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Resumen de la tesis

RESUMEN DE LA TESIS

En esta tesis se estudian componentes novedosos que participan en la
respuesta de senescencia inducida por estrés hidrico en soja y que tienen
potencial para incrementar la tolerancia a la sequia mediante estrategias de
edicion génica.

La soja es la principal leguminosa cultivada, proporcionando méas de un cuarto
de la proteina total para la alimentacion humana y animal en el mundo asi
como de la produccion mundial de aceite. EI mejoramiento del cultivo de soja
ha llevado a la seleccion de variedades de alto rendimiento, sacrificando la
diversidad genética en los cultivares modernos respecto a sus ancestros
silvestres. La estrecha diversidad genética con la que cuentan los programas
de mejoramiento de soja plantea un desafio importante para la generaciéon de
nuevas variedades, mejor adaptadas a las condiciones ambientales
particulares de la region donde son cultivadas. La edicibn génica es una
herramienta poderosa de mutagénesis dirigida que permite la modificacion
precisa y eficiente de los genomas vegetales. Entre estas, el sistema
CRISPR/Cas9 se ha consolidado como la tecnologia de edicidbn génica mas
utilizada, robusta y versatil.

La senescencia es la Ultima etapa del ciclo biolégico de las plantas e implica la
movilizacion de la biomasa acumulada durante las etapas de crecimiento
vegetativo hacia sus organos fosa. Diversos tipos de estrés ambiental pueden
disparar la senescencia prematuramente, siendo ésta la principal causa de
pérdidas en biomasa y en el llenado de grano, debido a la disminucion de la
capacidad fotosintética. Durante la senescencia, la degradacion de los
cloroplastos es un evento temprano. Los trabajos del grupo del Dr. Eduardo
Blumwald (Universidad de California, Davis) han demostrado que mejorar la
estabilidad cloropléstica en condiciones de estrés, es una estrategia promisoria
para incrementar la tolerancia al estrés, retrasando la senescencia prematura
de las plantas.

En este trabajo, se parte de la premisa de que la senescencia inducida por
estrés tiene un efecto negativo en la productividad de los cultivos y que
retrasando esta respuesta es posible incrementar el rendimiento de la soja en
condiciones de estrés. En el capitulo 1, se describen los cambios
transcripcionales que ocurren en soja en condiciones de estrés hidrico, con
enfasis en las diferentes rutas vesiculares de degradacion de componentes
celulares. En particular, este trabajo se centra en la ruta de CCV (CV
Containing Vesicles), observando diferencias en los perfiles de expresion
temporal y espacial para los dos genes de soja (CV1 y CV2) y sugiere una
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Resumen de la tesis

especializacion funcional para los dos miembros de esta familia de genes. En el
capitulo 2, se describen las herramientas moleculares generadas para editar
los genes CV mediante el uso del sistema CRISPR/Cas9.



Introduccion

1. INTRODUCCION

1.1. Recursos genéticos para el mejoramiento de los cultivos

El mejoramiento genético de los cultivos tiene por cometido la obtencion de
plantas con caracteristicas en algun aspecto deseables, como tener un mayor
rendimiento, mejores cualidades nutricionales, o mayor resistencia a factores
bidticos o abidticos. La biotecnologia aplicada al mejoramiento vegetal ha
contribuido a aumentar considerablemente el rendimiento de muchas de las
especies cultivadas hoy en dia. Las herramientas de fenotipado masivo
permiten la medicion de caracteres con gran precision, al mismo tiempo que las
herramientas de genotipado masivo expanden la capacidad para aplicar la
genética cuantitativa a rasgos complejos a través del andlisis mediante
estudios de asociacion de genomas completos (GWAS: Genome-Wide
Association Study). Estos avances tecnolégicos han potenciado enormemente
el mejoramiento vegetal.

A lo largo de la historia, la mayoria de los cultivos han sufrido un incremento
lento pero constante en su rendimiento, mientras que s6lo unos pocos cultivos,
principalmente cereales como el arroz, el trigo y el maiz, han incrementado
muy significativamente su rendimiento en tiempos relativamente cortos (Liu et
al., 2020). En particular, esta “revolucion verde” que ha ocurrido para algunos
cultivos fue determinada por unos pocos genes relacionados con la arquitectura
del canopeo, que permitieron mejoras en la respuesta de los cultivos a las
aplicaciones de fertilizante, la transicion hacia habitos de siembra mas
intensivos y automatizaciéon de las metodologias de cosecha (Wang et al.,
2021).

La soja cultivada (Glycine max) fue domesticada en China a partir de la soja
silvestre (Glycine soja Sieb. & Zucc.), hace aproximadamente 5000 afios
(Caldwell y Howell, 1973). La seleccion de variedades de mayor rendimiento ha
producido variedades de soja con mayor numero de inflorescencias, semillas
mas grandes, tallos mas gruesos y canopeos mas erguidos en comparacion
con sus antecesores (Caldwell y Howell, 1973, Rincker et al.,, 2014). El
mejoramiento genético ha tenido un impacto en el rendimiento de este cultivo,
gue ha aumentado su produccion mas de 13 veces entre 1961 y 2020
(FAOSTAT, 2022). Sin embargo, el principal factor que ha contribuido en este
incremento productivo, es el aumento del area sembrada (FAO, 2021),
mientras que su rendimiento por hectarea no ha cambiado significativamente
en las décadas recientes. Estos datos de rendimiento contrastan con los
obtenidos para los cultivos de arroz, maiz y trigo que formaron parte de la
revolucioén verde y que incrementaron muy significativamente su rendimiento en
las dltimas décadas. (FAOSTAT, 2022). En la actualidad, la soja se ha

convertido en la principal leguminosa cultivada, proporcionando mas de un
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Introduccion

cuarto de la proteina total para la alimentacion humana y animal en el mundo
asi como de la produccion mundial de aceite (FAO, 2021).

La diversidad genética dentro de una especie constituye el recurso principal
para el mejoramiento genético de los cultivos. Para mejorar un rasgo especifico
por métodos convencionales, tiene que existir diversidad sobre el mismo en la
poblacion de mejoramiento. Las practicas de seleccion asociadas a la
domesticacion de los cultivos han producido una reducciéon de esta diversidad.
En el caso de la soja, han ocurrido varios cuellos de botella, sacrificando
aproximadamente la mitad de la diversidad genética en los cultivares modernos
respecto a los ancestros silvestres (Hyten et al., 2006; Zhou et al., 2015). Por
ejemplo, solo 17 accesiones fueron utilizadas como los principales parentales
durante el desarrollo de los cultivares modernos norteamericanos (Hyten et al.,
2006). La diversidad es aun mas estrecha en los programas de mejoramiento
sudamericanos, cuya base genética se nutre del germoplasma norteamericano
(Maldonado dos Santos et al., 2016).

Una forma de introducir biodiversidad es incrementar el niUmero de mutaciones
utilizando mutagénesis al azar. Este tipo de estrategia ha sido utilizada con
éxito para producir mas de 3000 variedades comerciales de vegetales
comestibles (Oladosu et al., 2016). Existen disponibles tres librerias de
mutantes de soja y se han generado un total de 29762 mutantes M2 (Tsuda et
al., 2015; Li et al., 2017a; Espina et al.,, 2018). Ademéas de las lineas
mutagenizadas, se han colectado mas de 50000 accesiones de soja en el
mundo, incluyendo muchos germoplasmas silvestres. La introgresion de estas
lineas silvestres dentro de cultivares establecidos permite incrementar su
diversidad genética y es otra practica efectiva para generar nuevas variedades
de élite (Liu et al., 2020).

La transgénesis, dirigida a incorporar selectivamente caracteristicas de interés,
ha sido de los hitos biotecnoldgicos que mas han impactado en las practicas de
produccion. Sin embargo, la amplia mayoria de los eventos comerciales
aprobados contienen genes que confieren resistencia a herbicidas. En la
actualidad existen 540 eventos transgénicos aprobados, de los cuales el maiz
(244), el algodén (67), la papa (51), la canola (45) y la soja (43) son los
principales (ISAAA, 2022). Dentro de los eventos de soja, 12 presentan
modificaciones en su composicion de acidos grasos, 1 presenta resistencia a
nematodos (BASF: GMB151 - expresion de Cryl4Abl de Bacillus
thuringiensis), 1 presenta mejoras en el rendimiento (Montsanto: MON87712 -
expresion del gen bbx32 de Arabidopsis thaliana), y solamente 2 estan
mejorados para tolerancia a sequia (Verdeca: HB4 y HB4 x GTS 40-3-2 -
expresion de factor de transcripcion HB4 de girasol) (ISAAA, 2022). Cabe
destacar que de los eventos mencionados, solamente los ultimos dos fueron
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desarrollados en Sudamérica, especificamente en Argentina (Gonzéalez et al.,
2020).

La edicion génica es otra herramienta poderosa de mutagénesis dirigida que
permite la modificacion precisa y eficiente de los genomas vegetales. El
sistema CRISPR/Cas9 se ha consolidado como la tecnologia de edicion génica
mas utilizada y robusta. En este sistema, la endonucleasa Cas9 es guiada a
una secuencia blanco en el DNA genomico por moléculas sintéticas de RNA,
que pueden estar en su forma dual (crRNA-gRNA) o como molécula Unica
(sgRNA) (Anders y Jinek, 2014). Como consecuencia de la accion de esta
endonucleasa, el corte en la cadena de DNA es reparado por la célula,
mediante la via de reparacién ilegitima (non-homologous end joining, NHEJ) o
mediante la via de reparacion por homologia (homologous-directed repair,
HDR). La via NHEJ es propensa a errores y puede generar inserciones o
deleciones pudiendo interrumpir un gen o alterar su expresion. La HDR puede
ocurrir cuando un fragmento de DNA homdlogo esta presente, permitiendo
reemplazar un fragmento del genoma (Kim, 2014). En plantas, esta
metodologia se implementa frecuentemente utilizando la transgénesis para
introducir una construccion génica que permita la expresion de Cas9 y de los
gRNAs dentro de la célula, esperando que estas moléculas actien sobre una
secuencia blanco generando una alteracion. Una vez obtenida la modificacion
deseada, la construccion puede ser eliminada del genoma de la decendencia
por segregacion (Atkins y Voytas, 2020).

Algunos estudios han reportado metodologias de edicion “libres de DNA”. Estos
desarrollos se basan, por un lado, en la introduccién en las células vegetales
de los RNA guia y del transcripto de Cas9 (mMRNA-Cas9) generados mediante
transcripcion in vitro (IVT), o por otro lado, en la introducciéon de complejos
ribonucleoprotéicos Cas9-gRNA pre-ensamblados (RNPs) (Anderson et al.,
2018; Bankar et al., 2022; Liang et al., 2017; Malnoy et al., 2016; Subburaj et
al., 2016; Woo et al., 2015; Zhang et al., 2016). Las metodologias de edicién
génica libres de DNA aventajan a las basadas en la transgénesis en que los
RNPs (o la proteina Cas9 derivada de la traduccién del mRNA-Cas9) actlan
transitoriamente sobre el genoma, reduciendo la probabilidad de que presenten
efectos off-target, esto es, que actiuen fuera del sitio blanco deseado.
Asimismo, no es necesario segregar las construcciones del genoma, lo que
reduce los tiempos necesarios para generar una planta editada, libre de
secuencias exogenas (Metje-Sprink et al., 2019).

La edicion génica libore de DNA es un area en crecimiento y existen aun
muchas consideraciones practicas que requieren optimizacion. Un cuello de
botella fundamental es la regeneracion de las plantas a partir de un tejido o
células editadas en ausencia de agentes selectivos. Si bien existen varios
reportes de edicion génica utilizando RNPs en protoplastos de diversas
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especies, son pocos en los que logran efectivamente regenerar una planta a
partir de protoplastos (Zhang et al., 2016; Liang et al., 2017; Andersson et al.,
2018). En dultima instancia, el desarrollo de este tipo de metodologias es
particularmente relevante para especies recalcitrantes a la transformacion o
para especies de propagacion vegetativa, en las que la segregacion del
transgen no es una opcion (Kanchiswamy, 2016).

En afos recientes, han habido varios ejemplos de productos generados
mediante edicidon génica que han sido liberados en el mercado Estadounidense
sin la revision del Departamento de Agricultura (Kuzma, 2016). Entre ellos, un
champifidn resistente a la oxidacion, una variedad de soja con mayor contenido
de acido oleico, una variedad de canola resistente a sulfonilurea y maiz con
mayor contenido de amilopectina (Turnbull et al., 2020). En América Latina la
regulacién se encamina por un rumbo similar (Turnbull et al., 2020). Quiere
decir que la incorporacion de estas nuevas tecnologias de mejoramiento
permitiria reducir muchisimo los costos y los tiempos para liberar un evento, lo
que es un elemento democratizador para la academia y los programas de
mejoramiento.

1.2. Mejoramiento de la resistencia a la sequia en el contexto
del cambio climéatico

La sequia, en combinacién con la necesidad de producir alimentos para una
poblacion mundial que contindia creciendo, constituye uno de los principales
desafios para la agricultura en el contexto del cambio climético. Se estima que
la cantidad de agua disponible para el riego se reducird como resultado de la
eliminacién de muchos acuiferos y la competencia con otros usos industriales,
cotidianos y recreativos del agua (Harrison et al., 2014). Por otra parte, no
existe consenso en relacion a si los episodios de sequia seran mas frecuentes
en el futuro, pero lo cierto es que continuaran ocurriendo y probablemente su
frecuencia aumentara afo a afio (IPCC, 2019).

Las repercusiones de la sequia dependen de un triangulo “riesgo, exposicion,
vulnerabilidad”: el riesgo esta determinado por las condiciones ambientales; la
exposicion, por las practicas agricolas como la posicién anual del crecimiento
de cierto cultivo; y la vulnerabilidad, de las variedades utilizadas y las practicas
de cultivo empleadas para su produccion (Tardieu et al., 2018).

En Uruguay, desde el afio 2001 el area del cultivo de soja ha crecido
dramaticamente ocupando actualmente un area superior a 1.5 millones de
hectareas. Entre 2001 y 2014 las exportaciones de soja pasaron de U$S 1.6
millones a mas de U$S 1600 millones, lo que llevé a que se consolidara ese
afio como el mayor producto de exportacion del pais (MGAP, anuario
estadistico agropecuario 2021). En los ultimos afios Uruguay se ha posicionado
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dentro de los seis principales exportadores de soja en el mundo (FAO, 2021).
Recientemente, la caida en el precio de la soja produjo una disminucién del
area sembrada. A pesar de ello, en 2021 las exportaciones se ubicaron en
torno a los US$ 900 millones, de modo que la soja contindia siendo uno de los
principales productos de exportacion del pais, situAndose por debajo de la
carne y los productos carnicos y la celulosa (informe anual de comercio
exterior, 2021).

Como se menciond, el principal factor que ha contribuido al aumento de la
produccion de soja a nivel global es el aumento del area sembrada, y Uruguay
no es la excepcion, ya que el rendimiento para este cultivo se encuentra
estancado en aproximadamente 2000 kg/ha (MGAP, anuario estadistico
agropecuario 2021), aproximadamente un 50 % de su rendimiento potencial
(atlas global de brechas, 2021). A esto se le suma la alta variabilidad climética
del pais, siendo el déficit hidrico el principal factor limitante. A modo de
ejemplo, las zafras 2016/2017 y 2017/2018 mostraron comportamientos
tremendamente contrastantes. Mientras que en 2016/2017 la cosecha fue
record, alcanzando un rendimiento promedio de mas de 3000 kg/ha, en
2017/2018 el rendimiento promedio fue de poco mas de 1200 kg/ha; esto
supone una caida del 60 % frente a la zafra anterior (MGAP, anuario
estadistico agropecuario 2021). Tomando en cuenta las previsiones
ambientales ligadas al cambio climatico global, es esperable que la
vulnerabilidad del cultivo continie aumentando.

La estrecha variabilidad genética de la que se dispone en las poblaciones de
mejoramiento genético de soja, dificulta el desarrollo de variedades con mejor
tolerancia y rendimiento en condiciones de estrés ambiental. A la fecha, son
pocos los genes que han demostrado ser clave para mejorar la tolerancia a la
sequia en soja. Las primeras fuentes descritas de tolerancia a estrés hidrico
fueron lineas que exhiben un fenotipo de marchitamiento lento ("slow wilting
genotypes", Carter et al., 2003). Se sabe que el marchitamiento lento es una
caracteristica multigénica, moderadamente heredable, que permite la
conservacion del agua en el suelo, lo que beneficia el desempefio del cultivo al
establecerse un régimen de sequia (Prince et al., 2015; Ries et al., 2012). Una
serie de caracteristicas han mostrado ser relevantes para el establecimiento de
este fenotipo. Entre ellas, una tasa de transpiracion limitada en condiciones de
baja presion de vapor atmosférico (Fletcher et al., 2007), un sistema radicular
mayor (Hudak y Patterson, 1995) y el mantenimiento de turgor, la transpiracion
e intercambio de CO; en las hojas (Sadok y Sinclair 2009; Sloane et al. 1990),
han sido descritas. Si bien esta caracteristica ha sido utilizada como un
marcador visual para seleccionar variedades de soja tolerantes a la sequia a
campo, no se conoce con precisidn cuales son los mecanismos moleculares
subyacentes (Charlson et al., 2009; Kunert et al., 2020). A pesar de que se han

identificado algunos QTLs (Quantitative Trait Loci) cuya contribucion a la
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caracteristica de marchitamiento lento es significativa (Pathan et al., 2007;
Abdel-Haleem et al., 2011; Hwang et al., 2015; 2016; Ye et al.,, 2020), en
general éstos son inestables entre poblaciones y ambientes, por lo que se
requieren trabajos de confirmacién para validarlos (Kaler et al., 2017; Ye et al.,
2020).

Este trabajo pretende caracterizar nuevos componentes que participan en las
de respuestas al déficit hidrico en soja, con el objetivo de generar herramientas
basadas en la edicion génica para incrementar la resistencia al estrés en este
cultivo. Asimismo, en el desarrollo de este trabajo se han generado una serie
de herramientas para la manipulacion genética de la soja mediante el uso del
sistema CRISPR/Cas9, que quedan nucleados en esta tesis y puestos a
disposicion de la comunidad.

1.3. Cualquier rasgo puede ser positivo en las condiciones
ambientales adecuadas

El estrés hidrico en plantas resulta de una disponibilidad insuficiente de agua
en el suelo para cumplir con la demanda del canopeo en un momento
particular, lo que produce un cambio en el status hidrico. Esta dinamica esta
determinada por la capacidad del sistema radicular para proveer de agua a la
parte aérea y de la tasa de transpiracion, la cual combina las caracteristicas de
la parte aérea con la presién evaporativa (Tardieu et al., 2015, 2018).

Durante la sequia, la reduccién del flujo de agua produce un aumento de la
viscosidad de la savia del floema, reduciendo el transporte de azlcares. Esto
afecta la comunicacién entre la fuente y la fosa: al reducir la llegada de
azucares a la fosa, la actividad y la fuerza de la fosa se reducen, la fuerza de la
fuente disminuye y en consecuencia se acumulan carbohidratos no
estructurales (CNEs) en los 6rganos fuente. Estos carbohidratos tienen un rol
fundamental en la comunicacién fuente-fosa, en la regulacién de la fotosintesis
y otros procesos metabdlicos y de transporte y en la sefializacion de las
respuestas frente a la sequia (Lastdrager et al., 2014; Tardieu et al., 2016).

