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La lechuga (Lactfuca sativa) es una hortaliza de amplio
consumo a nivel mundial.

Se cultiva en todos los continentes, sobre todo en regiones
templadas y subtropicales

En Argentina (superficie implantada de 9.000 ha
aprox), ocupa el 3° puesto en importancia junto con
la cebolla

Debido a que se consumen las hojas frescas tiene una
corta duracion post-cosecha, por lo que no es un
producto exportable y casi toda su produccion se
destina al mercado interno

Es el cultivo que concentra el mayor porcentaje de
peqguenos productores horticolas del pais.

Presenta una serie de caracteristicas que la
hacen muy atractiva como material de
trabajo. Se adapta muy bien a condiciones
de cultivo a campo, en invernadero y en
hidroponia




‘ Estas caracteristicas hacen que sea un cultivo ideal para el cultivo in
vitro y la tfransformacion genética.

‘ De hecho es la especie modelo dentro de la familia Asteraceae

) ﬁ (girasol, cor’romo crisantemo, dalias, etc) .

En eI Ioboro’rono iniciomos en el 2010 fe mves’ngoaon bcmco poro
' . obtener variedades resistentes a patdogenos por transformacion
genehco
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Edicion Génica:

permite producir mutaciones sobre genes de interés de modo dirigido

-La tecnologia CRISPR/Cas para la
edicion de los genomas se publicd
en el 2012 (las autoras recibieron el
Premio Nobel de Quimica 2020).

-En el 2013 aparece la primera
publicacidon en edicion en vegetales
modelo.

-Ofrece la posibilidad de realizar
mutaciones secuencia-especificas
de manera simple, rdpida y precisa,
superando comparativamente a la
mutagénesis convencional (donde se
producen alteraciones genéticas al azar
en todo el genoma por lo que luego se
necesitan analizar varias generaciones

para poder seleccionar las plantas que
portan el cardcter de interés y descartar

las que llevan mutaciones no deseadas).
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Complejo Cas 9 y gARN se
van a unir al sitio en el
genoma que se quiere editar
y posea el sitio PAM
(Protospacer adjacent motif)

Cortes en la hebra de ADN
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celular a fravés de unidn de
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SPL13 regulates shoot branching and flowering time in Medicago
sativa

Ruimin Gao' - Margaret Y. Gruber? - Lisa Amyot' - Abdelali Hannoufa'®

Recelved: 30 May 2017 / Accepted: 10 N ber 2017 / Published online: 17 N ber 2017
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SPL13: Gen miembro de la familia de factores de transcripcion
SPL (SQUAMOSA PROMOTER BINDING PROTEIN-LIKE)

—_

Sobreexpresion: retraso del crecimiento
y ramas deformadas

J\

Silenciamiento: fase vegetativa mas
larga, un aumento del area foliar y
retraso en la etapa de floracion

Caracteres de interés
en la produccion de
lechuga
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En 2019
Domindbamos la fransgénesis en lechuga (construccion de vectores,
ingenieria genética, cultivoin vitro, cultivo en cadmaras e invernadero,
autorizaciones en CONABIA, etc.)
En el INTA ya se comenzaba a trabajar en edicidon génica. Investigadoras
del grupo de alfalfa vigjaron al lab. de Eduardo Blumwald para aprender
a armar los vectores de edicion (Davies, California, EEUU)
Teniamos un gen de interés para modificar en lechuga
La normativa de Argentina, donde los eventos obtenidos por edicion
génica son evaluados caso por caso y NO por su proceso de obtencion.
La ausencia de insercion de ADN fordneo, se considerara como un
cultivo convencional, no OGM
Nos asociamos dos grupos del CICVYA para dirigir la tesis de Valeria
Beracochea




Identificacion de secuencia blanco 1° Identificar el gen ortélogo a MsSPL13 en lechuga
Se realizd la busqueda de la secuencia del Gen SPL13, mediante BLAST (NCBI) y se identificaron secuencias

similares a este gen.

