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RESUMEN

En los ultimos afos, los factores de transcripcion de la familia NAC han sido objeto de diversos
estudios donde han demostrado su rol esencial en diversos procesos de desarrollo de la planta.
Recientemente se caracterizdé un gen NAC perteneciente a cafia de azucar, que codifica para el
factor de transcripcion denominado SoONAP cuya funcidn se demostro que esta relacionada en la
respuesta a estrés abiotico y posiblemente en senescencia. Por tanto, este estudio se centrd en
entender la funcionalidad senescente del gen SoNAP al ser sobreexpresado en tejido
meristematico radicular de Saccharum officinarum, como resultado se obtuvo un fenotipo
amarillado-café a los 10 dias, sintomas visibles de senescencia, y sin desarrollo. Ademas, como
parte de continuar dilucidando la funcionalidad del gen, se realiz6 un primer acercamiento de
edicion gendmica en la regién C-terminal del transcrito SONAP con la finalidad de generar
mutaciones; suprimir su funcién, y con esto determinar su comportamiento en el tejido

meristematico.




ABSTRACT

In recent years, transcription factors of the NAC family have been the subject of several studies
that have demonstrated their essential role in various processes of plant development. Recently,
a NAC gene belonging to sugarcane was characterized, which encodes for the transcription factor
called SONAP whose function was shown to be related to the response to abiotic stress and
possibly in senescence. Therefore, this study focused on understanding the senescent
functionality of the SONAP gene when overexpressed in root meristematic tissue of Saccharum
officinarum, resulting in a yellowish-brown phenotype at 10 days, visible symptoms of
senescence, and no development. In addition, as part of further elucidating the functionality of the
gene, a first genomic editing approach was performed in the C-terminal region of the SoONAP
transcript in order to generate mutations, suppress its function, and thus determine its behavior

in the meristematic tissue.




INTRODUCCION

INTRODUCCION

La senescencia se caracteriza por ser una operacion masiva de muerte celular programada que
se acompafa de un reciclaje activo de los nutrientes liberados de las células moribundas a los
tejidos activos en crecimiento u 6rganos de almacenamiento. Aunque la senescencia de la hoja
es un proceso genéticamente controlado, puede ser desencadenado y regulado por diversas
sefiales ambientales (como estrés por sequia, deficiencia de nutrientes, oscuridad, temperatura
extrema e infeccion por patégenos) y hormonas vegetales (como acido abscisico “ABA”, etileno),
acido jasmoénico, acido salicilico, citoquininas y auxina) (Zhang et al., 2012), sin la percepcién de
estrés exodgeno, la senescencia de las hojas depende principalmente de dos parametros
enddgenos: la edad de las hojas y la etapa de desarrollo a nivel de toda la planta (Miao et al.,
2004). Durante la senescencia, las células de las hojas experimentan cambios dramaticos de
manera coordenada en la estructura, el metabolismo y la expresion génica (Lim et al., 2007). En
la expresion génica, diversos genes se activan o desactivan de maneral diferencial. Por tanto,
los factores de transcripcién (TF) a menudo actlian como un interruptor para causar la expresion
diferencial de genes al unirse a elementos cis especificos de sus promotores de genes diana, lo
gue resulta en la activacion y / o supresion de los genes diana (Guo et al., 2004). Varios factores
de transcripcion (TFs) de la familia NAC han sido encontrados y asociados con la senescencia
de la hoja, y que pueden ademas estar involucrados a la par en otros procesos como en las
diferentes vias de sefializacion que controlan las respuestas al estrés (Christiansen et al., 2014;
Gregerson et al., 2007; Buchanan-Wollastor., 2005; Guo et al., 2004;).

Por ejemplo, en Arabidopsis thaliana (modelo favorito para el estudio genético molecular de la
senescencia de la hoja) se ha demostrado que diversos genes (AtNAP; ANAC029, ORE1, ORS1,
JUBI, VNI2, ANACO016, ATAF1; ANACO002) de la familia NAC tienen un rol funcional significativo
en la senescencia de la hoja. De modo que, la sobreexpresiéon de AtNAP, ORE1l, ORS],
ANACO016 y ATAF1 resulto en una senescencia precoz, mientras que bloquear su funcién resulta
en un retraso en el proceso de senescencia (Podzimska-Sroka, 2015). Recientemente se
caracterizd el gen SoNAP en Saccharum officinarum, este gen codifica para un factor de
transcripcién perteneciente a la familia de NAC cuya funcion predicha esta posiblemente
asociada a la senescencia, de acuerdo al andlisis in silico, y cuando es sobreexpresado en una
planta modelo heterdloga. Por lo que en este estudio se centr6 en continuar analizando la funcion
del gen SONAP cuando se sobreexpresa en tejidos meristemético radiculares de Saccharum
officinarum. Ademas, se realiz6 un analisis para la mutacién en la region C-terminal del factor de

transcripciéon SoNAP.
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Capitulo I. ANTECEDENTES

1.1 ANTECEDENTES

1.1.1 Senescencia

La senescencia es definida como la ultima etapa de un programa de desarrollo, que es un
proceso degenerativo, pero ocurre de una manera coordinada temporalmente (Lim et al., 2007;
Gan y Amasino, 1997). Como la senescencia es considerada un proceso largo y coordinado,
puede dividirse en tres fases: inicio, reorganizacién y terminacion (Figura 1.1) (Breson, et al.,
2018). En la fase de inicio ocurre la integraciébn constante entre las sefales intrinsecas y
ambientales a nivel celular, tisular y organico (Tomas, 2013). Ademas, la fase de inicio es
impulsada por sefiales multiples y coordinadas por hormonas, azucares, especies reactivas de
oxigeno (ROS) y calcio (Lim et al., 2007). Mientras que, a nivel molecular, diversos factores de
transcripciéon (FT) son activados sucesivamente, lo que los lleva a formar determinados eventos
gue tienen lugar en el curso de la senescencia. En la fase de reorganizacion; las células se
someten a una reestructuracion intensiva, que se caracteriza por la descomposicién de
macromoléculas, por ejemplo, la clorofila. Sin embargo, la degradacién extensa de las
macromoléculas puede conducir a la acumulacion de productos intermedios y subproductos
toxicos, que deben ser tratados por las células senescentes. Por consiguiente, las catalasas y
peroxidasas, juegan un papel importante como enzimas antioxidantes en esta fase, rol crucial en
la desintoxicacién de compuestos altamente reactivos generados durante los procesos de
degradacién (Buchanan-Wollaston et al., 2006). La desintoxicacion es primordial, tanto el nacleo
como las mitocondrias deben permanecer funcionales para mantener el control transcripcional y
proporcionar suficiente energia durante todo el proceso. Finalmente, en la fase de terminacién
las vacuolas colapsan y se rompen, lo que permite la liberacién de nucleasas y proteasas en el
citoplasma, de este modo es contraido y acidificado. Esto conduce la degradacién gradual del
citoplasma, organulos, la fragmentacion del ADN nuclear y el deterioro de las membranas
(Kuriyama and Fukuda, 2002). Asi la muerte celular se inicia, lo que conduce progresivamente a

una perdida irreversible de la integridad celular (Woo et al., 2018; Bresson et al., 2018).
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Figura 1. 1 Modelo para las vias reguladoras en la senescencia de la hoja, adaptada de Lim et al.,
(2007).

Por otro lado, mudltiples rutas que responden a varios factores estan posiblemente
interconectadas (Figura 1.1, fase de inicio) para formar las redes regulatorias de senescencia
(Lim et al., 2007). Uno de los mayores avances en el entendimiento de las rutas y mecanismos
regulatorios de la senescencia de la hoja, es la identificacion de los diversos factores de
transcripcién que juegan un rol critico en este proceso. Kim et al. (2018) remarcan que la
activacion y/o desactivacion dinAmica de los factores de transcripcion son una clave para los
mecanismos que controlan los cambios transcripcionales en todo el genoma mediante la
integracion continua de sefales ambientales y de desarrollo (Woo et al. 2018). Por ende, existe
un interés particular en la identificacion de genes reguladores que codifican factores de
transcripcién y componentes de sefializacion que podrian ser responsables de desencadenar la

senescencia.
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1.1.2 Los Factores de Transcripcion.

Los factores de transcripcion son proteinas capaces de unirse especificamente a secuencias
cortas de ADN localizadas en las regiones promotoras de genes, y de interactuar con el complejo
de pre-iniciacion de la transcripcion para inducir o inhibir la actividad de la enzima ARN
polimerasa Il (Figura 1.2). La estructura proteica de un factor de transcripcion tipico consiste en
dos dominios: el dominio union al ADN, el cual es el responsable de unirse a elementos
especificos que actlan en cis en las regiones del promotor, y el dominio regulatorio responsable
de la regulacién transcripcional de los genes blanco, el cual se une a la maquinaria de
transcripcién (Garcia-Morales et al., 2013). De esta manera, los factores de transcripcion
modulan (activan/reprimen) la tasa de transcripcion de sus genes blanco a través de un sistema

denominado regulén y con esto regulan la expresion génica.

Activador Activador ayuda a unidn de factores
g generales de tranceripcion y
ARN polimerasa
/'ﬁ'ans‘cripcia'n./
7
ol — ADV - =
d.
(g'itio de union ben diana

para este activador

Figura 1. 2 Proceso de transcripcion. Recuperado de https://es.khanacademy.org/

1.1.3  Factores de Transcripcion de la familia NAC

La familia NAC contempla tres grupos de proteinas (las cuales se toma la primera letra de cada
una para formar la sigla NAC): NAM (No apical Meristem), ATAF 1-2 (Arabidopsis transcription
activation factor) y CUC2 (Cup-shaped cotyledon); se han caracterizando por mantener dominios
conservados en la regiéon N-Terminal (aproximadamente de 150 aminoacidos) para la adhesion
al ADN y esta region se ha dividido en 5 subdominios (A-E) Figura 1.3 (Ooka, 2003), mientras
gue su variabilidad de aminoacidos en la regiéon C-Terminal (regién no conservada en las plantas)
sirve para generar las diversas redes de interaccion proteina — proteina y de este modo generar

nuevas propiedades emergentes de las células (Olsen, 2005).
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Figura 1. 3 Esquema general de un factor de transcripcién NAC. La region de union al DNA esta
contenida en los subdominios D y E. La regién TAR se encuentra en el extremo C-Terminal (Ooka,
2003).

Se ha encontrado que los FT NAC participan en varios procesos que incluyen el desarrollo de
flores, formacion de paredes secundarias y divisién celular, formacién de meristemos apicales
de brotes, senescencia de hojas, en respuesta al estrés bidtico y bidtico (Banerjee y
Roychoudhury, 2015; Nuruzzaman et al., 2013; Nakashima et al., 2012; Tran et al. , 2010; Olsen
et al., 2005). Hasta la fecha, se han identificado una gran cantidad de FT NAC putativos en
diversas especies, 117 en Arabidopsis y 151 en arroz (Nuruzzaman et al., 2010), 152 en soja (Le
et al., 2011), 204 en col china (Liu TK et al., 2014), 152 en maiz (Shiriga et al., 2014), tomate (Su

et al., 2015), 30 en cafia de azlcar (Pereira et al., 2017).

Por consiguiente, los estudios transcriptomicos realizados han revelado un gran numero de
genes de la familia NAC relacionados con el proceso de senescencia (Pereira-Santana et al.,
2017; Gregersen et al., 2007; Buchanan-Wollaston et al., 2005; Guo et al., 2004). Hasta ahora
se ha demostrado un papel funcional significativo en la senescencia de la hoja de varios factores

de transcripcion de la familia NAC (tabla 1.1).

Tabla 1. 1 Factores de transcripcién de la familia NAC asociados a la senescencia (Podzimska-Sroka et
al., 2015).

GEN DESCRIPCION

ATNAP; ANACO029 La expresion de este gen esta estrechamente asociada con el proceso de
senescencia de las hojas en roseta de Arabidopsis.

OREL; ANAC092; ATNAC2 | Regula positivamente la muerte celular inducida por el envejecimiento en las
hojas de Arabidopsis.



https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fpls.2016.00067/full#B7
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fpls.2016.00067/full#B7
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fpls.2016.00067/full#B103
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fpls.2016.00067/full#B99
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fpls.2016.00067/full#B148
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fpls.2016.00067/full#B105
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fpls.2016.00067/full#B105
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ORS1; ANACO059 La sobreexpresion de ORS1 acelera la senescencia en plantas transgénicas,
mientras que su inhibicién lo retrasa.