En las plantas se identifican tres tipos de estrategias generales para enfrentar
condiciones de sequia (Carrow, 1996) (Figura 1). En los mecanismos de
escape la planta acelera la culminacién de su ciclo de vida antes de que las
condiciones ambientales sean demasiado severas. Esto implica la puesta en
marcha de rapidos cambios fisioldgicos y en el desarrollo, que incluyen la
maduracion y floracion prematura, asi como la induccion de dormancia en la
estacion seca. Los mecanismos de evasion consisten en incrementar la
capacidad de mantener en los tejidos un potencial de agua relativamente alto a
pesar de la baja disponibilidad de agua en el suelo. Estos mecanismos
involucran el aumento de la profundidad y de la eficiencia del sistema radicular,
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junto con estrategias para conservar el agua, como el cierre estomatico, la
reduccion de la conductancia cuticular y del area foliar y la disminucion de la
absorcion de luz. Finalmente, las estrategias que tienden a mantener la
productividad de la planta en condiciones de restriccion hidrica son
consideradas mecanismos de tolerancia. Estos involucran cambios metabdlicos
para el mantenimiento de la turgencia celular a través de mecanismos de ajuste
osmotico, del aumento en la plasticidad celular, de la acumulacién de solutos y
de proteinas con funciones de proteccion celular, entre otros (Carrow, 1996;
Jones et al., 1981; Jones, 2004). La resistencia a la sequia es entonces una
caracteristica compleja y multifactorial, que depende de la combinacion de
muchos genes y que deriva en la alteracion de varios caracteres morfoldgicos,
fisiolégicos y bioquimicos.

Degradacion de
cloroplastos y

Evasion Tolerancia Escape
Mayor Pubescencia de SN AN
absorcion de las hojas 1 ) ( \
agua/ \ B / \
evaporacion ) Cierre N V. R
. e ; ~—— —
reducida estomatico
i = arcial .
Baja - i P Degradacion de
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Figura 1. Mecanismos de resistencia y escape del estrés. Los mecanismos de resistencia
pueden separarse en mecanismos evasion y de tolerancia del estrés. Los mecanismos de
escape del estrés aceleran el ciclo de vida de la planta para dejar al menos unas pocas
semillas.

Estas respuestas, que suelen ser muy diversas, pueden ser consideradas
beneficiosas o perjudiciales dependiendo del escenario ambiental que se esté
manejando. Por ejemplo, el rendimiento tiende a incrementar con la duracion
del ciclo de vida debido a un aumento de la fotosintesis acumulada. No
obstante, durante periodos largos de sequia, un ciclo vital extenso aumenta la
probabilidad de que las etapas de floracién y llenado de grano, mas sensibles a
la deshidratacion, coincidan con la deprivacién de agua del suelo. En este
sentido, un ciclo de vida corto es un rasgo positivo en condiciones de periodos
de sequia largos y terminales, pero al limitar la acumulacién de biomasa, es
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negativo en condiciones donde existe cierta disponibilidad de agua (Tardieu et
al., 2018).

En la mayoria de las plantas, el rendimiento se ve especialmente afectado
cuando el déficit hidrico ocurre en el entorno de la floracion. El aborto de los
granos es un proceso adaptativo que permite que las plantas produzcan
semillas viables a pesar de la reduccion del suministro de carbono (C). Una
baja tasa de aborto es un rasgo deseable en condiciones de estrés moderadas,
incluso en las especies cultivadas el aborto de los granos puede ser favorable
en condiciones de sequia extrema, al garantizar desarrollo y el llenado de un
namero limitado de granos (Tardieu et al., 2018).

La domesticacion y el mejoramiento de las especies cultivadas han llevado a la
reduccion del sistema radicular en comparacién con los ancestros silvestres.
Esto se debe probablemente al costo metabdlico del crecimiento y
mantenimiento de las raices. La respiracion por parte de las raices puede
consumir hasta un 50 % de la energia generada por fotosintesis diariamente.
La seleccién de cultivares de élite con un cociente optimizado entre la masa de
los granos y la biomasa total ha promovido la seleccion de genotipos con una
relacion entre raices y parte aérea parsimoniosa. El efecto positivo de un
sistema radicular profundo y vigoroso también depende del escenario climatico.
Si la disponibilidad de agua ocurre exclusivamente durante las primeras etapas
de crecimiento, puede ser beneficioso reducir el consumo de agua en etapas
tempranas para asegurar su disponibilidad mas tardiamente. Por lo tanto, como
otros rasgos, la arquitectura de la raiz tiene un efecto contexto-dependiente
sobre el rendimiento en condiciones de déficit hidrico (Tardieu et al., 2018).

1.4. Seleccion de genes candidatos para incrementar la
resistencia a la sequia

Los ejemplos planteados ponen de manifiesto que es extremadamente dificil
concebir un fenotipo de resistencia al estrés hidrico que se ajuste a la multitud
de posibles escenarios ambientales y de condiciones de produccién de un
cultivo en particular.

Muchos de los genes candidatos para conferir tolerancia al estrés hidrico, a
pesar de mostrar un efecto benéfico en condiciones controladas, cuando son
evaluados en condiciones de campo, no confieren las mismas ventajas. Por lo
tanto, la pregunta mas relevante quizas no es si determinado gen o alelo
confiere tolerancia a sequia, pero en cambio si el mismo contribuye
positivamente al rendimiento del cultivo en una proporcion apreciable de afos y
escenarios productivos, o si continuara teniendo un efecto positivo sobre el
rendimiento de cara al cambio climatico (Tardieu, 2012).
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A pesar de estas observaciones, varias caracteristicas asociadas con la
tolerancia al estrés son similares para multiples especies crecidas en diferentes
condiciones. Aunque el rendimiento estd influenciado por las practicas
agronémicas, como el riego, la fertilizacion o el control de plagas, los factores
internos que son determinantes son la capacidad de las plantas para capturar
luz y utilizar esta energia para asimilar C y la capacidad para relocalizar esta
biomasa hacia los 6rganos cosechables (Muller et al., 2011), resaltando la
importancia de tener en cuenta las relaciones de fuente y fosa, inicialmente
propuestas por Mason y Maskell (1928) (Figura 2). Muchas de estas
caracteristicas generales buscan maximizar las fuerzas de la fuente y de la
fosa y mantener el transporte de agua y nutrientes en condiciones de o6ptimas
de crecimiento o de estrés (Rodrigues et al., 2019).

Dentro de las caracteristicas asociadas con la tolerancia al déficit hidrico
podemos encontrar: 1) la presencia de raices con mayor largo, diametro y
angulo para explorar suelos mas profundos y firmes (Yu et al., 2013; Yu et al.,
2016; Wang et al., 2018; Lynch, 2013; Jeong et al., 2010; Uga et al, 2014;
Prince et al., 2015; Manalavan et al., 2015); 2) un xilema y floema adaptados
para lidiar con un mayor flujo de agua y nutrientes (Leggewie et al., 2003;
Dasgupta et al., 2014; Wang et al., 2017); 3) una acumulacion de biomasa
incrementada y una adecuada removilizacion de C en etapas reproductivas que
permitan una mayor formacién (aborto reducido) de semillas (Li et al., 2013;
Ghneim-Herrera et al.,, 2017; Shi et al., 2015); 4) una apertura y densidad
estoméaticas Optimas, que permitan la transpiracion sin comprometer la
fotosintesis (Bang et al., 2019; Yu et al., 2016; Zheng et al., 2017); y 5) una
cantidad aumentada de proteinas con capacidad osmoprotectora y para
eliminar o reparar el dafio causado por las ROS y proteger al fotosistema I,
reduciendo el dafio celular (Bang et al., 2019; Selvaraj et al., 2017; Jeong et al.,
2013; Rodrigues et al., 2019).

1.5. Control de las relaciones fuente-fosa por Cy N

Las relaciones fuente-fosa estan controladas por la actividad de numerosas
enzimas y la alteracion de su actividad puede ser utilizada para modificar estas
relaciones (Chang et al., 2017). El transporte de asimilados carbonados y
nitrogenados juega un rol preponderante en las interacciones fuente-fosa. Esto
incluye el transporte de corta distancia (de carga y descarga del floema) y el
transporte de larga distancia por el floema (Rolland et al., 2006; Julius et al.,
2017; Eom et al., 2015; Lastdrager et al., 2014). La eficiencia de los
transportadores transmembrana es el principal factor que controla esta
resistencia y la manipulacion de estos transportadores tiene gran potencial para
aumentar el rendimiento de los cultivos y para generar plantas con mejor
rendimiento y mayor tolerancia al estrés ambiental.
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Figura 2. Transporte de nitrdgeno y carbono y relaciones fuente-fosa en la planta. La oxidacion
fotoquimica del agua a oxigeno esta acoplada a la generacion de ATP y nicotinamida adenina
dinucledtido reducido (NADPH) mediante reacciones que tienen lugar en la membrana de los
tilacoides. Las reacciones del C catalizan la reduccion de CO, a carbohidratos consumiendo el
ATP y el NADPH generados durante la fotofosforilacion mediante enzimas localizadas en el
estroma de los cloroplastos (Borland et al., 2014). En la mayoria de las especies vegetales, las
triosas fosfato generadas en el ciclo de Calvin (gliceraldehido-3-fosfato) pueden ser utilizadas
para la sintesis de sacarosa en el citosol o pueden ser utilizadas para la sintesis de almidén
dentro del cloroplasto. La sacarosa es el principal carbohidrato translocado por el floema y el
almidon es la forma mas comun de almacenar el C. En los 6rganos fuente, los carbohidratos
solubles (sacarosa, fundamentalmente) son cargados en el floema y son descargados en los
organos fosa (Rolland et al., 2006). El transporte de corta distancia, de carga y descarga, es
activo y establece un gradiente de presion en el floema. El transporte de larga distancia por los
tubos cribosos es pasivo y en masa, y es empujado por el gradiente de presion (Knoblauch et
al., 2016). Los azucares son cargados activamente en el los tubos cribosos y las células
acompafiantes a través de transportadores selectivos que acoplan el transporte de sacarosa al
transporte inverso de H, estos son los transportadores SUC y SUT (Julius et al., 2017). En el
otro extremo, la descarga del floema también puede ser simplastica o apoplastica. La descarga
simplastica se ha observado en hojas jévenes en algunas dicotiledéneas, como tabaco o
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remolacha, y en los tejidos meristematicos y la zona de elongacién del tip de la raiz. La forma
mas comun de descarga del floema tiene un paso apoplastico lo que permite el control sobre el
transporte a través de la membrana. Cuando esto ocurre, la sacarosa puede sufrir algun tipo de
procesamiento en el apoplasto, siendo convertida en glucosa y fructosa por la invertasa de la
pared celular (CW-INV), lo que constituye un paso de control sobre el transporte hacia la fosa.
Algunos transportadores de la misma familia de antiportadores de sacarosa/H® también
participan en la descarga del floema (Julius et al., 2017). Los azlcares neutros, como la
sacarosa, la fructosa y la glucosa pueden ademas ser movilizados a través de la familia de
transportadores SWEET (Eom et al., 2015; Lastdrager et al., 2014). Las plantas absorben N
inorgénico principalmente bajo la forma de nitrato (NO3) y amonio (NH,") pero la importacion
de aminoacidos y otros compuestos organicos nitrogenados también juega un rol significativo
en algunos suelos, ambientes y especies (Tegeder et al., 2018). Varios transportadores de N
inorganico y organico con diferentes afinidades y especificidades se han identificado en la raiz.
Proteinas de la familia NRT/NPF (Nitrate Transporterl/Peptide Transporter) y NRT2 son
antiportadores de NO;3'/H". Los transportadores de la familia CLC (Chloride Channel) también
participan en la absorcion de NO;*. Como el exceso de amonio es toxico para las plantas, su
absorcién y asimilacién estan estrechamente reguladas. Existen transportadores saturables de
alta afinidad (AMTs, Ammonium Transporters) y transportadores no saturables de baja afinidad
(acuaporinas y canales catidénicos). También existen transportadores de aminodcidos
pertenecientes a las familias APC (Amino acid—Polyamine—Choline) y UmamiT (Usually Multiple
Acids Move In and Out Transporters). Dentro del grupo APC existen tres familias de
transportadores: los AAPs (Amino Acid Permeases), los LHTs (Lysine/Histidine-like
Transporters) y los ProTs (Proline and Glycine Betaine Transporters). El NO3* es reducido en
raices y hojas a nitrito (NO,) por la nitrato reductasa (NR) en el citosol. El NO, es un ion
reactivo y potencialmente tdxico por lo que es rapidamente transportado a través del
transportador de NO,, NITR2, hacia los cloroplastos (en las hojas) o a los plastidos (en la raiz)
donde es convertido en NH," por accion de la nitrito reductasa (NiR). Las plantas evitan la
toxicidad del NH4" al rapidamente convertirlo en aminoécidos gracias a la accion de las
enzimas glutamina sintetasa (GS) y glutamato sintasa (también conocida como glutamina:2-
oxoglutarato aminotransferasa, GOGAT). Los aminoacidos sintetizados en los cloroplastos y en
el citosol de mueven hacia el floema a través de transportadores Las plantas contienen dos
clases de GS, una en el citosol y otra en los cloroplastos o plastidos. Las formas citosélicas
producen glutamina para el transporte intracelular de nitr6geno; la GS en los plastidos de la raiz
genera nitrogeno en forma de amidas para el consumo local; la GS en los cloroplastos de la
parte aérea reasimila el NH,  producido durante la fotorrespiracion (Lam et al. 1996). Las
plantas también tienen dos tipos de GOGAT, una que acepta electrones del NADH y otra que
acepta electrones de la ferredoxina. La NADH-GOGAT se localiza en los plastidos de 6rganos
no fotosintéticos; en las raices esta involucrada en la asimilacion de NH," absorbido desde la
rizosfera; en los haces vasculares de las hojas en desarrollo asimila glutamina translocada
desde las raices u hojas en senescencia. La Fd-GOGAT se encuentra en los cloroplastos y
participa en la fotorespiracion (Masclaux-Daubresse et al., 2010). El amonio puede ser
asimilado via una ruta alternativa utilizando la glutamato deshidrogenasa (GDH). Una forma de
la GDH NADH-dependiente se localiza en las mitocondrias y una forma NADPH-dependiente
se localiza en los cloroplastos. Aunque ambas formas son relativamente abundantes, no
pueden sustituir a la ruta GS-GOGAT para asimilar NH,". En las leguminosas, el NH," fijado por
la fijacion bioldgica de N en los nddulos debe ser convertido en alguna forma de N orgénico
antes de ser transportado. Las leguminosas pueden separarse en exportadoras de amidas o
exportadoras de ureidos segun la forma de N organico presente en la savia del xilema. En las
leguminosas de clima templado, como la arveja (Pisum), el trébol (Trifolium), el poroto (Vicia) y
la lenteja (Lens), los principales productos exportados son amidas (asparagina o glutamina).
Los ureidos son exportados por leguminosas de clima tropical, como la soja (Glycine), el poroto
(Phaseolus), el mani (Arachis). Los tres principales ureidos producidos son la alantoina, el
acido alantoico y la citrulina. EI N organico (aminoacidos, ureidos) que no es utilizado puede ser
almacenado temporalmente en el citosol o la vacuola o puede ser utilizado para la sintesis de
proteinas. Las raices y las hojas en desarrollo son las principales fosas para el N durante la
etapa vegetativa, mientras que las flores, las frutas y las semillas son las principales fosas
durante la etapa reproductiva. El transporte de N desde la raiz hacia las hojas ocurre por el
xilema, mientras que el reparto de N desde las fuentes hacia las fosas ocurre a través del
floema.
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Las enzimas que participan en la degradacion de la sacarosa (especialmente a
nivel de la fosa) son determinantes en la distribucién del C y el desarrollo de la
planta. Por ejemplo, una mayor actividad de la ADP-glucosa pirofosforilasa en
el endosperma de trigo se correlaciona con un aumento del llenado de grano y
un mayor rendimiento. Se ha demostrado que la sacarosa-fosfato sintasa
(SPS) interactta en planta con la sacarosa-fosfato fosfatasa (SPP); la
expresion de una construccion de fusion entre ambos genes aumenta la
actividad de la fuente en Arabidopsis y alamo (Chang et al., 2017).

La expresion de AtSWEET15 (SAG29) se encuentra muy inducida durante la
senescencia y las plantas que sobreexpresan AtSWEET15 muestran
senescencia acelerada e hipersensibilidad a la sal, mientras que los mutantes
knock out (KO) son menos sensibles al estrés salino. De manera similar, la
sobreexpresion de OsSWEETS5, un transportador de galactosa, causa retraso
en el crecimiento y la senescencia temprana en arroz (Eom et al., 2015). En
arroz, el crecimiento se ve significativamente disminuido cuando la actividad de
OsSUT2, un transportador tonoplastico que participa en la exportaciéon de
azucares desde las hojas, se ve afectada (Eom et al., 2011). De igual forma, en
papa, la inhibicion del StSUT1, localizado en el tubérculo, enlentece el
crecimiento durante etapas tempranas del desarrollo de este 6rgano, lo que
sugiere su participacion en la descarga del floema (Kihn et al., 2003). Por otro
lado, la inhibicion independiente de LeSUT1 o LeSUT2 en tomate evidencio
que SUT1 es esencial en la carga del floema, mientras que SUT2 es esencial
para el crecimiento del tubo polinico (Hackel et al., 2006). Estos ensayos
realizados sobre diferentes especies evidencian el rol especie-especifico que
pueden tener algunos genes homologos. El efecto de manipular las
propiedades de la fuente, la fosa o el flujo entre ellos esta lejos de ser lineal y
en muchos casos se han observado diferentes efectos, incluso contrastantes,
en distintos cultivos. Esto puede deberse a peculiaridades metabdlicas y
regulatorias de cada especie, ademas de relaciones fuente-fosa cambiantes
segun estadios y condiciones de crecimiento (Chang et al., 2017).

La manipulacién de la asimilacién y el metabolismo de N también tiene el
potencial de influenciar las relaciones fuente-fosa y el rendimiento (Tegeder et
al., 2018; Masclaux-Daubresse et al., 2010). Por ejemplo, la sobreexpresion de
la glutamina sintetasa citosdlica 1 (GS1) incrementa la eficiencia del uso de Ny
la productividad en diversas especies (Thomsen et al., 2014). La
sobreexpresion del factor de transcripcion Dofl llevdé a la acumulacion de
muchos genes involucrados en la produccion de esqueletos carbonados como
la fosfoenolpiruvato carboxilasa (PEPC), lo que mejora la asimilacion de N y el
crecimiento, especialmente en condiciones de baja disponibilidad de N (Chang
et al., 2017). Asimismo, se determind en Arabidopsis que el transportador de
aminoacidos AAP8 (aminoacid permease 8), el cual es expresado en el floema

de las hojas fuente, juega un rol importante en la carga del floema y el reparto
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fuente-fosa de N. Mutantes KO aap8 tienen un nimero reducido de vainas y de
semillas (Santiago y Tegeder, 2016). Por otra parte, plantas de arroz que
sobreexpresan el transportador de NH; OsAMT1 tienen una mayor
permeabilidad para NH4" en la raiz y un mayor rendimiento en condiciones
6ptimas y suboptimas de NH;* (Ranathunge et al., 2014). Recientemente, Lu et
al. (2022) demostraron que la sobreexpresion de un transportador de ureidos
en soja (UPS1) aumenta la exportacion de ureidos desde los nodulos con
efectos postitivos sobre la fijacion de N y el rendimiento de las plantas.

El metabolismo del C y del N estan estrechamente vinculados. Es importante
notar que el efecto de retroalimentacién de los CNEs sobre la actividad de la
fuente depende fuertemente del contenido de N de la planta. Martin et al.
(2002) demostraron que la inhibicion de la expresion de los genes fotosintéticos
producida por la acumulacion de CNEs es soélo evidente en condiciones de
restriccion de N. Existe evidencia de que el exceso de CNEs en la fuente
reduce la eficiencia fotosintética y/o promueve la senescencia prematura de las
hojas en condiciones de restricciéon de N, pero no lo hace bajo condiciones de
suministro de N elevado (Pourtau et al., 2004; Aoyama et al., 2014). EI N puede
influenciar el metabolismo de C mediante diversos mecanismos. Es un
componente esencial de la clorofila, la RubisCO y otros componentes de la
maquinaria fotosintética. Ademas, el N puede influenciar la expresion de genes
fotosintéticos y la senescencia de las hojas al interactuar con las citoquininas
(CKs) y otras fitohormonas (Paul y Foyer, 2001). La absorcion y asimilacion de
N estan sujetas a control circadiano a través de la fosforilacion (mediada por
SnRK1 y otras CDPK, calcium-dependent protein kinases) de los
transportadores de NO3s y NH,4", la NR y la NiR. También otras proteinas del
metabolismo de aminoacidos, como la asparagina sintetasa, son inducidas por
SnRK1 cuando esta enzima no es inhibida por azlcares. Varias proteinas del
metabolismo del N, como la NiR, la GS2 y la Fd-GOGAT, son reguladas por
oxidacién-reduccion mediada por tiorredoxinas (Nunes-Nesi et al., 2010).

