2/-8 pb
TAAAACCTTCCT = === vemememnnes [ BT GCGTGTCTGCTCCAGTCATTTTC +1/-5 pb
TAAAACCTTCC = -« = e v mmmemnnnn JI cevecenaand CGTGTCTGCTCCAGTCATTTTC  0/-1 pb
TAAAACCTTCCTG - - = - = e e meme e [ S CGTGTCTGCTCCAGTCATTTTC +2/-2 pb

FicURA 10: Andlisis de edicidn en VWSWEET4 de hojas agroinfiltradas de Vitis vinifera. (A) Deteccion de
edicion mediante PCR. La zona blanco fue amplificada a partir de DNA gendmico de HA con el vector
PGMV-SWEET4 y WT vy luego resueltos por electroforesis capilar. El fragmento de 214 pb correspondiente
a la edicion se puede observar en todas las muestras. WT, HA no transformados. H,0, control sin
templado. (B) Secuencias representativas de los eventos de edicion en HA transformadas con pGMV-
SWEET4. Se observan inserciones (azul) y deleciones (rojo) en los sitios de corte de cada gRNA, como
también reparacion precisa en el sitio de corte del gRNA1 y gRNA2.

6.3.2 Edicidn génica en embriones somaticos de Vitis vinifera.

Para obtener plantas completas de vid que posean modificaciones genéticas, el método utilizado fue la
transformacién de embriones somaticos de este cultivar con R. radiobacter. Luego de la transformacién,
los ES son regenerados y se obtienen plantas con la modificacion deseada. Cualquier modificacién que
ocurra en la etapa de ES se deberia mantener luego de la regeneracion. De acuerdo a lo anterior, y con
el fin de determinar la edicién génica en estadios tempranos, se decidié tomar muestras de embriones

transformados previo al paso de regeneracién.

30



Para la deteccion de la edicion, se usé la estrategia de PCR que produce dos amplicones de distinto
tamarfio, donde el correspondiente a VWSWEET4 editado es de ~120 pb. De acuerdo a los antecedentes
(Baltes et al., 2014), se esperaba que a partir de 5 dpi ya fuera posible detectar la edicién mediada por
Cas9:gRNA expresado desde el vector pGMV-SWEET4, por lo que se tomaron muestras a 7, 14 y 21 dpi
(Figura 11A). El mismo proceso se realizé con los ES transformados con el vector pHSE-SWEETA4.

En todos los casos fue posible detectar la banda correspondiente al gen editado, como también la banda
de ~1.528 correspondiente al gen wild type. La especificidad de la banda editada se pudo comprobar por
gue no se encontré presente en una muestra de ES no transformados (Figura 11A).

Los resultados de secuenciacion nuevamente demostraron que el fragmento que debe ser escindido
entre los sitios de corte de ambos gRNA en WSWEET4 no se encontrd presente tanto en las muestras
obtenidas de ES transformados con pGMV-SWEET4 como con pHSE-SWEET4. Ademas, se evidencio la

presencia de indels en las zonas de corte de ambos gRNAs disefiados (Figura 11B y 11C).
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MW GMV 7dpi GMV 14dpi  GMV 21dpi HSE 7dpi HSE 14dpi HSE 21dpi wT H20

00
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B 1428 pb

gRNA1 gRNA2
TAAAACCTTICCTGGACTCTATCTGATATCG // AGTCCGAGCCGTGTCTGCTCCAGTCATTTTC ~ WT

TAAAACCTTCC - - - ----mmmmmmmeaa et I wemeeeeee CGTGTCTGCTCCAGTCATTTTC 0/-1 pb
TAAAACCTTCCTA - = === mmmmeeaea e s ] wemmeaaas CGTGTCTGCTCCAGTCATTTTC +2/-3 pb
TAAAACCTTCC: - - = - = s e e e meees [ T CGTGTCTGCTCCAGTCATTTTC  0/-2 pb
TAAAACCTTCCTG - - - - --mmemmem-- R CGTGTCTGCTCCAGTCATTTTC  +2/-2 pb
TAAAGACCTICG - === s e mmemmeaea e R CGTGTCTGCTCCAGTCATTTTC +1/-7 pb
1428 pb
C
gRNA1 gRNA2

