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1. RESUMEN/ABSTRACT

La manipulacién genética de los aceites vegetales es un objetivo prioritario para los
tecndlogos de alimentos debido a sus multiples aplicaciones. Camelina sativa posee un
contenido inusual de acidos grasos omega-3 (30-35%) en su aceite siendo una de las fuentes
naturales de omega-3, diferentes de los peces, méas abundantes del planeta. Sin embargo, el
aceite de esta planta también posee otros acidos grasos como el erdcico (22:1), en cantidades
que pueden variar entre el 2 al 5% del total de acidos grasos lo que supone un obstaculo para
la generalizacion del aceite de camelina como aditivo alimentario. El gen FAEL es el
responsable de la sintesis de &cido erucico en la semilla y por tanto el gen diana a editar. Asi
pues, el objetivo de este proyecto a largo plazo es modificar genéticamente la composicion
quimica del aceite de camelina eliminando el contenido de &cido graso erdcico actuando
sobre los tres genes CsSFAE1 presentes en Camelina. Para ello, hemos utilizado el sistema de
edicion CRISPR-Cas9. En este trabajo, se ha procedido al disefio y obtencion del vector de
edicion, conteniendo las secuencias diana, el sistema de guiado y la proteina Cas9 como paso
previo a su transformacion en plantas de Camelina. Para ello se ha utilizado una estrategia de
PCR splicing para la clonacion de las secuencias diana en el vector pHSE401. Los resultados
muestran un correcto armado del vector de edicion previo a la transformacién de plantas de
camelina. Estudios anteriores demuestran que es posible la edicion mediante CRISPR-Cas9
de genes involucrados en la biosintesis de aceite y de acidos grasos en el aceite de plantas. La
eliminacion del erdcico mediante una estrategia similar, abriria las puertas al uso definitivo

del aceite de camelina como fuente de omega-3 para usos agroalimentarios.
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Genetic manipulation of vegetable oils has become a priority objective for food technologists
due to their multiple applications. Camelina sativa’s oil has an unusual content of omega-3
fatty acids (30-35%) and is one of the major source of this fatty acid apart from fish.
However, camelina’s oil has other fatty acids erucic (22:1) in amounts that can vary between
2-5% of the total fatty acid content. The presence of erucic acid reveals as an obstacle to the
generalization of camelina’s oil as a food additive. It is known that FAE1 gene is responsible
for the synthesis of erucic acid in seed plants so it is our target gene. The aim of this project
is to genetically modify the chemical composition of camelinas’s oil eliminating the acid
erucic content by targeting the three CsFAEI gene present in the camelina’s genome. TO
accomplish this goal, a CRISPR-Cas9 editing system strategy has been chosen. In this work,
we have proceed to the design and cloning of the target and guiding sequences into a
pHSE401 vector containing the Cas9 protein. A PCR splicing strategy for cloning the target
sequences into the pHSE401 vector has been used. The results show a correct assembly of the
editing vector prior to the transformation of camelina plants. Moreover, previous studies
show that the use of CRISPR-Cas9 to edit genes involved in seed oil fatty acid biosyntesis in
plants is possible. The elimination of erucic acid would open the opportunity to the definitive
use of camelina oil as a source of omega-3 for the agri-food sector.
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2. INTRODUCCION

La manipulacion genética de los aceites vegetales es un objetivo prioritario para los
biotecnodlogos debido a sus multiples aplicaciones. El uso principal de los aceites obtenidos
de semillas o frutos de plantas es el uso alimentario, bien para el cocinado de los alimentos o
en crudo como aditivo, como es el caso del aceite de oliva. Sin embargo, los aceites vegetales
también tienen una gran cantidad de usos industriales, tales como componentes de pinturas,
barnices, surfactantes, antidispersantes en tintas de impresora, liquidos hidraulicos o mas

recientemente para producir biocombustible (Jaworski & Cahoon, 2003).
2.1 Camelina sativa como fuente de origen vegetal de acidos grasos omega-3

Camelina (Camelina sativa) es una planta perteneciente a la familia Brasicaceae cuyo cultivo
despertd el interés del hombre ya en la época griega y romana, precisamente porque su aceite
se utilizaba para usos medicinales o como combustible de lamparas. Se trata de una planta
comun en gran parte de Europa y es también conocida como falso lino. Mide entre 30 y 120
cm de altura, tiene las hojas lanceoladas y su fruto es una pequefia silicua que alberga entre 8
y 15 semillas (Miguel Gutiérrez Lopez & Antonio Albalat Borras, 2013). Camelina
presenta excelentes propiedades agrondmicas: es un cultivo oleaginoso natural, anual, de
elevada rusticidad y adaptabilidad con capacidad de produccion en zonas con baja
precipitacion. Ademas es un cultivo econémico ya que tiene un ciclo de vida corto,
reproduccion autdgama, requerimientos nutricionales bajos y una resistencia innata a
patdgenos microbianos y plagas de insectos (Zubr, 1997). Estas caracteristicas hacen que su
cultivo pueda constituir una alternativa en Aragén a nuestros secanos aridos, pudiendo
integrarse en la rotacion y sistema de cultivos de nuestros cereales de invierno con escasas
necesidades de insumos. De hecho en la region el cultivo de camelina se ha extendido en los
ultimos afos, sobre todo en comarcas del bajo Aragon (Miguel Gutiérrez Lopez & Antonio
Albalat Borras, 2013).

Pero sin duda el gran interés del cultivo de Camelina viene dado por el alto contenido de
aceite en su semilla, que puede llegar a un 43% del peso de la misma, asi como a la inusual

acumulacion de acido linolénico (18:3 u omega-3) en dicho aceite, que puede llegar a
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representar un 37% del total de &cidos grasos (Zubr, 1997) (Figura 1). Esta elevada presencia
de acido linolénico omega-3 solo se encuentra en la naturaleza en dos especies, la propia
camelina y el lino (Linum ussitatisimum), aunque éste no acumula tanto aceite como la
camelina en su semilla. Esto ha provocado que la camelina haya emergido como una planta
modelo para la investigacion en el aceite de semilla y su produccion a gran escala. Ademas,
su proximidad genética con la planta modelo Arabidopsis thaliana (ambas son brasicaceas) y
su facilidad para ser transformada por métodos similares han colocado a la camelina como
una especie clave en los estudios sobre biosintesis de aceite en la semilla de plantas. Su
genoma estd anotado y secuenciado (Kagale et al., 2014) y esta disponible en
(http://www.camelinadb.ca/index.html) lo que proporciona una clara ventaja desde el punto

de vista de su manipulacion genética.

En los ultimos afios el aceite de camelina se ha utilizado para la produccién de
biocombustibles, concretamente biogueroseno presente en aviacion civil (vuelo KLM-B474
en noviembre de 2019 o IBERIA Airbus 320 en octubre de 2011) o militar (US Navy
Superhornet F18, abril 2010) (Miguel Gutiérrez Lopez & Antonio Albalat Borras, 2013).

Composicidn de acidos grasos en semillas
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Figura 1 Composicion de &cidos grasos del aceite de semilla de
diferentes plantas. Datos extraidos de la Tabla 1 de (Zubr, 1997)
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Los acidos grasos omega-3 (18:3) presentes en el aceite de camelina, forman parte de los
denominados &cidos grasos saludables por los beneficios de su ingesta en la dieta sobre el
sistema cardiovascular y como precursores de dos derivados del omega-3 como son el EPA
(&cido eicosapentanoico (20:5) y DHA (&cido docosahexaenoico (22:6). Estos derivados son
necesarios para el correcto desarrollo del sistema neural y son potentes antiinflamatorios via
la generacion ya sea de agentes antiinflamatorios o a través del blogueo de agentes
proinflamatorios. Ademas, la evidencia sugiere su tratamiento para enfermedades como la
artritis reumatoide, enfermedades neurodegenerativas y enfermedades inflamatorias
intestinales (Cassileth, 2010). Esto hace que en el mercado existan gran cantidad de
productos en los que los acidos grasos omega-3 y sus derivados se incluyen como aditivos.
Las fuentes de estos acidos grasos suelen ser peces 0 pequefios crustaceos, ricos en omega-3.
Tanto la materia prima de origen como su procesamiento, encarecen el coste de produccién y
su uso. El aceite de camelina podria ser una clara alternativa de gran potencial por el origen
vegetal del aceite. Sin embargo, su uso alimentario como fuente de acidos grasos saludables
omega-3 se ha visto dificultado por el hecho de que no solo contiene omega-3 sino otros
acidos grasos como el acido erdcico (22:1), en cantidades que pueden llegar hasta el 3%
(Zubr, 1997).