1.6. Cy N durante el déficit hidrico

Contrario a la prediccion de que el déficit hidrico produciria inanicion por C, la
evidencia indica que existe acumulacion de compuestos carbonados. En
Arabidopsis, se ha observado que la fotosintesis, especialmente la maquinaria
de fijacion de C, es resiliente frente condiciones de estrés severas en tanto que
la expansion de las hojas se reduce fuertemente. La actividad de la RubisCO
se mantiene, incluso cuando el contenido de agua de las hojas se reduce al 50
%. Incluso en especies cultivables, el mantenimiento de la fotosintesis durante
periodos de sequia en variedades tolerantes estd asociado a mayor
rendimiento (Boonman et al., 2006; Ma et al., 2016).
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Durante el déficit hidrico, la demanda de C siempre decae antes que el
suministro de C. La acumulacion de carbohidratos se ha observado en varias
especies, en varias partes de la planta y para diferentes formas de C, solubles
y estructurales. Azucares solubles se acumulan durante el déficit hidrico en
maiz (Kim et al., 2000), algodén (Timpa et al., 1986), cebada (Teulat et al.,
2001), sorgo (Turner et al., 1978), eucaliptus (Quick et al., 1992), pino (Marron
et al., 2003), 4lamo (Bogeat-Triboulot et al., 2007) y vid (Cramer et al., 2007).
Los CNEs también se acumulan en los tallos, las flores, los frutos y la raiz y
esta acumulacion ocurre en respuesta a choque osmoético o tras restriccion
hidrica desarrollada lentamente. Los CNEs se acumulan mayoritariamente bajo
la forma de hexosas y sacarosa. También existe acumulacién de otros
compuestos carbonados como azlcares menos abundantes (por ejemplo,
trehalosa o manitol), amino&cidos con elevada relacion C/N (prolina), o acido
pipecolico. Los acidos organicos como el malato, el fumarato o el citrato y
compuestos de amonio cuaternario como la glicina-betaina también se
acumulan en respuesta al déficit hidrico (Itam et al., 2020). Muchos de estos
compuestos son solutos compatibles ya que pueden acumularse en elevadas
concentraciones sin perturbar el funcionamiento celular y protegen las
estructuras celulares frente a los efectos deletéreos de la pérdida de agua.
Debido a que muchos de estos compuestos se acumulan en situaciones de
desecacion producto de un estrés extremo, su relevancia como caracteristica
para mejorar la tolerancia al estrés en cultivos, donde el foco esta puesto en el
rendimiento y no en la supervivencia, es cuestionable (Muller et al., 2011;
Kunert et al., 2020). La glucosa, la sacarosa y sus intermediarios fosforilados,
como la glucosa-6-fosfato (G6P) o la trehalosa-6-fosfato (T6P), juegan un rol
sefalizador que moldea la maquinaria metabdlica y de desarrollo mediante el
control de la expresion génica y la regulacién postraduccional. Estas moléculas
integran el metabolismo de C con la sefalizacion durante el estrés. Los
azucares regulan la expresién de cientos de genes involucrados en el control
del ciclo celular, proteinas ribosémicas y del metabolismo de t-RNAs entre
otros (Muller et al., 2011).

El metabolismo del C y el estrés hidrico se intercomunican a través de rutas
gue sensan el estado de C. El balance fuente-fosa esta finamente controlado
por las kinasas SnRK1 (sucrose-non-fermenting 1-related kinase 1) y TOR
(target of rapamycin) (Figura 3) (Wurzinger et al., 2018; Schepetilnikov et al.,
2018; Liu and Bassham, 2010). Los niveles de T6P reflejan fielmente el estado
de C de la planta. La trehalosa-6-fosfato sintasa 1 (TPS1) convierte G6P y
UDP-glucosa en T6P. A pesar de encontrarse en concentraciones
submicromolares, la T6P es esencial para el crecimiento vegetativo en A.
thaliana (Paul et al., 2008). Bajos niveles de C, como se hallan cuando la
fotosintesis es limitada o cuando el crecimiento se dispara, se reflejan en bajos
niveles de T6P. Cuando las concentraciones de T6P bajan, SnRK1 reprime a
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TOR vy fosforila otras proteinas como enzimas y TFs que limitan la progresion
del ciclo celular y la formacién de la pared celular, al mismo tiempo que
promueven la fotosintesis para restaurar los niveles de azlcares. SnRK1
también puede ser inhibida por la G6P y la glucosa-1-fosfato (G1P). De igual
forma, cuando se restablecen los niveles de azucares, la T6P inhibe a ShnRK1 y
TOR se activa, promoviendo el crecimiento y el desarrollo al activar proteinas
asociadas con los ribosomas y la traduccion (Lastdrager et al., 2014; Rodrigues
et al., 2019; Schepetilnikov et al., 2018). El estado de C también es percibido
por la hexoquinasa 1 (HXK1). HXK1 reprime los genes fotosintéticos cuando el
estado de C es adecuado y regula la produccion de hormonas como auxinas,
citoquininas y etileno. Las auxinas y el ABA regulan a su vez las actividades de
las kinasas SnRK1 y TOR (Rodrigues et al., 2019).

§ Fotosintesis T Fotosintesis j= Déficit hidrico
¥ Crecimiento § Crecimiento
BCNEs T CNEs TABA | ¥CNEs
? BT6P ? 2T6P ? ¥T6P
SnRK2 SnRK1 SnRK2 SnRK1 HKX SnRK2 SnRK1
TOR Enzimas TOR TOR Enzimas
TFs l TFs
J- Proteinas J-
Ciclo celular | ribosémicas Hormonas Ciclo celular
Pared celular Pared celular
Fotosintesis Crecimiento Fotosintesis
Se reduce el Aumenta el Se reduce el
crecimiento y aumenta crecimeinto y se crecimiento.
la produccion de reduce la fuerzade la
energia fuente

Figura 3. Regulacidon de la comunicacion fuente-fosa por SnRK1 y TOR. SnRK1 y TOR
integran la sefializacién por azlcares y hormonas para mantener el balance entre la fuente y la
fosa. A) Una reduccién en la fotosintesis o un crecimiento acelerado producen una disminucién
de los CNEs, lo que se refleja en un bajo nivel de T6P. SnRK1 esta activa, reprime a TOR y
fosforila otras proteinas como factores de transcripciébn y enzimas que enlentecen procesos
demandantes energéticamente, como el ciclo celular y la formacion de pared celular, e
incrementan la produccion de energia, potenciando la fotosintesis. B) Un nivel elevado de
CNEs, causado por una alta tasa de fotosintesis o un crecimiento reducido, produce un
aumento del nivel de T6P, que inactiva SnRK1. Esta inactivacion causa la activacion de TOR
gue produce la activacion de las proteinas ribosomicas y la produccion de hormonas que
incrementan el crecimiento. Los niveles de CNEs también son sensados por la hexoquinasa
(HKX), que regula la sefializacién hormonal y reprime los genes fotosintéticos para reducir la
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fuerza de la fuente. C) Durante el déficit hidrico, la acumulacién de ABA activa a SnRK2, que
reprime a TOR y modula la apertura estomatica y el crecimiento. Adaptado de Rodriguies et al.,
20109.

La acumulacion de ABA inducido por el déficit hidrico promueve la activacion
de SnRK1 (Figueroa and Lunn, 2016). El ABA también activa a SnRK2, la cual
media las respuestas a la sequia al fosforilar TFs y otras proteinas involucradas
en el cierre estomatico y el crecimiento. SnRK2 inactiva a TOR bajo
condiciones de estrés, en tanto que en ausencia de estrés TOR inactiva a
SnRK2. Algunos miembros de la familia SnRK2 actian independientemente de
ABA, integrando otras sefiales (Yoshida et al., 2016). El &cido salicilico (SA),
los brasinosteroides, el acido jasmonico, las CK y las auxinas, también estan
implicadas en el control de la actividad de TOR (Rodrigues et al., 2019).

SnRK1 esta implicada en la regulacion del metabolismo del N. La absorcion y
asimilacion de N estan sujetas a control circadiano a través de la fosforilacion
(mediada por SnRK1 y otras CDPK, calcium-dependent protein kinases) de los
transportadores de NO3z y NH,4", la NR y la NiR. También otras proteinas del
metabolismo de amino&cidos, como la asparagina sintetasa, son inducidas por
SnRK1 cuando esta enzima no es inhibida por azUcares. Varias proteinas del
metabolismo del N, como la NiR, la GS2 y la Fd-GOGAT, son reguladas por
oxidacion-reduccion mediada por tiorredoxinas (Nunes-Nesi et al., 2010).

1.7. Senescencia

La senescencia es la ultima etapa del ciclo biolégico de las plantas e implica la
movilizacion de la biomasa acumulada durante las etapas de crecimiento
vegetativo hacia sus 6rganos fosa, que pueden ser frutos y semillas en plantas
anuales o la raiz o meristemas (u otros 6rganos) en plantas perennes (Sade et
al., 2018a). En varias especies, entre ellas soja, trigo y cafia de azlcar, la
acumulacion de productos fotosintéticos finales (hexosas, almidon y Pi) puede
inhibir la fotosintesis y estimular la senescencia de las hojas (Eom et al., 2015).
Asimismo, diversos tipos de estrés ambiental pueden disparar la senescencia
prematuramente (James et al., 2019). La senescencia prematura de las plantas
es la principal causa de pérdidas en biomasay en el llenado de grano, debido a
la pérdida de capacidad fotosintética. No solo repercute negativamente sobre el
rendimiento y la calidad de las especies cultivables, sino que también es
responsable de la corta vida poscosecha de muchos vegetales, frutas vy flores;
otro factor que contribuye significativamente en las pérdidas globales de
alimentos (Gepstein y Glick, 2013; Reguera et al., 2013).

El conjunto de reacciones catabodlicas que tienen lugar durante la senescencia,
ocurren antes de la muerte celular en todos los érganos, pero es comunmente
aceptado que las hojas son los principales 6rganos fuente para el llenado de
las semillas. La senescencia natural de las hojas es un proceso complejo y
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organizado (Balazadeh et al., 2008). Dentro de una hoja en senescencia, las
células individuales estan generalmente en diferentes estadios de senescencia;
las células mas distales de la hoja envejecen antes y las células que rodean las
venas permanecen activas por mas tiempo (Buchanan et al., 2005).

En este proceso, ocurre la degradacion de la clorofila, de proteinas y de lipidos.
La degradacion de las proteinas y del mRNA ocurre paralelamente a la pérdida
de la capacidad fotosintética. Los acidos nucleicos, especialmente el RNA, son
una fuente importante de fosfato en las hojas maduras. El decaimiento del RNA
ocurre rapidamente durante la senescencia, mientras que el DNA nuclear es
mantenido para permitir que la expresion génica continle. Las membranas
celulares se degradan, hecho que afecta la estructura y el funcionamiento
celular. Las membranas de los tilacoides son una fuente de C muy abundante
que se removiliza durante la senescencia. EI N esta principalmente bajo la
forma de proteinas, por lo que pasos de protedlisis son fundamentales para la
removilizacion (James et al., 2019). Varios genes vinculados a la degradacion
de proteinas se inducen, entre ellos, proteinas con F-box, proteinas con
dominios RING y otros miembros del complejo ubiquitina ligasa. También
proteasas de cisteina, de serina, de aspartato y proteasas vacuolares se
acumulan (Buchanan et al., 2005). Muchas de estas reacciones proteoliticas
implican la participacion de varias rutas vesiculares que participan en la
degradacion de componentes celulares o en la movilizacibn de estos
componentes hacia la vacuola para que ocurra su degradacion (Buchanan et
al., 2005; Breeze et al., 2011; Xie et al.,, 2015). La movilizacién de N es
acompafada por un aumento de las enzimas del metabolismo de aminoacidos,
en particular del metabolismo del glutamato/glutamina y de ureidos (Buchanan
et al., 2005). En la misma linea, varios transportadores de azUcares, de
aminoacidos y de péptidos aumentan su expresion (Buchanan et al., 2005).
Ademas de cambios en la actividad de proteasas, el aumento en la
degradacion de proteinas puede relacionarse a una disminucién en la
abundancia de inhibidores de proteasas (Buet et al., 2019). Las serpinas
pueden ser inhibidores clave de proteasas asociadas a senescencia, como
RD21 y también metacaspasas, involucradas en la muerte celular programada
(Cohen et al.,, 2019). Los inhibidores tipo kunitz y las cistatinas también
disminuyen durante la senescencia (Tajima et al., 2011).

Otro grupo de genes que incrementa su expresion durante la senescencia son
los genes de degradacion de la clorofila. EI gen SGR1 (STAY GREEN) regula
el primer paso de desmantelamiento de la clorofila. SGR1, SGR2, NYC
(clorofila-b-reductasa) y PaO (feoforbido-a-oxigenasa) incrementan su
expresion durante la senescencia. La degradacion de la clorofila es un proceso
fundamental para que los light harvesting complexes, la segunda fuente mas
abundante de N cloroplastico, puedan ser reciclados (Kuai et al., 2018).
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La etapa culminante del proceso de senescencia es la muerte celular
programada (PCD, programmed cell death). Para optimizar el reciclaje de
nutrientes, la PCD esta finamente controlada y ocurre una vez que la mayoria
de los nutrientes ya han sido recuperados (Olivera-Carrillo et al., 2015).
Durante esta etapa, la sefializacion por etileno cumple un rol esencial (Daneva
et al., 2016). El colapso controlado de la vacuola y la degradacion escalonada
del DNA (DNA laddering) son caracteristicos de la PCD. No obstante, el DNA
laddering raramente ocurre durante la senescencia y el colapso vacuolar sélo
se observa en las etapas finales de la misma (Buchanan et al., 2005).

1.8. Control hormonal de la senescencia

Se ha demostrado la participacion de muchas hormonas en senescencia
natural o desencadenada frente a dististas condiciones (Huang et al., 2008;
Todaka et al., 2017). Las citoquininas (CK) son hormonas que controlan
muchos procesos fisiologicos y de desarrollo incluyendo la division celular, la
formacion y la proteccion de las estructuras celulares (como los meristemas
apicales), el desarrollo floral y el desarrollo de los cloroplastos. A su vez,
regulan el comportamiento estomatico, la activacion de la sintesis proteica y
controlan la movilizacion de nutrientes, afectando la senescencia de los
organos o de la planta entera (Gepstein y Glick, 2013). Cuando la senescencia
comienza, los niveles enddgenos de CK caen, pero la aplicacion exdgena de
CK puede retrasar dramaticamente la senescencia (Noodén et al., 1979;
Badenoch-Jones et al., 1996). Varios genes que regulan la respuesta a CK
(ARR4, 6, 7 y 9) y los genes de biosintesis IPT y CK sintasa reducen su
expresion mientras que genes de degradacibn de CK (CK oxidasa) la
incrementan (Buchanan et al., 2005).

Paralelamente, aumentan genes de biosintesis de ABA (NCED y AAO1l y 3)
(Buchanan et al., 2005). El acido abscisico (ABA) cumple una funcion central
en las respuestas al déficit hidrico en plantas. En estas condiciones, el ABA se
acumula y estimula la senescencia de las hojas y la disminucién del contenido
de clorofilas a través del control de la transcripcion de genes nucleares y
cloroplasticos con roles en la senescencia (Sade et al., 2018a). A su vez, el
estrés hidrico provoca una reduccion de las CK, lo que desencadena una
mayor sensibilidad a concentraciones crecientes de ABA. Esto promueve la
senescencia de las hojas y su abscision, contribuyendo a la disminucion del
follaje y de la pérdida de agua (Ha et al., 2012). Asimismo existe una conexion
directa entre la regulacion del cierre estomatico y la senescencia de las hojas.
La fosfatasa SAG113, localizada en el aparato de Golgi e inducida por ABA y
senescencia, funciona como un regulador negativo de la sefalizacion por ABA
y suprime el cierre estomatico, lo que provoca la desecacion de las hojas
senescentes (Zhang y Gan, 2012).
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Por su parte, el etileno esta involucrado en la germinacién, la floracion, el
desarrollo de las frutas y en ciertas respuestas de defensa y tiene numerosas
interacciones con otras hormonas vegetales. En general, los niveles de etileno
en las plantas son bajos, pero su sintesis aumenta considerablemente durante
la senescencia y la maduracion de las frutas. Elevados niveles de etileno
también puede producirse durante varios tipos de estrés biotico y abidtico,
profundizando los efectos inhibitorios sobre el crecimiento de la planta
(Stepanova y Alonso, 2005).

Las auxinas juegan un rol relevante en el desarrollo de las flores, las hojas, el
tejido vascular y durante la embriogénesis (Cheng et al., 2006; 2007;
Stepanova et al., 2008). La estrecha relacion de las auxinas con el etileno es
de las interacciones entre hormonas establecidas con mayor claridad. Las
auxinas estimulan la sintesis de etileno al promover la transcripcion de las
enzimas involucradas en su sintesis. Estudios sobre la elongacién de la raiz
permitieron determinar que el etileno también induce la produccion de auxina,
la cual potencia la senesibilidad de las células a los efectos inhibitorios del
etileno sobre el crecimiento en la zona de elongacion (Stepanova et al., 2005).
Dicho de otra forma, la acumulaciéon de cierto nivel umbral de auxina es
necesaria para que la sefalizacion del etileno ocurra adecuadamente
(Stepanova y Alonso, 2019). Muchos genes de sintesis y respuesta a auxina
modulan su expresion durante la senescencia (Buchanan et al., 2005;
Balazadeh et al., 2008; Breeze et al., 2011). Durante la senescencia de la soja,
las auxinas promueven la acumulaciéon de la kinasa GmSARK, cuya expresion
ha sido asociada a la acumulacion de genes de sintesis y de sefalizacién de
etileno, por lo que las auxinas cumplen un rol en la senescencia, acelerandola
(Xu et al., 2011; Mueller-Roeber y Balazadeh, 2014).

Asimismo, las auxinas tienen numerosas interacciones con las CK, tanto
antagonicas como sinérgicas, para generar y mantener patrones de
diferenciacion celular, lo que ha sido estudiado en profundidad durante el
desarrollo del meristema apical de la raiz, el meristema apical del tallo, el
gineceo y en diferentes ejemplos de cultivo de tejidos (Schaller et al., 2015).
Sin embargo, una vez que los 6rganos se han establecido, las funciones de
estas dos hormonas son fundamentalmente antagénicas. El efecto principal es
sobre el balance entre la raiz y la parte aérea de la planta: la auxina promueve
el desarrollo de raices laterales y el crecimiento de la raiz e inhibe el
crecimiento de la parte aérea al interferir con la sefalizacion de las CK
(Moubayidin et al., 2009; Naseem y Dandekar, 2012; Kurepa et al., 2019). Esta
interaccion cumple un rol importante en la adaptacion de las plantas a
condiciones de sequia y privacion de nutrientes minerales (Kurepa y Smalle,
2022).
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La sefalizacion mediada por acido salicilico (SA) es especifica de la
senescencia natural. Los niveles de SA son elevados en hojas inmaduras,
decrecen gradualmente durante la madurez y luego incrementan nuevamente
durante la senescencia (Breeze et al., 2011). El SA actla sinérgicamente con el
etileno para promover la expresion de factores de transcripcion y otros genes
asociados a senescencia (SAGs) (Rivas-San Vicente y Plasencia., 2011; Wang
et al., 2021).

1.9. Retraso de la senescencia como estrategia para mejorar
los cultivos

Como se menciono, la abscision de las hojas y la senescencia acelerada son
parte de las estrategias de “escape” del estrés. Estas respuestas tienen un rol
importante en la naturaleza, ya que permiten la reduccion del follaje y la
supervivencia de la siguiente generacion mediante la produccion de semillas
durante situaciones de estrés. Sin embargo, en los cultivos anuales la
senescencia prematura puede generar pérdidas de rendimiento significativas.
Por este motivo, interferir con las respuestas de escape durante la senescencia
inducida por estrés, mediante el mantenimiento de la estabilidad de la fuente
(asimilacion de C y N) y/o la manipulacion de las relaciones fuente-fosa (el
reparto de C y N), es considerado una estrategia atractiva para generar cultivos
mas resistentes a las condiciones ambientales adversas (Sade et al., 2018a).