TAAAACCTTCCTGGACTCTATCTGATATCG // AGTCCGAGCCGTGTCTGCTCCAGTCATTTTC ~ WT

TAAAACCTTCC - - <« === c e e e mme e men [T TGTGTCTGCTCCAGTCATTTTC  0/+1 pb
TAAAACCTTCC - - <« === e = s e e mmenmn J] memmanmnnn CGTGTCTGCTCCAGTCATTTTC  0/-7 pb

FIGURA 11: Andlisis de edicion en WWSWEET4 de embriones somaticos de Vitis vinifera. (A) Deteccion de
edicion mediante PCR. La zona blanco fue amplificada por PCR a partir de DNA gendmico de ES
transformados con el vector pPGMV-SWEET4 o pHSE-SWEET4 vy Es sin transformar (WT) y luego resueltos
por electroforesis capilar. El fragmento de 120 pb correspondiente a la edicidn se puede observar en todas
las muestras a partir de los 7 dpi. WT, ES no transformados. H,O, control sin templado. (B) y (C) Secuencias
representativas de los eventos de edicion en ES transformados con pGMV-SWEET4 (B) y pHSE-SWEET4
(C). En ambos se puede observar la pérdida de ~1428 pb ubicados entre los gRNA disefiados, como
también inserciones (azul) y deleciones (rojo) en los sitios de corte de cada gRNA. También se observa
reparacion precisa en el sitio de corte del gRNA1 y gRNA2.
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6.4 Expresidon de cas9 en embriones somaticos de Vitis vinifera
Los altos niveles de replicacién de los vectores basados en geminivirus (Baltes et al., 2014) permiten

pensar que los niveles de mRNA de cas9 expresados desde pGMV-SWEET4 también deberian ser altos y
gue esta alza promoveria una mejora en la eficiencia de edicion.

Para determinar la expresidn de cas9 se realizd un RT-PCR sobre cDNA obtenido desde ES transformados
con pGMV-SWEET4 y pHSE-SWEET4 en muestras obtenidas a los 14 dpi (G14 y H14) y 21 dpi (G21 y H21).
Los resultados mostraron que, aparentemente, habria una menor cantidad de mRNA de cas9 en los ES
transformados con pGMV-SWEET4 en comparacién con los ES transformados con pHSE-SWEETA4. Esto se
observé una diferencia significativa en la concentracion de producto de PCR entre H14 y G14 y entre H21

y G21, respectivamente, a los 35 ciclos (Figura 12A) y 40 ciclos (Figura 12B) de amplificacion.
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FIGURA 12: Andlisis de RT-PCR de cas9. Expresion transcripcional relativa de cas9 en ES transformados con
PGMV-SWEET4 y pHSE-SWEET4 en muestras obtenidas a los 14 dpi (G14 y H14) y 21 dpi (G21 y H21). La
reaccion se detuvo a los 35c (A) y 40c (B). Los datos corresponden al promedio de tres réplicas técnicas
con la SD. * representa diferencia significativa determinada con t-test (p< 0,05). n.d. representa que no
existe diferencia significativa con t-test.
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6.5 Eficiencia de edicion en embriones somaticos de Vitis vinifera
La aplicacion de replicones basados en geminivirus para aumentar la eficiencia de edicidn génica se debe

a dos factores principales. El primero es el alto numero de copias que logran en el nucleo de la planta, lo
que permite tener mayor disponibilidad de los componentes del sistema CRISPR/Cas9, la nucleasa Cas9
y los gRNA. El segundo factor es la capacidad de la proteina viral Rep de interferir con el ciclo celular de
las células vegetales (Hanley-Bowdoin et al., 2013).