2.2 La ingestion de acido erucico puede acarrear problemas a la salud

La presencia de 4&cido erucico supone un obstaculo para la generalizacion de la
comercializacion del aceite de camelina como aditivo alimentario y fuente de acidos grasos
saludables omega-3. El corazén es el principal 6rgano que padece los efectos toxicos
derivados de una exposicion crénica. El efecto mas critico deriva en cuadros clinicos de
lipidosis miocardica. Es decir, los &cidos grasos se acumulan en el tejido cardiaco lo que
provoca una disminucién de la contractilidad del miocardio generando posteriores problemas

cardiovasculares.

Asi pues, el 21 de septiembre de 2016, la Comision Técnica Cientifica de Contaminantes de
la Cadena Alimentaria (CONTAM) de la Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria
(EFSA) adopto un dictamen cientifico sobre la presencia de &cido erucico y sus
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consecuencias en los piensos y alimentos (EFSA Panel on Contaminants in the Food
Chain (CONTAM) et al., 2016). En referencia a la toxicidad, la evaluacion afirma que el
corazon es el principal 6rgano que padece los efectos toxicos derivados de una exposicion
cronica prolongada. El efecto més critico deriva en cuadros clinicos de lipidosis miocardica,
que es reversible y transitoria. Ademas, la incidencia es diferente dependiendo de algunos
parametros como la especie, la edad y la capacidad de metabolizar el acido erdcico. Ademas,
se establece una ingesta diaria tolerable (IDT) de acido erucico de 7 mg/kg de peso corporal
(pc) por dia. Se detectd que los lactantes y otros nifios con niveles de exposicion alimentaria
por encima de la IDT presentaban el nivel de exposicion méas alto y por tanto eran la
poblacion target con mas riesgo. Si miramos la presencia de este compuesto en los alimentos,
la EFSA especifica que la bolleria es el grupo de alimentos que mas contribuye a la
exposicion dietética al acido erdcico (240-390 mg/kg) incluso en los grupos de nifios, con
medias de 21-28% del total de la exposicion. Por ultimo, con los datos disponibles no se
pueden sacar conclusiones sobre la genotoxicidad y carcinogenicidad del &cido erucico
(EFSA Panel on Contaminants in the Food Chain (CONTAM) et al., 2016).

Con respecto a la ingesta y los efectos del &cido ertcico en los animales, La EFSA ha
establecido un nivel de efectos adversos no observados (NOAEL) de 700 mg/kg de peso
corporal en cerdos. Sin embargo, la exposicion alimentaria en cerdos esta por debajo de dicho
nivel. En el caso de las aves de corral, se ha establecido un nivel bajo donde se observan
efectos adversos de 20 mg/kg de peso corporal y dia, valor que representa el doble del
méaximo de exposicién (12 mg/kg de peso corporal y dia). Esto da un pequefio margen de
seguridad que podria indicar un riesgo para pollos en el caso de ingestas elevadas. No existen
valores de referencia para las demas especies, pero lo que se ha evidenciado es que el acido
erucico ingerido por los animales es transferido a los alimentos de origen animal y que esta
transferencia es proporcional al nivel de ingesta (EFSA Panel on Contaminants in the Food
Chain (CONTAM) et al., 2016).
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Debido a las conclusiones de la evaluacién de la EFSA explicada anteriormente, se adopta en
noviembre de 2019 el Reglamento (UE) 2019/1870 que postula nuevos limites maximos de

acido erucico presentes en algunos alimentos (Tabla 1).

Tabla 1. Contenido maximo de &cido erucico en determinados alimentos (Reglamento (UE) 2019/1870)

Productos alimenticios (%) Contenido maximo (g'kg)

«8.1. Acido erticico, incluido el dcido ericico presente en
grasas

8.1.1. Aceites y grasas vegetales comercializados al consumidor
final o para su uso como ingredientes alimentarios, a
excepcion del aceite de camelina, el aceite de mostaza v el
aceite de borraja

812 Aceite de camelina, aceite de mostaza(*) y aceite de 50,0
borraja
Mostaza (condimento) 35,0
(%) Con la aceptacién de 1a autoridad competente, el contenido maximo no ze aplicari al aceite de mostaza producido v consumido a escala local ».

Asi pues, el contenido méaximo en aceites y grasas vegetales es de 20g/kg exceptuando el
aceite de camelina, mostaza y borraja que se mantiene en 50 g/kg. EI mismo Reglamento
(UE) 2019/1870 da una explicacion de porque en el caso del aceite de camelina no se ha
reducido su contenido maximo de ertcico como si se ha hecho para la categoria de aceites

vegetales:

“La presencia de acido erucico en vegetales indica que conviene reducir su
contenido mediante diferentes técnicas enfocadas a la utilizacion de variedades
con bajo contenido de este acido graso. Sin embargo, en el caso del aceite de
camelina, el aceite de mostaza y el aceite de borraja, se han aportado pruebas que
demuestran que no es posible alcanzar un contenido méas bajo mediante la
aplicacion de buenas practicas, puesto que no existen variedades de estas especies
cuyos aceites vegetales extraidos de estas plantas presenten un contenido de acido
erucico inferior al contenido maximo que se ha propuesto para los demas aceites
vegetales. Por lo tanto, y dado que estos aceites no tienen el mismo impacto en la

exposicién humana que otros aceites vegetales, el contenido maximo de acido

10
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erdcico en aceite de camelina, aceite de mostaza y aceite de borraja debe seguir

siendo el mismo".

Sin embargo, seria aconsejable poder conseguir una reduccion de los niveles de acido erucico
en el aceite de camelina. Sin la existencia de variedades naturales de camelina bajas en &cido

erucico, la manipulacion genética nace como una alternativa para conseguir este objetivo.

2.3 Los genes y proteinas implicados en la biosintesis de omega-3 y erucico en

el aceite de semilla de camelina son conocidos

El mecanismo de biosintesis de aceite en la semilla de camelina no es diferente al de otras
especias con las que esta filogenéticamente emparentada, tales como Arabidopsis. Como ya
se ha comentado, ambas pertenecen a la familia de las brasicaceas y presentan un desarrollo
similar. En ambos casos se dispone de informacién genética (ambos genomas estan
secuenciados y anotados) y los genes y proteinas que participan en esta ruta son conocidos y
estan caracterizados (Kagale et al., 2014).

El triacilglicerol o TAG es el componente predominante del aceite de las semillas. La
molécula esta formada por una molécula de glicerol esterificado con tres &cidos grasos. La
funcion y el valor de los aceites vegetales dependera de la composicion de acidos grasos del
TAG. La via central de biosintesis de TAG en semillas es la ruta de novo o ruta de Kennedy
(Bates & Browse, 2012) que utiliza directamente los acidos grasos sintetizados y exportados
desde el plastidio. De forma breve, la sintesis de aceite en la semilla se produce por la
incorporacion de tres grupos acilo-acidos grasos esterificados a una molécula de CoA al

esqueleto de glicerol mediante las reacciones ilustradas en la Figura 2.

11
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Endoplasmic reticulum

CiPAT LPAT PAP
G3P == LPA —> PA —> DAGI(]) > TAG
0il body
DGAT

Acyl-CoA pool

16:0 18:1, etc.