Tanto la senescencia como las respuestas adaptativas al estrés ambiental
involucran la sefializacion por especies reactivas del oxigeno (ROS) que
regulan estos procesos en forma integrada con las hormonas (Foyer et al.,
2012; Meyer et al., 2007; Noctor et al., 2002, 2014). Un numero considerable
de factores de transcripcion de la familia NAC juegan un rol importante en el
desencadenamiento de la senescencia, acoplandola con la sefializacion por
ROS (Balazadeh et al., 2010; Oda-Yamamizo et al., 2016; Yang et al., 2011).
JUBL1, un factor de transcripcion de la familia NAC inducido por H,O,, es un
regulador central de la longevidad en Arabidopsis. La sobreexpresion de JUB1
retrasa la senescencia e incrementa la tolerancia a varios tipos de estrés
abidtico. Las plantas que sobreexpresan JUB1 muestran un aumento de genes
de respuesta a ROS como HSPs y GSTs (Gepstein et al., 2013; Wu et al.,
2012). Algunos mutantes KO en factores de transcripcion NAC exhiben
senescencia retardada y mayor resistencia al déficit hidrico (Lee et al., 2012).
Por otra parte, la sobreexpresion de algunos factores de transcripcion NAC
también causa un fenotipo de senescencia retardada (Yang et al., 2011) o
acelerada (Mendes et al., 2013; Pimenta et al., 2016). Estos ejemplos muestran
como la alteracion de reguladores centrales de la senescencia puede tener
efectos pleiotropicos cuyos fenotipos dependen de la especie.
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La degradacion de la clorofila es normalmente empleada como un marcador
visual de la progresion de la senescencia. El ejemplo mas extremo de retraso
en la senescencia es el de algunas plantas con fenotipos “Stay Green” - quiere
decir, plantas que presentan un blogueo total o parcial en la degradacion de la
clorofila. Sin embargo, muchas plantas con fenotipo Stay Green no parecen
tener alteraciones importantes en el desarrollo de la senescencia, sino que
éstas serian de caracter “cosmético” ya que aunque la degradacién de la
clorofila esta impedida, existe una caida en los parametros fotosintéticos
indicando que la senescencia ocurre (Thomas y Howarth, 2000).

En soja, aunque varios factores de transcripcion y genes que participan en la
senescencia, removilizacion de nutrientes, sefalizacion y metabolismo
oxidativo han mostrado tener contribucion a fenotipos Stay Green (Wang et al.,
2020), dos loci nucleares recesivos (llamados dl1 y d2) y un locus
citoplasmatico dominante (llamado cytG) han sido los mas caracterizados. Los
alelos d1 y d2 fueron caracterizados como mutaciones sobre los genes
GmSGR1 y GmSGR2, ortélogos a los genes SGR/NYE de Arabidopsis, los
cuales codifican para Mg-dequelatasas, fundamentales en el primer paso de la
degradacion de la clorofila a (Nakano et al., 2014; Li et al.,, 2017). La
secuenciacion del genoma cloroplastico de variedades de soja con cotiledones
y cubierta verdes permitio identificar que el alelo cytG (de ahora en mas G) es
causado por una insercion de 5 bp en psbM, una subunidad pequefia del
fotosistema |l implicada en la degradacion de la clorofila b (Kohzuma et al.,
2017). La presencia del alelo G dentro de una poblacién de NILs (Near-
Isogenig Lines) de la variedad Clark produce un fenotipo Stay Green leve, en el
gue se retiene la clorofila y las proteinas LHC asociadas al fotosistema Il, pero
donde la RubisCO vy otras proteinas solubles eventualmente son
completamente degradadas (Guiamet et al., 1991; Kohzuma et al., 2017). Por
otra parte, los alelos d1 y d2 en homocigosis, con o sin la presencia del alelo G,
(plantas d1d1d2d2 y GGd1d1d2d2 - de forma abreviada, d1d2 y Gd1d2) no
mostraron degradacion de clorofila (Guiamét y Giannibelli, 1996) ni alteracion
de la ultraestrucura de sus cloroplastos (Guiamét y Giannibelli, 1994). Sus
membranas tilacoidales externa e interna y sus granas se mantuvieron intactas
en tratamientos de privacion de luz o durante tratamientos que aceleran la
senescencia (ABA, metil jasmonato, etileno) (Guiamét y Giannibelli, 1994). La
combinacion con el alelo G ademas, retrasa la caida de la fotosintesis e
interfiere con la degradacion de la RubisCO y de otras proteinas solubles
(Guiamét y Giannibelli, 1996). En poblaciones de NILs de la variedad Clark y
Harosoy, las combinaciones d1d2 y Gd1d2 produjeron una retencion del 50 %
de la proteina soluble en las hojas en abscision en comparacion con solo un 10
% de proteina retenida en las variedades no Stay Green (Guiamét y Giannibelli,
1996). Ademas de estas alteraciones sobre la movilizacion de proteinas, las
plantas d1d2 mostraron una caida en su germinaciéon y defectos en el
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desarrollo tras la germinacion, como ser el fenotipo albino de sus cotiledones y
alteraciones en la elongacion de la raiz, debido a un aumento del fotodafo al
ser expuestas a luz durante 30 dias (Li et al., 2017). Estos efectos representan
una desventaja desde el punto de vista de la relocalizacion de nutrientes y la
vida poscosecha.

Son pocos los ejemplos mediados por transgénesis que han demostrado ser
efectivos en retrasar la senescencia inducida por estrés generando un fenotipo
Stay Green en condiciones de estrés (Kusaba et al., 2013). Quizas el ejemplo
mas impactante es el de plantas que expresan la isopentenil transferasa (IPT),
enzima clave para la sintesis de CK, bajo el control de promotores inducibles
por senescencia. Este efecto se ha demostrado en tabaco (Rivero et al., 2007;
Reguera et al., 2013), arroz (Peleg et al., 2011; Sade et al., 2018), algodon
(Kuppu et al., 2013), maiz (Décima Oneto et al., 2016) y trigo (Beznec et al.,
2021; Gomez Mansur et al., 2021).

Sin embargo, en relacion al rendimiento, el retraso de la senescencia puede
tener efectos contrapuestos segun la especie. Por ejemplo, en tabaco, una
mayor longevidad de las hojas resulta en mayor produccion de biomasa y
rendimiento bajo condiciones normales de crecimiento (Madoka et al., 2002) y
en condiciones de restriccion hidrica severas (Rivero et al., 2007). Por el
contrario, en trigo y arroz, donde el llenado efectivo de los granos culmina
antes que la senescencia de las hojas, un retraso de la senescencia, esto es,
una menor removilizacion de C y N, puede reducir el indice de cosecha y la
tasa de llenado de grano (Gong et al., 2005; Chang et al., 2017).

El concepto general es que un fenotipo de senescencia retrasada por si solo no
es suficiente para mejorar el rendimiento y la tolerancia al estrés ambiental. Es
necesario tener en cuenta como son las practicas de crecimiento del cultivo en
particular. En el caso de la soja, o deseable es que la planta logre alcanzar la
maxima acumulacién de biomasa posible pero que ésta pueda movilizarse
hacia las semillas en el momento adecuado y en la proporcién adecuada. La
pregunta es entonces, ¢COmMO conseguir plantas que presenten una
senescencia inducida por estrés retrasada independientemente de un fenotipo
Stay Green y en donde la senescencia natural se encuentre inalterada?

1.10. Antecedentes para la seleccién de los genes CV

En un trabajo previo, nuestro grupo analizé las respuestas fisiol6gicas y
moleculares de dos genotipos de soja con fenotipos de respuesta a estrés
hidrico contrastantes. Uno de estos genotipos, el N7001, es un cultivar que
exhibe el rasgo de marchitamiento lento (Gallino et al., 2018a) y presenta
estabilidad de rendimiento en una variedad de afos y locaciones. El otro
genotipo, el TJS2049 es altamente sensible al déficit hidrico (Pardo et al.,
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2014). La comparacion de los transcriptomas de estos dos genotipos en
condiciones de défict hidrico, permiti6 la identificacion de genes
diferencialmente expresados (Gallino et al., 2018a). Entre ellos, genes
ortélogos al marcador autofagico ATGS, la proteasa inducida por senescencia
SAG12 y el gen de vesiculacién cloroplastica CV. Estos genes participan dentro
de un conjunto de rutas vesiculares de degradacion de componentes celulares
(Figura 4).

Dentro de estos mecanismos, la autofagia es el mas estudiado. En la
microautofagia, pequefias vesiculas citosolicas son engullidas por
invaginaciones del tonoplasto formando pequefias vesiculas intravacuolares
gue son degradadas por hidrolasas vacuolares (Klionsky and Oshumi, 1999).
En la macroautofagia (de ahora en mas, autofagia), componentes citosélicos
son engullidos por una estructura especializada de doble membrana, el
autofagosoma, que lleva los componentes reciclables hacia la vacuola (Xie et
al.,, 2015). EIl reciclaje autofagico ocurre por el secuestro de material
citoplasmico en el autofagosoma. Estudios en levadura, y mas adelante, en
plantas y animales, permitieron definir un conjunto de proteinas relacionadas a
la autofagia (ATG) que dirigen el proceso en respuesta a factores internos y
externos. Entre estas proteinas, hay factores que reclutan membranas hacia el
fagoforo (autofagosoma en formacion), que reclutan el cargo adecuado, cierran
el fagoforo para formar el autofagosoma y llevan el autofagosoma a la vacuola
central. Estos componentes centrales incluye el complejo kinasa ATG1, el cual
responde a sefiales nutricionales mediadas por TOR y otras kinasas, el
complejo transmembrana ATG2/9/18, que provee de membranas al fagoforo, el
complejo fosfatidil inositol-3 (PI13) kinasa ATG6/VPS34 (vacuolar protein
sorting-associated protein 34)/ATG14/VPS15, que asiste en la nucleacion del
fagoforo, y el conjunto de conjugacién ATG8/ATG12, que promueve la captura
del cargo, la expansion y cierre de la vesicula y la fusion de los autofagosomas
con la vacuola. El contenido incluye mitocondrias no deseadas o dafadas
(mitofagia; Li et al., 2014), cloroplastos (clorofagia; Ishida et al., 2008),
peroxisomas (peroxifagia; (Farmer et al., 2013; Kim et al., 2013; Shibata et al.,
2013), grandes complejos proteicos como ribosomas (ribofagia; Hillwig et al.,
2011) y proteasomas (proteafagia; Marshal et al., 2015) o agregados proteicos
insolubles (agrefagia; Zhou et al., 2013). En animales, incluso patégenos
pueden ser incorporados (xenofagia; Gutierrez et al.,, 2004; Nakagawa et al.,
2004). Masas de citoplasma también pueden ser engullidas
indiscriminadamente si la disponibilidad de nutrientes es limitante (Li et al.,
2015). La autofagia también esta implicada en la entrega nocturna de almidén
hacia la vacuola a través de pequefas estructuras granulares, denominadas
SSGLs (small starch granules like structures), un proceso que no
necesariamente esta asociado con el estrés (Wang et al., 2013).
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ATG8 y ATG12 son dos proteinas con similitud con la ubiquitina, activadas por
una cascada de conjugacion llevada adelante por ATG7, una enzima
activadora E1 ATP-dependiente, ATG3 y ATG10, dos enzimas activadoras E2.
ATG12 activada se une covalentemente a ATG5. El aducto ATG12-ATG5 se
asocia luego a ATG16, y este complejo adquiere la actividad ligasa necesaria
para acoplar la fosfatidiletanolamina (PE) a la glicina C-terminal de ATGS8. El
aducto ATGS8-PE recubre a los fagoforos en expansion y sirve como una
plataforma para muchos receptores autofagicos que reclutan el cargo
adecuado y para factores que promueven el cierre de la vesicula y la fusion con
el tonoplasto (Li and Vierstra, 2012; Kilonsky and Schuman, 2014; Rogov et al.,
2014).

Los receptores involucrados tienen dominios de union al cargo y de interaccion
con ATG8-PE (Wang et al., 2017). Entre ellos se encuentran las proteinas
NBR1 (Next to BRCAL gene 1) en plantas y animales, p62/SEQUESTOSOME1
en mamiferos y las proteinas Cue5/Tollip en levadura, que unen agregados
ubiquitinados; ATG30 y ATG36 en levadura participan en la peroxifagia;
BCL2/Adenovirus E1B 19-kD-interacting protein 3 participa en la mitofagia y las
proteinas Tryptophan-rich Sensory Protein, ATGS8-Interacting Protein 1 y
RPN10 (Regulatory Particle non-ATPase 10) identifican porfirinas libres,
proteinas cloroplasticas y proteasomas inactivados, respectivamente (Svenning
et al.,, 2011; Vanhee et al., 2011; Zientara-Rytter et al., 2011; Liu et al., 2012;
Michaeli et al., 2014; Rogov et al., 2014; Marshall et al., 2015). La maquinaria
autofagica participa en la movilizaciéon de la RubisCO desde los cloroplastos
hacia la vacuola en vesiculas denominadas RCBs (RubisCO-containing bodies;
Chiba et al., 2003; Izumi and Ishida, 2011).

Un segundo mecanismo de degradacion de proteinas cloroplasticas es
mediado por las vesiculas asociadas a senescencia (SAVs, Senescence
Associated Vacuoles). Mientras que los autofagosomas se encuentran en hojas
y en raiz, las SAVs participan como mecanismo de degradacion solamente en
células que contienen cloroplastos (Otegui et al., 2005). Al igual que los RCBs,
las SAVs contienen proteinas cloroplasticas como la RubisCO y la GS2
(Martinez et al.,, 2008). Las SAVs son sitios de degradacion de proteinas
cloroplasticas al contener elevada actividad proteolitica; las SAVs no son
vesiculas de transporte sino que son compartimentos liticos en si mismas.
Estas vesiculas contienen la proteasa de cisteina SAG12 (senescence-
associated gene 12), entre otras proteasas (Otegui et al., 2005; Buet et al.,
2019). SAG12 es la unica SAG cuya expresion esta exclusivamente controlada
por senescencia natural, por lo que la degradacion mediada por SAVs tiene
asignado un rol especifico durante este tipo de senescencia (Masclaux-
Daubresse et al., 2010).
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Las SAVs son acidicas, pero tienen un pH diferente respecto a la vacuola
central lo que podria permitir el funcionamiento de diferentes proteasas en
diferentes compartimentos ademas de representar un ahorro energético al
mantener un pH mas bajo en un compartimiento mas pequefo que la vacuola
central (Martinez et al., 2008). Las SAVs tienen H" pirofosforilasa vacuolar pero
no tiene la acuaporina de la vacuola central TIP gama, lo que indica que las
SAVs no se originan de la vacuola. Las SAV contintan formandose en mutante
atg7 de autofagia lo que indica que a diferencia de la formacion de RCBs la
formacion de SAVs no requiere una autofagia funcional (Otegui et al., 2005).

Las SAVs tienen un elevado contenido de la subunidad grande la RubisCO y
GS2, indicando que participan en la degradacion de proteinas del estroma, y
también algunas proteinas tilacoidales, como PsaA y Lhcas, pero no contienen
proteinas del PSII, como D1 o proteinas de la antena del PSII (LHCII, Martinez
et al.,, 2008; Gomez et al., 2019). Ademas de participar en la degradacion de
proteinas, las SAVs participan en la degradacion de la clorofila durante la
senescencia. A diferencia del proceso de degradacion de proteinas, el cual
provee N para la removilizacion hacia otras partes de la planta, la clorofila es
degradada en catabolitos nitrogenados que son eventualmente almacenados
en la vacuola bajo una forma no removilizable (Hortensteiner, 2006; Kuai et al.,
2018). El proceso de removilizacion de la clorofila se trata de un proceso de
detoxificacion, para evitar el potencial riesgo fototoxico como consecuencia del
desmantelamiento de los complejos clorofila-proteina y la liberacion de clorofila
libre o catabolitos derivados de la clorofila (Gomez et al., 2019). Algunas
enzimas que participan de la degradacion de la clorofila, como la clorofilasa,
que participa en el primer paso de la degradacion de la clorofila, o la clorofila
desfitasa, involucrada en la remocién de la cadena de fitol, no participan
activamente durante la degradacién de la clorofila durante la senescencia
(Shenk et al., 2007; Lin et al., 2016). Las SAVs contienen clorofila y son
competentes para realizar pasos tempranos de la degradacién (Gomez et al.,
2019)

Otros dos tipos de vesiculas de trafico de proteinas cloroplasticas han sido
caracterizadas. La proteina ATI1 (ATGS8-interacting protein 1) participa en el
trafico vesicular desde el ER (Honig et al., 2012) y los cloroplastos (Michaeli et
al., 2014) hacia la vacuola central. ATI1 puede ser detectada dentro de los
plastidos y también en el citosol, asociada con vesiculas (ATI-plastid
associated bodies, ATI1-PS) que contienen GFP de localizacién cloroplastica.
La formacion de ATI-PS no necesita de una maquinaria autofagica funcional
pero la internalizacion en la vacuola central si lo requiere (Michaeli et al., 2014).
ATI1 interactia con varias proteinas cloroplasticas, muchas localizadas en los
tilacoides. Entre ellas, varias estan involucradas en la fotosintesis: LHCAA4,
PsbS, PrxA, FNR1, APE1 (Michaeli et al., 2014).
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La ruta de degradacion mas recientemente descrita por Wang y Blumwald
(2014) involucra un gen, denominado CV (chloroplast vesiculation), el cual
participa en la senescencia natural y la senescencia inducida por estrés
abidtico. Esta proteina fue identificada inicialmente en plantas transgénicas de
arroz que expresan la construccion pSARK-IPT y presentan, por lo tanto, un
contenido elevado de CKs. La proteina CV se localiza en los cloroplastos
donde interactda con otras proteinas principalmente tilacoidales. CV causa la
formacién de vesiculas dentro del cloroplasto, llamadas CCVs (CV containing
vesicles), que se desprenden del cloroplasto y se movilizan hacia la vacuola
central. La sobreexpresion constitutiva de CV es letal, pero la sobreexpresion
inducible de CV promueve la formacion de CCVs y acelera la senescencia,
afectando el contenido de proteinas de los fotosistemas (PsaB, PsaA, PsbO) y
del estroma (GS2). Por otra parte, el silenciamiento de CV promueve la
estabilidad cloroplastica y retrasa la senescencia inducida por estrés. La ruta
de degradacibn mediada por CV es independiente de la autofagia, al
permanecer activa en mutantes atg5. Asimismo, la proteina CV contiene un
péptido de localizacion cloroplastica y solamente parece estar vinculado al
cloroplasto y a las CCVs. ATI1, en cambio, esta implicada en otros procesos
celulares ya que se encuentra también en cuerpos asociados al ER que son
transportados a la vacuola (Honig et al., 2012).

Se desprenden de esta revision algunos puntos que hacen que la ruta de
degradacion mediada por CV sea atractiva para llevar adelante estrategias de
edicibn génica. Primero, es aparentemente la ruta que participa en la
degradacion de los cloroplastos de forma mas especifica, por lo que no se
espera que su eliminacién tenga efectos pleiotropicos sobre el reciclaje de
otros componentes celulares. También es esperable que al no presentar
intreacciones con las otras rutas de degradacién, que la senescencia natural
continle con su progresion normal. A diferencia de la autofagia o de la
degradacion mediada por ATI, no se ha observado un fenotipo de senescencia
acelerada en las plantas de Arabidopsis 0 arroz que presentan silenciada la
expresion de CV. En estas plantas, tampoco se ha observado un impacto
negativo sobre el rendimiento. Sin embargo, esto no garantiza que la
eliminacién del gen no pueda tener un impacto sobre el rendimiento en soja
puesto que el reciclaje de N presenta diferencias importantes respecto al arroz.
Por este motivo, este es uno de los aspectos fundamentales a evaluar en
plantas knock-out.
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Figura 4. Rutas vesiculares de degradacion de proteinas cloroplasticos. Bajo
condiciones de estrés o durante la senescencia, las proteinas cloroplasticas pueden
degradarse mediante cuatro rutas. A) Proteinas del estroma son importadas dentro de
pequefias vacuolas asociadas a senescencia (SAV), las cuales tienen actividad
proteolitica. B) ATI1 interactua con proteinas cloroplasticas formando vesiculas ATI1-
PS o C) proteinas del estroma son importadas dentro de RCB (RubisCO containing
bodies). Estas vesiculas son transportadas a la vacuola para su degradacion mediante
la maquinaria autofagica. D) CV produce la generacion de vesiculas CCV (CV-
containing vesicles) a partir de membranas cloroplasticas que son transportadas hacia
la vacuola. Cada una de las rutas transporta proteinas especificas: RubisCO para las
SAV y RCB; ciertas proteinas tilacoidales para ATI1-PSy CV.