Es por esto que se evalué la eficiencia de edicién en ES transformados con pGMV-SWEET4 y con pHSE-
SWEET4, un vector T-DNA no replicante. Para esto, se determind el nimero de copias del gen VWSWEET4
editado relativo al numero de copias del gen de referencia VvUbi1. Esto corresponde a la eficiencia con
gue el complejo Cas9:gRNA produce la edicidn en el gen de interés (Figura 13).

Al comparar los resultados obtenidos con ambos sistemas, se observé una tendencia a una mayor
eficiencia de edicion por parte del vector basado en geminivirus, pGMV-SWEET4, con respecto al vector

T-DNA clasico, pHSE-SWEET4 (Figura 13).
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Figura 13: Eficiencia de edicién de WSWEET4 en ES de Vitis vinifera. NiUmero de moléculas del gen
VWSWEET4 editado con respecto al numero de moléculas de WUbil en embriones somaticos

transformados con pGMV-SWEET4 y pHSE-SWEET4. Los datos corresponden al promedio de tres réplicas
técnicas con la SD.
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7 Discusion

7.1 Construccion de un vector basado en geminivirus para edicidn génica en Vitis vinifera
7.1.1 Disefio y construccion del vector

Dentro de las estrategias virales de las que se hacen uso en ingenieria genética, se ha descrito la
aplicaciéon de forma exitosa de vectores derivados de BeYDV en A. thaliana, S. lycopersicum y S.
tuberosum (Baltes et al., 2014; Butler et al., 2016; Cermak et al., 2015). En el presente trabajo se generd
un vector que, basado en esta informacién, fuera de caracter mas general respecto de su uso en plantas,
siendo un vector que mezcla la capacidad de replicacion del geminivirus BeYDV con los componentes del
sistema CRISPR/Cas9 (Figura 6), cuya capacidad fue evaluada a través de la aplicacion en la edicion génica
de vides. La estrategia de sintesis se basé en el uso de la tecnologia Gibson Assembly, en la que luego de
optimizar el disefio de partidores y el tamafio de los fragmentos, permitié la unidn perfecta de éstos,
creando el vector pGMV-Universal (Figura 7). Este resultado posibilita proyectar la estrategia de
clonamiento y sintesis a través del uso de Gibson Assembly para continuar desarrollando vectores
basados en replicones que permitan mejorar la expresion de los componentes de otros sistemas de
manipulacion genética en plantas, como vectores cisgénicos, microRNAs artificiales o nuevos tipos de

nucleasas Cas.

7.1.2 Consideraciones para la funcionalidad de la edicién: gRNAs

Existen varios factores que afectan la capacidad del complejo Cas9:gRNA de generar cortes en el DNA
(Wu et al., 2014) y, con ello, lograr eventos exitosos de edicidon génica. Uno de los primeros factores
relevantes es la secuencia de los gRNA y de su regién semilla (i.e. las 10-12 bases mas proximas a la
PAM). Esta zona ha demostrado ser fundamental en el apareamiento/reconocimiento del gRNA y su
secuencia blanco, influyendo asi directamente en la actividad Cas9 (Wu et al., 2014). Por esta razén, al
disefiar los gRNA se debe considerar las posibles diferencias de secuencia entre el genoma de referencia
utilizado para el disefio de esta estructura y el genoma del clon o variedad en el que se trabaja. En el
caso de Vitis vinifera, fue necesario identificar zonas de homologia entre el genoma de referencia ‘Pinot
Noir’ y nuestra variedad de trabajo ‘Thompson Seedless’. El alineamiento entre las secuencias del gen
VSWEET4 en ambas variedades mostré zonas donde existia 100% de conservacion y, por lo tanto, era
posible disefiar gRNAs promisorios (Figura 7). Ademas, fue necesario determinar que el PAM estuviera
presente en la secuencia blanco, ya que dicho motivo es un requerimiento estricto para la identificacién

del sitio de corte por parte de Cas9 (Jinek et al., 2012).
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El uso principal que se da a la edicion génica mediada por CRISPR/Cas9 es genrear un cambio en el marco
de lectura, asi se impide la transcripcion y traduccién completa logrando la inactivacién del gen blanco
(Newman y Ausubel 2016). Mientras el grado de edicién de la secuencia blanco puede ser variable, se
obtendrian mejores resultados en este sentido a través de deleciones de segmentos de mayor tamafio
en ésta. Dado que la reparaciéon del corte de doble hebra (via NHEJ) no es siempre precisa y conlleva
generalmente a la generacion de indels en el sitio, varios estudios han demostrado que las reparaciones

imprecisas ocurren con suficiente frecuencia para ser utilizadas en edicién génica (Voytas, 2013).