100 G. max GLYMA_04G197100 SPL13A (XP_003523155)
EE] G.max GLYMA_068G168600 SPL13A (XP_006581858)
100 | M. truncatula MTR_3g089080 SPL13A (XP_024634058) fabale
M. fruncatula MTR_8g096780 SPL13A (XP_024628067) _
99 E G. max GLYMA_05G204100 SPL13A (XP 003525416) faois oeiis
100 G. max GLYMA_02G011500 SPL13A (XP_006584701)
M. ica MD06G 1138800 SPL13A (NP_001281011) Jrosales
C. sativus Csa_1G001450 SPL13A (XP_031740302) Jeucurbitales
— A thaliana AT5G50670 SPL13B (NP_001332253)
wol— ¢ satvacsat 50021350 SPL13A (XP_010482367)
L. sativa LSAT_4X81541 SPL13A (XP_023747241)
L. sativa LSAT_5X12360 SPL13A (XP_023741 902* asterales
H.annuus HannXRQ_Chr08g0236861 SPL13A (XP_ 8556)
L.sativa LSAT_4X184960 SPL13A(XP_0237727386)
M. truncatula MTR_70028740 SPL13A (XP_01 344?*
70 M. MTR_40088555 SPL3 (XP_024637451)
L. sativa LSAT_4X1141 SPL13A (XP_023741824)
M. truncatula MTR_7g444860 SPLT (XP_013448322)
L. sativa LSAT_8X701415PL3(XP_023732390)

100
L sativaLSAT_5X81161 SPL3 (XP_023737107)

L. sativaLSAT_4X4215PL12(XP_023741755)

100
72 M. truncatula MTR_3g085180 SPL12 (XP_003601767)
100 M. truncatula MTR_8g080690 SPL2 (XP_024627503)

46

} brassicales

M MTR_50046670 SPLE (XP_024640055)
100 M. truncatula MTR_4g109770 SPL19 (XP_013458014)
1o M.1r MTR_20461920 SPL16 (XP_013464103)

80 ’— L. sativa LSAT_1X14540 (PLY36337.1)
100 L. sativa LSAT_4X113241 SPLG (XP_023732803)
Método Neighbor-Joining de MEGA7 (http://www.megasoftware.net/)

Andlisis filogenético de proteinas SPL13. Se compararon las
secuencias aminoacidicas de SPL13 de Medicago safiva,
Glycine max, Malus doméstica, Cucumis sativus, Camelina
sativa, Arabidopsis thaliana, Heliantus annuus y Lactuca sativa.

ortholog group

Csa_1G001450
MDOGG1138800

GLYMA 056204100
GLYMA 08GO
MTR_3g099
GLYMA 040G
GLYMA 06GLl62600
ATSG50670
Csa18g021350
LSAT 4X81541

HannXRO Chr08g0236861

Csa_15001450
MDOEGL13EE600
MTR_B8g096780
GLYME 05G204100
GLYME 08GO
MTR _3g08=20

C=alsg021350
LSAT_4X81541
LSAT_5X12360
HannXRQ_ChrO8g0236861

Cs=_13001450
MDOGGL138800

GLYMR 055204100
GLYMA_08G011500
MTR_3g099080
GLYMR 045187100
GLYME 06G16S600
ATSGS0670
Csal8g021350
LSAT 4X81541

HannXRO_Chr08g0236861

MDW-NLETPSWDFTQLEQD---ALKNINSIGASSHNFVEH-———— IATSGDFTVDLELGO—
W-NLEALSWDLFELE! —-TESNLDIIVDGSSSEGDHR---TFKGSNESVDLELGO—

RGEFSVDLELGQ—
GEFSVDLELGQ—
ME FLE ——TLENIETMEE GEFSVDLELGQ—
~EATLOOHRGAM N-RFGVYR--—M--KGEFSVDLELGH-
MD KAPSWDLVDHVDEATTLOONIGTE N-REGVYR-——M--HGEFSVDLELGHH
MD FRL5SGYLSGFDQE————— PDLSPMDGSIS-FGG55-———Q5KADFSFDLELGR—
MDW-NFRLSSGYLSGFDOE—--SVFDLSPMDGSIS-FGGESS55STQPRGDFSFDLELGR—