2. Objetivo general e hipoétesis de trabajo

El objetivo general de este trabajo es caracterizar nuevos componentes que
participan en los mecanismos de respuesta a la sequia en plantas y aportar
herramientas para la manipulacion genética de la soja mediante el uso del
sistema CRISPR/Cas?9.

Se parte de la premisa de que la senescencia inducida por estrés tiene un
efecto negativo en la productividad de los cultivos y que, por lo tanto, la
alteracion de esta respuesta puede incrementar el rendimiento de soja en
condiciones de estrés. Durante la senescencia, la degradacion de los
cloroplastos es un evento temprano. La degradacién de estos organelos resulta
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en la movilizacion del N y C hacia 6rganos fosa, como las semillas. Sin
embargo, una degradacién cloropléstica prematura puede afectar la capacidad
fotosintética y comprometer el rendimiento de un cultivo. Los trabajos del grupo
del Dr. Eduardo Blumwald (Universidad de California, Davis) han demostrado
que mejorar la estabilidad cloroplastica en condiciones de estrés es una buena
estrategia para retrasar la senescencia inducida por estrés (Rivero et al., 2007;
Peleg et al., 2011; Reguera et al., 2013).

En este sentido, aqui se aborda el estudio de una proteina que participa en el
reciclaje de proteinas cloroplasticas durante la senescencia natural e inducida
por estrés, denominada CV (Chloroplast Vesiculation). Esta proteina fue
caracterizada por el grupo de E. Blumwald en el organismo modelo Arabidopsis
thaliana y en arroz (Wang y Blumwald, 2014; Sade et al., 2018). La soja
presenta dos genes ortdlogos a AtCV. En este trabajo se plantea realizar el
estudio funcional de los genes CV de soja y explorar herramientas para la
generacion de plantas de soja presentando alteraciones en la expresion de
estos genes.

3. Hoja de ruta

En el capitulo 1, se describen los cambios transcripcionales que ocurren en
soja durante la senescencia inducida por estrés. Asimismo, se analiza la
participacion de las diferentes rutas vesiculares de degradacion de
componentes celulares, con énfasis en la ruta de CCV (CV Containing
Vesicles). Se observan las diferencias en los perfiles de expresion temporal y
espacial para los dos genes de soja (CV1 y CV2) y se sugiere una
especializacion funcional para los dos miembros de esta familia de genes.

En el capitulo 2, se describen las herramientas moleculares generadas para
obtener plantas de soja con expresibn modulada de los genes CV, y se
describen los procedimientos empleados para abordar la generacion de
mutantes de tipo knockout de estos genes mediante edicidén génica.

4. Capitulo 1: Estudio de la ruta de vesiculacion
cloroplastica de soja durante la senescencia inducida
por estrés

4.1. Objetivos:

1. Identificar genes blanco para incrementar la tolerancia a sequia en soja
mediante estrategias de edicion génica.
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2. Evaluar la participacion de las rutas vesiculares de degradacion de
cloroplastos en respuestas de senescencia inducida por estrés hidrico
en soja.

3. Caracterizar el rol de los genes CV en la respuesta al estrés hidrico en
dos genotipos de soja contrastantes en su fenotipo frente a sequia.

4.2. Resumen del manuscrito en espafol:

La soja es la leguminosa cultivada de mayor importancia a escala global. El
desarrollo de cultivares con fenotipos de alto rendimiento junto con resistencia
a la sequia, ha planteado grandes desafios. En este estudio, analizamos la
contribucion de genes clave involucrados en la degradacion de los cloroplastos
inducida por estrés, en las respuestas de dos cultivares de soja que exhiben
fenotipos contrastantes en condiciones de déficit hidrico.

Nuestros resultados muestran una correlacion negativa entre la tolerancia a la
sequia y la expresibn de genes que codifican proteinas de vesiculacion
cloroplastica (CV), y destacan el papel de la ruta vesicular mediada por CV en
el control de la senescencia inducida por estrés en la soja. Las proteinas CV
han sido previamente caracterizadas en Arabidopsis y arroz, evidenciando su
participacion en una via vesicular especifica de la degradacion de los
cloroplastos durante la senescencia natural e inducida por estrés. El genoma
de la soja contiene dos genes paralogos que codifican dos proteinas CV muy
similares, denominadas CV1 y CV2. En este trabajo, mediante la
sobreexpresion condicional de una fusion CV2-FLAG, pudimos confirmar el
papel de CV2 en la degradacién de proteinas cloroplasticas.

Para explorar la especializaciéon funcional de estos genes, analizamos la
actividad transcripcional de los genes CV en plantas transgénicas de
Arabidopsis que expresan el gen reportero GUS bajo el control de secuencias
promotoras de CV1 o de CV2. El promotor CV1 respondi6é principalmente a
estimulos abidticos, como tratamiendo hiperosmaético, salinidad y estrés
oxidativo, mientras que el promotor CV2 presentd mayor actividad durante la
senescencia natural. Asimismo, la actividad de los promotores difirio
sustancialmente en la respuesta a fitohormonas. Si bien ambos promotores
pudieron dirigir la expresion de GUS en respuesta al tratamiento con auxinas,
solo el promotor CV1 se activd especificamente en respuesta a hormonas
relacionadas con el estrés, como ABA, acido salicilico y metil jasmonato.
Ademas, la expresion inducida por oscuridad de CV2, y no de CV1, fue
fuertemente inhibida por citoquininas, de forma similar a lo reportado para los
genes CV de Arabidopsis y arroz. La expresion de los genes CV en los tejidos
de la raiz, sugiere un papel para las proteinas CV en la removilizacion de N de
los plastidos de la raiz durante el desarrollo, asi como en condiciones de

estrés.
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Estos resultados indican roles diferenciales para los genes CV1 y CV2 durante
el desarrollo y en condiciones de estrés ambiental, y apuntan a CV1 como un
blanco interesante para llevar adelante estrategias de edicion génica para
aumentar la tolerancia a la sequia mediante la manipulacién de la senescencia
inducida por estrés, sin comprometer la senescencia natural.
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5. Manuscrito 1

TITLE: Functional specialization of chloroplast vesiculation
(CV) duplicated genes from soybean shows partial overlapping
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AUTHORS: Fleitas AL®, Castro A, Blumwald E?, Vidal S’.
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de la Republica

2 Department of Plant Sciences, University of California, Davis, California 95616

ABSTRACT:

Soybean is a globally important high-value legume crop but is highly sensitive to
drought stress. Breeding soybeans to improve drought tolerance in conjunction
with high yield, has posed major challenges. In this study, we investigated the
contribution of key genes involved in the stress-induced chloroplast
degradation, to the responses of two soybean cultivars exhibiting contrasting
phenotypes upon water deficit.

Our results indicate a clear negative correlation between drought tolerance and
the expression of genes encoding chloroplast vesiculation (CV) proteins, and
highlight the role for the CV vesicular pathway in the control for stress-induced
senescence in soybean. CVs have been previously characterized in
Arabidopsis and rice as proteins that participate in a specific chloroplast-
degradation vesicular pathway during natural and stress-induced senescence.
Soybean genome contains two paralog genes encoding for two highly similar
CV proteins, named CV1 and CV2. Here, we could confirm the role of CV2 in
chloroplast degradation, by analyzing the effect of conditional overexpression of
CV2-FLAG fusions on the accumulation of specific chloroplast proteins.

To explore the functional specificity of these genes, we analyzed their specific
promoter activities in transgenic Arabidopsis plants expressing the GUS
reporter gene under the control of CV1 or CV2 promoter sequences. CV1
promoter responded primarily to abiotic stimuli, such as hyperosmotic
conditions, salinity and oxidative stress, while CV2 promoter was active during
natural senescence. In addition, promoter activities differed substantially in their
response to hormones. While both CV1 and CV2 promoters were able to direct
GUS expression in response to auxin treatment, only CV1 promoter was
specifically activated in response to stress-related hormones such as ABA,
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salicylic acid and methyl jasmonate. Moreover, the dark-induced expression of
CV2, but not of CV1, was strongly inhibited by cytokinin, similar to the reported
gene expression of Arabidopsis and rice CV genes. We also report the
expression of CV genes in root tissues suggesting a role for CVs in N
remobilization from root plastids during development as well as under stress
conditions.

Together, these results indicate differential roles for these genes during
development and environmental stress conditions, and point to CV1 as an
interesting target for gene editing to increase drought tolerance by manipulating
stress-induced senescence without compromising natural senescence.

INTRODUCTION

Soybean (Glycine max (L.) Merr.) is the most economically important oilseed
crop produced worldwide and the largest source of vegetable oil and protein for
human and animal consumption. Most of the soybean production is carried out
in the American continent (USDA, 2022), where is cultivated during summer,
mostly under rainfed agricultural practices (Cattivelli et al., 2008). In these
conditions, the occurrence of seasonal droughts unavoidably affects soybean
productivity which can be reduced by up to 40 % (Le et al., 2012; Cattivelli et
al., 2008). Soybean is considered the most drought-sensitive plant among
legume species (Clement et al., 2008). Recent studies have shown that global
agricultural productivity has exhibited substantial variations during the past
decades, and that these variations can be explained by changes in the drought
index (Leng and Hall, 2019). In these studies, soybean was the crop that
showed the highest correlation between yield reduction and drought conditions,
which highlights the importance of increasing drought tolerance in soybean
breeding programs.

One of the first symptoms of drought stress in soybean is canopy wilting, which
is caused by the loss of cell turgor pressure as a result of cellular dehydration
(Carter et al., 1999; King et al., 2009). Several soybean plant introductions (PIs)
have been reported during the last decades to exhibit slow canopy wilting
phenotype under water deficit conditions (Carter et al., 1999, Kunert and
Vorster, 2020). Since then, this trait has been extensively used as a visual
marker to select and develop drought-tolerant, high-yielding soybean genotypes
in the field (Charlson et al., 2009; Kunert and Vorster, 2020, Sloane et al.,
1990).

Slow wilting has been shown to be associated with different water-conservation
mechanisms, including improved water use efficiency (WUE), enhanced

maintenance of cell turgor and better root exploratory capacity, among other
36



Fleitas et al., en redaccion

traits (Kunert and Vorster, 2020). Despite the fact that the precise molecular
mechanisms underlying slow wilting phenotype are not fully understood, it is
agreed that this trait is a multigenic, moderately inheritable characteristic, which
benefits crop performance under drought conditions without affecting yield
(Prince et al., 2015; Ries et al., 2012).

Crop performance is defined by the plant's entire life cycle and is affected by the
amount of light intercepted by the leaves and biomass accumulation through
photosynthesis. Drought affects both biomass accumulation and plant growth,
striking photosynthesis and transpiration (Tardieu et al., 2018). Drought can
also trigger premature senescence, which further compromises biomass
accumulation in cultivated species (Reguera et al., 2013).

Senescence is the last stage of plant development and usually culminates with
death at the cellular, tissue, organ, or whole plant level. It is a complex process
that involves various molecular and physiological events controlled at the
genetic level and modified by environmental conditions (Balazadeh et al., 2008).
During this process, plants recycle nutrients from their source organs to their
reproductive organs (Gepstein and Glick, 2013). Thus, in grain crops,
senescence highly affects plant productivity as it is linked to the production of
mature seeds.

During leaf senescence, chloroplasts, which contain 75 % of the nitrogen (N) in
the leaf (50 % of which is supplied by RubisCO; Diaz et al., 2005), are the first
organelles to be degraded. Meanwhile the nucleus and mitochondria remain
active until the culmination of cell death to allow the expression of genes and
the production of metabolic energy that enable the progression of senescence
(Buchanan et al., 2005). Chloroplast degradation involves the well-orchestrated
degradation and remobilization of chlorophyll, protein and lipids. The thylakoid
membranes are a very abundant source of carbon (C) that is remobilized. N
appears mainly in the form of proteins, so proteolysis steps are essential for
remobilization. N recycling is especially important during the reproductive stage
(James et al., 2019).

Several stress conditions, including drought, can trigger senescence
prematurely. Stress-induced senescence is the main cause of losses in
biomass and in grain filling, due to the loss of photosynthetic capacity (Pourtau
et al., 2004; Aoyama et al., 2014). In addition to its negative effect on crop yield
and quality, premature senescence is also responsible for the short post-
harvest life of many vegetables, fruits and flowers (Reguera et al., 2013).

Delaying senescence has been used as a strategy to improve tolerance to
environmental stress (Rivero et al., 2007; Reguera et al.,, 2013; Sade et al.,
2018). It has been shown that leaf senescence can be delayed in transgenic
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tobacco plants expressing isopentenyltransferase (IPT), a key enzyme for
cytokinin (CK) biosynthesis, under the control of senescence-inducible
promoters. Under water deprivation conditions, the plants mounted a powerful
acclimation response, with stimulation of the photosynthetic rate, greater WUE
and minimal yield losses (Rivero et al., 2007). The stimulation of CK production
also improves ROS scavenging and promotes the maintenance of
photosynthetic capacity (Rivero et al., 2010; Ha et al.,, 2012) by increasing
chloroplast stability under stress conditions (Rivero et al., 2009).

Autophagy is the most studied mechanism involved in the degradation of
cellular components. Two types of autophagy have been characterized: micro-
and macro- autophagy. In microautophagy, small cytosolic vesicles are
engulfed by invaginations of the tonoplast, forming small intravacuolar vesicles
that are later degraded by vacuolar hydrolases (Klionsky and Ohsumi, 1999). In
macroautophagy (from now on, autophagy), cytosolic components are engulfed
by a specialized double-membrane structure, the autophagosome, which
carries the recyclable components into the vacuole (Xie et al.,, 2015).
Autophagosomes may also undergo membrane expansion and sequester
chloroplasts and/or other organelles for their specific degradation (Masclaux-
Daubresse et al 2017). In plants, several components of the autophagic
machinery have been identified, including components involved in phagophore
seeding (Doelling et al., 2002; Hanaoka et al., 2002; Thompson et al., 2005;
Phillips et al., 2008; Li et al., 2015), loading, expansion, closure (Wang et al.,
2017, Svenning et al., 2011; Vanhee et al., 2011; Zientara-Rytter et al., 2011;
Liu et al., 2012; Michaeli et al., 2014; Rogov et al., 2014; Marshall et al., 2015),
and autophagosome fusion to the tonoplast membrane (Li and Vierstra, 2012;
Kilonsky and Schuman, 2014; Rogov et al., 2014). RubisCO containing bodies
(RCBs) are autophagic vesicles that transport chloroplast stroma proteins to the
vacuole (Chiba et al., 2003; Izumi and Ishida, 2011).

A second mechanism operating in chloroplastic protein degradation is mediated
by senescence-associated vacuoles (SAVs). While autophagosomes are found
in leaves and roots, SAVs only appear in cells that contain chloroplasts (Otegui
et al., 2005). Like RCBs, SAVs contain chloroplast proteins such as RubisCO
and GS2 (Martinez et al., 2008). In addition, some thylakoid proteins, such as
PsaA and Lhcas, have been detected in SAVs. However, no PSII proteins, such
as D1 or PSII antenna proteins (LHCII), were found in SAVs (Martinez et al.,
2008; Gomez et al., 2019). SAVs are not just transport vesicles as they display
high proteolytic activity which turns them into lytic compartments themselves.
The cysteine protease SAG12 (senescence-associated gene 12) is among the
proteases that accumulate in these compartments (Otegui et al., 2005; Buet et
al., 2019). Recently, it was shown that SAVs also participate in chlorophyll
degradation during senescence (Gomez et al., 2019).
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Two other types of chloroplastic protein trafficking vesicles have been
characterized: namely, ATI-PS (ATGS8-interacting protein 1-plastic associated
bodies) and CCV (Chloroplast Vesiculation-Containing Vesicles). The ATI1
protein participates in vesicular traffic from the endoplasmic reticulum (ER)
(Honig et al., 2012) towards the central vacuole. In addition, ATI1 can be
detected within plastids and also in the cytosol, associated with vesicles that
contain chloroplast-targeted GFP (Michaeli et al., 2014). ATI1 interacts with
various chloroplastic proteins, many of which are located in thylakoids and are
involved in photosynthesis, such as LHCA4, PsbS, PrxA, FNR1 and APE1l
(Michaeli et al., 2014; Zhuang and Jiang, 2019, Buet et al., 2019). The
generation of ATI-PS does not require a functional autophagic machinery, but
functional autophagy is required for internalization in the central vacuole
(Michaeli et al., 2014).

CCV is the most recently described chloroplast degradation pathway and
involves a chloroplast-targeted protein named CV, which participates in both
natural and stress-induced senescence (Wang and Blumwald, 2014). CV
interacts mainly with thylakoid proteins causing the formation of CV-containing
vesicles which carry chloroplast proteins into the central vacuole where they are
degraded (Wang and Blumwald, 2014). The CV-mediated degradation pathway
is independent of autophagy and SAVs (Wang and Blumwald, 2014).
Constitutive CV overexpression is lethal. Nonetheless, inducible CV
overexpression promotes the formation of CCVs and accelerates senescence,
affecting the content of photosystem proteins (PsaB, PsaA and PsbO), and
stroma (GS2). Furthermore, silencing of CV genes promotes chloroplast
stability and delays stress-induced senescence (Wang and Blumwald, 2014;
Sade et al., 2018).

We have previously analyzed the physiological and molecular responses of two
soybean genotypes showing contrasting phenotypes under water deficit
conditions; the drought sensitive TJS2049 cultivar, and the slow wilting N7001
cultivar, exhibiting stable productivity under a variety of environmental
conditions (Gallino et al., 2018). Under dehydration conditions, N7001 exhibited
higher WUE, carbon isotope ratio and accumulated dry matter than TJS2049,
supporting that the slow wilting genotype was more resistant to drought stress.
Using cDNA subtracted libraries enriched in drought-induced genes from N7001
or from TJS2049, we identified a number of differentially expressed stress-
related genes that included the autophagy marker ATGS8, the senescence
associated protease SAG12 and CV encoding genes.

Given the significant evidence supporting that slow-wilting phenotype involves
mechanisms that prevent yield reduction under stress (Sloane et al., 1990;
Kunert and Vorster, 2020), and that stress-induced premature senescence has
a major impact on crop yield, in this work we analyzed the contribution of

39



Fleitas et al., en redaccion

different vesicular pathways for protein degradation, in the response to water
deficit of slow wilting N7001 genotype, and compared the responses to those
exhibited by TJS2049.

We showed that the soybean CCV pathway is activated by water deficit,
primarily in the drought sensitive genotype. Moreover, we showed that soybean
CV1 and CV2 gene paralogs differentially contribute to abiotic stress responses
and developmental cues through differences in their regulatory regions and
gene expression. While previously characterized CV genes are involved in both
stress-induced and natural senescence, in soybean, these functions seem to be
partitioned in two separate genes with only partially overlapping expression
profiles. These results provide an interesting target for gene editing, to increase
tolerance to abiotic stress without affecting development and thus promoting a
more efficient N use under normal growth and drought conditions.

MATERIALS AND METHODS
Plant Material and Growth Conditions

The soybean genotypes used were N7001 (Carter et al., 2003) and TJS2049
(Pardo et al.,, 2014). Soybean plants were grown in a growth chamber in
sand/vermiculite (1/1 ratio), with a 16/8 h (light/darkness) photoperiod, with a
photon flux of 800 umol m? s using metallic halogen lamps (400 W) and
sodium incandescent lamps (75 W) and temperatures of 30 and 20 °C for day
and night, respectively. Plants were watered daily to field capacity, with Rigaud
and Puppo (1975) medium supplemented with 10 mM of KNOs. In order to
attain maximum water retention capacity of the substrate, pots were watered up
until excess water drained from the bottom of the pots through the metal mesh.
The pots were kept in this condition for 24 h, until no water excess drainage
was observed. Maximum volume of water held by the substrate was quantified
and the resulting value was used as reference to express the percentage of
water retained by the soil substrate during drought stress.