En lineas generales, el uso de un sélo gRNA posee este tipo de desventajas; solo 2/3 de los indels resultan
en un cambio de marco de lectura y, ademas, estas mutaciones pueden escapar al mecanismo de
regulacién de degradacion de mRNA y producir proteinas truncadas o, por splicing alternativo, pueden
resultar isoformas que compensen e incluso cambien la funcion del gen (Canver et al., 2017). Como
solucién a esta desventaja, nuestro trabajo planted el uso de una pareja de gRNAs, la que generd una
delecién de un fragmento de ~1.428 pb (Figura 10 y 11) del gen; con esto se busco lograr una efectiva
inactivaciéon del transportador de glucosa SWEET4. Aplicando esta estrategia se eliminaron tres de los
seis exones originales, lo que deberia evitar la transcripcion regular del gen y, por lo tanto, la traduccion

del transportador.

El uso de parejas de gRNA también podria permitir generar deleciones en porciones no-codificantes del
genoma, lo que expande la aplicacion de CRISPR/Cas9 a la edicidn de elementos regulatorios o de RNAs

no codificantes (Vidigal y Ventura, 2015).

7.2 Edicidon génica en Vitis vinifera
Un resultado relevante de este trabajo fue la implementacién de un sistema de analisis rdpido para la

verificacion de la funcionalidad de los editores disefiados. La estrategia de agroinfiltracion de hojas de
vid permitié confirmar de forma funcional la efectividad de los gRNA disefados antes de realizar
experimentos de mayor plazo temporal. Al utilizar transformacion estable de ES debemos generar un
balance entre evaluar la funcionalidad del sistema de edicion de forma temprana versus destruir al
individuo editado. La delecion esperada fue detectada a los 10 dias post agroinfiltracion de hojas (Figura
10) y para realizar éste experimento fue necesario utilizar sélo dos hojas. Es necesario indicar que la

generacion de individuos estables (transgénicos o editados) a través de ES requiere al menos 6 meses.
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Hasta la fecha existen 4 trabajos que aplican CRISPR/Cas9 para producir mutaciones en distintos genes
de vid, pero ninguno de éstos propone mejoras en el sistema. El presente trabajo es el primero en
demostrar la factibilidad de usar replicones basados en geminivirus asociados a CRISPR/Cas9 para

producir edicidn génica y aumentar la eficiencia de ésta en Vitis vinifera.

La transformacién estable de ES con R. radiobacter permitié lograr la edicién del gen VWSWEET4. Usando
tanto el vector pGMV-SWEET4 como el vector pHSE-SWEET4 fue posible detectar la disminucidon de
tamafio esperada en la amplificacion del gen en todas las muestras analizadas. Sin embargo, también
fue posible detectar la amplificacion del gen no editado. La persistencia de éste se explicaria por la
presencia de células que no fueron transformadas en las que, por tanto, no pudo ocurrir la edicion del
gen blanco. Este continua siendo un factor limitante de la transferencia génica mediada por R.

radiobacter en vides a través del uso de ES.

Los resultados de secuenciacion del gen WSWEET4 editado mostraron interesantes eventos de
reparacion en los sitios de corte, donde existe un predominio de deleciones de varias bases, insercién
de una o dos bases, como también algunos eventos de reparacién precisa (Figura 11). Con el uso de la
estrategia de gRNAs pareados, la delecion de 1.428 pb era el evento que se deseaba obtener, ya que del
gen WSWEET4 de un tamaio de 2.151 pb se elimind mas de la mitad de la secuencia génica. Esto
demuestra que la aplicacion de gRNAs disefiados en pareja es una estrategia viable para inactivar genes

en vides y que la delecién puede ser de mas de 1 kb.