MDW-NLKALSWOLSEVDOR---NLENMETMEGSS-RYGMYR-—-T~

MDW-NLKIPSWEFTEFEQG---SIFNIDSHNGSS55-¥GEPGI———~KGGSFSVDLELGO—

GCVSDLSNYRDYHRRHEVCELHSKTEN ’"1GGLKQREJ}QCSRF&SLEEFDEuKRSCRKR

GCQADLSNCRDYHRR
GCHADLSNCRDYHRR
GCHSDLSNCRDYHRR
GCNSDLSNCRDYHRR!
GCNSDLSNCRDYHRR!
GCNSDLSNCRDYHRR!
GCDSDFSNCREYHKR!
GCDSDFSNCREYHKRHKVCEVHSKTPVVT TNGHEQRFCQQCSRFHSLEEFDEGKRSCRKR
GCTADLRNCREYHQRERVCEVHSKSPEVS IKTERLRFCQQCSRFEPLDEFDEGKRSCRER
GCNADLSNCKEYHRRHRVCEITHSKTAQVS INGQRQRFCQQCSRFHS LEEFDEGKRSCRER
GCRADLSKCKEYHRRHKVCEVHSKTPEVSINGHRQRFCQQCSRFHSLEEFDEGKRSCRKR

SVLNGSV-SNADINCSGMFH IASNDG-——— -CHNEAPPPSLPFHWQ-- 378
SGDANVHCPGMFRLISDG5Q——— GNQHHOSPQTLEFHWQ-— 415

390
396
376
397
NEZRPQLFPFQWE-— 214
NEAVRLPQTFPFHWE—- 359
t——— ISGNETVILPQTFPFHWE-- 366
TSNYNQDPQEFPFYWRYK 200

GNEAFFLEPFOWE-—

HTRNHHHHVSRDNGAPQTLEFYWE—— 378

154
180

149
149

Alineamiento de los integrantes del grupo ortélogo. Se
alinearon las secuencias aminoacidicas de los integrantes
del grupo ortélogo. En amarilo se senala las regiones
ausentes en el pseudogen LSAT_4X81541. En rojo se senala el
SBP  (Squamosa-promoter  Binding  Protein)
caracteristico de estos factores de transcripcion, obtenido
utilizando el software CDD de NCBI

dominio

Se selecciona el gen LsLOC111889983
ortélogo en lechuga B


http://www.megasoftware.net/
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Para editar el gen de interés se identifico la region target de
LsLOC111889983 por PCR
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ATGGACTGGAATTTGAAGATACCTTCTTGGGATTTCACAGA , ny
ATTCGAACAAGGAACAATTCCCAACATTGATTCGACTAGTG gy Secuencia SIp13 1°Exon Lechuga
GGTCGAGTAGTTATGGAGGGCAGGGGATTAAAGGGAATTTC Primers 293 pb
TGTGTCGATTTAAAGCTTGGCCAAGTAATCGATTCAGGAAAC
GAGTTGAAGTCCACATCAAAAATGGCGCTATCACCTTCAGCT $
TCATCCAAAAGGGCACGTCCTATAAATAACACGATTCCGGC
CGCCACTTGCCTCGTTGACGGCTGCAACGCCGACCTCAGTA
ACTGCAAAGAGTATCATCGCCGCCATAAGGTCTGTGAAATC
CATTCCAAAACCGCTCAGGTTTCCATTAATGGTCAAAAGCAA
CGATTCTGCCAGCAATGTAGCCG

Se confirmd el 100% de identidad
de la secuencia

D 1S€NO d e l O g UIas. GTGAAAGTGGATTATGGACTGGAATTTGAAGATACCTTCTTGGGATTTCACAGA

ATTCGAACAAGGAACAATTCMACATIGAT TCOACTAGTGEGT CGAGTAGTTA

*Software: CCTop (secuencia de Lacfuca safival) TGGAGGGCAGGGGATTAAAGGGAATTTCTGTGTCGATTTAAAGETTGGCCAAG