Arabidopsis thaliana accession Columbia 0 (alias Col-0) was used in this study.
Seeds were surface sterilized with a solution containing 7 % of bleach and 0.05
% Tween-20, and incubated at 4 °C for 3 days for stratification before placing
them in Petri dishes. Plants were grown in vitro in half strength MS medium (2.4
g/L Murashige and Skoog, 0.5 g/L 2-(N-morpholino) ethanesulfonic acid hydrate
and 0.5% phyto agar, pH 5.7), at 22 °C with a 16/8 h day/night cycle and a
photon flux of 120 pmol photons m? s™.

Arabidopsis plants were also grown in pots filled with a mixture of moss peat
and vermiculite (1:1). Seeds were germinated in sterile conditions on MS plates,
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transferred to pots (covered with a plastic dome during 2 days), and allowed to
grow at 22 °C, under a 16/8 h (light/darkness) regime, using half strength MS
for irrigation.

Soybean experimental conditions

Soybean plants were grown at maximum substrate water retention capacity until
they reached the V2 (vegetative 2) developmental stage (plants with two sets of
unfolded trifoliolate leaves).

Dehydration conditions were imposed by withholding irrigation, until substrate
water capacity reached 50 % of maximum retention capacity (water potential
= ~2.2 MPa). Non-stressed control plants, at V2 stage, continued to be daily
irrigated at maximum substrate water capacity (100 %). Treatment with 1 Mm
methyl viologen was performed for 24 h by including this compound in the
irrigation solution.

Experimental replicas of five pots per genotype and per treatment were used.
Replicas were randomly distributed in the growth chamber to rule out possible
variations due to small differences in environmental conditions within the growth
chamber.

Northern Blot

Total RNA was isolated from drought stressed, hormone and methyl viologen
treated plants, and from non-stressed control plants (Ctrl) of soybean N7001
and TJS2049 cultivars, using standard procedures. Ten pg of total RNA were
separated in denaturing formaldehyde agarose gels and transferred onto nylon
membranes (Hybond XL, Amersham Pharmacia Biotech). Ethidium bromide
staining of the gels was used to ensure that equal amounts of RNA were loaded
in the gels. Membranes were prehybridized at 65 °C in 5X SSPE, 5X Denhardt’s
solution, 0.2 % SDS and 0.5 mg/mL denatured salmon sperm DNA, and
hybridized overnight at 65 °C with [a-32P] dCTP labeled probes. Fifty ng of DNA
from purified cDNA insert clones were labeled using Amersham Rediprime I
DNA Labeling System (GE Healthcare Life Sciences) and used as hybridization
probes.

The sequence spanning the positions nt. 111 to nt. 593 of CV1 gene was used
as a probe for CV1 and CV2 genes (93 % identity within this sequence region).
Probes were labeled using the MegaPrime DNA Labeling System kit (GE
Healthcare, Amersham) and purified by G-25 columns from GE Healthcare,
Amersham. Radioactive membranes were exposed overnight and revealed in a
Phosphorimager.

gRT-PCR
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For cDNA synthesis, 2 pg of total RNA were reverse transcribed with
QuantiNova Reverse Transcription (RT) Kit (Qiagen, Germany). To estimate
amounts of cDNA templates of the selected genes, quantitative RT-PCR assays
were performed using specific primers listed on Table S1, designed by
Primer3Plus (Untergasser et al., 2012). g-PCR was performed in an Applied
Biosystems StepOne real time PCR system. Each 10 pL reaction contained 5
uL of SYBR Green PCR Master mix (2 X), 0.5 uM primers mix and 2 pL of
template cDNA (1/10 dilution). The thermocycler was programmed to run for 5
min at 95 °C, followed by 40 cycles of 15 s at 94 °C, 30 s at 60 °C. Transcript
accumulation of each gene was normalized relative to the constitutively
expressed Elongation Factor 1 B (Glyma.02G276600). Amplification efficiencies
of the different primer combinations were all > 90 %. Relative expression was
determined using the 222! method (Livak and Schmittgen, 2001). Each data
point is the mean value of three biological replicates. Two technical replicates
were used for each sample.

Phylogenetic Analysis

Deduced amino acid sequences from CV genes were retrieved from the
Phytozome database. Sequences were aligned with ClustalW and phylogenetic
analysis was done using MEGA 6 software (Tamura et al., 2013). Phylogenetic
tree was done using the Neighbor joining method. The search on the
gymnosperms, carnivorous plants and genomes outside plant kingdom was
performed using protein BLAST and tBLASTn at NCBI database.

Constructs for promoter activity analysis

Constructs for expression analysis of GmCV1 and GmCV2 were generated by
cloning thel500 bp promoter sequences upstream of the start codon of each
gene into pPBGWFS7 vector (Karimi et al., 2002), to regulate GUS expression.
Promoter sequences were PCR amplified from genomic DNA of soybean
TJS2049, using Kapa HiFi Hotstart DNA polymerase. Fragments of
approximately 3000 bp were amplified wusing primers Fw 5'-

CATAGATACTCATCGAAAATGG-3 and Rv 5-
GTTGAGGATGTTTTGGGGGAA-3 for Pro-GmCV1, and Fw 5-
GCCAAGTCCCAAAAGTGAACA-3 and Rv 5-

GTGGCTTTGCGGGGTTGAAAGAAGCGT-3 for Pro-GmCV2. BamHI and Xhol
restriction sites were added to 1500 bp fragment through nested PCR using
primers Fw 5-AATGGATCCTTATAGATGATAAAACAG-3 and Rv 5'-
TGGTCTCGAGGGTGAGAGTTGAGTTGAG-3’ for Pro-GmCV1 or Fw 5'-
AATGGATCCTTATTTTGGTCAGGGATT-3’ and Rv 5-
TGGTCTCGAGGGTGAGAGTTGAGACAAT-3’ for Pro-GmCV2. PCR fragments
were cloned into BamHI and Xhol restriction sites in pENTR-2B (Invitrogen-
Thermo Scientific) into, and the resulting clones were sequenced and further
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recombined into pBGWFS7, using Gateway LR Clonase Il (Invitrogen-Thermo
Scientific). The constructs were introduced into Agrobacterium tumefaciens,
strain C58C1 (Deblaere et al.,, 1985) by electroporation and used for
Arabidopsis transformation.

Constructs for overexpression.

For the generation of constructs for conditional overexpression of GmCV1 and
GmCV2, cDNA was synthesized from total RNA samples of soybean TJS2049
exposed to dehydration stress. Two pg of total RNA was treated win DNAsel
and reverse transcribed into cDNA using oligo(dT) primer and RevertAid
reverse transcriptase (Thermo Fisher Scientific). Coding sequences (CDS) were
PCR amplified using Kapa HiFi Hotstart DNA polymerase and the primers Fw
5-ATAAATTTTCTCAACTCAACT-3’ and Rv 5-
CATAAATCCAATCCAGTACTAG-3 for GmCV1 or Fw 5-
TCCAACCTATAACTCTAACCA and Rv 5-AAAAAAAAACGTGACATATCA-3
for GmCV2. BamHI and Xhol restriction sites were added through nested PCR
using primers Fw 5-TCAACGGATCCC ATGAGGACCAGTTGCTTCC-3' and
Rv 5-TTAGCTCGAGTCACATGGAGAAGCAACT-3 for GmCV1 or Fw 5'-
ACTGGATCCATGAGGACCACTTGCTTA-3 and Rv 5'-
TGCGCTCGAGTCACATGGAGAAGCAGCTG-3' for GmCV2. CDSs for both
genes were cloned into BamHI and Xhol restriction sites of pENTR-2B vector.
The resulting clones were fully sequenced and further recombined into
pHb7m34GW vector in combination with B-estradiol inducible promoter (p1R4-
pG1090:XVE) and FLAG epitope (pPEN-R2-3xFLAG-L3), using Gateway LR
Clonase Plus (Invitrogen-Thermo Scientific). The constructs were introduced
into Agrobacterium tumefaciens, strain C58C1 (Deblaere et al., 1985) by
electroporation and used for Arabidopsis transformation.

Arabidopsis transformation and molecular characterization of transgenic
lines

Transgenic Arabidopsis plants were produced by Agrobacterium mediated
floral-dip transformation (Clough and Bent, 1998). Transgenic lines were
identified by PCR amplification using specific primers for GmCV1 or GmCV2
promoters or CDS-FLAG fusions. For promoter analysis, primers Fw 5'-

AATGGATCCTTATAGATGATAAAACAG-3 and Rv 5'-
TGGTCTCGAGGGTGAGAGTTGAGTTGAG-3* for ProGmCV1 or Fw 5'-
AATGGATCCTTATTTTGGTCAGGGATT-3’ and Rv 5’-

TGGTCTCGAGGGTGAGAGTTGAGACAAT-3 for ProGmCV2 were employed.
For CDS-FLAG fusions, primers Fw 5-GGTGGCGCCAAATGGAGCG-3’ and
Rv35STer 5- AAGTGCGAGCGTAAAGGATAG-3’ for GmCV1-FLAG or Fw 5'-
TGGTGGCGCCAAATGGAGCC-3 and Rv35STer for GmCV2-FLAG were
used. For GmCV1 or GmCV2-FLAG overexpression lines (OE), expression of
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the transgenes was confirmed in three independent T2 lines by semiquantitative
RT-PCR after treatment of plants with 5 uM B-estradiol (Sigma-Aldrich, E2758)
using primers Fw 5-GGTGGCGCCAAATGGAGCG-3' and Rv35STer 5'-
AAGTGCGAGCGTAAAGGATAG-3 for GmCV1-FLAG or Fw 5-
TGGTGGCGCCAAATGGAGCC-3 and Rv35STer for GmCV2-FLAG.
Expression of Arabidopsis actin 2 gene (AT3G18780) was used as an internal
control, by RT-PCR amplification with primers F: 5'-
GCAACTGGGATGATATGGAAAAGA-3, and R: 5'-
TTTGTGGGAATGGAAGCTGCT-3'.

Arabidopsis thaliana experimental conditions

For promoter expression analysis, Arabidopsis transgenic seedlings were grown
in vitro for 5 to 7 days and exposed to abiotic stress for 3 days. Seedlings were
transferred to Petri dishes containing MS supplemented with 150 mM NacCl (salt
stress) or 2 UM methyl viologen (oxidative stress), 40 % polyethylene glycol
(PEG) 8000-infused agar plates (osmotic stress) and liquid MS with no air
pumping (waterlogging stress). For hormone treatments, seedlings were
transferred to MS supplemented with 50 uM ABA (abscisic acid), 100 pM ACC
(aminocyclopropane-1-carboxylic acid), 10 uM gibberellin (GA3), 0 to 2 mM
salicylic acid (SA) or 0 to 1 uM indole acetic acid (IAA). For methyl jasmonate
(Me-JA) treatment, a cotton swab embedded in a 30 pM Me-JA solution was
introduced into the plate which was tightly sealed with plastic wrap during
treatment. An equal dilution of ethanol was used as control. Treatments with
cytokinin were performed as follows: Seven-day-old in vitro grown seedlings
were transferred to peat moss and grown for 10 more days under 16/8 light/dark
photoperiod. Plants were subsequently transferred to dark for 5 days and were
both watered and sprayed with 5 pM BAP or only water during this period.
Control plants were kept in the same light conditions and treated with 5 uM BAP
or water. GUS activity was monitored by histochemical analysis as described by
(Vitha et al., 1995). Experiments were repeated five times. Three independent
lines for each promoter construct were analyzed in every experiment.

Immunoblot assays

One hundred and twenty mg of tissue were frozen in liquid N, and grounded
using a bead beater homogenizer. Proteins were extracted in an extraction
buffer (100 mM Tris-Cl pH 7.5, 100 mM NaCl, 1 mM EDTA, 2 % SDS, 1 %
protease inhibitor cocktail Sigma Cat. no. P9599) in a 4:1 w/v ratio. Samples
were centrifuged at 16000x g for 10 min at 4 °C. Supernatants were transferred
to fresh eppendorf tubes and stored at -80 °C. Thirty ug of total proteins were
separated by SDS-PAGE, transferred to a Hybond-N+ nylon membrane
(GERPN203B), and probed as described by Wang et al., (2011). Antibodies
raised against PsbO (AS05092), PsaB (AS06166A), PsbA/D1 (AS05084),

44



Fleitas et al., en redaccion

GS1/GS2 and Lhcb2 (AS01003) were from Agrisera (Vannas, Sweden).
Antibodies raised against FLAG were from Sigma Aldrich (SAB4301138). IRdye
800 goat anti-rabbit secondary antibodies were obtained from LI-COR (926-
32211). Horseradish peroxidase-conjugated goat anti-mouse secondary
antibodies were purchased from Abcam (ab789).

Statistical analysis

Statistically significant differences were determined based on the Student’s t-
tests.

RESULTS

CV genes are differentially regulated in drought sensitive and drought
tolerant soybean genotypes.

We have previously generated a subtracted cDNA library enriched in drought-
induced genes from N7001 or TJS2049 genotypes (Gallino et al., 2018). Among
the differentially regulated genes identified in this study, we found a CV
encoding gene (Glyma.06G072000), designated as CV1.

In order to assess the contribution of the CV-mediated vesicular pathway to
soybean responses to water deficit, we used northern blot to determine the
expression profile of CV1 in leaves and roots from drought sensitive (TJS2049)
and slow wilting tolerant (N7001) genotypes exposed to dehydration or
oxidative stress. Drought stress was imposed by withholding irrigation until
maximum substrate water retention capacity reached 50 % (water potential of J
= ~2.2 MPa), while non-stressed control plants continued to be daily irrigated at
100 % substrate capacity.

In addition, we monitored CV1 expression profile in response to oxidative
stress, as this is a secondary stress condition in plants exposed to water deficit.
Methyl viologen (MV) was used to induce oxidative stress by promoting the
accumulation of superoxide anion radicals in chloroplasts, and CV1 transcript
accumulation was monitored 24 h after treatments.

The results showed that both drought and oxidative stress conditions induced
higher levels of CV1 transcript accumulation in TIS2049 than in N7001 (Figure
1A), suggesting that the CCV pathway has a more significant contribution to
stress responses induced in the sensitive cultivar, compared to the response of
the slow wilting genotype. Interestingly, CV1 was also significantly induced
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upon dehydration treatment in roots from both TJS2049 and N7001, indicating a
role for this pathway in non photosynthetic tissues.

Most angiosperms sequenced so far contain a single copy of the CV gene. In
the case of legumes, soybean and trifolium are the only species containing two
copies of CV genes (Tables S2). Phylogenetic and synteny analysis denote that
in most species containing more than one CV gene, copies appeared through
gene duplication, which seems to be the case for soybean (Figure S1).
Interestingly, CV genes have not been found in any organism outside the
angiosperm plant group, including chlorophytes, bryophytes, and the
gymnosperms sequenced till date (Table S2).

Soybean CV1 (Glyma.06G072000) and CV2 (Glyma.04G070000) genes
encode proteins that have 84/88 % amino acid sequence identity/similarity with
each other. However, these genes share 93 % nucleotide sequence identity
within the DNA fragment that was used as hybridization probe for northern
blots. Therefore, it is likely that the hybridization signals observed in the
northern analysis evidenced the combined accumulation of both CV1 and CV2
transcripts.

In order to determine whether soybean CV gene paralogs have undergone
functional specialization, or on the contrary, they have maintained redundant
functions, the specific expression pattern of CV1 and CV2 was analyzed by RT-
gPCR in leaves and roots of TIS2049 or N7001 after exposure to dehydration
conditions or under optimal conditions (Figure 1B). Induction levels were
expressed as fold change by comparing drought-stressed versus well-watered
controls. Consistent with the northern blot analysis, both genes were
upregulated in TJS2049 and N7001 in response to water deficit, but the
induction levels were higher in TJS2049 than in N7001. The higher stress-
induced levels for both genes were observed in roots, where CV1 transcript
accumulation reached 40.6 + 4.0 fold in TJS2049 and 29.7 + 0.9 in N7001, and
CV2 transcript accumulated in 206.6 = 8.1 in TJS2049 and 64.0 £ 20.9 in
N7001. Stress-induction of CV1 in leaves was considerably higher in TJS2049
than in N7001, whereas no significant differences were observed for CV2.
Despite the fact that CV2 showed higher fold change levels than CV1, the most
actively expressing gene was found to be CV1, which had at least 10 times
higher basal expression levels in non stressed control plants (Figure 1C).Taken
together, these results suggest that CV1 has a larger contribution to stress-
induced CCV pathway than CV2 at the whole plant level, and that this route is
predominantly induced in the sensitive genotype.

The biological function of CV has been characterized in detail in Arabidopsis
(Wang and Blumwald, 2014), where it has been demonstrated that the protein
accumulates in leaf chloroplasts under a number of abiotic stress conditions.
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The deduced amino acid sequence of CV1 and CV2 share 39/53 % and 35/53
% sequence identity/similarity with Arabidopsis CV, respectively. Like in
Arabidopsis, soybean CV encoded proteins are predicted to contain a
chloroplast transit peptide at the N-terminus, a transmembrane domain and a C-
terminal conserved domain (Figure 1D). The graphical representation of the
similarity patterns within CV encoded proteins from soybean, Arabidopsis and
rice strongly suggests functional homology between these proteins (Figure 1E).

Differential regulation of vesicular pathway marker genes involved in leaf
senescence

In order to gain insight into the contribution of other vesicular routes involved in
stress-induced senescence in soybean, we analyzed the expression profile of
different marker genes for autophagy, SAVs and ATI-PS vesicular pathways in
N7001 and TJS2049, under optimal conditions or exposed to dehydration
stress. Because of the well-established role of CKs on counteracting natural or
stress-induced leaf senescence (Sade et al.,, 2018), we also compared the
expression profile of a CK response marker gene (RR9) in soybean contrasting
genotypes in response to water deficit.

For the selection of marker genes, we took advantage of the previously
generated cDNA subtracted libraries (Gallino et al., 2018) and from the reported
RNA-seq and microarray data of soybean genes differentially regulated under
dehydration conditions (Table S3). In silico analysis of the expression profile of
genes encoding representative members of autophagy, SAVs and ATI-PS
pathways were carried out using available expression data at Genevestigator
(Hruz et al 2008). The following genes were upregulated upon dehydration
stress: autophagy ATG8b [Glyma.07g261000], ATGS8f [Glyma.05g058300],
ATG8g [Glyma.17g140700], ATG8h [Glyma.10g009300], ATGSi
[Glyma.02g008800], and ATGSj [Glyma.11g031800]); SAVs SAG12 orthologs
(Glyma.14G085800 and Glyma.17G239000); and ATI1 (Glyma.18G234100 and
Glyma.09G258600) (Figure S2). The dehydration-induced expression profile of
these genes, both in leaves and roots, was also reported in other available
RNA-seq studies (Shin et al., 2015) and microarray data (Le et al., 2012; Ha et
al., 2015) (Table S3).

Based on these analysis, and on the presence of several vesicular pathway
genes in the previously constructed cDNA libraries (Table S3), the genes
encoding ATG8 (Glyma.11G031800) and SAG12 (Glyma.17G239000)
orthologs, were selected as markers for monitoring the activation of autophagy
and SAV vesicular pathways, respectively. In addition, two stress-induced ATI1
genes (Glyma.18G234100 and Glyma.09G258600), and the response regulator
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RR9 gene (Glyma.11G155100), were selected as markers for ATI-PS pathway
and for CK primary response, respectively.

Expression of marker genes was used as a readout for the detection of different
senescence-associated vesicular pathways in plants exhibiting contrasting
phenotypes after exposure to dehydration conditions. RNA samples were
extracted from N7001 and TJS2049 genotypes grown until the V2 stage and
exposed to dehydration until reaching 50 % of the substrate water retention
capacity, or in plants that were kept irrigated (controls). Transcript accumulation
levels were assessed by RT-gPCR and fold changes were calculated.