Al determinar los niveles de transcripcidn de cas9y compararlos entre los embriones transformados con
pGMV-SWEET4 y pHSE-SWEET4, los resultados obtenidos no son los esperados (Figura 12), puesto que
la literatura indica que al existir altos niveles de replicacion del vector era légico esperar niveles elevados
de los transcritos expresados a partir de él. En este caso, los niveles de mRNA de cas9 transcrito desde
pGMV-SWEET4 son significativamente menores a lo expresado desde pHSE-SWEETA4. Esto puede tener
varias explicaciones. La principal es que este menor nivel de mRNA se debe a que la velocidad con que
son traducidos podria ser mas alta. Esto se deberia a que existe una diferencia en la optimizacion de
codones de las secuencias codificantes de cas9 entre ambos vectores. El vector pHSE401 estd optimizado
para Zea mays, una monocotiledénea que tiene un uso de codones completamente diferente a V.
vinifera (Codon usage database, Nakamura et al., 2000), mientras que el vector pGMV-Universal estd

optimizado para Arabidopsis thaliana cuyo uso de codones es muy similar al de vides (Nakamura et al.,
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2000). Esto no influye en la secuencia peptidica de Cas9, pues la proteina traducida desde ambos

vectores es la misma.

El indice de Adaptacién de Codones (CAIl por sus siglas en inglés) permite predecir el nivel de expresion
de un gen. Utilizando la herramienta CAlcal (Puigbo et al., 2008) es posible determinar que el CAl de cas9
en pGMV-Universal es significativamente superior al de cas9 en pHSE401 vy, por lo tanto, su velocidad de
traduccién seria mayor. Esto permitiria pensar que si existe una mayor cantidad de Cas9 embriones

transformados con pGMV-SWEET4.

Para corroborar esto serd necesario realizar un ensayo de ELISA y cuantificar Cas9 en ambos sistemas. A
pesar de no observarse los altos niveles de mRNA de cas9 esperados, es posible que los niveles de gRNAs

si se encuentren elevados. Para determinar esto se proyecta cuantificar estos niveles utilizando RT-PCR.

De igual forma, se observod una tendencia clara a una mayor eficiencia de edicion de WSWEET4 en los
embriones donde se aplicd el sistema de replicon basado en geminivirus, en comparacién a los
embriones que fueron modificados usando el vector pHSE-SWEET4 (Figura 13). Este podria ser el
resultado mas importante de este trabajo, dado que existen varias limitantes en el proceso de
transformacién mediado por R. radiobacter en vides y otros frutales de tipo lefioso (Costa et al., 2017)
gue afectan la factibilidad de edicién de estas especies. El aumento de eficiencia observado en nuestro
trabajo podria permitir la obtencién de un mayor nimero de plantas regeneradas con ediciones en genes

de interés al favorecer que cada célula infectada pueda ser editada.

Desde una perspectiva biotecnoldgica, el uso de nuestro vector permitiria expresar el sistema
CRISPR/Cas9 sin necesidad de una insercidn estable en el genoma de la planta y de forma transitoria
(Baltes et al., 2014; Cermdk et al., 2015), llevando luego a la generacién de individuos editados de forma
estable. En nuestro caso, este paso aun debera ser demostrado, lo cual serad posible una vez que la
poblacién de plantas obtenidas luego de la transformacién tenga el grado de desarrollo adecuado para
la extraccién de DNA. Serd primordial demostrar esto, ya que segun la normativa chilena respecto a
nuevas variedades generadas por nuevas tecnologias, las plantas generadas por esta via no son
consideradas Organismo Genéticamente Modificado (Costa et al., 2017) y, por lo tanto, serian

consideradas variedades convencionales.
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La aplicacion del sistema de edicion génica mediante CRISPR/Cas9 desarrollado en este trabajo permitira
favorecer el avance de esta tecnologia en otros frutales de tipo lefioso que presentan limitantes similares

a las de la vid.
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8 Conclusiones

En este trabajo se logrd construir un vector que combina los componentes de la herramienta de edicién
génica CRISPR/Cas9 con los elementos de replicacidon del geminivirus BeYDV necesarios para establecer
un sistema que potencia la actividad del complejo Cas9:gRNA. La transformacién de este vector en

embriones somaticos de Vitis vinifera permitié editar exitosamente el gen VWSWEET4 en esta especie.