VNI2; ANACO083 Los patrones de expresion espacial y temporal del gen VNI2 estan
correlacionados con el envejecimiento y la senescencia de las hojas. En
consecuencia, el envejecimiento de las hojas se retrasé en las plantas
transgénicas que sobre expresaban elgenVNI2, pero se acelerd
significativamente en un mutante deficiente en VNI2.

JUB1; ANACO042 Regula negativamente la senescencia. La sobreexpresion de JUB1 prolonga
notablemente la longevidad de las hojas y promueve la tolerancia a diversos
estreses abioticos.

ANACO016 TF asociado a senescencia previamente no caracterizado en Arabidopsis
thaliana, promueve la senescencia. Las hojas de
los mutantes nac016 permanecieron verdes en condiciones inductoras de la
senescencia, y las hojas de las plantas
gue sobreexpresan NAC016 (NACO016 -OX) envejecieron temprano.

ATAF1; ANACO002 Identificaron ATAF1 como un nuevo regulador positivo de la senescencia en
Arabidopsis. Demostramos que ATAF1 regula la senescencia activando la
expresion del regulador positivo de senescencia ORE1y reprimiendo la
expresion del mantenimiento del cloroplasto TF GLK1.

Asi, por ejemplo, la sobreexpresion de ORE1, ORS1, ANAC016 y ATAF1 dieron como resultado
una senescencia precoz, mientras que el bloqueo de la funcidn de estos genes retraso la
senescencia, lo que sugiere que funcionan como reguladores positivos no redundantes de la

senescencia en Arabidopsis.

De este modo, Guo et al., 2006 reportaron el analisis funcional de AtNAP, gen que codifica para
la familia de factores de transcripcién NAC y relacionado con la senescencia. Como resultados
mostraron que el AtNAP se localizaba en el nicleo celular y que al ser sobreexpresado causaba
senescencia precoz y, por el contrario, al mutarlo, la senescencia foliar se retrasaba
significativamente caracterizada por una perdida retrasada en el contenido de clorofila, esto
sugiri6 que el AtNAP es un regulador positivo a la senescencia. Ademas, realizaron una
alineacion de la secuencia de aminoacidos del AtNAP contra secuencias NACs de diferentes
especies de plantas, de la cuales identificaron que el gen PvNAP (de la habichuela dicotiledénea)
y al OsNAP (del arroz) presentaban una identidad significante del 66% y 70%, respectivamente,
hipotetizan que estos dos genes son ortélogos funcionales del AtNAP, ya que comparten
patrones de expresion especificos de hojas senescentes. Estos datos los llevaron a inferir que el
AtNAP y sus homologos juegan un rol importante en la senescencia de la hoja en Arabidopsis y

posiblemente en otras especies de plantas.



https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/transgenic-plants
http://www.plantphysiol.org/content/168/3/1122.full#def-1

CAPITULO |

1.1.4 SoNAP

En estudios previos, Pereira-Santana et al., (2017) obtuvieron el perfil transcriptomico de hojas y
raices de cafia de azlcar bajo estrés osmético progresivo para entender los mecanismos
moleculares y su expresion geénica. Del perfil, identificaron 30 FT NAC como altamente
expresados bajo la condicién anteriormente mencionada; y de acuerdo al Heatmap, el transcrito
con la denotacion DN49045 mostro una notable regulacion positiva en los tejidos de hoja y raices
en todos los puntos temporales de las condiciones de estrés, de manera que este gen se muestra
como candidato a estudios posteriores. Asi, Carrillo-Bermejo et al., (2020) realiz6 el primer
reporte de la caracterizacion del transcrito DN49050, denominado como gen SoNAP de
Saccharum officinarum var MEX-69290. Como resultados, la expresion del gen SoNAP se
encontrd involucrada en respuesta por tratamientos osmético y salino (Figura 1.4). La localizacion
subcelular de la proteina fue encontrada en el nicleo celular.
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Figura 1. 4 Expresion relativa del gen SoNAP en hojas y raices de cafia de azlcar bajo diferente estrés
abiético (Carrillo-Bermejo, 2020).

Por otro lado, los andlisis in silico de ortologia y filogenia del gen SoNAP, mostraron que su
secuencia estaba agrupada en el clado V (clado caracterizado en previos estudios basados en
los patrones de agrupamiento con diversos FT NAC involucrados con diferentes funciones
relacionadas con el estrés) junto a las secuencias de AtNAP y OsNAP (genes relacionados con
la senescencia, perteneciente a Arabidopsis y arroz, respectivamente). Ademas, se comparé la
secuencias de aminoacidos del gen SONAP contra secuencias de aminoacidos NAC agrupadas

en el clado V, y se encontrd que la region C-terminal del gen SoNAP no mostro homologia de
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secuencia con las proteinas NAC del clado V. Subsecuentemente realizaron una expresion
ectopica del gen SONAP en callos de tabaco mediante la transformacién con Agrobacterium
tumefaciens para observar su funcionalidad del gen en un tejido diferenciado, como resultado
obtuvieron un fenotipo amarillento acelerado a los 7 dias de transformacion, lo cual les llevo a
inferir que este factor de transcripcion NAC podria estar involucrado en el proceso de

senescencia, sin embargo aun quedan estudios por demostrar dicha funcién (figura 1.5).

a)

Control Control PK7FWG2.0-SoNAP
silvestre PK7FWG2.0

b)

Control Control PK7FWG2.0-SoNAP
silvestre PK7FWG2.0

Figura 1. 5 Callos de tabaco transformados con la sobre expresante del SONAP. A) En un medio de

cultivo con kanamicina y B) en un medio sin kanamicina, adaptada de (Carrillo-Bermejo, 2020)

1.1.3 Modelo biolégico: Saccharum officinarum

La cafia de azucar es el término usado para referirse a un grupo de especies de hierbas y/o
pastos perennes que crecen de 2 a 6 metros de altura, se cultivan en lugares tropicales y

subtropicales, domesticadas especialmente para la produccion de azucar. La cafia de azUcar es
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un miembro de la familia de las gramineas, Poaceae, asi como de la tribu del maiz y sorgo. Su

clasificaciéon taxondmica se muestra en la Tabla 1.2.

Tabla 1. 2 Clasificacién taxonémica de la cafia de azlcar (Cheavegatti-Gianotto et al., 2011)

Orden Poales

Familia Poaceae

Subfamilia | Panicoideae
Tribu Andropogoneae
Subtribu Saccharinae
Genero Saccharum

Especies officinarum, spontaneum, sinense, barberi, robustum, edule

Las especies del género Saccharum poseen un nimero variable de cromosomas, de 40 a 140
(Tabla 1.3), lo que les confiere niveles altos de poliploidia.

Tabla 1. 3 Cromosomas presentes en especies de Saccharum (Cordeiro et al., 2007)

Especie Numero de Cromosomas (2n)
S. barberi 111-120

S. edule 60 - 80

S. officinarum 80

S. Robustum 60 - 80

S. sinense 80— 140

S. spontaneum | 40 - 128

A S. officinarum L. se le conoce generalmente como la cafia noble porque es robusta y produce
abundante jugo dulce. Los tallos son gruesos (normalmente de més de 3-5 cm de didmetro) y
blandos, debido al bajo contenido de fibra. S. officinarum es cultivada por su habilidad de
acumular sacarosa en los tallos. Es, muy exigente en condiciones climaticas especificas, requiere
de una alta fertilidad del suelo y suministro de agua. Las accesiones de S. officinarum son
generalmente susceptibles a enfermedades como el mosaico, la gummosis, el chamuscado de

las hojas, la pudricion de la raiz y la enfermedad de Fiji (Salgado et al., 2003).
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1.1.1.1 Importancia Econédmica

La cafia de azUcar es un producto comercial y se produce en casi 100 paises en un area de 23.8
millones de hectareas (FAOSTAT 2019), que es aproximadamente el 1.5% del area total de
tierras de cultivo mundiales. El tallo de la cana de azucar es considerado un “fruto agricola”,
debido a que en la planta se produce y almacena el aztcar. Su uso principal es para solventar la
produccion de azlcar requerida a nivel mundial, aunque también se puede convertir en materia
prima para la fabricacion de papel, cemento, abonos y alimento animal. Los jugos que se obtienen
en el proceso de produccion se emplean ademas en la produccién de alcohol. Histéricamente la
produccion de azlcar era en india, en donde se practicaba el triturado y hervido del jugo de cafia
de azulcar (Gopal, 1964), sin embargo, Brasil con 746 millones de toneladas métricas, es el
productor mas grande de cafa de azUcar, seguido por India (376 MT), China (108 MT), Tailandia
(104 MT), Pakistan (67 MT) y México (56 MT). Hasta la fecha, la produccion de cafia de azlcar
en peso excede la de cualquiera de los cultivos alimentarios como el trigo, el arroz o el maiz
(FAOSTAT, 2019). Por ende, México tiene el puesto nimero 6 en la region de América Latina,
con una produccién promedio de 56, 841,523 toneladas afio (FAOSTAT 2019; figura 1.6). Se
cultiva en 16 entidades de la republica donde Veracruz se destaca como el nimero 1 de
produccién con un estimado de 20, 786, 411 toneladas/afio, segun datos recabados por SIAP en

el cierre del ciclo 2018 donde se cosecharon 840 mil hectareas.

Produccidn de cafia de azucar: los 10 princiaples paises
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Figura 1. 6 Principales productores de cafa de azlcar a nivel mundial (FAOSTAT, 2019)
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Ademaés, la cafia se posiciona en el primer lugar entre los principales productos agricolas

generados en México (figura 1.7)
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Figura 1. 7 principales productos agricolas generados en México (FAOSTAT, 2019)

1.1.1.2 La complejidad en un genoma poliploide.

A pesar de que la cafia de azucar es el mayor acumulador de sacarosa, el cultivo no ha sido
estudiado a detalle, principalmente por poseer un genoma con una naturaleza poliploide y
heterocigota (Thirugnanasambandam, 2018). En consecuencia, el genoma de la cafia de azucar
es un punto focal que contiene las respuestas a muchos aspectos intrigantes de esta especie.
La genética de la cafia de azlcar es una de las mas complejas que existe en el reino de las
plantas. En recientes afios, la gendmica de la cafia de azucar se ha mejorado, aunque adn no
en la medida en que han sido logrado otros cultivos, como los cereales. El entendimiento de
aspectos evolutivos y de la estructura de su genoma ha mejorado gracias al uso de recursos
tecnoldgicos significantes, como son los mapas genéticos, colecciones de gran escala de EST
(etiguetas de secuencia expresada), transcriptomas, libreria de cromosomas bacterianos
artificiales (BAC) y secuenciacién por shotgun (Souza et al, 2011). El sorgo ha sido ampliamente
aceptado como una referencia diploide cercana (Grivet and Arruda, 2002), debido a que ambos
divergieron de un ancestro comun hace aproximadamente de 5 a 8 millones de afios, con un
85% de similitud entre los ortélogos (Wang et al, 2010), sin embargo, aun no se han podido
descifrar por completo los genomas —nuclear, de cloroplasto y mitocondrial, de la cafia de azucar

(Thirugnanasambandam et al., 2018).
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El genoma nuclear moderno de la cafia de azucar (Saccharum spp. hybrids) ésta compuesto de
sub-genomas originalmente de dos genomas, de S. officinarum una hembra de tallo delgado y
con un alto contenido de azucar, y S. spontaneum —un macho de tallo delgado, con bajo
contenido de azucar. S. officinarum es una especie octaploide, la cual tiene un numero basico de
cromosomas (x) de 10, un genoma monoploide basico de ~1 Gb, y un numero total de
cromosomas (2n) de 80 (D’Hont et al., 1996; Zhang et al., 2012). Esto da como resultado un
tamanio total del genoma de aproximadamente ~ 7.88 Gb para esta especie (Zhang et al., 2012).
El genoma es autopoliploide, lo cual significa que hay mas de 8 copias homologas de cada gen

en el genoma de S. officinarum (Figura 1.8) (Thirugnanasambandam et al., 2018).