The CK response gene RR9 was downregulated in leaves of TJS2049 exposed
to water deficit, whereas this gene was upregulated in the N7001 genotype. On
the other hand, RR9 was induced in roots with no significant differences
between genotypes (Figure 2). This result is consistent with the delayed stress-
induced leaf senescence phenotype exhibited by N7001 (Gallino et al., 2018).

All of the vesicular pathway marker genes were upregulated in response to
water deficit regardless of the genotype, both in leaves and roots. However,
these genes exhibited differential induction levels between slow-wilting and
drought-sensitive soybeans Similar to CV genes, SAG12 exhibited higher
induction levels by drought stress in TIS2049 than in N7001 plants, while ATG8
and ATI1 showed the opposite expression pattern. ATG8 only showed a strong
induction in leaf tissues, with a fold change of 2.0 £ 0.6 for T1JS2040 and 10.9 £
0.1 for N7001. Induction of SAG12 was stronger in TJS2049 than in N7001,
reaching a fold change of 23.2 + 7.4 for TJS2049 and 12.3 + 1.3 for N7001.
Similar responses were evidenced in roots for SAG12, reaching a fold change
of almost 8 in TIS2049 while only a 2 fold induction in N7001. ATI1 reached the
maximum level of induction in the leaves of N7001 showing a 4.5 fold increase,
while no significant induction of this gene was observed in TJS2049 leaves
(Figure 2).

Overall, marker genes for vesicular pathways with remobilization functions
(autophagy and ATI-mediated) reached higher induction levels under stress
conditions in the drought tolerant N7001 genotype than in TIS2049, which is in
agreement with a pro-survival role of these pathways. In contrast, SAG12 and
CV genes reached higher induction levels in the drought-sensitive cultivar
(Figure 1B and Figure 2). Taken together, these results seem to indicate that
stress-induced senescence is more installed in the TJS2049 genotype than in
N7001. Noteworthy, the induction levels of ATG8, SAG12 and ATI1 were overall
lower than those exhibited by CV1 gene in both plant genotypes (Figure 1B),
suggesting a major role for CV1 in stress-induced senescence in soybean.
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Differential expression patterns of CV1l and CV2 gene paralogs under
abiotic stress and natural senescence

To further investigate the functional relationship of CV1 and CV2 in soybean,
we studied their expression pattern by comparing their tissue-specific promoter
activity under different conditions. Despite the high sequence identity shared by
CV1 and CV2 at their coding regions, less conservation was observed at their
promoter regions, considering the first 1500 bp upstream of the translation
initiation codon. It was assumed that this region included the promoter
elements that are necessary for CV gene regulation. In silico analysis of the
promoter sequences of CV1 and CV2 (proCV1 or proCV2, respectively),
revealed 3 highly conserved regions, and 2 regions with low conservation
(Figure 3A). Important differences at the cis-acting element composition were
observed (Figure 3B). GATA transcription factor and SQUAMOSA PROMOTER
BINDING PROTEIN (SBP) elements appeared in proCV1 but were absent in
proCV2. On the other hand, a number of CG-1 elements, absent in proCV1,
were present in proCV2. Important differences were also observed in auxin
response elements, being more abundant in proCV1 than in proCV2. In
contrast, b-HLH elements were more abundant in proCV2 than in proCV1. In
addition, proCV2 displayed a higher number of elements characteristic of seed
storage proteins (RY repeat, SEF1 and SEF4).

To gain insight on the differential regulation of CV1 and CV2, the 1.5 kb
promoter regions of CV1 or CV2, were PCR-amplified from TJS2049 genomic
DNA, cloned upstream of a promoterless GUS reporter gene and used for
Arabidopsis transformation. The ability of soybean proCV1 and proCV2 to
control GUS expression under optimal growth conditions or in response to
different stresses was examined in stable Arabidopsis transgenic plants. We
used Arabidopsis because of the advantages of this plant species (small size,
short life cycle) compared to soybean, for monitoring tissue-specific CV
expression patterns simultaneously in all tissues, as well as during the entire
plant life cycle.

To monitor the promoter activities of CV1 and CV2 under abiotic stress
conditions, we studied specific GUS activity of in vitro grown Arabidopsis
transgenic seedlings exposed to salt stress (150 mM NaCl), osmotic stress (40
% PEG) or hypoxia (submersion in liquid MS without air pumping).
Histochemical staining of whole plants was performed after 3 days of abiotic
stress-treatments or in non-treated control plants. At least 3 independent
transgenic lines transformed with same construct were analyzed for GUS
activity in parallel experiments (Figure 3C-D).

Consistent with the RT-gPCR analysis of CV1 and CV2 expression profiles in
soybean, these two genes exhibited significant differences in promoter activity
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under stress conditions, when analyzed in the Arabidopsis heterologous
system. ProCV1-drived GUS activity was triggered in shoots and roots of plants
exposed to all abiotic stress conditions (Figure 3C). ProCV1 induced GUS
expression in whole leaves, and at the root level, expression was specially
induced at the root tip, including the columella cells and the lateral root cap, as
well as at the maturation zone of the principal root and at lateral roots. On the
contrary, GUS expression resulting from ProCV2 activity was only evident after
hypoxia stress, a condition that typically triggers generalized senescence in
plants. Under these conditions, ProCV2-GUS activity was observed in roots and
in the vascular aereas of shoots, but in all cases, GUS staining signal was
markedly weaker in these plants than in ProCV1-GUS transgenic plants (Figure
3D). These results support the idea that stress-induced accumulation of CV
relies primarily on CV1 gene expression.

In view of the current knowledge of CV genes from Arabidopsis and rice,
demonstrating a role for these genes in natural senescence, we explored the
functional specificity of CV1 and CV2 from soybean during different
developmental stages and cues.

In young seedlings of 10-days old transgenic plants, under optimal conditions,
GUS expression controlled by proCV1 or proCV2 was low or absent, except for
the tip of the shoot in the mid vein, where vascular tissue (xylem) differentiates
(Figure 4A). In leaves of young juvenile transgenic plants (22-days old), GUS
staining was observed only in serrations, regardless of the promoter used for
driving GUS expression. In addition, GUS staining was detected at the vascular
tissues of the developing seedling in shoots and roots, especially in the root’s
central zone, and in the root tip and lateral root primordia (Figure 4A).

To shed light on the specific contribution of CV1 and CV2 paralog genes to the
control of natural senescence, we examined their detailed expression pattern in
transgenic Arabidopsis plants throughout developmental progression. GUS
activity resulting from CV1 or CV2 promoter activation was observed in
senescent leaves, but not in young green leaves of transgenic plants (Figure
4B). GUS staining of mature leaves started at the leaf margins, consistent with
the progression of natural senescence. However, proCV2 was activated at
earlier developmental stages, and to higher levels than proCV1.

These clear differences in promoter activities in leaf tissues support a functional
specialization of these genes during leaf senescence. However, both CV1 and
CV2 promoters exhibited similar activities in flowers and siliques, especially in
sepals, anthers and the stigma, once petals and sepals were abscised, and at
the siligue abscission zone (Figure 4C). Taken together, these results suggest
that both genes play a role in tissues undergoing developmental processes
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involving cell death, but CV2 has a larger contribution to the natural leaf
senescence process than CV1.

CK inhibits CV2 expression under dark-induced senescence.

In Arabidopsis, CK delays senescence and suppresses CV gene expression
(Wang et al., 2014). Our results are consistent with the idea that soybean CV1
and CV2 gene paralogs have undergone a functional specialization process
manifested through divergence in gene expression. While CV1 is upregulated
by abiotic stress, CV2 appears to have a more predominant role in
developmental-induced senescence. Together, these data motivated us to
investigate CK-regulation of CV1 and CV2 gene expression, by monitoring the
promoter activity of these genes under dark-induced senescence of Arabidopsis
transgenic lines, and assessing the effect of CK treatment on CV inhibition of
gene expression.

Arabidopsis transgenic ProCV1-GUS and ProCV2-GUS lines were grown
during 17 days under regular light conditions and thereafter transferred to
darkness for 5 days, with or without exogenous CK (5 uM BAP). GUS staining
assays showed that, in the absence of BAP, both CV1 and CV2 promoters were
strongly activated during dark-induced senescence. However, clear differences
in the gene regulation were observed in the presence of exogenous BAP, where
the activity of the CV2 promoter was almost completely inhibited in the
presence of BAP, while no inhibition was observed for CV1 (Figure 5A). CK
differential inhibition of CV genes was confirmed by quantitative analysis of
GUS activity by performing fluirometric assays in two independent
representative transgenic lines for each construct (Figure 5B). Similar to
Arabidopsis CV gene, soybean CV2 appears to be strongly downregulated by
CK under senescence-inducing conditions, whereas CV1 promoter activity was
unaffected by this hormone.

Hormonal control of CV promoter activity

The activity of CV1 and CV2 promoters suggests that soybean CV paralogs
have different contributions to development and stress-related biological
processes.

Plant hormones regulate central features of development and stress adaptation.
In fact, most known plant growth regulators, such as auxin, ABA, CK, among
others, have been shown to mediate different developmental and stress
responses through complex crosstalk signaling pathways (Waadt et al., 2022).
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To further investigate the regulation of CV1l and CV2 gene expression, we
studied their specific promoter activity in response to the treatment of plants
with  different stress-related hormones. Arabidopsis transgenic plants
expressing GUS reporter gene under the control of CV1 or CV2 promoters,
were treated with 50 upuM ABA, 100 uM ethylene precursor 1-
aminocyclopropane-1-carboxylic acid (ACC), 30 uM methyl jasmonate (Me-JA),
10 uM gibberellic acid (GA3), 0.5 mM or 1 mM salicylic acid (SA) and 0.1 uM or
0.5 uM 3-indoleacetic acid (IAA). Histochemical GUS activity was monitored 4 h
or 24 h after hormone treatments (Figure 6, Figure S4, respectively).

All treatments induced GUS activity driven by proCV1, but the highest induction
levels were observed in response to exogenous ABA or auxin (IAA), both in
shoot and roots. In contrast, significant proCV2 activity was only induced in
response to auxin treatments, where GUS activity was detected in the vascular
tissues of roots but not in shoots. Auxin regulation of both CV1 and CV2 was
consistent with the presence of several auxin response elements in their
promoter regions (Figure 3B), and with the observed basal expression patterns
of these genes (Figure 4A and Figure S5), that coincides with auxin production
sites (Aloni et al., 2003). On the other hand, only proCV1 responded to typical
stress hormones, such as ABA and SA, supporting the role of this paralog in
stress responses.

CV overexpression led to chloroplast protein degradation

The biological function of CV has been extensively characterized in Arabidopsis
and rice, where it was shown to interact with thylakoid and stromal proteins and
promote stress-induced chloroplast degradation (Wang et al., 2014, Sade et al.,
2018). Except for the highly conserved C-terminus domain of CV proteins, the
overall sequence similarity between CVs from different plant species is no
higher than 50 %. Despite this, functional conservation between CV proteins
has been demonstrated, at least for Arabidopsis and rice genes. Given the
features in soybean CV encoded proteins, including the presence of a
chloroplast transit peptide, a transmembrane domain and a highly conserved C-
terminus domain, it is presumably that soybean CVs have similar biological
function as Arabidopsis and rice orthologs. To experimentally verify this
assumption, we used a p—estradiol inducible overexpression system to drive the
expression of CV2-FLAG fusions in transgenic Arabidopsis and analyzed the
effect of CV2-overexpression in specific chloroplast protein levels. Two
independent stable transgenic lines, exhibiting high CV2 transcript and protein
accumulation after p-estradiol treatment, were selected for further
characterization. Wild type and transgenic Arabidopsis plants were grown in
vitro for 7 days and subsequently treated with 5 uM pB-estradiol for 12 h
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(overnight) or for 3 days. Leaf protein samples from untreated controls or (-
estradiol treated plants, were analyzed in immunoblot assays to determine the
levels of PSI complex subunit PsaB, and PSII subunits D1 and PsbO, as well as
the stromal glutamine synthase 2 (GS2) and plastocyanin (PC) (Figure 7). The
results showed that overexpression of CV2 resulted in reduced levels of
chloroplast proteins, especially PsaB, D1 and PsbO, confirming a functional
conservation of soybean CV2.

DISCUSSION

Breeding soybean for the development of drought tolerant high yielding cultivars
has posed major challenges. Traits associated with drought tolerance frequently
lead to yield penalties under non stress conditions (Hufstetler et al., 2007,
Chaudhary et al., 2019). Nevertheless, there is significant evidence supporting
that the slow canopy wilting phenotype in soybean is linked to drought tolerance
without affecting yield (Sloane et al., 1990, Kunert and Vorster., 2020). This
polygenic trait is associated with a number of reported QTLs for the regulation
of WUE (Charlson et al., 2009; Abdel-Haleem et al., 2012; Chamarthi et al.,
2021), canopy temperature (Bazzer and Purcell, 2020), large root system
(Pantalone et al.,, 1996), and others. However, the precise mechanisms
responsible for the slow wilting phenotype remain unclear. In this work we
addressed the gquestion of whether the mechanisms involved in the control of
stress-induced senescence may contribute to the differences in drought
tolerance observed between two contrasting soybean genotypes, one of them
exhibiting slow wilting under drought conditions.

We previously established that the slow wilting N7001 soybean genotype has
improved WUE, carbon isotope ratio and increased accumulation of dry matter
than TJS2049 after exposure to drought conditions (Gallino et al., 2018). In
addition, comparative studies of the drought responsive transcriptomes of
TJS2047 and N7001 genotypes showed significant differences between these
genotypes in the expression of genes involved in different vesicular pathways
associated with natural and stress-induced senescence (Gallino et al., 2018). In
this work, we provide evidence for the differential contribution of CCV,
autophagy, SAV and ATI-PS pathways in the response to water deficit of these
two soybean contrasting genotypes, suggesting that the control of stress-
induced senescence play an important role in soybean responses to drought
stress. In addition, we confirmed the negative correlation of the induction of the
CCV pathway with drought tolerance in soybean.

RT-gPCR expression analysis of marker genes involved in autophagy (ATGS),
SAVs (SAG12), CCV (CVs) and ATI-PS (ATI1) vesicular pathways in response
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to dehydration, indicated that all the marker genes were upregulated in leaves
and roots of both N7001 and TJS2049 genotypes (Figure 1B and Figure 2A and
2B). However, the induction levels of these genes differed significatively
between genes and genotypes. Regardless of the genotype, CV genes
exhibited the strongest upregulation in response to dehydration stress,
suggesting that the CCV pathway plays a prominent role in soybean responses
to drought stress. Noteworthy, the basal expression level of CV1 in non-
stressed conditions, was at least 10 times higher than CV2 (Figure 1C),
indicating that CV1 played a more relevant role than CV2 under stress
conditions.

Genotypic differences of CV and SAGs stress-induction levels were observed in
root tissues, where these genes reached higher induction levels in TJS2049
than in N7001. In contrast, ATG8 and ATI1 were more induced in N7001 than in
TJS2049, and these differences were observed both in leaves and roots.
Marker-gene expression profiles were consistent with the enhanced stress-
induced senescence symptoms observed in TJS2049 genotype: a higher
induction of CV and SAVs pathways and a lower induction of autophagy and
ATIl-mediated degradation. While CCV and SAVs pathway are associated with
recycling mechanisms typical of senescent tissues (Wang and Blumwald, 2014;
Sade et al., 2018; Otequi et al., 2005), autophagy and ATIl-mediated pathways
have been shown to have also a pro-survival role by participating in recycling of
damaged cellular components (Chen et al., 2019). Thus, mechanisms involved
in the control of the onset of stress-induced senescence may contribute to the
slow wilting phenotype exhibited by N7001. Consistently, the higher stress-
induction levels of RR9, a CK responsive gene, in leaves of N7001 (Figure 2A)
supports a lower level of stress-induced senescence in this genotype.

As CV proteins are the central component of the CCV pathway for chloroplast
degradation, we hypothesize that the enhanced expression of these genes
promotes susceptibility to drought. Nevertheless, the fact that CV genes were
strongly upregulated in root tissues indicates a role for this pathway also in non-
photosynthetic tissues. Interestingly, in silico analysis of gene expression
profiles of soybean gene families encoding ATG8, SAG12, ATI1 and CV,
showed that, except for one member of the SAG12 gene family, out of at least
43 genes, CVs are the only genes that exhibited strong upregulation by abiotic
stress (salinity) in roots. (Figure S2). RT-gPCR analysis of vesicular pathway
genes confirmed that marker genes, other than CVs, showed very low induction
levels in roots (Figure 2B).

During leaf senescence, chloroplast degradation is an early event, which results
in remobilization of nutrients and energy to developing tissues and storage
organs, such as seeds (Avila-Ospina et al., 2014). In crops, N remobilization
during seed maturation is highly correlated to grain yield and quality (Kichey et
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al., 2007). In legumes, roots are an important source of N, but the role of
vesicular pathways in N remobilization from roots is poorly understood. As a
legume, soybean can establish symbiotic association with N-fixing bacteria of
the Rhizobium genus, which are housed in the root nodules. Drought inhibits
nodulation and N fixation, and soybean yield is especially affected when
drought occurs during flowering and during the establishment of pods, at which
time the nodules start showing senescence symptoms (Marquez-Garcia et al.,
2015). There is a strong correlation between root and nodule parameters and
the biomass accumulated in the aerial part in drought tolerant soybean varieties
(Fenta et al., 2012, 2014). Although N remobilization from the root to the seeds
is poorly documented, a study in Brassica napus showed that more than 11 %
of the N in the seeds comes from the root (Rossato et al., 2001). These
observations indicate that the root is an important source organ for grain filling
during plant senescence.

The role of CCV pathway in root senescence has not been previously explored,
and little is known about the role of other vesicular pathways in roots. In
Arabidopsis, SAG12 protease has been shown to participate in root N
remobilization to the seeds (James et al., 2019). In rice, autophagy has been
shown to mediate root plastid degradation during energy limitation conditions
(Izumi et al., 2015). Similarly, this pathway is involved in amyloplast degradation
of Arabidopsis during water stress (Nakayama et al., 2012), and in root
architecture in response to osmotic stress and nutrient starvation (Slavikova et
al., 2008). In addition, several ATG8 isoforms (ATG8c, ATG8d, ATG8g, ATGS8h)
have been related to xylem and phloem differentiation in roots and stems of
Populus trichocarpa (Wojciechowska et al., 2019). Degradation of organelles
also occurs in phloem cells, where the few that remain are located in a
peripheral strand of cytoplasm along the cell wall (Knoblauch and van Bel,
1998). However, the mechanisms involved in this degradation process are
largely unknown. The biological significance of CCV pathway in roots is
unknown, but it is possible to speculate that CVs could play an important role in
N remobilization from root plastids during development as well as under stress
conditions.

Soybean genome has two CV paralog genes that, based on synteny analysis,
arose from a duplication event throughout evolution of this plant species (Figure
S1). Soybean has undergone two whole genome duplications during evolution
(Roulin et al., 2013). Gene expression divergences, resulting from changes in
the regulatory regions, have been proved for a wide number of gene paralogs
(Lian et al., 2020). The differential expression levels of CV1 and CV2 observed
by RT-gPCR in soybean suggested that these genes may have diverged from
each other to participate in different biological processes. In silico analysis
showed that CV1 and CV2 deduced proteins share 88 % sequence similarity

(Figure 1D), but their promoter regions differ in the presence and number of
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several regulatory elements (Figure 3B). For example, GATA and SBP
response elements were present in CV1 and absent in CV2 promoter regions,
whereas CG-1 elements were present in CV2 and absent in CV1 promoters.
The CV2 promoter also had a higher abundance of b-HLH and seed elements
(RY repeat, SEF1 and SEF4). Transcription factors of the GATA, SBP, CG-1, b-
HLH and MADS-box families are involved in the transcriptional regulation of a
wide variety of developmental processes as well as in responses to
environmental stimuli (Schwechheimer et al., 2022; Hussain et al., 2021; Finkler
et al., 2007; Shen et al., 2015; Hao et al., 2021; Abdullah-Zawawi et al., 2021).
The presence of storage protein regulatory elements in CV promoters is
consistent with a role of these genes during protein degradation processes
occurring simultaneously to grain filling. Together these results indicate that
although CV1 and CV2 may have functional redundancy, it is likely that these
genes are specialized to participate in different biological processes.