La aplicacion de las estrategias propuestas en este trabajo, como el uso de parejas de gRNAs y la técnica
de agroinfiltracion para la determinacién de la capacidad de corte de los gRNA, han logrado implementar

de mejor forma el proceso de edicidén génica en vides.

A pesar de no demostrarse un aumento en los niveles de expresién de cas9 usando el vector pGMV-
SWEET4 en los embriones transformados con este vector, si se observé un aumento en la eficiencia de

edicién de VWWSWEET4, en comparacion a la lograda con un vector T-DNA cldsico no replicativo.
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10 Material Suplementario
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Figura Suplementaria 1: Mapa de vector pTCC223. Vector utilizado para la construccién del vector

pGMV-Universal. Se usaron las parejas de partidores indicadas en la imagen (en morado) para amplificar
los fragmentos que contenian los elementos de interés (Tabla 2). Adaptado de Cermék et al., 2015.
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Figura Suplementaria 2: Mapa de vector pHSE401. A partir de este vector se obtuvo el cassette de clonamiento
de gRNAs para la construccidon del vector pGMV-Universal. El fragmento fue amplificado con la pareja de

partidores Fragmentol.For y Fragmentol.Rev (en morado, Tabla 2). Adaptado de Xing et al., 2014.
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Figura Suplementaria 3: Mapa de vector pGMV-Universal. Este vector fue ensamblado usando la
estrategia de Gibson Assembly. Para determinar la correcta unién de los fragmentos, se secuencié el

vector final usando parejas de partidores que flanquean las cuatro zonas de unién (en morado).
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Figura Suplementaria 4: Mapa de vector pHSE-Sweet4. Este vector fue creado al clonar la pareja de
gRNA contra el gen VWSWEET4 en el vector pHSE401. Fue secuenciado usando la pareja de partidores
SecHSE.for y SecHSE.rev (en morado) para determinar la correcta insercién de los gRNA. La pareja de
partidores HSE-cas9.for y HSE-cas9.rev (en morado) su utilizé para los ensayos de RT-PCR (Tabla 3).
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Figura Suplementaria 5: Mapa vector pGMV-Sweet4. Este vector fue creado al clonar la pareja de gRNA
contra el gen WSWEET4 en el vector pGMV-Universal. Fue secuenciado usando la pareja de partidores
SecGMV.for y SecGMV.rev (en morado) para determinar la correcta insercion de los gRNA. La pareja de
partidores GMV-cas9.for y GMV-cas9.rev (en morado) su utilizé para los ensayos de nivel de expresién
del mRNA de cas9 (Tabla 3).
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Figura Suplementaria 6: Clonamiento de gRNAs en vector pHSE401. El resultado de secuenciacion del
plasmidio pHSE-SWEET4 (secuencia inferior) proveniente de un clon de E. coli positivo para la insercién
de gRNAs fue alineado con la secuencia predicha del vector pHSE-SWEET4 (secuencia superior). En
amarillo, secuencias de gRNA. En verde, secuencia de scaffold de gRNA. En gris, secuencia del terminador
U6-26t. En celeste, secuencia del promotor U6-29p.
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Figura Suplementaria 7: Analisis de edicion en VWSWEET4 de hojas agroinfiltradas con pHSE-SWEETA4.
Deteccion de edicion mediante PCR convencional. La banda de 214 pb corresponde al gen editado en
muestras de hojas agroinfiltradas con pHSE-SWEET4 a los 10 y 14 dpi. WT, hojas no infiltradas.
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