A
Plasiid Ete. > 18C — =200 Cwrosol

Figura 2. Biosinteis de aceite en semilla por la ruta de Kennedy (Bates & Browse, 2012)

En primer lugar, se produce la acilacion del gliceraldehido 3-fosfato (G3P) por la glicerol-3-
fosfato aciltransferasa (GPAT) en la posicién sn-1 del esqueleto de glicerol dando como
producto acido liso-fosfatidico (LPA). A continuacién, la segunda acilacion en la posicion
sn-2 del esqueleto de glicerol es realizada por la &cido lisofosfatidico aciltransferasa (LPAT)
generando 4acido fosfatidico (PA). Después de la segunda acilacion, actia la acido
fosfatidico-fosfatasa (PAP) que defosforila el PA para formar diacilglicerol (DAG). La
tercera acilacion es llevada a cabo por la diacilglicerol aciltransferasa (DGAT) para dar lugar
al producto final, el triacilglicerol (TAG). A pesar de considerar la ruta de Kennedy como la
via central de biosintesis de TAG en semillas, existen otras rutas interconectadas a ésta en la

que estan implicadas diversas enzimas (Claver Lacasa, 2018).

Generalmente los reservorios de grupos acilo contienen &cidos grasos de 18 atomos de
carbono. Sin embargo, algunas plantas como la camelina, son capaces de introducir dobles
enlaces en esos acidos grasos a través de la actividad de las omega-6 (FAD2) y omega-3
(FAD3) desaturasas resultando en un incremento del contenido en &cidos grasos omega-3 en
el aceite. Ademés, como se ha comentado anteriormente, camelina acumula cantidades de
acido eracico que oscilan entre un 2,5-5% del contenido total de acidos grasos. Esto es
posible gracias a la enzima Fatty Acid Elongase (FAEL1) que es capaz de elongar los acidos
grasos de 18 atomos de carbono de los reservorios de grupos acilo para producir tanto 20:1-
CoA como 22:1-CoA (&cido erucico) que posteriormente son incorporados a TAG.

12
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Asi pues, podemos definir tres grupos distintos de especies vegetales en funcion de la
composicion quimica de su aceite: por un lado aquellas especies que acumulan &cido oleico
(18;1) como componente mayoritario, aunque pueden presentar cantidades relevantes de
acido linoleico (18:2). Es el caso de el olivo, la soja o el girasol, entre otras. En otro grupo de
plantas, las omega-6 y omega-3 desaturasas presentan una mayor actividad, acumulando altas
cantidades de 18:2 y sobre todo 18:3. Es el caso de la camelina o el lino. Por ultimo, en un
tercer grupo de especies vegetales, la elongasa FAEL es capaz de elongar de forma eficiente
el 18:1 para sintetizar 20:1 y 22:1. En este tercer grupo de especies podemos encontrar la
colza (Brassica napus), la jatropha (Jatropha curcas), Crambe (Crambe abissinica), el
Pennycress (Thlaspi arvense) o la planta de este estudio (Camelina sativa). En la figura 3 se
representa, de forma esquematica las tres rutas de modificacion de los acidos grasos. Es

importante sefialar que, en todas ellas, el 18:1 es el sustrato comun.

PC rap2 PC fFap3z PC

T — T —IT

,ﬂ 18:1 18:2 18:3
18:1 -CDAH FAE1 EAE1
e 20:1-CoA —> 22:1-CoA

Endoplasmic recticulum

Figura 3. Rutas involucradas en la sintesis de omega-3 (18:3)
y acido erucico (22:1). Imagen adaptada de (Claver Lacasa,
2018)

En algunas brasicaceas como Arabidopsis o colza (Brassica napus) se han obtenido mutantes
deficientes en la actividad elongasa que es la responsable de la biosintesis de erucico. Estos
mutantes en los que el gen FAE1 se encuentra silenciado o es inactivo, muestran una ausencia
total de erucico en el aceite y un incremento concomitante de acido graso oleico (Roscoe,
Lessire, Puyaubert, Renard, & Delseny, 2001). En el caso de la colza, estas variedades sin

erucico como consecuencia de la mutacion del gen FAE1 se denomina canola y son utilizados

13
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en la alimentacién animal. Esto sugiere que la inactivacion del gen FAE1 es posible y

permitiria eliminar o reducir drasticamente el contenido en erucico del aceite de semilla.

2.4 La tecnologia CRISPR/Cas9 como herramienta de edicidn genética

La herramienta CRISPR/Cas9 deriva de un mecanismo de inmunidad adaptativa que poseen

determinadas bacterias para defenderse de los bacteriofagos. Algunas bacterias son capaces

de eliminar y reparar un ADN de origen viral insertado en su genoma utilizando una

endonucleasa, Cas9, que reconoce una serie de secuencias palindromicas repetidas o CRISPs

(del inglés Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Sequences). Este genoma

viral se inserta en el genoma bacteriano como unidades repetitivas. La transcripcion de estas

unidades repetidas es reconocida por Cas9, que utiliza estos propios ARNs como guia para

localizar ADN viral cuando se produce una
nueva infeccion. El ARNSs por
complementariedad se unird al ADN viral y
quedard marcado para que la Cas9 corte el
ADN viral y se elimine de tal forma que la
infeccion no prospera. Asi pues, a partir de este
sistema de inmunidad adaptativa propio de
algunas bacterias se desarroll6 la herramienta
de edicion  genética  conocida como
CRISPR/Cas9 (del inglés Clustered Regularly

Interspaced Short Palindromic Repeats). El

sistema CRISPR/Cas9 es simple y requiere solo
dos componentes: la endonucleasa Cas9 y un ARN
guia (ARNg o sgRNA en inglés). La secuencia de
este ARNg determina la especificidad del evento

de edicién, es decir, qué gen concreto vamos a

editar y como.

14
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El ARNg es un ARN sintético de aproximadamente 100 nucle6tidos. Su extremo 5” posee 20
nucleodtidos que actian como secuencia guia para identificar el gen diana (Liu, X., Wu, Xu,
Sui, & Wei, 2017). Ademas, va seguido de la secuencia PAM (del inglés Protospacer
Adjacent Motif) que estd formada por el consenso NGG (N-cualquier nucleétido; G-
Guanina). El brazo que se forma en el extremo 3° del ARNg puede “anclar” el gen diana con
la secuencia guia y formar un complejo con la Cas9 (Figura 4A). La endonucleasa corta la
doble cadena de ADN y se forma asi la rotura de las dos hebras (double-strand break o
DSB). Una vez se forma el DSB se pueden producir dos mecanismos posibles de reparacién
del ADN: la reparacién por unién de extremos no homdlogos (NHEJ) o la reparacion por
recombinacion homologa (HR) (Figura 4B). La NHEJ es una forma sencilla para producir
mismatches, deleciones o inserciones lo que provoca una eliminacion del gen. Cuando en
cambio esta presente un cebador como molde, HDR induce un reemplazo de los genes o un

reemplazo con el gen foréneo (Liu, X. et al., 2017).

Esta novedosa herramienta de edicién genética supone una clara ventaja frente a otras
tecnologias actuales basadas en insercion de T-DNA o uso de mutidgenos que no son
especificos, pudiendo afectar a varios genes a la vez. Estos sistemas generan muchos defectos
indeseados a nivel fenotipico. Ademas la tecnologia CRISPR es de manipulacién sencilla, no

se necesitan muchos reactivos, es especifica (reduccion de mutaciones off target) y rapida.

2.5 La tecnologia CRISPR/Cas9 permitiria la inactivacion simultanea de los

tres genes CsFAE1 de camelina

El analisis del genoma de camelina muestra que, de manera similar a otros genes implicados
en el metabolismo de lipidos, el gen CsFAEL, que codifica la elongasa responsable de la
sintesis de acidos grasos de 20 y 22 atomos de carbono, muestra tres copias del gen en el
genoma de camelina. La existencia de tres copias de estos genes esta asociada al hecho de
que la camelina es un hexaploide (Kagale et al., 2014) y como consecuencia los tres genes se
expresan en la semilla. La naturaleza hexaploide del genoma y la existencia de varias copias
o isoformas funcionales de los genes, dificulta mucho la manipulacién genética en camelina.