5. officinarum homologues

Figura 1. 8 Cromosomas homologos de Saccharum officinarum, adaptado de (Thirugnanasambandam et
al., 2018)

Por otro lado, S. spontaneum, tiene un ndimero basico de cromosomas de 8, un genoma basico
monoploide de tamafio de 750-843 Mb, sus niveles de ploidia varian (autopoliploide) con un total

de cromosomas en el rango de 40 a 128 y un genoma reportado de 3.36 a 12.64 Gb.

Finalmente, estas cualidades de (-informacién genémica-) que posee la cafia de azlcar permiten
introducir grandes retos en la biologia computacional. De este modo, los diversos consorcios de
secuenciacion hacen suponer que el genoma de cafia de azucar, se perfila como uno de los méas
grandes ensambles de Novo a obtener, debido a: 1) porcentaje de poliploidia, donde el 80% es
heredado de S. officinarum y un 10% de S. spp., Il) presenta nivel altos de recombinacioén,
constituye el 10% restante del genoma el cual es derivado de ambas especie progenitoras, Ill)
heterocigocidad; es decir, conduce a diversos grados de incertidumbre durante el ensamble del
genoma (Mohan, 2016).

A pesar de la complejidad del genoma de esta especie, Garsmeur et al., (2018) realizaron una
primera secuenciacion y ensamble del genoma la cafia de azucar para el cultivar R570 basado

en BAC. Predijeron un total 25,316 modelos de genes que codifican proteinas, el 17% de los
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cuales no muestran colinealidad con sus ortdlogos de sorgo. Por otro lado, Zhang et al (2018),
secuenciaron una variedad de cafia de azUcar Saccharum spontaneum haploide, AP85-441,
facilitaron el ensamblaje de 32 pseudocromosomas que comprenden 8 grupos homologos de 4
miembros cada uno, que llevan 35,525 genes con alelos definidos.

1.1.5 Desarrollos biotecnoldgicos en cafia de aztcar

Como se ha mencionado anteriormente, el genoma de la cafia de azlcar esta entre los mas
complejos de las plantas y de los cultivos comerciales. Esta complejidad dificulta la comprension
genética de la cafla de azUcar y la capacidad para mejorar el cultivo utilizando herramientas
biotecnoldgicas. Una serie de estudios describen parte de su complejidad y establecen el nivel
de poliploidia de las especies, mientras revela la coexistencia de distintas organizaciones de
genomas en las variedades modernas de la cafa de azucar (D’Hont et al., 1998; Ha S et al.,
1999, Mohan et al., 2016, Thirugnanasambandam et al., 2018).

Los métodos de transformacion genética en cafia de azlcar fueron reportados desde hace
décadas. Los primeros experimentos genéticos en cafia de azucar fueron realizados en los 80s
(Chen et al., 1987) cuando introdujeron un gen de resistencia a kanamicina dentro de
protoplastos a través de transformacion por electroporacion y polietilenglicol. Posteriormente en
los afios 90s (Bower y Birch, 1992) transformaron plantas a través del bombardeo con particulas
(biobalistica) en callos embriogénicos. Sun et al., (1993) obtuvieron plantas resistentes al
herbicida glufosinato de amonio a través de la biobalistica empleando el gen bar, el cual codifica
una fosfinotricina acetiltransferasa. Gambley et al., (1994) bombardearon tejidos del meristemo
con microproyectiles y regeneraron plantas que expresaban el gen luciferasa. Later y Arencibia
(1995) reportaron un procedimiento para la transformacion estable de tejido meristematicos
usando electroporacion. Gallo-Meagher e Irvine (1996) describieron el desarrollo de plantas
transformadas mediante biobalistica, cultivo comercial NCO 310 conteniendo el gen bar
(Cheavegatti-Gianotto et al., 2011).

Actualmente, diversos estudios han demostrado que la transformacién mediante Agrobacterium
y el bombardeo de particulas en cafia de azlcar han proporcionado la suficiente eficiencia para
producir variedades comerciales. Ademds, varios genes de interés comercial han sido
introducidos dentro de la cafia de azlUcar mediante transformacion genética, confiriéndole
tolerancia a herbicidas, resistencia a enfermedades y plagas, tolerancia a sequia, incremento de

sacarosa, y mejoras en la calidad y color de la aztcar (Cheavegatti-Gianotto et al., 2011).
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1.1.6 Mejoramientos genéticos en cafia de aztcar.

Zhang et al., (2006) reportaron la sobrexpresion del gen TSase (Grifola frondosa trehalosa
sintasa) bajo el promotor 2 x CaM35S el cual es transferido a la cafia de azUcar mediante la
transformacion de A. tumefaciens EHA105, para mejorar la tolerancia a sequia (S. officinarum
L). El gen TSase codifica una enzima involucrada en la produccion de trehalosa, un disacarido
no reductor de glucosa que funciona como un protector en la estabilizacion de las estructuras
biolégicas y mejora la tolerancia a estrés en organismos. Las plantas transformadas acumulaban

niveles altos de trehalosa, lo cual incrementaba la tolerancia a sequia.

Se ha reportado que el factor de transcripcion DREB2A interactla con una secuencia DRE de
accion cis para activar la expresién de genes ubicados posteriormente que estan involucrados
en la respuesta por sequia, sal y calor en A. thailiana. Reis et al., (2014) evaluaron los efectos
de la sobreexpresion inducible de AtDREB2A por estrés en cafia de azlcar. Los resultados les
indicaron que la expresiéon de dicho gen en cafia de azlcar mejor6 su tolerancia a sequia, ya que
las plantas transgénicas mantuvieron los niveles relativos de agua, el contenido de sacarosa, el

contenido relativo de agua y mejoraron la brotaciéon de yemas.

Jung y Altpeter et al., (2016) apuntaron con TALEN a una regién altamente conservada de
multiples genes del acido cafeico O-metiltransferasa (COMT), gen relacionado a la biosintesis de
lignina. El nivel de reduccién en el contenido de lignina entre las lineas de cafia de azucar
regeneradas se correlaciond positivamente con la frecuencia de eliminacion del gen COMT en
cada planta. De hecho, las plantas que mostraron los niveles mas altos de eliminacion genética
(99%), presentaron una disminucion en los niveles de lignina entre un 29% a 32% menos que las

plantas progenitoras.

1.1.7 Tecnologias actuales de edicion genética.

Las tecnologias de edicion de genomas comprenden tres sistemas primarios SSN, las nucleasas
dedos de zinc (ZFNs), las nucleasas efectoras como activadoras de la transcripcién (TALENS) y
las repeticiones palindromicas cortas interespaciadas regularmente agrupadas CRISPR
asociadas a una proteina Cas9. Las ZFNs fueron las primeras en emplearse para editar genomas
de plantas, sin embargo, era dificil disefiarlas y construirlas para las aplicaciones en varios
organismos. También sufrian de imprecisas secuencias de reconocimiento del DNA y tenian un
elevado costo. Posteriormente surgié una herramienta prometedora; TALENs derivada de las

bacterias Xantomas, fueron desarrolladas y usadas para la edicion de genoma. La complicada
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caracteristica de repeticion en tAandem en los dominios de union al ADN de la proteina TALEN
hace que la construccion sea tediosa y complicada. Finalmente, el sistema CRISPR/Cas9 es la
nueva herramienta de edicién del genoma que ha emergido poco después de que el sistema
TALEN fuera desarrollado (Ma D et al., 2015).

1.1.7.1 ZFNs

Las ZNFs fueron las primeras nucleasas especificas de secuencia disefiadas para reconocer y
escindir sitios cromosomicos. La union del ADN por ZFN se logra a través de matrices de dedos
de zinc (ZF), cada uno de los cuales reconoce tipicamente tres nucleotidos. Los ZFN, que
comprenden tres o cuatro ZF, funcionan en pares, por lo que se reconoce un total de 18-24 pb
en un sitio objetivo dado, una secuencia de longitud suficiente para ser Unica en la mayoria de
los genes eucariotas superiores. Las matrices de ZF se fusionan con el dominio catalitico de una
enzima de restriccion de tipo I, FoKI, que funciona como un dimero, por lo que la union de los
dos ZFN al objetivo acerca los mondmeros de FoKI para que pueda interactuar e introducir al
objetivo la ruptura de la doble hebra (Double Strand Break o DSB) (figura 1.9) (Voytas, 2013).

CAGGAGCGCACCATCTTCAGATCTG ACTACAAGATGTGTATCG
GTCCTCGCGTGGTAG AAG'TCWVTTG ATGTTCTACACATACG

Figura 1. 9 Dos nucleasas dedos de Zin (ZNF) unidas a un sitio especifico (Voytas, 2013)

1.1.7.2 TALENs

El dominio de unién al ADN de TALLEN (transcription activator-like effector nuclease) se deriva
de proteinas producidas por patégenos bacterianos de plantas del género Xanthomonas. Durante
la infeccion, las Xanthomonas administran efectores similares a los activadores de la
transcripcion (TAL) a la célula vegetal que se unen a promotores especificos de genes de plantas
y activan la expresion. Esto a su vez, conduce a un aumento de la virulencia del patdgeno. La
union al ADN por los efectores TAL se lleva a cabo por el dominio central de la proteina, que
comprenden una base Unica, y hay una correspondencia uno a uno entre las repeticiones en la

proteinay las bases en el ADN al que se unen. La secuencia de aminoacidos de cada repeticion
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esta altamente conservada, con la excepcion de los denominados di-residuos variables repetidos
(RVD) en las posiciones de aminoacidos 12 y 13. Cada repeticion de 34 aminoacidos se pliega
en una estructura de horquilla en que los RVD se colocan en la punta. El duodécimo aminoacido
alcanza la espalda para estabilizar la horquilla, mientras que el decimotercer aminoéacido
establece un contacto de base especifica en el surco principal del ADN (figura 1.10) (Voytas,
2013).

b
TALEN

TGGTCTGGAGCGCACGTGATCATCTTC ATGACGGCAACTACAAGATGAGTATGA

ACCAGACCTCGCGTGCACTAGTAGAA TACTGCCGTTGATGTTCTACTCATACT

Figura 1. 10 TALEN unidas a su sitio objetivo (Voytas, 2013).

1.1.7.3 CRISPR/Cas

Este sistema existe en procariotas para mediar la respuesta de defensa “inmune adaptativo”
bacterial contra los virus o acidos nucleicos invasores. Brouns et al., 2008 encontré que el RNA
CRISPR maduro (crRNA) trabaja con proteinas Cas provenientes de las mismas procariotas
confiriendo defensa antiviral para interferir la proliferacién de los virus. En el 2012, Jinek et al
mostraron que la estructura dual-RNA formada por crRNA y transactivacion crRNA (tracrRNA)
es suficiente para dirigir a la proteina del tipo Il Cas (spCas) de Streptococcus pyogenes , para
escindir una secuencia objetivo del DNA in vitro. La escision del DNA in vitro por spCas9 y el
dual-RNAs revela el potencial de este sistema para la ediciébn de genomas. Debido a esto, la
herramienta de edicién guiada por RNA para los genomas de mamiferos fue establecido usando
un disefio de sistema CRISPR bacterial del tipo Il en el 2013. En el sistema CRISPR/Cas, el
crRNA-tracrRNA, también denominado como la guia de RNA (gRNA), reconoce los sitios objetivo
en el genoma, y entonces recluta a la proteina Cas9 para precisar la escision en un locus
gendmico enddgeno especifico. Para la construccion de la guia que se enviard al sistema
bioldgico, la sintesis del gRNA compuesta de un crRNA especifico de 20 bp y un tracrRNA
universal, pueden transcribirse por un promotor de U6 polimerasa Il in vivo o por una ARN
polimerasa, tal como T7 RNA polimerasa, in vitro. La region mas importante para la seleccion del
sitio objetivo para un sistema CRISPR/Cas es la secuencia motivo adyacente protoespaciadora

(PAM), NGG, la cual media la estimulacion de la actividad de nucleasa Cas9 (Ma D et al., 2015).
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La siguiente tabla 1.4 resume la comparacion de las diversas tecnologias de edicion de genomas.