«Eleccion de los guias: TAATCGATTCHBEAAACGAGTTGAAGTCCACATCAAAAATGGCGCTATCACCTT
1.Hibridar en primer o segundo exén CAGCTTCATCCAAAAGGGCACGTCCTATAAATAACACGATTCCGGCCINEE
2 Hibridar perfectamente en el gen de interés B 1 G CAACGCCGACCTCAGTAACTGCAAAGAGTATCATCGCC

GCCATAAGGTCTGTGAAATCCATTCCAAAACCGCTCAGGTTTCCATTAATGGTCA
AAAGCAACGATTCTGCCAGCAATGTAGCCGGTATGACTCTCT

Guia 3

3.Minima cantidad de off targets
4.Mdaximo cuidado de las zonas conservadas
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PAM PAM PAM
ACAATTC-ACA‘TTGATTCGACTAGTGGGTCGA...GMG-:ZZT‘-C--::C-C: AAGTAATCCATTCIBAAAC. . CCGCIR CAACGTG
5-. ATG I — TGA...-3'
LsSPL13

- 355 >|{mR> f;;;j H 355 cm) P2A a;asg) BSP H Gn?lﬂa Cayd mm) Capd - Gl s;mm) Capl f::m H ﬁnﬂﬂ? GFP> e

LB T-ONA repeat
CaMv polly(A) signal

A S n o Infroduccion de la maquinaria de edicién
l T (delivery) via Agrobacterium tumefaciens
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B3y I Ensayos de fransformacion genética

CrsPL13
17.261 bp

v\
lac .
promote
Promoter

Obtencion de la T0, pasaje a inverndculo,

— - deteccién de la edicidon (PCR genes Cas9 y
secuenciacion directa por Sanger)
05:_-'—’;‘_-;9;55 Obtuvimos 6 lineas editadas
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WT E1 E2 ES

En la generacion T1 analizamos por
Next Generation Sequencing las 3 lineas
y confirmamos que estaban editadas
en ambos alelos.
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Validacion fenotipo plantas T3. Ensayos en Hidroponia

Hidroponia control N° hojas
15

-
=]
1

# de hojas

L]
|

Hidroponia control biomasa aereo

20

*hkE

Aok

Peso fresco (grs)
=Y =Y
T T

[,
1

o
|

wt E1 E2

Fotos del ensayo a los 38 dias
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Validacion fenotipo plantas T3, en inverndculo

Evaluacion planta adulta (50 dias)
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120
100

80—

Evaluacion planta
adulta floracion
(114 dias)

60

40

Dias de aparicion del
primer botén floral

20

Wt E1 E2

<0.0001
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Implementar la edicion génica en lechuga
Obtener plantas de lechuga mejoradas por el knock out del gen LsSPL13, que presentan
dos caracteres de alto interés en la produccion de esta horticola: mayor biomasa y
floracionretrasada.
Confirmamos el potencial biotecnoldgico de este gen.
Tesis Doctoral de Valeria Proyecto
Beracochea (8/4/2024) Biodesarrollar de
Agr]cu”‘urg ngqderfg |ICP favorable del 1 ]/03/2024 Por lo
s y Pesca. Subsidio para || due puede ser manejado como
® fase final de material convencional.
CRISPR/Cas9-mediated knockout of SPL13 radically increases lettuce desarrollos
biotecnoldgicos

Flavia Darqui' - Nicolas Ayub' - Marisa Lopez Bilbao' - Gabriela Soto'?

Received: 6 October 2022 / Accepted: 4 November 2022
©The Authorfs), under exclusive licence to Springer-Verlag GmbH Germany, part of Springer Nature 2022

Cultivated lettuce (Lactuca sativa L.) is a diploid  SPLI13 gene (Additional File 1). Contrary to their parental / /

Ensayos a campo en 3 sitios INTA
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