Intentos de abordar la manipulacion genética de camelina utilizando tecnologias como los
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ARNI obtuvieron algunos resultados (genes CsDGATL, (Liu, J. et al., 2015)), aunque no
pudieron alterar los tres genes ni eliminar la posibilidad de efectos “off-target” inherentes a
esta técnica. Otras tecnologias como TALENSs, usadas en biologia animal, no han sido
adoptadas por la comunidad vegetal por la necesidad de construir grandes proteinas

modulares.

Asi pues, cabe esperar que la tecnologia CRISPR/Cas9 permita la edicién de los tres genes
CsFAEL a la vez dada la especificidad de la secuencia y asi solventar los problemas que
generan otras técnicas de edicion genética mencionadas anteriormente. Mediante esta
tecnologia se podria introducir una delecion en el gen CsFAE1 produciendo un mutante por
pérdida de funcidn. Tal y como se muestra en la Figura3, la edicion simultanea de los tres
genes CsFAE1 produciria un descenso o incluso la eliminacion total del &cido graso erdcico.
En paralelo, cabria esperar que como consecuencia de la mayor disponibilidad de 18:1 acil-

CoA para la desaturacion, se podria producir un incremento de 18:3 (omega-3).
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3. OBJETIVOS DEL ESTUDIO

Camelina (Camelina sativa) es una planta de elevado potencial tanto biotecnolégico como
agronémico. Como se ha comentado, el aceite de su semilla es muy codiciado por su alto
contenido en acidos grasos omega-3. Sin embargo, la presencia de &cido erdcico obstaculiza
Su uso a gran escala como aditivo alimentario. Por lo tanto, buscar alternativas como la
manipulacion genética mediante CRISPR del gen que codifica el &cido erucico se presenta

como una opcion prometedora.

El objetivo fundamental de este proyecto es modificar genéticamente mediante la tecnologia
CRISPR/Cas9 la composicion quimica del aceite de Camelina sativa, eliminando o
reduciendo drasticamente el contenido en &cido erdcico 22:1.

El estudio de este objetivo principal se desarrolla a partir de los siguientes objetivos

especificos:

1. Disefio y construccién del vector conteniendo las dianas, los ARNs de guiado y la
nucleasa Cas9, dirigidos contra los tres genes CsFAEL1 del genoma de Camelina

sativa.

2. Transformacion de lineas comerciales silvestres de camelina con el vector.

3. Segregacion y caracterizacion de las lineas editadas. Analisis fenoldgico de su
crecimiento, produccion de semilla y aceite. Analisis quimico de la composicion de

acidos grasos del aceite de semilla en las plantas editadas.

En este Trabajo de Fin de Master nos hemos centrado en el primer objetivo.
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4. METODOLOGIA

4.1 Crecimiento de plantas de Camelina (Camelina sativa L.)

Las plantas de Camelina utilizadas en este
trabajo fueron obtenidas de la empresa
Camelina Company-Espafia, lider en la
distribucion y obtencion de Camelina en

Espana.

De forma habitual, las semillas de camelina
se germinaron en una placa de Petri sobre
sustrato de papel Whatman humedecido con
agua destilada y mantenido en la cdmara
climética. Tras una semana, fueron visibles
las primeras plantulas que se trasvasaron a
pequefias macetas con una mezcla de
sustrato (Turba Kekkila) y vermiculita en
proporcién 3:1. Las plantas se cultivaron en
camara climatica (Fitoclima 10000 EHHF
Aralab) bajo condiciones controladas de
(22°C/18°C dia/noche);

humedad relativa (45%); intensidad de luz

temperatura

(150-200 pmoles m-2 s-1) y con un
fotoperiodo de 16/8 h de luz/oscuridad. Las
de
crecimiento vegetativo durante unas 6-8

plantas camelina mantuvieron el
semanas transcurridas las cuales aparecieron
las inflorescencias y posteriormente (2
semanas adicionales) aparecieron las vainas

que contenian las semillas.

18
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4.2 ANALISIS LIPIDICO DE LAS SEMILLAS DE CAMELINA

4.2.1 Extraccion de lipidos totales

Los lipidos totales fueron extraidos de semillas de Camelina sativa tal y como esta descrito
por (Bligh & Dyer, 1959). En primer lugar, se homogeneizaron 0,5 g de material vegetal
fresco en mortero de ceramica con N2 liquido y seguidamente se realiz6 la extraccion o se
congel6 el material a una temperatura de -80 °C hasta su uso. A cada muestra se le afiadieron
2 ml de cloroformo:metanol 1:2 (v/v), y se agitd. Este proceso se repitid tres veces.
Seguidamente, se afiadieron 3 ml de KCI 0,7% (p/v), se agito y centrifugd a 150 g, durante 5
min. La fase inferior lipidica se recogié con una pipeta Pasteur. A partir de la fase superior
acuosa se realizd una segunda extraccién del mismo modo con 3 ml de cloroformo y se
volvié a recoger la fase inferior lipidica con una pipeta Pasteur mezclandola con la obtenida
anteriormente. Los lipidos se evaporaron a sequedad, bajo una corriente de N2 (gas) y se
disolvieron en 1 ml de cloroformo. Se tomaron dos alicuotas de 150 pl para el analisis de
acidos grasos totales.

4.2.2 Obtencidn de ésteres metilicos de acidos grasos totales

Para analizar la composicién de los acidos grasos totales, estos fueron transformados en sus
correspondientes ésteres metilicos mediante una reaccion de transesterificacion. Para ello, se
utilizé el método de transmetilaciéon acido catalizada descrito por (Garcés, Sarmiento, &
Mancha, 1992). Mediante esta reaccién se consigue la metilacion tanto de los acidos grasos
libres (AGL) como de los &cidos grasos que forman parte de los glicerolipidos. Las alicuotas
de lipidos totales se evaporaron a sequedad bajo una corriente de N2 (g) y se afiadieron 3 ml
de mezcla (metanol:tolueno: H2SOs, 88:10:2 v/v/v). En algunos casos se anadieron 40 ul de
acido heptadecanoico (17:0), 0,1 pg/ul en metanol:tolueno (1:1 v/v) como patron interno. Las
muestras fueron incubadas en tubos de vidrio herméticamente cerrados, a 80 °C durante 1 h'y
se dejaron enfriar. Para la extraccion de los ésteres metilicos formados se afiadieron 5 ml de
Na2SO4 6,7 % (p/v) y 1 ml de heptano. Tras agitar, las muestras fueron centrifugadas a 1500
g durante 2 min y se recogio la fase superior. Este paso se repitié 2/3 veces y se mezclaron
las fases superiores en otro tubo para evaporar a sequedad bajo corriente de N2 (g). Esta

fraccion, conteniendo los ésteres metilicos de los &cidos grasos, se disolvio en 50-100 ul de
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heptano y se introdujo en viales con inserto de vidrio para ser analizado por cromatografia de

gases.
4.2.3 Anélisis de la composicion de acidos grasos mediante cromatografia gas-liquido

Como ya se ha explicado en el apartado anterior, los ésteres metilicos de acidos grasos de los
lipidos totales producidos por transmetilacion acido catalizada, fueron analizados por
cromatografia de gases (GC). En esta técnica los compuestos que se quieren separar deben
ser volatilizados y transportados por una corriente de gas inerte (fase mavil) a través de una
columna que contiene la fase estacionaria liquida unida a un soporte sélido. El residuo seco
de los ésteres metilicos de acidos grasos totales, o de cada clase de lipido, se disolvio en 50-
100 ul de heptano y se introdujo en viales con inserto de vidrio. Las muestras se analizaron
en un cromatdgrafo de gases modelo 7890A (Agilent Technologies, Santa Clara, CA USA)
equipado con una columna capilar (60m de longitud, 0,25 mm de didmetro interno, 0,5 um de
espesor de pelicula) de silice fundida (Supelco, Bellafonte, PA USA) y con un detector de
ionizacion de llama (FID). El gas portador utilizado fue el helio, con un flujo lineal de 1,2
ml/min y una relacion de Split de 1/100. La temperatura del inyector fue 250 °C vy la
temperatura del detector fue 260 °C. La temperatura del horno fue modificada de tal manera:
170 °C durante 30 min, la temperatura subi6 a 5 °C/min hasta 200 °C. Para la identificacién
de los picos del cromatograma, se utilizaron patrones que contenian diferentes acidos grasos
conocidos, previamente transesterificados, como el aceite de girasol, el aceite de lino alto
oleico o un extracto de espinaca y se compararon los tiempos de retencién de los picos de las

muestras con los identificados anteriormente con los patrones.
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4.3 Descripcion del vector pHSE401