Tabla 1. 4 Comparacion de las tecnologias de edicion, adaptada de (Liu. &., 2017)

TECNOLOGIA DETERMINANTE | ENDONUCLEASA | TASA DE | LONGITUD ESPECIFICIDAD | OFF APLICACIONES
DE UNION AL MUTACION | DEL  SITIO | DE ENLACE TARGETING
ADN DE UNION
(PB)
ZFN Proteina “Zinc | Fokl 10 18-36 3 nucledtidos Alta Células de humano,
finger” cerdo, ratén, tabaco,
nematodos y pez
cebra
TALEN Efector similar a | Fokl 20 30-40 1 nucleétido Baja Células de humano,
un activador de la pulga de agua,
transcripcion vacas y ratén
CRISPR/CAS9 | crRNA/sgRNA Cas9 20 22 1:1 Variable Células de humano,
Emparejamiento trigo, tabaco,
de nucleétidos banana, arroz,
Arabidopsis, etc.

1.1.8 Sistema CRISPR

CRISPR es un acronimo que significa “cluster regulary interspace short palindromic reapet”,
significando “repeticiones palindromicas cortas interespaciadas regularmente agrupadas”, este
término fue conferido por Mojica et al., 2012 con la finalidad de evitar nomenclatura confusa. En
si, es un sistema que recopila y almacena fragmentos de material genético invasor, lo que le
confiere memoria molecular transmisible, estos fragmentos se transcriben en forma de crRNAs,
y son estos los que actuaran como guia de una enzima conocida como endonucleasa Cas de la
célula hospedera, la cual posteriormente funcionara en la neutralizacion de procesos infectivos,
degradando el ARN o ADN foraneo (Mojica, 2000).

La tecnologia de edicién CRISPR/Cas9, como sistema contempla los siguientes elementos:

e Proteina Cas
e Un fragmento crRNA (protoespaciador) y Un fragmento TracrRNA (scaffold) (sgRNA)

e Sitio de reconocimiento PAM (Motivo adyacente espaciador)

El sistema CRISPR se encuentra clasificado en 2 clases, 5 tipos y 16 subtipos, segun el criterio
basado en la arquitectura de sus componentes y sus mecanismos de accion. El sistema CRISPR
del tipo 1 y I, involucra todos aquellos sistemas que requieren de un gran complejo de proteinas
efectoras guiado por ARN para llevar a cabo la escision del DNA o RNA foraneo. El sistema

CRISPR del tipo I, comUunmente la mas empleada, precisa de una Unica proteina “endonucleasa
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efectora”, que guiada por un ARN lleva a cabo la neutralizaciéon del genoma invasivo, como es el
caso de Cas9 y Cpfl (Makarova, 2011; Kirchner, 2015) tabla 1.5.

Tabla 1. 5 Resumen de los tipos de sistema de CRISPR/Cas, elaboracién propia.

Sistema Descripcion Ejemplo
CRISPR/Cas9
TIPO LY Il Emplean un complejo de proteinas-Cas parael | Sistema CRISPR/Casl de S.
reconocimiento y escision. epidermis
TIPO I Solo emplea una proteina Cas para el | Sistema CRISPR/Cas9 de
reconocimiento y escision. Streptococcus pyogenes
1.1.8.1 Proteina Cas9

Todas las proteinas Cas9 tienen una estructura con dos dominios conservados (I6bulos): un

dominio de nucleasa HNH y un dominio de nucleasa RuvC. Los dos Iébulos estan conectados

por un puente de hélice y son responsables de la escisién del DNA objetivo. El dominio nucleasa

HNH de Cas9 escinde la hebra complementaria, mientras que el dominio nucleasa RuvC de Cas9

escinde la hebra no complementaria, como consecuencia, entre ambos dominios se da lugar a

un DBS. La escision que se lleva a cabo por estos dos dominios lo realizan tres nucleétidos rio
arriba del sitio PAM, (Figura 1.11) (Shan, 2014)

REC lobe

NUC lobe

Figura 1. 11 Representacion esquematica de Cas9 (Ma, 2016).
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1.1.82 SgRNA

Una de las funciones del sgRNA es interactuar con la estructura secundaria de la proteina Cas9
en vivo. El sgRNA ésta compuesto de un derivado de crRNA y un tracrRNA de secuencias
conectadas por un tetraloop artificial. La secuencia crRNA consiste de una guia de (20 nt, también
llamado espaciador), y una regién repetida de 12 nt, mientras que la secuencia de tracrRNA
consiste de una region anti-repetidas de 14nt y tres tracrRNA bucles de tallo (stem loop) (Figura
1.12). Las regiones repetidas y anti-repetidas denominas también como RAR bucle de tallo (stem
loop RAR) desencadenan el precursor CRISPR RNA (pre-RNA) procesado por la RNA
polimerasa lll y subsecuentemente activa la guia crRNA escindiendo el ADN por Cas9. El analisis
de la estructura de Cas9-sgRNA-ADN revela que el “stem loop 1” es crucial para la formacion del
complejo funcional Cas9-sgRNA-ADN, mientras que el “stem loop 2 y 3" promueven la formacion
estable del complejo a través de la interaccion con el I6bulo NUC y por lo tanto mejoran la
actividad en vivo (Liang G. Z., 2016; Kirchner, 2015)

3- NCC-5' Target DNA
HIIHHIHIH |1l Repeat
5'- NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNGUUUUAGA—GCU %\
Guide 11
E&, I( ~GGAAUAAAAUUGAACGAUA
= || Anti-repeat
@ *GUCCGUUALK AACUUG,
sgRNA Linker | ||| \é
AGCCACGGUGAAA™ &

Gl
UCGGUGCUU-3'

Stem Ioop RAR

Stem Ioop 3

Figura 1. 12 Representacién esquematica de la estructura secundaria del sgRNA (Liang G. Z., 2016)

1.1.9 Ediciones genéticas empleando el sistema CRISPR/Cas9

Se han realizado ediciones genéticas con el uso del sistema CRISPR/Cas9 en diversas plantas,
desde plantas dicotiledéneas como Arabidopsis —planta modelo, hasta plantas de interés
comercial como lo es el sorgo bicolor y Zea mays ,—plantas monocotiledéneas (Tabla 1.6). La
tecnologia del sistema CRISPR/Cas9 ha surgido para revolucionar los sistemas de edicién
genética en las plantas, de tal forma que ha llegado a ser empleado de manera sencilla, facil y

eficaz.
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Tabla 1. 6 Lista de plantas editadas mediante el sistema CRISPR/Cas9. Recopilacion de diversos articulos,

elaboracién propia

Especie Eudicotiledénea / Monocotiledénea
Arabidopsis thaliana Eudicotiledénea
Brassica oleracea Eudicotiledénea
Citrus sinensis Eudicotiledénea
Giycine max Eudicotiledénea
Hordeum vulgare Monocotiledénea
Nicotina benthamiana y N. | Eudicotiledonea
tabacum

Oryza sativa Monocotiled6nea
Petunia hybrid Eudicotiledonea
Populus tormentosa Eudicotiledénea
Solanum lycopersicum Eudicotiledénea
Solanum tuberosum Eudicotiledénea
Triticum aestevium Monocotiledonea
Vitis vinifera Eudicotiledénea
Zea mays Monocotiledonea
Sorghum bicolor Monocotiledonea

Las ediciones genéticas que se han llevado a cabo en las diversas especies (10 eudicotiledéneas
y 5 monocotiledéneas), se caracterizan por guiar el sistema CRISPR/Cas9 mediante un RNA
guia, a un locus de un gen definido, el cual es reparado en la mayoria de los casos por la via de
union no homologa directa (NHEJ) y como resultados han obtenido diversos porcentajes de
transformacién y de mutaciéon. Por ejemplo, Feng et al., 2013, emplean el sistema de
CRISPR/Cas9 para realizar la edicion en genes de Arabidopsis (BRI1 y GAIl), como resultados
se obtuvieron plantas que exhibieron un crecimiento retardado y hojas enrolladas; en la edicion
del gen BRI1 y plantas con fenotipo enano al mutar el gen GAI. Posteriormente, Gao et al., 2015,
mutaron los genes PDs y PDR6 por el sistema CRISPR/Cas9, para ello disefiaron gRNA dirigidos
al exon del PDS y al segundo exén del PDR6. Como resultado, los mutantes con pérdida de la
funcién exhibieron hojas albinas para el gen PDS, mientras que para las plantulas con el gen
PDR6 interrumpido, se observé un incremento en el nUmero de ramas. Estos fenotipos fueron
observados en etapas tempranas de desarrollo. Ma X et al., 2015 disefiaron un sistema de
CRISPR/Cas9 para editar plantas monocotiledoneas como eudicotiledéneas. Dirigieron el
sistema CRISPR/Cas9 a 3 grupos de genes en arroz, (i) grupos de genes que tienen funcion
positiva en efectos de florecimiento FTL (11 genes), cuyos mutantes mostraron un fenotipo de
hoja con senescencia prematura, (ii) genes OsGSTU, OsMRP15 y OsANP, los cuales sintetizan
antocianinas color purpura en las hojas de arroz, cuyos mutante presentaron hojas verdes,

confirmando el rol de estos genes para la sintesis de antocianinas en arroz, (iii) finalmente genes
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OsWaxy, sintetizan amilosa, cuyos mutantes mostraron una disminucion en el contenido de
amilosa del 14.6% a 2.6%. Recientemente, Eid et al., (2021), informaron la edicion multialelica
de la subunidad | quelatasa de Magnesio (MgCh) en cafia de azucar. La quelatasa es una enzima
clave para la biosintesis de clorofila. La confirmacion de la mutagénesis de 49 alelos dirigida por
el sistema CRISPR/Cas9 fue corroborada por secuenciacion por Sanger de amplicones de PCR
clonados. La mutacion, resulto en una disminucion en el contenido de clorofila. Por otro lado, Oz
et al., (2021) realizaron mutaciones puntuales al gen acetolactaso sintasa (ALS) perteneciente a
la cafia de azlcar, mediante el direccionamiento genético. Como resultado, la coedicién de hasta

tres copias / alelos del ALS le confirid tolerancia contra el herbicida.

Los estudios de edicién gendmica en los que han empleado el sistema CRISPR/Cas9 se han
centrado en editar genes representativos que estan involucrados con algun rasgo fisiolégico y/o
estructura de la planta que pueden ser facilmente medibles, como lo es el albinismo, enanismo,
aumento de tricomas, pigmentacién, fluorescencia, floracién tardia, mayor nimero de ramas,
sintesis defectuosa de clorofila b, fenotipos pronunciados de propagacion de la macolla, tamafio
de semilla, fenotipos sensibles a ciertos herbicidas, perdida de la funcién de enzimas de suma
importancia como la carboxiviniltransferasa, involucrada en la ruta del corismato, el cual es un
precursor de los aminoacidos aromaticos como la fenilalanina, triptéfano y tirosina, en donde la

célula no sobrevivird con dichas mutaciones, etc.
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1.1.4 JUSTIFICACION

Sabemos que el gen SONAP se encuentra en regulando positivamente en la expresion diferencial
en diversas condiciones de estrés osmoético y salino, por lo que se infiere que este factor de
transcripcion perteneciente a la familia NAC se encuentre involucrado en respuesta al estrés
abidtico; ademés los analisis in silico de ortologia y filogenia predijeron una segunda funcion,
relacionada con la senescencia. Por consecuencia, como primer intento de corroboracién de
dicha funcion, el FT SoNAP se sobreexpreso en callos de hojas de tabaco en los que se
observaron fenotipos amarillos acelerados y otros con necrosis posterior a los 7 dias de
transformacion, esto llevo a inferir la posibilidad de que FT SONAP se relacione en el proceso de
senescencia, sin embargo, no fue esclarecido por completo para poder dilucidar dicha funcién en
tejidos no diferenciados. Motivo por el cual este estudio se centra en continuar analizando la

funcionalidad del gen SONAP en tejido meristematico de Saccharum officinarum.
1.2 Hipotesis

La sobreexpresion del gen SoNAP en meristemos radiculares de Saccharum officinarum da lugar

un fenotipo senescente.
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1.3 OBJETIVO GENERAL

Determinar la funcionalidad del gen SoNAP en tejidos meristematicos radiculares de Saccharum
officinarum Var MEX69290.

1.3.1 Objetivos especificos

1. Determinar el efecto de la construccibn 35S::SoONAP en tejidos meristeméticos de
Saccharum officinarum.
Analizar in silico la edicion del gen SoNAP
Determinar el efecto del silenciamiento del gen SONAP en tejidos meristematicos utilizando
el sistema CRISPR/Cas9.
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1.4 Estrategia experimental general
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CAPITULO II

Capitulo Il. SOBRE EXPRESANTE SoNAP EN MERISTEMOS RADICULARES
2.1 INTRODUCCION

La familia NAC contempla tres grupos de proteinas (las cuales se toma la primera letra de cada
una para formar la sigla NAC): NAM (No apical Meristem), ATAF 1-2 (Arabidopsis transcription
activation factor) y CUC2 (Cup-shaped cotyledon); caracterizandose por mantener dominios
conservados en la region N-Terminal (aproximadamente de 150 aminoacidos) para la adhesion al
ADN vy estan divididos en 5 subdominios (A-E) (Ooka, 2003), mientras que su variabilidad de
aminoacidos en la region C-Terminal (regidon no conservada en las plantas) sirve para generar las
diversas redes de interaccion proteina — proteina y de este modo generar nuevas propiedades
emergentes de las células (Olsen, 2005).

Guo et al., 2006 reportaron el analisis funcional de AtNAP, un gen que codifica para la familia de
factores de transcripcion NAC. La expresion de este gen esta cercanamente relacionada con el
proceso de senescencia de las hojas de roseta de Arabidopsis. El AtNAP fue detectado solo
cuando las hojas comenzaron con la senescencia, en hojas viejas, pero no en hojas jévenes. El
AINAP es una proteina nuclear. Al mutar el AtNAP observaron que la senescencia de la hoja se
retrasa significativamente. Consideran que la expresién constitutiva de este gen podria ser letal,
al inducir la sobreexpresion del AtNAP, que causa una senescencia precoz. Finalmente llevan a
cabo un BLAST y un arbol filogenético de la secuencia de aminoéacidos del AtNAP con secuencias
con alta similitud de diferentes especies de plantas e identifican al PvNAP (de la habichuela
dicotiledénea) con una identidad del 66% y al OsNAP (del arroz) con una identidad del 70% e
hipotetizan que estos homdlogos son ortélogos funcionales del AtNAP, y comprueban que estos
dos factores de transcripcion comparten el mismo patron de expresion especifico de hojas
senescentes. Estos datos sugieren que el AtNAP y sus homologos juegan rol importante en la

senescencia de la hoja en Arabidopsis y posiblemente en otras especies de plantas.

Carrillo et al., 2020 realizaron un analisis del transcriptoma de S. officinarum en condiciones de
sequia, y mostraron que el FT SoNAP incrementa su expresion gradualmente con respecto al
tiempo de exposicion en condicion de sequia, ademés de acuerdo al andlisis filogenético llevado
a cabo sugirié que el SONAP es ort6logo del AtNAP y OsNAP. De acuerdo al ensayo transitorio de
localizacién sobre células epidérmicas de cebolla confirmaron que el SONAP es una proteina
nuclear. El analisis cuantitativo de la reaccion de la polimerasa en cadena indica que SoNAP fue
inducido por tratamientos de alta salinidad, sequia, y acido abscisico. Finalmente, la

sobreexpresion ectdpica del SONAP en callos de tabaco transformado mediante Agrobacterium
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exhibieron un fenotipo café acelerado después de 7 dias de transformacién y algunos mostraron

necrosis (Carrillo-Bermejo, 2020).

En este capitulo se pretende llevar a cabo la sobre expresién del gen SoNAP en meristemos de
cafa de azlcar, como parte del ADN-T de un vector binario llevado por Agrobacterium
tumefaciens, con la finalidad de continuar dilucidando la funcionalidad de dicho factor de

transcripcion.
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2.2 METODOLOGIA

2.2.1 Transformacién genética en Agrobacterium

Se recuperd el vector binario pK7FWG2.0 (Figura 2.1) con el inserto del gen SoNAP (Carrillo-
Bermejo, 2020), esta construccion fue empleada para inducir la sobreexpresion en callos de
tabaco. Se descongelaron alicuotas de células competentes de A. tumefaciens y el vector
35S:SoNAP en hielo. Se adicion6 10 pl del vector y se mezcldé suavemente, posteriormente se
incubd por 5 min en nitrégeno liquido. Las células de A. tumefaciens se transformaron por choque
térmico a 37°C durante 10 min. Se cultivaron con 500ul de medio YEP con agitacién constante a
28°C por 4 h. Posteriormente se centrifugaron las alicuotas a 4000 g por 5 min, se elimino el
sobrenadante y se resuspendio el pellet formado, finalmente se cultivd en placas con medio YEP
suplementado con los antibidticos de seleccion correspondientes al vector 35S:SoNAP
(Estreptomicina / Espectinomicina).

Xbal (11871) Apal (1)
Smal (11862) Asatii(7)
Xmal (11860) T358
Sacli (11736) o Sacli (245)
Kan__ E Egfp
P _ amr2
LB_ X Xma (1359)
3 Smal (1361)
R 4 — ccdB
EcoRI(2228)
SmSpR
i
pPK7FWG2,0 e
11880 bp

T pa3ss

\ Sacl(3751)

Hindlif (3753)
RB

Clal (7007)

Figura 2. 1 Mapa del vector pK7FWG2,0. Sm/SpR: gen de resistencia a estreptomicina y espectinomicina
para seleccién de bacterias transformadas; Kan: gen de resistencia a kanamicina para la seleccién de
plantas transformadas; T35S: terminador 35S; Egfp: proteina verde fluorescente; ccdB: gen que codifica
para la toxina ccdB; p35S: promotor 35S.
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2.2.2 Transformacién genética de meristemos de cafia de aztcar

Se realiz6 la transformacion genética mediante agroinfiltracién en meristemos de cafia de azlcar
de 1-5 mm de longitud, se selecciond 6 meristemos como controles y cultivados en medio MS sin
antibidticos, 8 meristemos transformados y cultivados en medio MS sin kanamicina (grupo
meristematico, MTSK)y 8 meristemos transformados y cultivados en medio MS con kanamicina
(grupo meristemético, MTCK) (50mg/ml). La transformacion se realizé con el método de
agroinfiltracion con base en el protocolo de Clemente (2006) modificado. La fenotipificacion de los
meristemos se realiz6 a los 10 dias posteriores de la agroinfiltracion.

2.2.3 Andlisis del cambio de color en meristemos transformados

Se evalu6 el cambio de color posterior a los 10 dias a un grupo que contempla 3 meristemos
transformados y cultivados en medio sin kanamicina (MSK), a 3 meristemos transformados y
cultivados en medio con kanamicina (MCK) y a los 3 meristemos control, se utilizé el procedimiento
descrito por Cardenas-Pérez et al., (2017) que consiste en tres pasos principales captura, proceso
y andlisis. Se utilizo el software ImageJ para el analisis del color mediante la medicion en CIELab,
donde sus valores de L* (luminosidad), a* (verde a rojo), y b* (amarillo a azul) fueron estimados
usando la herramienta de histograma de frecuencia. Se tom6 5 valores en L, ay b en el area
superior, media e inferior para cada uno de los meristemos, ademas se calculé la diferencia de
color (AE) de acuerdo a Arzate-Vazquez et al., (2011). Se realizdé un analisis de componentes
principales (PCA) como un primer acercamiento al comportamiento de los datos, posterior a esto
se realizé un diagrama de cajas y bigotes entre los grupos (dia 1 vs dia 10) para observar las
diferencias cuya significancia se analiz6 mediante la comparacion de sus medias (prueba de T-
student, p<0.05).
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2.3 RESULTADOS

2.3.1 Transformacién de Agrobacterium

Se realizé la transformacion genética de A. tumefaciens LBA 4404 con el vector.35S:SoNAP. Se
realiz6 la PCR en colonia, en esta se identificaron las colonias transformadas, se observo el inserto
con el tamafio cercano a lo esperado, 1119 pb inserto del gen SoONAP y 750 pb para kanamicina
(Figura 2.1)

[2000 F—>
1500 f—>

[1000" }—>

750 F—>

500 F—»>

250  —|

Figura 2. 2 Productos de PCR en colonias analizadas en gel de agarosa al 1%. Carril 1: cargado con 1ul de
marcador molecular de DNA 1kb Ladder (PROMEGA, G571A), carril 2: control negativo (sin templado),
carriles 3 y 4, colonia transformada con el gen SoNAP, carriles 5 y 6: control positivo (con templado
35S:SoNAP).

2.3.2 Sobre expresion del SONAP en meristemos de caia de aztcar

Para estudiar la funcion del gen SoNAP, se transformaron meristemos radiculares mediante la
agroinfiltracion, se usaron colonia transformas con el vector 35S:SoNAP (Figura 2.3 A). Se
monitore6 el desarrollo de los meristemos y la fenotipificacién a los 10 dias posteriores a su
transformacion genética. Los meristemos del grupo control presentaron alargamiento y desarrollo
de hoja; los meristemos transformados y cultivados en un medio sin kanamicina (MTSK)
presentaron signos de oxidacién con una tasa del 75%; mientras que, los meristemos
transformados y cultivados en un medio enriquecido con kanamicina (MTCK) presentaron de igual

modo signos de oxidacién con una tasa superior del 100% (Figura 2.3 B), finalmente la tendencia
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de la oxidacién fue percibida mayormente en los meristemos transformados al transcurrir el tiempo

y posterior a los 14 dias no se present6 recuperacion. (Figura 2.3 C)
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Figura 2. 3 Respuesta fenotipica de la sobreexpresién del SONAP en tejidos meristematicos de cafia. A) Estructura del vector
35S:SoNAP-GFP. B) Respuesta de la sobreexpresante. En la primera columna se muestra el fenotipo de los meristemos control
cultivados en un medio MS al dia 1 y dia 10; en | asegunda columna se muestra el fenotipo de los meristemos transformados con
Agrobacterium cultivados en medio sin kanamicina al dia 1 y dia 10; en la tercera columna se muestra el fenotipo de los meristemos
transformados y cultivados en medio con kanamicina (50mg/ml) al dia 1 y dia 10. C) Graficas de tendencia. Las graficas muestran

la tendencia del cambio fenotipico en los meristemos radiculares de Saccharum officinarum a los 10 dias posteriores a la
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Como un primer acercamiento al comportamiento de los datos, el analisis de PCA nos indic6 que
los tres grupos meristematicos (control, MTCK y MTSK) del dia 1 se encuentran agrupados en una
misma area del cuadrante, lo cual esta representado por caracterizarse por tener colores similares
en la misma etapa de desarrollo, ademas el grupo meristematico control a los 10 dias no estuvo
tan alejado de tener las tonalidades semejantes a los grupos del dia 1; sin embargo, para los
grupos meristematico MTSK y MTCK del dia 10 se agruparon muy juntos entre ellos y en un
cuadrante distinto y alejados de los grupos meristematico del dia 1, esto postula la idea del cambio
de color significativo debido a la expresion del gen SONAP en este grupo de tejidos (Figura 2.4).

Individuals - PCA

D1_MJSK_2

05- D1_MTE

Groupo
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o

D1_MTCK

E D1_MTSK
E D10_Control

D10_MTCK

PCA2 (9.7%)

D10_MTSK

-2 =1 0 1 2

PCA1 (88.3%)

Figura 2. 4 Analisis de componentes principales en la sobreexpresion del gen SoNAP en meristemos

radiculares de Saccharum officinarum

Por otro lado, para observar detenidamente la sobreexpresion del gen SoNAP en los tejidos
meristematico, se tomaron imagenes bajo el microscopio a los tres grupos meristematicos al dia 1
y al dia 10, las imagenes tomadas mostraron que el grupo control no presento cambios en el color,
mientras que tanto para el grupo MTSK y MTCK se pudo observar un cambio de color de un verde-
amarillo a un amarillo-café, posterior a los 10 dias, lo que se infiere como signos de oxidaciéon
(Figura 2.5 A).
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Figura 2. 5. Cambio de color de los meristemos durante la sobreexpresion del gen SoNAP. A) Imagenes

tomadas bajo el microscopio del dia 1 y dia 10 para el grupo control meristematico; el grupo transformado y

cultivado en un medio sin antibiético (MTSK); y el grupo meristeméatico transformado y cultivado en un medio
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con antibiético (MTCK), respectivamente. B) Imagen representativa de las coordenas de CIELab en un
sistema tridimensional. C) Promedio del espacio de color para la coordenada a*; para cada grupo
meristematico; donde la linea roja representa al grupo control, la linea verde al grupo meristematico
transformado y cultivado en un medio sin antibiético (MTSK); la linea azul representa al grupo meristematico
transformado y cultivado en un medio con antibiético (MTCK). D) Promedio del espacio de color para la
coordenada b*. E) Grafico que representa la diferencia de color (AE) para cada uno de los grupos

meristematicos.