El plasmido utilizado para insertar las secuencias diana junto con el ARNg y transformar las
plantas de Camelina fue el vector binario de transformacion pHSE401 (Xing et al., 2014),
obtenido de forma comercial en la empresa Addgene. Este plasmido contiene los elementos
necesarios para la transformacion de plantas de Camelina por la tecnologia CRISPR/Cas9
(Figura 6).
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Figura 6. Imagen del vector pHSE401 utilizado en este trabajo. En él se pueden ver todos los
elementos junto con sus dianas de restriccion. pHSE401 was a gift from Qi-Jun Chen (Addgene
plasmid # 62201 ; http://n2t.net/addgene:62201 ; RRID:Addgene_62201)

Por un lado la secuencia diana junto con el gen que codifica el ARNg se encuentran bajo el
control del promotor de Arabidopsis U6-26. Nuestra secuencia diana se insertara en
sustitucion del gen de resistencia a la espectinomicina. ElI gen que codifica la Cas9 se
encuentra bajo el control del promotor 35S. EI marcador de seleccion que utiliza es la
higromicina fosfotransferasa (HygR) que confiere resistencia a la higromicina y esta bajo el
control del promotor CaMVd35S.
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4.4 Extraccion del ADN plasmidico y digestion con enzimas de restriccion

Para extraer el ADN plasmidico (pHSE401) de colonias individuales crecidas en medio LB
solido se cultivaron en 3 ml de medio LB liquido con marcador selectivo (kanamicina 100
ug/ml) a 37 °C, durante toda la noche y con agitacion (200 rpm). Al dia siguiente, entre 3-5
ml de cultivo fueron centrifugados a 14000 g para precipitar las células y extraer el ADN
plasmidico. La extraccion fue mediante el método de lisis alcalina y la purificacion en
columna, utilizando el kit comercial GenJET Plasmid Miniprep Kit (Fermentas, Thermo
Scientific™), siguiendo las instrucciones del fabricante. EI ADN plasmidico obtenido se
cuantifico espectrofotométricamente (apartado 4.9). Las muestras obtenidas fueron

seguidamente utilizadas o almacenadas a -20 °C hasta su utilizacion.

Una vez extraido el ADN plasmidico, se realizé su digestiéon mediante el uso de enzimas de
restriccion (en nuestro caso Xbal y Aflll; Fermentas, Thermo Scientific). Todas las
digestiones se realizaron partiendo de 1 ug de ADN vy utilizando un volumen de enzima
equivalente a 5-20 U/ug de ADN, seguin las condiciones determinadas por el programa
DoubleDigest Calculator, en la pagina web de la casa Thermo Scientific™. Generalmente las

digestiones se realizaron a 37 °C durante 1 h 30 min.
4.5 Técnica de PCR

La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR, polymerase chain reaction) consiste en un
primer paso de activacion de la enzima polimerasa a 95-98 °C durante 5 min, seguida de un
numero de ciclos, entre 25 y 40, dependiendo del tamafio del fragmento a amplificar. Los
ciclos se componen de tres etapas: una primera etapa de desnaturalizacion a 95-98 °C durante
10-30 s dependiendo de la enzima polimerasa, otra de hibridacion de los cebadores al DNA
molde durante 30 s y otra de extensién a 72 °C durante 30 s/kb. Todos los programas
finalizaron con una etapa de extension a 72 °C durante 10 min. La temperatura de hibridacion
(Th) es especifica de cada pareja de cebadores y depende de su temperatura de fusion (Tm).
Por otro lado, el tiempo de extension depende de la longitud del fragmento que se quiere

amplificar.
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En este trabajo se utiliza la PCR- driven overlap extension o PCR splicing para la insercion

a —» "
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AB CD
— EE——
— EE—
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Fragmento AD

Figura 7. Diagrama esquematico de la
PCR- driven overlap extension o PCR

splicing (elaboracion propia)

de la secuencia diana junto con el ARNGg,
usando el vector pHSE401 como molde, que
indicard a la endonucleasa Cas9 el sitio por
donde debe cortar el ADN (gen FAE1). Esta
variante de la PCR tradicional es idonea para
clonar fragmentos de genes grandes
amplificando primero los dos extremos por
separado para después empalmar los dos
fragmentos en una tercera PCR y asi generar
el gen completo. Es decir, en un primer paso
se amplifican los extremos del gen, usando los
cuatro primers (a,b,c y d) (Figura7). Por un
lado tenemos la PCR1 (a-b) y por otro la
PCR2 (c-d).

hebras de los amplicones AB y CD se

Posteriormente, cuando las
desnaturalizan en la PCR3, aquellas que tengan
un extremo 3’ libre se unen entre ellas por
complementariedad de bases. En esta PCR3 los
cebadores a y d permitiran la amplificacion y se
generard el producto completo AD (gen

completo) (Figura 7).

En este trabajo se utilizd la Phusion® High Fidelity DNA Polymerase (Finnzymes, Thermo

Scientific). Dicha polimerasa presenta actividad 5’23’ exonucleasa por lo que permite una

amplificacion méas fiable y precisa debido a su actividad correctora de errores. Esta

caracteristica es muy importante puesto que necesitamos una enzima que genere el minimo

nimero de mutaciones espontaneas ya que es primordial copiar sin errores las secuencias

diana. En la tabla 2 se detallan los componentes y concentraciones de la mezcla de reaccion

para cada una de las PCRs secuenciales de la PCR-driven overlap extension.
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Tabla 2. Componentes de la mezcla de reaccién de cada una de las PCRs

realizadas necesarias para la insercion de la secuencia diana junto con el ARNg

pHSE401 0,5ul 0,8l -
PCE1B - - 2ul
PCE2B - - 2ul
Tampon 5x Phusion GC Apl apl aul
Primer F PCR1 2ul - 2ul
Primer B PCRI1A - - -
Primer B PCR1BE 2ul - -
Primer F PCR2ZA - - -
Primer F PCR2B - 2ul -
Primer R PCR2 - 2ul 2ul
dNTPs 1pl 1,5l 1,5l
Phusion’® High Fidelity DINA Polymerase | 0,8ul 0,8l 1l
H,0 (hasta volmmen total de 20 ul) 9, 7ul 9,8ul 6,5l

En el caso de la polimerasa Phusion® High Fidelity DNA Polymerase (Finnzymes, Thermo
Scientific) la temperatura de desnaturalizacion es de 94 °C, el tiempo de extension de 15 s/kb
y para calcular la Th se utilizd el programa ofrecido por la casa comercial
http://www.thermoscientificbio.com/webtools/tmc/, ya que esta polimerasa necesita unas
consideraciones especiales de Th. Todas las amplificaciones se realizaron en un
termociclador GeneAmp® PCR System 9700 (Applied Biosystems, Thermo Scientific).

4.6 Cebadores utilizados en este trabajo

En este apartado se muestran los primers utilizados en las reacciones de amplificacion de la
PCR splicing (Tabla 3). La sintesis de los cebadores se encarg6 a la casa comercial Isogen

Life Science.

Tabla 3. Secuencia de los primers utilizados en las reacciones de amplificacién para la PCR splicing.

También se muestra la temperatura de fusién de cada primer (Tm).

Gen  PCR splicing Cebador Secuencia §'-3' Tm (*C)
PCRI F_PCRI CCAGTGCCAAGCTTCGACTTGCC 56
R_PCRIA GCAAGTAACGCCGTTAACGGAATCACTACTTCGACTCTAG 63
CsFAE] R_PCRIB TCAGGATCCAACCCAGTTTCAATCACTACTTCGACTCATG 61
PCR2 F_PCR2A CCGTTAACGGCGTTACTTGCGTTTTAGAGCTAGAAATAG 60
F_PCRIB CAACATCAAAAGCTTTAGTCTGTTTTAGAGCTAGAAATAG 56
R_PCR2 TCCATCTAGATTACTCGAGTATCGTTCG 53
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Para la PCR3 final se utilizaron el primer Forward de la PCR1 (F_PCR1) y el Reverse de la
PCR2 (R_PCR2).

4.7 Electroforesis en gel de agarosa

La electroforesis en gel de agarosa se realizd para analizar y verificar los productos
amplificados por PCR. Para preparar el gel, la concentracion de agarosa utilizada fue del
0.5% en tampon 1x de TBE (Tris-HCI 90 mM, pH 8,0, H3BO3 90 mM y EDTA 2 mM). Para
solubilizar la agarosa en el tampon se calentd hasta fundirse en un microondas. Después se
agita suavemente y una vez que estd enfriada la solucion se afiaden 5 pl del agente
intercalante SYBR® Safe DNA Gel Stain (Life Technologies). Este reactivo es esencial para
permitir la posterior visualizacion del ADN bajo luz UV. La mezcla final se afiade a un
molde en el cual se ha puesto un peine para formar los pocillos y se deja solidificar la
solucién. Una vez solidificado bien el gel se retira el peine y se coloca el molde en la cubeta
de electroforesis (BioRad) con tampdn TBE 1x. Antes de cargar las muestras se afade el
tampon de carga (Orange G 0,25% p/v, Sigma-Aldrich y glicerol 30% p/v) con una

proporcion aproximada de 1 pl por cada 5 pl de muestra.

Por altimo, se carga la muestra del producto amplificado. Ademas, en uno de los pocillos se
cargara 3.5 pl del marcador molecular 1 kb GeneRuler DNA Ladder Mix (Thermo
ScientificTM). La electroforesis se lleva a cabo a una intensidad y voltaje de 100v constante
durante 20-50min

dependiendo del tamafio de los fragmentos que se quieran separar. Las imagenes se obtienen
bajo luz UV usando el equipo Gel DocTM (BioRad) que va asociado al servidor Quantity
One (BioRad).
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4.8 Extraccion y purificacion de ADN en geles de electroforesis

Una vez realizada la electroforesis y localizado nuestro fragmento de ADN de interés
resultado de las PCRs se procede a su extraccion y purificacion. Para ello se corta con un
cater en el gel el fragmento que nos interesa y que contiene la banda a purificar.
Seguidamente se procede a eluir y purificar usando el kit GeneJET™ Gel Extraction

(Fermentas, Thermo ScientificTM) siguiendo el manual de la casa comercial.

4.9 Determinacién de la concentracion de los productos de PCR

La determinacion de la concentracion de los productos de PCR una vez purificados se realiza
a partir de 2 ul de muestra usando el microespectofotometro NanoDrop 2000 (Thermo
ScientificTM). Previamente se realiza un blanco usando 2 ul de agua destilada. Los
resultados de concentracion se expresan en ng/ul. De forma escueta, la concentracion de
ADN se obtiene a partir de la absorbancia a 260 nm de longitud de onda, que es la longitud
de onda a la cual se detectan los &cidos nucleicos. La pureza de la muestra se mide por un
lado mediante el coeficiente Abs260/Abs280 de forma que valores de ratio cercanos o iguales
a 1.8 significa que el ADN es bastante puro (ausencia de moléculas proteicas). Por otro lado
el ratio Abs260/Abs230 en un valor entre 1.8-2.2 también nos indica buena pureza (ausencia

de sales por ejemplo).
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5. RESULTADOS

5.1 Caracterizacion previa de la composicién del aceite de Camelina en
plantas crecidas en la EEAD-CSIC

Antes de los eventos de edicidn, se procedio a determinar la composicion del aceite de
Camelina a partir de las semillas obtenidas en la camara de cultivo del EEAD y crecidas en
las condiciones descritas anteriormente. Se comparé dicha composicién con semillas de

Camelina crecidas en campo. Los resultados se muestran en la Figura 8.

Composicidn acidos grasos aceite de Camelina
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Figura 8. Composicion de &cidos grasos del aceite de semillas de Camelina
silvestres crecidas en nuestra camara de cultivo (barras blancas) y cultivadas en
campo (barras grises). Se realizaron tres determinaciones independientes por
muestra.
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Los resultados indican que el acido graso mayoritario en el aceite tanto de plantas crecidas en
campo como de plantas crecidas en la camara bioclimatica es similar, siendo el C18:3 u
omega-3 el &cido graso mayoritario, con un porcentaje molar de 32,6 % en el caso de las
plantas de camara y un 37,5 % en el caso de las plantas de campo. También se detect6 la
presencia de acido graso erucico, con un porcentaje del 5,3% en el caso de las plantas de
camara, siendo este porcentaje algo inferior (2,9%) en el caso de las plantas de Camelina

cultivadas en campo.
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5.2 Disefio y construccion del vector conteniendo las dianas, los ARNs de
guiado y la nucleasa Cas9, dirigidos contra los 3 genes CsFAE1 del genoma

de Camelina sativa.

Tras esta caracterizacion previa del fondo genético a utilizar, se procede a la construccion del

vector de transformacion, tomando como base el vector comercial de Addgene pHSE401.

Como ya se ha comentado, existen tres genes CSFAEl en el genoma de camelina
denominados CsFAE1A (Csallg007400), CsFAE1B (Csal0g007610), y CsFAE1C
(Csal12g009060) (Hutcheon et al., 2010). Los tres genes se expresan en la semilla, siendo
mayoritaria la expresion de CsFAE1A (Hutcheon et al., 2010). Para conseguir eliminar o
reducir drasticamente el contenido en acido erdcico 22:1 hay que editar los tres genes
CsFAEL. Asi pues, el primer paso de este trabajo consiste en analizar las tres secuencias de
los genes CsFAE1 utilizando herramientas bioinformaticas (CRISP-R y CRISPR-Plant) para
el disefio de las secuencias diana apropiadas para un evento de edicion exitosa. Los
parametros que se tomaron en cuenta para elegir las secuencias diana adecuadas fueron: i)
como se pretende editar los tres genes de forma simultanea, hay que elegir una region de la
secuencia idéntica en los tres. Esa secuencia no debe presentar homologia con otras regiones
del genoma para evitar mutaciones “run-off “. Estas secuencias diana deben ser adyacentes a
los denominados sitios PAM de reconocimiento de Cas9; ii) deben de contener,
preferentemente, un sitio de restriccion dentro de la secuencia diana, que facilitard el
genotipado de las lineas editadas por ausencia de respuesta al enzima de restriccion; y iv)
debe presentar en su proximidad algun polimorfismo de secuencia de cada uno de los tres
genes CsFAE1 que permita la identificacion y confirmacion de la correcta edicion de cada

uno de los tres genes mediante secuenciacion.