A su vez, se evalud los cambios de color en los grupos meristematicos durante la sobreexpresion
del gen SONAP mediante la escala CIELab; L* (luminosidad), a*(verde a rojo); y b*(amarillo a azul)
(Figura 2.5 B, C y D). Con respecto a los valores de a*; al dia 1 los tres grupos se situaron entre
valores de -20 a -5, posterior a los 10 dias de sobreexpresion del gen SONAP, el grupo control
mantuvo un valor negativo lo cual estd asociado a mantener un color verde, mientras que los
grupos meristematicos MTSK y MTCK obtuvieron valores positivos, lo que indica una disminucion
en el color verde. Por otro lado; los valores b* para los tres grupos se obtuvieron entre 30 a 40 al
dia 1; posterior a los 10 dias, los grupos meristematicos MTSK y MTCK exhibieron un decremento
en sus valores, lo que indica una disminucion del color amarillo. Por tanto, el incremento y
decremento en los valores de a* y b* respectivamente, en el dia 1 con respecto al dia 10 para los
grupos meristematicos MTSK y MTCK podrian estar asociados con el cambio de matiz de un
verde-amarillo a un amarillo-café con manchas marrones, lo que se infiere como signos de
oxidacion; degradacion de la clorofila, cambio que se manifiesta por modificaciones progresivas
del color de las hojas verde oscuro a verde palido, amarillo y marrén como paso final,
probablemente el cambio de color este surgiendo como consecuencia de la sobreexpresion del
gen SoNAP (Figura 2.5 A y B). Finalmente, la diferencia de color en CIELab para el grupo
meristematico control al dia 1 respecto al dia 10 no presento significancia (p>0.05), mientras que
para los grupos MTSK y MTCK al dia 1 y dia 10 respectivamente, si hubo diferencias significativas
(Figura 2.5 E y A). Por consiguiente, este capitulo nos proporciond los datos relevantes que
contintian sustentando la funcionalidad del gen SoNAP; previamente descrito por Carrillo-Bermejo
et al., (2020), como un gen gue esta relacionado con la muerte celular causada por la senescencia

de la hoja.

2.4 DISCUSION

Bresson et al., (2018) analizaron el proceso de senescencia en hojas de roseta verdes, amarillas

y marrones de 3, 4, 5y 7 semanas de A. thailiana a niveles fisiolégicos, bioquimicos y moleculares.
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Ademas, cuantificaron de manera novedosa la senescencia foliar mediante ensayos colorimétricos
macroscépicos basados en la escala HSV, lo que permitié definir los umbrales para cada color.
Los valores de distribucion H, S, V en hojas de 6 semanas reflejaron un color verde-amarillo, color

percibido en la degradacion de la clorofila; cambio temprano, significativo y visible. Al mismo
tiempo, los parametros obtenidos de la relacién FV/F (rendimiento de la fluorescencia de la
m

clorofila) decrecieron en la semana 6. De este modo, corroboraron que ambos pardmetros se
encuentran estrechamente relacionados. Por otro lado, en este estudio se realiz6 la cuantificacion
del espacio color CIELab en meristemos transformados que sobreexpresan el gen SoNAP al dia
1y dia 10, como resultado se obtuvo un aumento en los parametros a* y una disminucién en los
parametros b*, lo que indico un cambio de matiz de un amarillo-verde a un amarillo-café con
manchas marrones, signos inferidos posiblemente a la oxidacion y/o degradacién de la clorofila,
similares a los percibidos en las hojas de roseta de A. thailina, en el trabajo de Bresson et al.
(2018).

Por otra parte, Balazadeh e tal., (2010) concluyeron que el gen ANAC092 en Arabidopsis t. ejerce
su funcién durante la senescencia y germinacion atreves de conjunto de genes diana parcialmente
superpuestos. Ademas, en el (2011), reportaron que el gen ORS1 (miembro de la familia de
factores de transcripcion NAC) desencadena la expresion de genes asociados a la senescencia a
través de una red reguladora que pueden implicar interferencias con vias de sefializacion
dependientes de NaCl y H,O.. Garapati et al., (2015) concluyen que el factor de transcripcion
ATAF1 de Arabidopsis sirve como un activador transcripcional central de la senescencia al acoplar
la sefalizacion relacionada con el estrés con cascadas transcripcionales relacionadas con la
fotosintesis y la senescencia. Carrillo-Bermejo et al., (2020) caracterizo un gen que codifica para
el factor de transcripcion SONAP de Saccharum officinarum, predijo la funcién de FT mediante
ortologias y filogenias como un gen posiblemente relacionado con la senescencia, y como primer
intento corrobord su funcién al sobreexpresar el gen SoNAP en callos de tabaco (tejido
diferenciadso) en donde observo un fenotipo amarillo acelerado a los 7 dias y algunos presentaron
necrosis, sintomas exhibidos posiblemente debido a la senescencia. Como parte del sustento de
la funcionalidad del factor de transcripcion SoNAP, en este estudio se realiz6 la sobreexpresién
del gen SoNAP en tejidos meristematicos de Saccharum officinarum, los datos mostraron un
fenotipo amarillo-café en el tejido meristemético a los 10 dias, el cambio de color fue analizado en
el espacio de color en CIELab, el resultado infirié un fenotipo meristematico que presento sintomas
de senescencia; ademas, este FT esta involucrado en la respuesta a estrés osmético y salino

(Carrillo-Bermejo). De este modo, los FTs pueden jugar roles de regulones. Finalmente podemos
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hacer mencion que, cuando las plantas se enfrentan a tensiones drasticas, la senescencia también

puede ser una estrategia de salida para garantizar la supervivencia para su descendencia.
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2.5 CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

En primera instancia se concluye una oxidacion del 100% en los grupos meristematicos
transformados y cultivados en un medio MS suplementado con kanamicina (MTCK). Ademas, los
datos obtenidos del espacio color CIELab para cada grupo meristematico mostraron cambios
significativos en el color de un verde-amarillo a un amarillo-café, valores representativos que
pueden asumir que esta ocurriendo la descomposicion de macromoléculas, como la clorofila. Por
lo que, el gen SONAP sobreexpresado en meristemos radiculares de cafia de azucar se perfila a
dirigirse como un gen relacionado con la respuesta a senescencia, que ademas se involucra en

respuesta a estrés osmético y salino.

A partir de los estudios y discusiones presentados en este trabajo, como perspectiva de trabajos
futuros que estén orientados a continuar en la dilucidacion de la funcionalidad del gen SoNAP,

deben de realizarse diversas pruebas como la cuantificacion de la relacién FV/F , el contenido de
m

perdxido de hidrogeno intracelular, las actividades de las enzimas CAT y APX en meristemos
transformados con el gen SONAP sobreexpresado, a fin de usarse como marcadores fisiolégicos
tempranos de senescencia (Bresson et al., 2018).
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Capitulo 1ll. EDICION DEL GEN SoNAP
3.1 INTRODUCCION

El sistema CRISPR/Cas9 derivado de Streptococcus pyogenes es una herramienta poderosa para
la edicién del genoma que puede agilizar los estudios funcionales de genes en una variedad de
organismos, incluidas las plantas (Doudna y Charpentier 2014). El sistema CRISPR/Cas se
compone de un ARN guia monocatenario (SJRNA) para el reconocimiento del ADN objetivo a
través de la complementariedad de bases, y una proteina asociada a CRISPR (Cas9) para la
escision del ADN ~ 3 pb corriente arriba del motivo adyacente protoespaciador (PAM = 'NGG')
(Jinek et al. 2012). En ausencia de plantilas de ADN homologas, las roturas bicatenarias
activadas por CRISPR/Cas9 se repararan principalmente a través de la via de unién no homoéloga
propensa a errores (NHEJ), lo que dara como resultado la generacion de mutaciones de cambio

de marco de lectura en los genes objetivo (Zhang et al., 2016).

CRISPR/Cas9 se ha desarrollado recientemente como una tecnologia prometedora para realizar
ediciones genéticas en diversas variedades de especies, incluyendo las plantas, guiando el
sistema a diversos genes, editandolos de manera que suprimen su funcién o la mejoran. En los
diversos estudios el sistema CRISP/Cas9 se ha dirigido a regiones especificas en el gen, por
ejemplo, Xie et al., (2017) realizaron edicion genética en el gen ALS del arroz (OsALS), un gen de
acetolactato sintasa, el cual cataliza los pasos iniciales de la biosintesis de la cadena de
aminoacidos ramificada como leucina, isoleucina y valina (Chipman et al., 1998). Para dirigir al
sistema CRISPR/Cas9 realizaron mutaciones puntuales, es decir realizaron un cambio en el
aminoacido 548 (W548L) TRIPTOFANO (W, TGG) por una LEUCINA (L, TTG), y un cambio en al
aminoacido 627 (S6271) una SERINA (S, AGT) por una ISOLEUCINA (I, ATT), emplearon una
plantilla molde, por lo que la reparacién del ADN vino dada por via homologa directa (HDR), ver
figura 3.1. Sin embargo, una sola mutacién puntual (W548L) es suficiente para conferirle
resistencia al arroz (Butt et al., 2017).
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Figura 3. 1 Representacion esquematica de la mutaciéon puntual en el gen OsALS (Xie et al, 2017)
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Chilcoat et al., 2017, reportaron ediciones genéticas en el gen WX1 del maiz, el cual codifica para
una sintasa de almiddn involucrada en la composicion de la semilla, disefiaron dos guias, un gRNA-
Cas9 apunto a una secuencia aguas arriba del sitio de inicio de la transcripcién y otro gRNA-Cas9
se dirigié hacia abajo del coddén de terminacién de parada (figura 3.2). La regién entre los dos
objetivos se extirpd y los extremos cromosomicos distales restantes se unieron a través de la via
de unién de extremos no homologos (NHEJ) para la reparacion del dafio del ADN, lo que resulto
en un alelo nulo Wx1 con el fenotipo Waxy

WX1

Stop gRNA2
gRNAT *p g

Wild-type WX1

!
L §
Edited Wx1 4 kb deletion D—

Figura 3. 2 Disefio del knockout del gen Wx1 (Chilcoat et al., 2017,).

Zhang et al., (2016) reportaron mutaciones a 6 miembros de la familia de genes PYR/PYL, genes
que codifican una rama de receptores de ABA en Arabidopsis. Los mutantes que son ausentes de
estos receptores de ABA, presentan un fenotipo insensible a ABA. Para la mayoria de
los genes PYL, los sitios objetivo de sgRNA se eligieron de la region CDs, mientras que para PYLS,
el sitio objetivo de sgRNA se localiz6 dentro de la regién 5" no traducida (UTR) (figura 3.3) sin

embargo, la eficiencia de edicion en la regién UTR es baja, del 26%.

5’-AGCCTCACGATCAGACCGATGG-3' GC%: 57.9%
ST Eeda by

PYLS

5 -TTTGTCGTATCCGACGCGGAGG-3' GC%: 57.9%
x— i
[
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Figura 3. 3 Esquema del locus PYL gen. La region CDs se muestra en amarillo, el transcrito ARNm se

representa con la linea negra. El sgRNA de PYL8 fue seleccionado en la region 5’"UTR (Zhang et al., 2016)

Wang et al., (2016) disefiaron un vector CRISPR/Cas9 el cual iba dirigido al gen OsERF922 en
arroz, este gen proviene de la familia de los factores de transcripcion de respuesta al etileno (ERF),
la sobreexpresion de este factor de transcripcion permite la susceptibilidad de la planta a la

infeccion por M. oryzae, regulando asi de manera negativa. Eligieron una secuencia de 20
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nucleétidos que contiene el codon de iniciacion del marco de lectura abierto de OSERF922 como
el sitio objetivo. El sitio de escisién de Cas9 predicho en la regién de codificacién del gen fue de

siete pares de bases aguas abajo del coddn de iniciacién de ATG, figura 3.4.

A ATG  TGA

ERFa22-52; GLOCCCGCATGTCTCTCTCC Tigg

Figura 3. 4 Esquema de la estructura del gen OSERF922 y el sitio objetivo (Wang et al., 2016).