Se identificaron 17 sitios PAM comunes entre los tres genes. De todos ellos y teniendo en
cuenta los criterios mencionados se identificaron dos regiones (evento de edicion Ay B) en
las secuencias de los tres genes CSFAEL que podrian actuar como secuencias diana para la

edicion. Estas secuencias se muestran en la Figura 9.
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Target PAM

CsFAE1A CTAACCAAC CAACCTTTGCTTGTTTCCGTTAACGGCGTTACTTGCCGGAAAAGCCTCTAGGCTTACCTCAAACGATC
CsFAE1B CTAACCAAC CAACCTTTGCTTGTTTCCGTTAACGGCGTTACTTGCCGGAAAAGCCTCTAAGCTTACAGCAAACGATC
CsFAE1C CTAACCAAC CAACCTTTGCTTGTTTCCGTTAACGGCGTTACTTGCCGGAAAAGCCTCTACGCTTACCACAAACGATC

Hpal

Target PAM

CsFAE1A CGAAGCAACATCAAAAGCTTTAGTCICGGAGGAATGGGTTGTAGTGCTGGTGTCATCGCCATTGATCTTGCAAAGGAC
CsFAE1B CGAAGCAACATCAAAAGCTTTAGTCICGGAGGAATGGGTTGTAGTGCTGGTGTTATCGCCATTGATCTTGCAAAGGAC
CsFAE1C CGAAGCAACATCAAAAGCTTTAGTCITCGGAGGAATGGGTTGTAGTGCTGGTGTCATCGCCATTGATCTTGCAAAGGAC

Hindlll

WSS ) «caso camvassp- | pt

Figura 9. Disefio del vector para la edicion mediante CRISPR de los tres genes CsFAE1
de Camelina sativa. (A) Alineamiento de las secuencias homologas de los 3 genes CSFAE1
de camelina en las zonas tentativas escogidas como secuencias diana para la edicion
mediante Cas9. (B) Esquema tentativo del constructo a utilizar. La secuencia diana y el
subsiguiente RNA de guiado se expresaran bajo el control del promotor U6 de
Arabidopsis. La expresion de Cas9 y del gen marcador de seleccidn (higromicina) estara

controlado por un promotor 35S independiente.

Como se observa en la Figura 9, las secuencias diana de 20 nucledtidos elegidas (en el
recuadro rojo) contienen un sitio de restriccion (Hpal o Hindlll) y son adyacentes al sitio
PAM (caja verde). Se indican ademas polimorfismos cercanos en la secuencia (SNPS) en rojo

que permitirian distinguir en el analisis por secuenciacion qué copia del gen se ha editado.

La estrategia que utilizaremos para la edicion mediante CRISPR/Cas9 sera la de
recombinacion no homologa o “non-homologous end joining” (NHEJ) que permite la
delecion o insercion de una secuencia determinada sin necesidad del uso de un “donador”,

que complicaria la posterior segregacion de las lineas editadas.

Posteriormente, las secuencias diana encontradas en la Figura 9 se clonaran en el vector
pHSE401 mediante la estrategia de “PCR splicing” explicada anteriormente. Basicamente, se
utilizara el vector pHSE401 vacio como molde y se llevaran a cabo las PCRs secuenciales
(PCR1 y PCR2). Asi, estas dos PCRs amplificaran la secuencia antes y después de la
secuencia diana. Esta secuencia es introducida a través de las secuencias de los cebadores

reverse y forward, respectivamente (Figura 10).
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Aflll Xbal

F>_ PCRL taget © _F PCR2
R 5 Target 3 R
LN __Target PCR3

Aflll Xbal
Figura 10. Estrategia de amplificacién por PCR
splicing para la generacion de los fragmentos

conteniendo las secuencias diana y los ARNg usados

para la edicion de los genes CsFAE1

Una vez obtenidos, los productos de PCR se mezclan y se lleva a cabo la tercera PCR con
cebadores de los extremos que permiten obtener en un solo fragmento todos los diferentes
componentes necesarios para el armado del vector (promotor U6 + diana y RNA de guiado +
promotor 35S + gen Cas9).

5.3 Amplificacién de los fragmentos por PCR splicing y armado del vector de

edicion

Siguiendo el protocolo disefiado por el grupo en el apartado anterior, hemos procedido a la
amplificacion de los diferentes fragmentos: (PCR1, PCR2 y PCR3) como primera etapa del
procedimiento de edicion génica. Los resultados del gel de electroforesis posterior al proceso

de amplificacion se muestran en la Figura 11.

Como se puede observar, en el resultado de la PCR2 del evento B se ven ciertas bandas
adicionales justo por debajo del producto de interés. Esto nos generaba un problema en el
posterior proceso de purificacion de la banda. Para que la PCR3 tuviera éxito una de las
condiciones es que la mezcla de las bandas de PCR1 y PCR2 tiene que ser lo mas pura
posible sin la existencia de productos que pudieran entorpecer la amplificacion final. Se
sospechd que esas bandas adicionales podrian ser debido a estructuras supercoiling que se
pueden generar de forma natural en el plasmido circular y entorpecer el proceso de

amplificacion. Por ello, paralelamente a este experimento se realizo una linealizacion del
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plasmido pHSE401 con las enzimas de restriccion adecuadas previo al proceso de

amplificacion por PCR splicing. Los resultados no mejoraron el problema de las bandas

inespecificas en la PCR2B. Dado que el resultado fue el mismo se decidio seguir con la

estrategia inicial para ahorrar material y reactivos. Ademas, otro paso critico en la PCR3

recae en las cantidades de PCR1B y PCR2B
en la mezcla de reaccion de amplificacion
2007).

productos formados en estas PCRs sirven

(Heckman & Pease, Los dos
como template para la PCR3 por lo que es

necesario que se  encuentren  en
concentraciones equimolares. ElI volumen
exacto a afiadir en la PCR3 dependera de la
cantidad de ADN que tengamos después de
la purificacion de los productos de la PCR1
y PCR2. Este problema se ha visto plasmado
en este trabajo, como se ve en la Figura 11
la PCR1 ha dado una banda mucho maés
intensa que la PCR2 y por lo tanto una
mayor concentracion de ADN. A esto se le
suma, como ya se ha comentado, el hecho
que las bandas inespecificas que aparecen
disminuyen la purificacion del producto de
nuestra PCR2 y a que el producto de la
PCR2 tiene mayor longitud de secuencia

(1188bp) enfrente las 483bp de la PCRL.
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() Q
S o @ S 9
S & & L &
N Q Q N Q
"-. o‘,
prat el
| 2 ci'." 'J;
\

.

31

Figura 11. Construccion y armado del
vector de edicion: PCR1B (483 bp), PCR2B
(1.188 bp) y PCR3B (1643 bp).
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Una vez en disposicion de los productos de PCR (PCR1, PCR2 y PCR3), que contienen las
secuencias diana de Cas9 del gen CsFAEL insertadas junto a los RNAs de guiado, hemos
procedido a su clonaje en los sitios Aflll y Xbal del vector pHSE401. La eliminacion del
cassete de resistencia a espectinomicina permitird la seleccion de los clones positivos en la
bacteria. Tras finalizar la construccion del vector, todos los elementos de secuencia seran
chequeados mediante secuenciacién. Una vez conseguido este hito, procederiamos a la
transformacion de plantas de Camelina y posterior seleccion de las lineas higromicina-
resistentes conteniendo los genes CsFAE1 editados. Estos Ultimos objetivos no se han podido
realizar en el laboratorio para este trabajo por falta de tiempo, derivado del confinamiento
provocado por la pandemia de Covid-19 y las medidas de cuarentena.
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6. DISCUSION

En este trabajo, se esta siguiendo una estrategia de CRISPR/Cas9 para editar los tres genes
CsFAEL en el genoma de Camelina sativa. Frente a otras estrategias de modificacion o
inactivacion de genes, basadas bien en la insercién de un T-DNA o bien la utilizacion de
RNAs de interferencia (RNAI), CRISPR-Cas9 ofrece una especificidad muchisimo mayor y
una mayor simplicidad en la técnica: en un solo evento de edicidn se pueden inactivar los tres
genes. Ninguna de las técnicas mencionadas anteriormente puede tener éxito, mas aun en el
caso de Camelina sativa, que posee un genoma triple-diploide (en la practica similar a un
hexaploide), en el que la mayoria de los genes presentan como minimo tres copias

funcionales.

El contenido en acido erdcico presente en nuestras semillas de camelina se encuentra entre el
2-5% del total de &cidos grasos. La eliminacion o reduccién sustancial de ese porcentaje es el

objetivo biotecnologico final de este proyecto.