La eleccion de la region a editar dependera del gen con el que se encuentran trabajando. Sin
embargo, en este capitulo se contemplara el andlisis bioinformatico para encontrar las regiones
blanco posibles a editar, las guias que permitan dirigir el sistema CRISPR/Cas9 y la construccion

de un plasmido binario que exprese ambos componentes.
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3.2 METODOLOGIA

3.2.1 Analisis bioinformaticos

3.2.1.1 Base de datos de proteinas NACs

Se cre6 una base de datos de proteinas a partir de Saccharum spontaneum AP85-411 y
Saccharum spontaneum Sspon. Cultivar R570. Se emple6 el software HMMER v3.3.2 con el
parametro phmmer — parametro de consultada de la proteina SONAP en la base de datos generada
previamente. Se concatend las secuencias obtenidas con las 30 secuencias generadas por Pereira
et al., (2019).

3.2.1.2 Busqueda de similitud

Se realizé un BLASTP en la pagina de NCBI, de la base de datos proteica previamente obtenida
contra la secuencia proteica del SONAP.

3.2.1.3 Proteinas redundantes

Se empleé el software EMBOS con el parametro Skipredundant para determinar las secuencias
proteicas redundantes y no redundantes.

3.2.1.4 Relacion filogenética

Se realiz6 un alineamiento de la base de datos proteica de NACs con la herramienta MAFFT en la
plataforma web Galaxy (Versidn 7.221.3); se utilizaron los datos por default, ademas se le solicito
mostrar el arbol de alineacién. Finalmente, el arbol de alineacién fue visualizado en el programa
iTOL.

3.2.1.5 Seleccion de guias de RNAs

El analisis del disefio y evaluacion de las secuencias guias fue realizado en el programa CRISPOR
(Concordet, 2018), herramienta web para los experimentos de edicion de genomas con el sistema
CRISPR/Cas9. Como dato de entrada en el paso 1, se colocd la secuencia nucleotidica codificante
para el factor de transcripcion SONAP de 1,119 pb, como paso 2 se selecciond el genoma de
Saccharum spontaneum — wild sugarcane — NCBI GCA_003544955.1 (Sspon.HiC_chr_asm) y
finalmente como paso 3 se seleccion6 el motivo PAM 20pb-NGG. Se escogieron 2 guias
direccionadas a la region C-terminal del gen SONAP. Se empleo6 el programa Benchling (Pellegrini,

2016) para visualizar la direccion de las guias en el gen SoONAP.
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3.2.1.6 Alineacién de guias de RNAs

Se realiz6 un alineamiento BLASTn en el NCBI de las guias con la base de datos NACs generada

a partir de las tres variedades de cafa.

3.2.2 Sitio objetivo de edicién

Se selecciono el extremo C-terminal del gen SONAP como region objetivo a editar.

3.2.3 Plasmidos

Los plasmidos pRGEB32 y pDK-SA (Figura 3.5) fueron empleados para el disefio y construccion.

T-DNA RB
NLS NS
2 Spel
Ascl
pDK-SA =
pRGEB32 . i
15.9 kb & gt ;;-'
A-DNA LB \ #&v"f :
N . pBR322 ori Q '
,;‘-_S,

\
sy, | 4 ‘(a@‘

A gRNA B

Figura 3. 5 Plasmidos binarios de expresion. (A) Estructura del vector binario basado en el esqueleto pCAMBIA
1300. El gen de Higromicia (HPT II) de seleccion para planta. Contiene el promotor OsU3 y Scaffold necesarios para la
transcripcion de la guia de RNA. El gen Cas9 es impulsado por el promotor de Ubiquitina. Plasmido binario pPRGEB32
requerido como molde para amplificar el promotor OsU3, Scaffold y generar un fragmento de 500 pb (Xie et al., 2013).
(B) Estructura del vector binario basado en el esqueleto pCAMBIA1300. EI NTP Il codifica para la neomicina
fosfotransferasa Il (nptll). El gen de Cas9p impulsado por el promotor 35S del virus del mosaico de la coliflor. Dos sitios

de restriccion, Spe I/ Asc |, fueron proporcionados para entrar multiples cassettes sgRNAs (Ma et al., 2015).

El plasmido pRGEB32 sirvi6 como molde para la amplificacion del promotor OsU3 y la secuencia
Scaffold. El plasmido pDK-SA se utilizé como pladsmidos binarios de expresion del sistema
CRISPR/Cas9 y los sgRNA.
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3.2.4 Estrategia de ensamble de guias “sgRNA”

La estrategia general utilizada para el ensamble e insercion de fragmentos en plasmidos binarios
de expresion del sistema CRISPR/Cas9 constituyé de rondas de amplificacidon con primers
especificos a partir del plasmido pRGEB32 vy la ligacién de estos fragmentos en el plasmido de

expresion pDK-SA, una estrategia basada por Liang et al., (2016).

T-DNA RB

A v B e
s ns vhvﬁ.
Di(;flghgz . M\\ ‘%m”m
’ Kan POK-SA o *
)/r"-o‘u LB w E' f”f_lﬁ
3‘\‘ - N (A
G N <
oy \ — #4}'
A )
@ @ Ligar
-— ~
1. pDK-SA:Casset1
gy, -SA:
R o 2. pDK-SA:Casset 2
Ligar
STITIRALL i

PCR2

\“ﬁvﬁb
111
s i,

i iy,

Figura 3. 6 Estrategia de ensamble. (A) esquema general de rondas de PCR para amplificar y obtener los
cassettes 1y 2 (fragmentos de 500 pb). (B) esquema general de ensamble de cassettes 1y 2 en el plasmido
pDK-SA.

Diserio de cebadores

El disefio de los primers (tabla 2.1) se sigui6 a lo descrito por Liang et al., (2016).
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Tabla 3. 1 Primers empleados para las amplificaciones de fragmentos 500 pb, 400 pb y 100pb.

Primer ID Secuencia del primer Nomenclatura
posterior

Pro-F-Spel-U3 AAACTAGTAAGGAATCTTTAAACATA F-SPEI
sgRNA-R-Ascl-U3 AAGGCGCGCCGCACCGACTCGGTGCCACT R-ASCI
U6NgRNA-1-Rv-U3 GUIA1-RV-TGCCACGGATCATCTGCAC 1R
gRNA-1-Fw-U3 GUIA 1-FW-GTTTTAGAGCTAGAAATA 1F
U6NgRNA-2-Rv-U3 GUIA 2-RV-TGCCACGGATCATCTGCAC 2R
gRNA-2-Fw-U3 GUIA-2-FWGTTTTAGAGCTAGAAATA 2F

Ensamble de fragmentos

Se realizé la primera ronda de PCR-1 bajo el siguiente protocolo, 20.5 ul de mezcla maestra, 1.5
ul de primer forward / primer reverse (Tabla 3. 2), 1 ul DNA y 0.5 pl Tag Polimerasa. La reaccién
se llevé a cabo en un termociclador bajo los siguientes parametros, 95°C por 2 min, 95°C por 30
s, 48°C por 30 s, 72°C por 30 s, 30 repeticiones y 72°C por 5 min.

Tabla 3. 2 Primers empleados para amplificar los fragmentos de 400 pb y 100 pb

Componentes Producto 1 Producto 2 Producto 3 Producto 4
P-F ‘ F-Spel 1F F-Spel 2F
P-R ‘ 1R R-Ascl 2R R-Ascl

‘ 400 PB 100 PB 400 PB 100 PB

Los productos amplificados se visualizaron en un gel de agarosa al 1% con bromuro de etidio. Los
productos de PCR fueron purificados, posteriormente se realiz6 una reaccion de ligacion entre los
productos (1y 2) y (3 y 4), la reaccién fue realizada mediante el siguiente protocolo: 4 ul Buffer
ligasa 5x, 7.5 ul fragmento X, 7.5 pl fragmento Y, 1 yl T4 DNA ligasa. Se dejé la reaccién a 25°C
por 30 min, se inactivo la enzima a 65°C por 10 min. Una vez transcurrido el tiempo de reaccion,
se amplificé el fragmento de 500 pb en una segunda ronda de amplificacion por PCR-2 con primers
F-Spel y R-Ascl, se siguidé el protocolo como se menciond anteriormente. Se corroboré las
amplificaciones de los fragmentos ligados en un gel de agarosa al 1% con bromuro de etidio.
Finalmente, los productos de la segunda ronda de PCR fueron purificados y denominados como

producto Ay B.
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Digestidn y ligacién

El plasmido pDK-SA fue digeridos con Spel y Ascl, se utilizé el siguiente protocolo: 1 pg ADN, 5 pl
Buffer rCutSmart 10x, 1 pl (10U) Spel, 1 ul (10U) Ascl, agua hasta 50 pl, se incubaron a 37°C por
5-15 min, se inactivaron las enzimas a 80°C por 20 min. El pldsmido digerido fue purificado por
columna. Se llevé a cabo la reaccion de ligacidn entre el plasmido pDK-SA digerido y los productos
Ay B, bajo el siguiente protocolo: 4 ul Bufer ligasa 5x, 1 ul Vector digerido, 4 pl fragmento “X”, 1 pl
ligasa T4 y 10 ul agua. La reaccion se dejé a 25°C por 30 min y se inactivo la enzima a 65°C por
10 min. Se tomd 5 ul para transformar en células competentes de E. coli mediante choque térmico
a 42°C. Las células transformadas fueron cultivadas en medio LB suplementado con kanamicina.
Se realiz6 la PCR de colonia para identificar las colonias con el inserto de 500 pb. Finalmente,

corroboradas las colonias se procedi6 a la extraccion y purificacion del plasmido.

3.2.5 Corroboracién de cassette 1y 2 ensamblados en plasmido pDK-SA.

Posterior a la extraccion y purificacion del plasmido, se corroboré el inserto amplificando la
secuencia de 500 pb, 400 pb y 100 pb, respectivamente para el cassette-1 y cassette-2 insertados
en el plasmido pDK-SA. Se realizé una PCR bajo el siguiente protocolo, 20.5 pl de mezcla maestra,
1.5 pl de primer forward / primer reverse (Tabla 3.3), 1 ul DNA y 0.5 ul Taq Polimerasa. La reaccién
se llevé a cabo en un termociclador bajo los siguientes parametros, 95°C por 2 min, 95°C por 30
s, 48°C por 30 s, 72°C por 30 s, 30 repeticiones y 72°C por 5 min.

Tabla 3. 3 Primers empleados para la amplificacién y corroboracién de los cassettes insertados en el
plasmido pDK-SA

pDK-SA:Cassette-1 | pDK-SA:Cassette-2
COMPONENTES FRAGMENTO 1 FRAGMENTO 2 FRAGMENTO 3 FRAGMENTO 1 FRAGMENTO 2 FRAGMENTO 3
P-F F-SPEI F-SPEI 1F F-SPEI F-SPEI 2F
P-R R-ASCI 1R R-ASCI R-ASCI 2R R-ASCI
500 PB 400 PB 100 PB 500 PB 400 PB 100 PB
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3.3 RESULTADOS

3.3.1 Analisis bioinformaticos

Se elabord una base de datos con un total de 109,143 proteinas proveniente de dos variedades
de cafa de azucar. Como primer paso, se uso el software HAMMER con el parametro phmmer,
comparo la secuencia proteica del gen SONAP contra la base proteica generada, como resultado
se obtuvo 418 posibles secuencias NAC; estas secuencias y las provenientes del transcriptoma
de Saccharum officinarum sumaron un total de 448 secuencias (Tabla 3.4), con esto se generé
una base de datos de consulta proteica NAC. Para corroborar que las 448 secuencias presentaban
su dominio NAC, se analizaron en HAMMER con el parametro phmmscan, compar6 cada una de
las secuencias proteicas contra una coleccion de perfiles de diferentes dominios, con esto se
corroboro la presencia del dominio NAC en cada uno de las secuencias aminoacidos que
conforman la base de datos proteica.

Tabla 3. 4 Base de datos proteicas NAC, referencia anexo A.