Una de las primeras etapas necesarias para la consecucion de este objetivo es el armado del
vector para su posterior transformacion en camelina. La estrategia de PCR splicing ha tenido
éxito en la formacion del fragmento con los componentes necesarios para el posterior armado
del vector (promotor U6 + diana y RNA de guiado + promotor 35S + gen Cas9). De hecho no
es la primera vez que se usa esta estrategia con este objetivo. (Aznar-Moreno & Durrett,
2017) modificaron los genes DGAT1 y PDAT1 de Camelina usando la misma estrategia de
PCR splicing para generar el fragmento que contenia la secuencia diana junto con el ARNg y
Cas9. Estos genes son esenciales en la sintesis de triacilglicerol (TAG) en el aceite de las
semillas. Los acidos grasos presentes en el aceite de la semilla se unen al TAG. En el estudio,
los autores obtuvieron lineas transgénicas en la T2 con un menor contenido en aceite en su
semilla. Mas concretamente, la linea D mostré un 31% menos de contenido de aceite respecto
el wild-type. Ademés, las mutaciones en DGAT1 y PDAT1 tuvieron efectos fenotipicos
negativos en la planta puesto que los mutantes T2 mostraron semillas mas oscuras y mas

pequefas que las plantas silvestres.
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En otras investigaciones en vez de utilizar la técnica de PCR splicing se opta por introducir el
RNA de guiado y el PAM site en sendos oligos que luego se hibridan y posteriormente se
clonan en los vectores de destino utilizando sitios de restriccion especificos introducidos en la
secuencia de dichos oligos. A priori no hay una razén cientifica para optar por un modelo u
otro. En nuestro caso optamos por la estrategia de PCR splicing porque ya habia sido usada
con éxito en Camelina por Aznar Moreno y colaboradores para plantas editadas en los genes
DGAT1y PDAT1 y usando el mismo vector de transformacion.

El disefio de dos secuencias diana de este trabajo (evento A y B) nos asegura una
probabilidad de éxito méas elevada en el proceso de edicion por CRISPR. Es decir, mas
opciones de que la nucleasa Cas9 nos genere cortes y por lo tanto mutaciones en el gen diana
FAEL. Sin embargo, por falta de tiempo, en este trabajo solo tenemos resultados del evento
de edicién B. Hay que mencionar que los resultados del evento A tienen que ser muy
similares a los realizados en este trabajo con el evento B. La transformacién y segregacion
de los transformantes es un proceso que dura unos 10-14 meses y que se continuara tras este

trabajo.

Para analizar en profundidad si la estrategia de CRISPR/Cas9 de este proyecto es una buena
herramienta para la edicion de los acidos grasos de la semilla en plantas se realizé una
busqueda bibliografica de articulos cientificos donde se usase esta tecnologia con éxito en la

manipulacion de aceites vegetales. Los resultados se muestran en la Tabla 4.
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Tabla 4. Ejemplos en los que la tecnologia CRISPR-Cas9 ha tenido éxito en la
manipulacién de aceites vegetales

Referencias Planta Gen Vector de transformacion Resultados
objetivo diana

Los ARNg se insertan en un vector  Mutaciones en el gen
intermediario dieron lugar a plantas

(Xie, Meesapyodsuk, & Arabidopsis KASI A . . . con un crecimiento
Este plasmido después se insertd en el = anormal tanto en las
Qiu, 2019) thaliana vector pYLCRISPR/ Cas9Pubi-B vector  plantulas jévenes

como en los estadios
de crecimientos
posteriores
Target sequence cloning vector Delecién de 4bp en el
pUC19_AtU6oligo. gen diana. Se aumento

(Okuzaki et al., 2018) = Brassica napus =~ FAD2 ; el contenlo_lo de acido
Binary vector oleico.

(colza) pZD_AtUBGRNA_FFCas9_NPTII

En dos generaciones

han obtenido la

Wang et al., 2019) Glycine max (soja) LOX GES201 .,

( g ) y (s0ja) P mutacion en los tres

loci del gen lox
Mutantes GmFAD2-
40% de las plantas TO.

(Do et al., 2019) Glycine max FAD2 pFGC594

Las plantas mostraron

un incremento del

(soja)

acido oleico por
encima del 80%

Incremento acido
oleico de un 16% a un
0
(Jiang et al., 2017) Camelina sativa FAD2 pCAMBIA1302 59 /0 del total de
acidos grasos

Reduccion del
contenido de aceite de
0
(Aznar-Moreno & Camelina sativa DGAT1y pHSE401 hasta un 31% en la

linea transgénica D
Durrett, 2017) PDAT1
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Como se puede observar, con la tecnologia CRISPR-Cas9 se han modificado diferentes
genes relacionados con la acumulacion de acidos grasos en la semilla de las plantas (FAD2,
DGAT1, LOX). Uno de los genes més estudiados ha sido el gen FAD2. Este gen juega un
papel muy importante en la formacion de acidos grasos poliinsaturados. EI gen codifica una
desaturasa, es decir, una enzima que genera una insaturacion en el acido oleico (18:1) dando
lugar a un &cido graso linoleico (18:2). En el caso de la Camelina esta enzima es muy
importante porque a partir del 18:2 que genera FAD2 actuard FAD3 que formara una
insaturacion dando lugar al &cido graso omega-3 tan caracteristico de este cultivo.
Mutaciones en el gen FAD2 de camelina (Jiang et al., 2017) ha generado un incremento
significativo del contenido en acido graso oleico. Como la enzima FAD2 no puede desaturar
se produce una mayor acumulacion de acido graso oleico 18:1. Estos resultados concuerdan
con mutaciones en el gen FAD2 de otras especies vegetales como en la colza o en la soja
(Tabla4). Tal como habiamos propuesto en la introduccion de este trabajo a partir de estos
resultados de FAD2 cabe suponer que si generamos una mutacion en el gen FAEL, a parte de
una disminucion de la cantidad de &cido erdcico se pueda producir también un aumento de la
concentracion de &cido graso omega-3 como consecuencia de una mayor disponibilidad de
18:1 (Figura3). De esta forma, obtendriamos un beneficio adicional en nuestras plantas

transformadas.

(Wang et al., 2019) mutaron mediante CRISPR los genes LOX que codifican una enzima, la
lipooxigenasa. Esta enzima se expresa en las semillas maduras de soja y cataliza la oxidacion
de &cidos grasos insaturados como el acido linoleico y el linolénico produciendo compuestos
conjugados que se convierten en compuestos volatiles y generan un aroma desagradable. El
gen tiene tres copias funcionales en el genoma de la planta de la soja. Los resultados
muestran como de las 60 plantas transgénicas de la TO, dos de ellas son triples mutantes, es
decir, que los tres genes funcionales han sido modificados. Como consecuencia la actividad
lipooxigenasa se perdio. Este estudio demuestra que la tecnologia CRIPSR-Cas9 es una
herramienta efectiva en la edicion de genes que tienen multiples copias funcionales como el

caso de nuestra Camelina.
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Por ultimo, (Xie et al., 2019) usaron CRISPR-Cas9 para obtener mutantes del gen KASI en
Arabidopsis thaliana. Este gen es esencial en la biosintesis de acidos grasos. Mutaciones en
ese gen dieron lugar a plantas con un crecimiento anormal tanto en las plantulas jovenes

como en los estadios de crecimientos posteriores.

En algunos estudios como (Aznar-Moreno & Durrett, 2017) y (Xie et al., 2019) hemos
visto que las mutaciones generadas han provocado alteraciones fenotipicas en las semillas.
Desconocemos si la manipulacion de la ruta de biosintesis de &cido erdcico presentada en
este trabajo podria acarrear efectos secundarios no deseados como alteraciones en el
crecimiento de la planta o en la produccion del aceite haciendo el producto final inviable.

Todos estos aspectos se seguiran estudiando tras este trabajo.
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7. CONCLUSIONES

En este trabajo se ha estudiado el disefio de una estrategia basada en el sistema CRISPR-Cas9

para la edicion del gen FAEL de Camelina sativa.

- Se han disefiado dos secuencias diana diferentes de forma exitosa

- Se ha conseguido con éxito el armado del vector de edicion previo al proceso de
transformacion

- Es posible usar la tecnologia CRISPR-Cas9 para manipular el aceite de especies

vegetales con fines alimentarios.
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