Base de datos Variedad Consulta SONAP
25,316 proteinas ‘ Cultivar R570 91 posibles secuencias NAC
83,827 proteinas ‘ Saccharum spontaneum AP85-441 327 posibles secuencias NAC

‘ Saccharum officinarum VAR MEX69290 30 secuencias NAC

Ademas, se realiz6 un alineamiento de la base de datos de consulta proteica NAC previamente
generada contra la secuencia de aminoacidos del gen SoONAP, el resultado mostro tres secuencias
con un porcentaje alto de identidad que van del 99.19%, 98.58% y 96%, para Sspon.03G0018230-
3D, Sspon.03G0018230-1A y Sspon.03G0018230-2C, respectivamente (Tabla 3.5).

Tabla 3. 5 Secuencias proteicas con identidad a la secuencia proteica SONAP, referencia anexo A.

Identificador % identidad
Sspon.03G0018230-3D ‘ 99.194
Sspon.03G0018230-1A ‘ 98.577
Sspon.03G0018230-2C ‘ 96.194

Por otro lado, se determin6é un total de 285 secuencias redundantes de la base de datos de

consulta proteica NAC; dentro de las secuencias redundantes, se encontré las secuencias
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proteicas SoNAP, Sspon.03G0018230-3D, Sspon.03G0018230-1A y Sspon.03G0018230-2C
(Tabla 3.6).

Tabla 3. 6 Secuencias redundantes, ver anexo A.

No. secuencias Redundancia
285 secuencias REDUNDANTES
163 secuencias NO REDUNDANTES

Por consiguiente, el arbol filogenético obtenido a partir de la base de datos de consulta proteica
NAC mostr6 que las secuencias proteicas de SoNAP; Sspon.03G0018230-3D,
Sspon.03G0018230-1A y Sspon.03G0018230-2C se agruparon en el mismo clado, lo cual
corrobora la posible ortologia de estas secuencias.

Figura 3. 7 Relacion filogenética de la base de datos NACs analizada en este estudio. El analisis se basé
en alineaciones de las secuencias NAC de longitud completa. A) arbol filogenético. B) amplificacién del clado
donde se agrupan las tres secuencias con alta identidad al SONAP (identificado con una estrella), referencia

anexo A.

3.3.2 Sitio blanco de edicidn y guias de RNA seleccionadas

Con respecto a las guias de RNA, se selecciono dos guias dirigidas a la region C-terminal del gen
SoNAP (Tabla 3.7)
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Tabla 3. 7 Guias seleccionas

# Guia Posicién | Secuencia guia + PAM |
1 608/Rv CATGTACGCCAGCTGCGGTG TGG
2 952/Fw AGCAGAGCCCACTCAAGAGG CGG

En cuanto a la estructura del gen SoNAP; contempla una region 5°UTR, una region codificante con
un dominio NAC en el extremo N-terminal y una regién 3’'UTR. Dado que la secuencia nucleotidica
de la region C-terminal es variable entren las secuencias NAC, las guias seleccionas apuntaron a
dicha region blanco (Figura 3.8).

Dominio NAC ) 3-UTR
CDs
5-UTR___ Guia 1 PGuia 2

Figura 3. 8 Estructura del gen SONAP

Finalmente, el alineamiento de las guias contra la base de datos nucleotidica NAC identifico los 20
nucleétidos respectivos para la guia 1 y 2 de RNA solo en las secuencias Sspon.03G0018230-3D,
Sspon.03G0018230-1A y Sspon.03G0018230-2C (Tabla 3.8)

Tabla 3. 8 Match completo encontrados en la base datos NAC generados por cada guia

Secuencia RNA-1 RNA-2
SoNAP -Crtl ‘ 1 1
Sspon.03G0018230-3D ‘ 1 1
Sspon.03G0018230-1A ‘ 1 1
Sspon.03G0018230-2C ‘ 1 1

3.3.3 Corroboracién de insertos en plasmidos

La guia RNA-1 (sgRNAL1) dirigira al sistema CRISPR/cas9 a la region C-terminal del gen SONAP
entre los nucledtidos 608-628 (Figura 3.9 A). Por ende, el sgRNAL fue insertado en el pladsmido

pDK-SA (Figura 3.9 B). Finalmente, la corroboracion del inserto fue realizada mediante PCR y se
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visualiz6 en un gel de agarosa al 1% donde se observé el tamafio esperado de los fragmentos que
albergan al casset-1 — 500pb; el cual se conforma por el Promotor OsU3 — 400 pb vy la
guia::Scaffold — 100 pb (Figura 3.9 C).

SERNAL
A ~&-AGCAGAGCCCACTCAAGAGG CGG-3..-
SONAP -

| 1000 —

‘750—0

l 500 —

[ 250

Figura 3. 9 Estrategia para la mutagénesis del gen SONAP y su corroboracion guia 1. A) Representacion esquematica
del gen SoNAP de Cafia de azucar Saccharum officinarum vy el sitio objetivo sgRNAL, el sgRNA1 se dirige a los
nucleétidos 608 — 628, el sitio PAM se indica con fuente roja. B) Mapa del plasmido de edicién para la cafia de azUcar.
El sgRNA1 se expresa bajo el promotor OsU3 de arroz, pCas9 esta bajo el control transcripcional del promotor CaMV
35S y el terminador T35S y el nptll esta bajo el control transcripcional del promotor 35S del virus del mosaico de la
coliflor (CaMV). C) Amplificacién de los fragmentos de 500 pb (Promotor OsU3: guial:Scaffold) en los carriles 3y 7, 400
pb (OsU3:Guia) en los carriles 4 y 8, 100 pb (Guia:Scaffold) en los carriles 5y 9, fragmentos que constituyen el cassette-
1, gen NPTII de 794 pb en carril 10, marcador molecular de 1kb en carril 1, amplificaciones realizadas mediante una

reaccion de PCR donde se utilizé el plasmido pDK-SA ligado con el cassette 1 como plantilla molde.

De este modo, la guia RNA-2 (sgRNAZ2) dirigira al sistema CRISPR/cas9 a la region C-terminal del
gen SoNAP entre los nucleétidos 952-972 (Figura 3.10 A). El sgRNA2 fue insertado en el plasmido
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pDK-SA (Figura 3.10 B). Finalmente, la corroboracion del inserto fue realizada mediante PCR y se
visualizé en un gel de agarosa al 1% donde se observé el tamafio esperado de los fragmentos que
albergan al casset-2 — 500pb; el cual se conforma por el Promotor OsU3 — 400 pb vy la
guia::Scaffold — 100 pb (Figura 3.10 C).

SgRNA2
A ~5.';(_3_ATGTACGCCAGCTGCGGTG TGG:;_'_
Gen CDs I TGA
SoNAP
-)
B
Ascl Spel
RB LB

2000 .

1500 —

1000 ——

[ 750 f|—

500 ——*

250 ——

Figura 3. 10 Estrategia para la mutagénesis del gen SoNAP y su corroboracion guia 2. A) Representacion esquematica
del gen SoNAP de Cafia de azucar Saccharum officinarum y el sitio objetivo sgRNA2, el sgRNA2 se dirige a los
nucleétidos 952 — 972, el sitio PAM se indica con fuente roja. B) Mapa del plasmido de edicion para la cafia de azucar.
El sgRNA1 se expresa bajo el promotor OsU3 de arroz, pCas9 esta bajo el control transcripcional del promotor CaMV
35S y el terminador T35S y el nptll esta bajo el control transcripcional del promotor 35S del virus del mosaico de la
coliflor (CaMV). C) Amplificacion de los fragmentos de 500 pb (Promotor OsU3:guial:Scaffold) en los carriles 3y 7, 400

pb (OsU3:Guia) en los carriles 4 y 8, 100 pb (Guia:Scaffold) en los carriles 5y 9, fragmentos que constituyen el cassette-
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1, gen NPTII de 794 pb en carril 10, marcador molecular de 1kb en carril 1, amplificaciones realizadas mediante una
reaccion de PCR donde se utilizo el plasmido pDK-SA ligado con el cassette 1 como plantilla molde..
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3.4 DISCUSION

La limitacién de datos transcriptomicos y gendmicos en la cafia de azucar, particularmente debido
a su largo y complejo genoma, han obstaculizado estudios moleculares en profundidad. Sin
embargo, existen estudios recientes sobre andlisis transcriptomicos en cafia de azucar que han
revelado genes claves involucrados en diferentes etapas; como en el desarrollo del vastago y hoja
(Yan, 2021), bajo estrés osmético en hojas y raices (Pereira-Santana, 2017), en la elongacion de
la hoja en respuesta a estrés (Li C. N., 2016), relacionados con la absicion de la hoja durante el
periodo de maduracion (Li, 2016), y recientemente se ha obtenido los primeros ensambles
gendmicos de dos cultivares R570 (Garsmeur, 2018) y AP85-411 (Zhang, 2018). Los resultados
de estos estudios pueden ayudar a generar bases de datos para los factores de transcripcion
pertenecientes a la familia NAC e identificar posibles genes diana utiles.

Se genero una base de datos proteicas NAC (448 secuencias) proveniente de las tres variedades,
como resultado se descubrié tres secuencias proteicas con alta identidad al SoNAP; la
Sspon.03G0018230-3D, Sspon.03G0018230-1A y Sspon.03G0018230-2C provenientes de la
variedad Saccharum spontaneum cultivar AP85-441, presentaron un porcentaje de identidad del
99.19%, 98.58% y 96%, respectivamente, ademas se observé que estos genes se agruparon en
el mismo clado en el arbol filogenético, lo que resulta en la ortologia entre estas secuencias. Asi,
podemos considerar la posibilidad de mutar no solo el gen SoNAP, sino que también contemplar
las 3 secuencias encontradas. Esta informacion sirvi6 como base para la seleccién de guias de
RNA.

Por otro lado, los factores de transcripcién pertenecientes a la familia NAC se caracterizan por
tener un dominio NAC altamente conservado en la regién N-terminal, mientras que en la region C-
terminal es considerada como la regién de activacion de la transcripcién (TAR) y es una region
altamente divergente entre las plantas (Ooka et al., 2013). Carrillo-Bermejo et al., 2020, reporto
gue la region C-terminal del gen SoNAP no mostré homologia de secuencia con las proteinas NAC
gue pertenecen al clado V. En conjunto con los datos obtenidos, se seleccién dos posibles guias
gue dirigiran el sistema CRISPR/Cas9 para generar indels, la primera provocaria mutaciones entre
los aminoacidos 204-208 y la segunda guia entre los aminoacidos 319-323 (region C-terminal),
cuyas mutaciones deberian ser reparadas por los sistemas de reparaciéon de la doble hebra, en
donde se ha visto que el sistema de reparacion por unién no homologa directa es propenso a
generar errores, esto se ve reflejado en la adiciéon o eliminacion de bases nucleotidicas lo cual

provoca un cambio en el marco de lectura, esto a su vez interrumpiria la funcionalidad del gen.
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3.5 CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

Podemos dilucidar que existe la posibilidad de que haya 3 copias del gen SONAP en Saccharum

officinarum, de acuerdo a los andlisis bioinformaticos realizados.

Por otro lado, como perspectiva de trabajos futuros en la edicion de los meristemos, ¢Qué se
espera obtener con la mutacion del SONAP en los meristemos? En primera instancia, no se sabria
su fenotipo, recordemos que los Factores de transcripcion son regulones y pueden estar
participando en diversos procesos de desarrollo de la planta, sin embargo, se deberia caracterizar
el desarrollo de los meristemos transformados con los plasmidos de edicion, para determinar su
fenotipo. Aunado a esto, se deberia realizar la corroboracion de la edicién del gen SONAP en los
tejidos meristematicos y posteriormente a una determinada edad de la plantula. Entonces, solo si
se alcanzara a generar la mutacién con éxito y el desarrollo normal de la cafia, podriamos obtener
material meristematico mutado para continuar con la corroboracién de la funcionalidad del gen
SoNAP cuando se encuentra apagado con diversos experimentos como lo es el propio estrés
osmotico, recordémonos que la sobreexpresion del SONAP en tejidos meristematicos nos dio pauta
a pensar que es un gen letal, que al ser inducido desencadena determinados eventos que tienen
lugar en el curso de la senescencia, como lo fue percibido en los fenotipos meristematicos del dia

1 contra los del fenotipo meristemético del dia 10.
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ANEXO

Anexo A

El siguiente link proporciona la visualizacion de los documentos obtenidos y/o generados para el
analisis bioinformatico.

https://drive.google.com/drive/folders/1S1w_L9ZIYHChzyOOhwxF16UXRri3NZXx?usp=sharing
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