Consistently, analysis of the promoter activities of CV1 and CV2 in Arabidopsis
heterologous system showed significant differences in gene regulation. First,
proCV1 was highly responsive to all stress conditions (salinity, hyperosmotic
and hypoxia), both in leaves and in roots (Figure 3C), whereas proCV2 was
only moderately activated in leaves under hypoxia (Figure 3D). In contrast,
proCV2 exhibited earlier and higher activity than proCV1 under natural
senescence (Figure 4B). Similarly to Arabidopsis and rice CV single genes,
both CV promoters were responsive to dark-induced senescence, but only
proCV2 activity was inhibited by CK under these conditions (Figure 5).

Marked differences in promoter activities were also observed after hormone
treatments, where CV1 promoter showed higher levels of hormone-induced
activity in all cases (Figure 6). Remarkably, ABA treatment triggered CV1
promoter activity, both in leaves and in roots, whereas CV2 promoter was
unresponsive. ABA regulation of CV1 is consistent with Arabidopsis and rice
expression profiles of CV genes (Peleg et al., 2011; Wang and Blumwald, 2014)
and with a role for CV1 in abiotic stress-induced senescence.

An interesting result was the auxin regulation of CV genes. Although both genes
were upregulated in response to IAA treatment, the induction levels were
significantly higher for CV1 than CV2 promoters. Moreover, IAA-induction of
CV1 promoter was observed in both leaves and roots, while only low levels of
CV2 promoter activity were detected in roots (Figure 6 and Figure S5). These
results are consistent with the higher abundance of auxin response elements in
CV1 promoter compared to CV2 promoter (Figure 3B).

Auxin is produced in young growing cells present in shoot tips, young leaves,
and in developing flowers, seeds and roots (Ljung et al., 2002; Brumos et al.,
2018). In addition, auxin accumulates in places where developmental
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programmed cell death (dPCD) is taking place, including anther dehiscence,
root cap shedding, xylem differentiation and organ senescence (Sheldrake,
2021). The observed promoter activity of CV1 and CV2 in the root tip, lateral
root primordia and leaf serrations of young non-stressed plants coincides with
tissues with high endogenous auxin accumulation. In addition, high CV1 and
CV2 promoter activity was observed in the abscission zones of the transgenic
Arabidopsis floral organs, stamens, petals, and sepals of flowers, corresponding
to tissues undergoing senescence or dPCD.

The activity of CV promoters during natural senescence of the leaves, the
flowers and the siliques is remarkably similar to the promoter activities of BFN1,
OREL and other NAC transcription factors in these organs (Matallana-Ramirez
et al.,, 2013; Kim et al., 2014). Considering that binding sites for NAC
transcription factors are present in both CV promoters and that there are no
differences in the content of this particular cis-element, it could be speculated
that NAC transcription factors might be upstream of CV expression during
natural senescence.

The accumulation of GUS staining in the root tip and lateral root primordia for
both CV promoters under non stress conditions (Figure 4A) suggests that CV
proteins may be relevant for root development or architecture. It is interesting to
note that this expression profile at the root tip overlaps to that of NAC
transcription factors involved in dPCD control at the columella and lateral root
cap, ANACO033 (SOMBRERO: SMB), ANAC087, and ANACO046 (Bennett et al.,
2010; Fendrych et al., 2014; Huysmans et al., 2018). This type of PCD has
been implicated in maintaining root cap organ size and position at the root tip
which is important for meristem protection and root gravitropism (Kumpf and
Nowack, 2015). Transcriptional activation at lateral root primordia is also
coincident with activation of ORE1 NAC transcription factor (ANAC092) involved
in endodermis cell death and cell death marker genes (BFN1, MC9, DMP4, and
RNS3, Farage-Barhom et al., 2008; Olivera-Carrillo et al., 2015; Escamez et al.,
2020). Cell death at endodermis, cortex and epidermis is necessary for the
elimination of cells overlying lateral root primordia (Wachsman and Benfey,
2020).

The auxin regulation of CV genes suggests that these genes are actively
transcribed in auxin rich dying tissues, where they could participate in N
remobilization as a consequence of plastid degradation. This supports the
hypothesis of the auxin production in dying cells, proposed by Sheldrake (2021)
that proposes that auxin accumulates in dying tissues as a breakdown product
of tryptophan, which is released as a consequence of protein degradation
during cell death.
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Together, the expression analysis of CV1 and CV2 indicate that both genes are
involved in developmental processes associated with cell death (leaf
senescence, root and flower development, etc). However, there is a clear
specialization of these genes. While CV1 is primarily regulated by stress- stimuli
and hormones (ABA, SA, etc), CV2 is for the most involved in developmentally
programmed senescence. Based on these results, CV1 stands out as an
interesting target for gene editing approaches for increasing tolerance to
drought stress. The presence of two paralog specialized genes in soybean
minimizes possible yield penalties that may derive from editing target genes
with relevant roles in N mobilization processes.

CV pathway is a route that participates in the degradation of thylakoid and
stromal proteins independently of autophagy or SAVs. CV protein contains a
peptide for chloroplastic localization and only appears to be linked to the
chloroplast and to the CCVs. CV silencing in Arabidopsis resulted in chloroplast
stability during stress and enhanced stress tolerance (Wang and Blumwald,
2014). Sade et al. (2018) confirmed these observations in rice plants in which
the OsCV gene was silenced. RNAIOsCV plants showed intact grana and were
able to maintain primary N assimilation processes and displayed better yield
performance under water-deficit conditions. Results revealed the role of CV in
the turnover of enzymes that are associated with N assimilation during stress,
leading to decreased N assimilation and affecting photorespiration. Direct
interaction of OsCV and stromal GS2 was confirmed in vivo (Sade et al., 2018).
Overall, the lines of evidence point to the idea that CV proteins play a significant
role in chloroplast degradation and premature leaf senescence during stress
and that CV silencing would enhance plant water stress tolerance by
maintaining chloroplast function and C and N assimilation during stress
conditions. Results concerning CV pathway fuels the idea that delaying stress-
induced senescence by maintaining chloroplast stability is a viable strategy for
enhancing grain yield under environmental stress.

In this work, we could confirm the role of CV2 in chloroplast degradation, by
analyzing the effect of conditional overexpression of CV2-FLAG fusions on the
accumulation levels of specific chloroplast proteins. Under overexpression
conditions, the levels of a PSI protein (PsaB) and two PSII proteins (D1 and
PsbO) were significantly reduced, confirming a functional conservation of
soybean CV2. Unfortunately we were not able to produce CV1-FLAG
overexpressing lines. No CV1-FLAG protein was detected under inducible
conditions in transgenic lines (T2) that had shown high accumulation of
transgene mRNA in the T1 generation, despite the use of a B-estradiol inducible
promoter (data not shown). This result may indicate a higher level of toxicity of
CV1l compared to CV2, or the occurrence of gene silencing in the CV1
overexpressing lines resulting from promoter leakage. We speculate that, based
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on the high similarity between CV1 and CV2 amino acid sequences, these
proteins exert similar biological functions.

A search for CV orthologs and phylogenetic analysis in a number of plant
species representative of the major plant families, revealed that CVs are only
present in the genome of angiosperms, and that these genes exist since the
earliest diverging angiosperm Amborella trichopoda. No CV orthologs were
found in the genomes of gymnosperms or in any other tracheophyte or non
vascular plant (Table S2-S5). This indicates that the CCV pathway is involved in
biological functions that are restricted to angiosperms, such as flower
development, specific aspects of vascular development or N-recycling
mechanisms. Taking into account the developmental regulation of expression of
CV genes, the CCV pathway may be a specific angiosperm pathway involved in
dPCD.

Interestingly, except for Cephalotus follicularis (Oxalidales) and Genlisea aurea
(Lamiales) species, most carnivorous plants from different orders including
Poales (Paepalanthus, Catopsis, Brocchinia), Oxalidales (Cephalotus),
Caryophyllales (Drosera, Aldrovanda, Dionaea, Nepenthes, Drosophyllum,
Triphyophyllum), Ericales (Roridula, Darlingtonia, Heliamphora, Sarracenia),
and Lamiales (Philcoxia, Byblis, Ibicella, Proboscidea, Pinguicula, Genlisea,
Utricularia), lack CV orthologs. Carnivorous plants fix C from photosynthesis but
absorb N and phosphorus from animal prey, helping them to survive and
compete successfully in low-nutrient environments (Lin et al., 2021). The fact
that most carnivorous plants lack CV genes supports the relevance of CCV
pathway in endogenous N mobilization in non-carnivorous angiosperms.

Attempts have been carried out to produce plants with delayed senescence.
Several lines of research have pointed to proteins related to autophagy, SAVS,
and ATI-PS as potential targets to delay senescence, in most cases with
unsatisfying results. Accelerated senescence has been observed in several
autophagy-deficient mutants. (Doelling et al.,, 2002; Hanaoka et al., 2002;
Thompson et al.,, 2005; Phillips et al., 2008; Li et al., 2015). In the same
direction, Arabidopsis ATI-KD mutants (in which ATI-1 is knocked out and ATI-2
is silenced; Honig et al., 2012) exhibit accelerated senescence under salt stress
conditions (Michaeli et al., 2014). Despite being the main protease accumulated
in the senescent leaves of A. thaliana and Brassica napus (Desclos et al., 2008;
Poret et al., 2016), it has been observed that sag1l2 KO mutants do not show an
altered senescence phenotype (James et al., 2018). However, the sagl2
mutants show lower yield and N content in the seed when they grow under N
restriction (James et al., 2019). Our results concerning the CCV pathway in
soybean, suggest that editing CV1 in this plant may be a promising strategy to
delay stress-induced senescence without compromising natural senescence.
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Figure 1. A CV transcript accumulation in the leaves and the root of soybean
plants at V2 stage. Soybean genotypes TJS2049 (drought sensitive) and N7001
(drought tolerant) were used. One day treatment with MV 1 mM was performed.
For dehydration treatment (DH) water was withdrawn until 50 % substrate water
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retention capacity was reached. Total RNA was extracted from untreated
control plants (Ctl) or treated plants. Ten pg of RNA were analyzed by Northern
blot using a 32P-labeled hybridization probe corresponding to a sequence
spanning the positions nt. 111 to nt. 593 of CV1 gene was used as a probe for
CV1 and CV2 genes. Ethidium bromide staining of ribosomal RNA (rRNA) was
used to ensure equal loading of RNA samples. B. RT-qPCR analysis of CV
genes under DH condition. Transcript accumulation of each gene was
normalized relative to the constitutively expressed Elongation Factor 1 B
(Glyma.02G276600). Each data point is the mean value of three biological
replicates. Two technical replicates were used for each sample.C. Relative

expression of CV transcripts (24CT) with respect to Elongation Factor 1 B

(Glyma.02G276600) in control condition in the leaves and the root is indicated.
D. Alignment of GmCV with AtCV proteins was performed using ClustalW.
Cleavage site for chloroplast localization transit peptide predicted using
TargetP2.0  (https://services.healthtech.dtu.dk/service.php?TargetP-2.0) is
indicated in green (cTP). Transmembrane domain predicted by LOCALIZER
(https://localizer.csiro.au/) is indicated in brown (TM) and conserved C-terminal
domain (CTD) is indicated in blue. Both cTP and TM and coincide with the ones
predicted for AtCV by Wang and Blumwald (2014). E. Conserved C-terminal
domain logo was done using weblogo (https://weblogo.berkeley.edu/logo.cgi)
and all the CV proteins retrieved from phytozome.
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F|gure 2. RT-qPCR analysis of SAG12 (Glyma.17G239000), ATGS8
(Glyma.11G031800), ATI-1 (Glyma.18G234100 and Glyma.09G258600) marker
genes and CK responsive gene, RR9. (Glyma.11G155100) under DH
condition.in the leaves (A) or the root (B) of soybean sensitive (TJS2049) and
tolerant (N7001) plants at V2 stage. Transcript accumulation of each gene was
normalized relative to the constitutively expressed Elongation Factor 1 B
(Glyma.02G276600). Each data point is the mean value of three biological
replicates. Two technical replicates were used for each sample.
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Figure 3. A. CV1l and CV2 1500 bp promoter were aligned using Align
Sequences Nucleotide BLAST tool at NCBI website. Three regions with high
identity were observed. Identity among these regions is shaded. Two diverging
sequences (indicated in gray) were also observed. B. Cis-acting elements in the
promoter regions were analyzed using PlantPAN3.0 (Chow et al.,, 2019).
Elements only present on either ProCV1 or ProCV2 are indicated. C and D.
GUS staining of 10 day old transgenic plants containing ProCV1-GUS (C) or
ProCV2-GUS (D) constructs subjected to 3 day stress treatment. Five to 7-day-
old in vitro grown seedlings were transferred to Petri dishes containing MS
supplemented with 150 mM NaCl, 40 % PEG 8000-infused agar plates or liquid
MS with no air pumping.
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Figure 4. A. GUS staining of 10 day old seedling and 22-day-old juvenile leaf

from untreated control

plants containing ProCV1-GUS or

ProCVv2-GUS

constructs. B GUS staining of cassette leaves from 40-day-old transgenic plants

containing ProCV1-GUS or ProCV2-GUS constructs. C. GUS staining of flowers
and siliques from transgenic plants containing ProCV1-GUS or ProCV2-GUS

constructs.
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Figure 5. A GUS staining of cassette leaves from 22-day-old transgenic plants
containing ProCV1-GUS or ProCV2-GUS constructs, subjected to 5 day light
deprivation treatment, in the presence or absence of citokinin (5 yM BAP).
Seven-day-old in vitro grown seedlings were transferred to peat moss and
grown for 10 more days. Plants were transferred to the dark for 5 days and
were both watered and sprayed with 5 uM BAP or water during this period. B.
GUS specific activity measured by MUG fluorescent assay in leaf samples from
the same plants as in A.
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Figure 6. GUS staining of 7 day old transgenic seedlings containing ProCV1-
GUS or ProCV2-GUS constructs subjected hormone treatment for 4 hours. Five
to 7-day-old in vitro grown seedlings were transferred to Petri dishes containing
MS supplemented with 50 uM ABA (abscisic acid), 100 uM ACC
(aminocyclopropane-1-carboxylic acid), 10 uM gibberellin (GA3), 0 to 2 mM
salicylic acid (SA) or 0 to 1 uM indole acetic acid (IAA). For methyl jasmonate
(Me-JA) treatment, a cotton swab embedded in a 30 uM Me-JA solution was
introduced into the plate and this one was tightly sealed with plastic wrap.
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Figure 7. Chloroplast protein degradation in CV2-FLAG OE plants. Immunoblot
analysis of CV-FLAG and chloroplast proteins in Col-0 and OE plants with or
without B-estradiol treatment. Seven-day-old transgenic plants containing XVE-
CV2-FLAG construct or wild type Col-0 plants were transferred to Petri dishes
containing MS supplemented with 5 yM B-estradiol or DMSO as control.
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Chloroplast proteins include PSI subunit PsaB, PSIlI subunits PsbA (D1) and

PsbO1, and stromal proteins plastocyanin (PC) and GS2. Cytosol protein is
GS1.
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Figure S1. Phylogenetic and synteny analysis of CV proteins from angiosperm
plants: (Glycine max), Populus trichocarpa, Populus deltoides, Sarracenia
purpurea, Gossypium raimondii, Theobroma cacao, Aquilegia coerulea, Manhiot
esculenta, Fragaria vesca, Prunus persica, Malus domestica, Solanum
lycipersicum, Solanum tuberosum, Linum usitatissimum, Latuca sativa,
Helianthus annuus, Kalanchoe laxiflora, Kalanchoe fedtschenkoi, Camellia
sinensis, Citrus clementina, Eucaliptus grandis, Cucumis sativus, Medicago
truncatula, Cicer arietinum, Phaseolus vulgaris, Eutrema salsugineum, Brassica
rapa, Boechera stricta, Arabidopsis thaliana, Capsella grandiflora, Capsella
rubella, Olea europaea, Zostera marina, Ananas comosus, Setaria viridis,
Setaria italica, Panicum virgatum, Panicum hallii, Zea mays, Sorgum bicolor,
Miscanthus sinensis, Brachypodium stacei, Brachypodium distachyon and
Oryza sativa. Full-length amino acid sequences were aligned by the ClustalW
and a phylogenetic tree was constructed by the neighbor-joining method using
MEGA version 6. Accession numbers of the genes are indicated in the figure.
The two GmCYV genes locate next to each other and display a similar syntheny
between them and with respect to CV proteins in other legume species, which
indicates that they were generated by gene duplication.

Figure S2 (downwords). Expression data of genes encoding representative
members of autophagy, SAVs and ATI-PS pathways available at
Genevestigator (Hruz et al 2008).
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Figure S3. GUS staining of cassette leaves from 22-day-old transgenic plants
containing ProCV1-GUS or ProCV2-GUS constructs, in the presence or
absence of citokinin (5 uM BAP). Control plants kept in the light for experiment
in Figure 5. A. Control for ProCV1-GUS transgenic plants. B. Control for
ProCV2-GUS transgenic plants
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Figure S4. GUS staining of 7 day old transgenic seedlings containing ProCV1-
GUS or ProCV2-GUS constructs subjected hormone treatment 24 hours. Five
to 7-day-old in vitro grown seedlings were transferred to Petri dishes containing
MS supplemented with 50 pM ABA (abscisic acid), 100 pM ACC
(aminocyclopropane-1-carboxylic acid), 10 uM gibberellin (GA3), 0 to 2 mM
salicylic acid (SA) or 0 to 1 puM indole acetic acid (IAA). For methyl jasmonate
(Me-JA) treatment, a cotton swab embedded in a 30 uM Me-JA solution was
introduced into the plate and this one was tightly sealed with plastic wrap.
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Figure S5. GUS staining of 10 day old seedling containing ProCV1-GUS or ProCV2-
GUS constructs treated with 100 uM 1AA overnight.
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Table S1. Primers employed in RT-gPCR experiments

Gene

Primer name

Sequence 5°-3’

CVv1

Cv2

ATGS

SAG12

ATIL/2

GmRR5

GmRR9

IPT

AR-GH3

Actll

ELF1B

F-Gly.06G072000
R-Gly.06G072000
F-Gly.04G070000
R-Gly.04G070000
F-Gly.11G031800
R-Gly.11G031800
F-Gly.17G239000
R-Gly.17G239000
F-Gly.18G234100
R-Gly.18G234100
F-Gly.09G258600
R-Gly.09G 258600
F-Gly.05G033000
R-Gly.05G033000
F-Gly.11G155100
R-Gly.11G155100
F-Gly.10G025300
R-Gly.10G025300
F- Gly.05G101300
R- Gly.05G101300
F-Gly.18G290800
R-Gly.18G290800
F-Gly.02G276600
R-Gly.02G276600

TCAAACCAACCTTCCATTCC
CATTGCCACTGAATTGCACA
CCAAATGGAGCCAGAAAAGA
ACAGTCTTGGTGGAGGAACG
ATGTGATCCGCAAAAGGATT
AGAAACCCATCCTCGTCCTT
TGTCCTCTTGAGGGTGCTTC
GCCTTAATGCCTTCACTCCA
CAGCTGCTGTGATGGGTCT
TGCCACCAACAATCACATCT
GCTCCTTCGCAGATCATTTC
GGAGCAGCTGCATATGTTGA
ACGGTTGTGGAGAGTGGAAC
GGCATGGAATAATCCGTCAT
AGCCTCCTCCCTGTATTGC
CCTTGATCTTTCTCAGCAG
TGTTTCTGGTTCTGGGCTTC
AAGTCCTTCCCCACCAAAAC
CGTGATTTACTGGGAGCTCT
GTTCCATTCTTCACCACACG

ATCTTGACTGAGCGTGGTTATTCC

GCTGGTCCTGGCTGTCTCC
GTTGAAAAGCCAGGGGACA
TCTTACCCCTTGAGCGTGG
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Table S2. Number of CV genes. Mpo: Marchantia polymorpha, Ppa: Pyscomitrium pattens, Sfa: Sphagnum fallax, Smo:
Selaginella moellendorffii, Pta: Pinus taeda, Pbr: Pinus brutia, Pha: Pinus halepensis subsp Brutia, Pta: Pinus tabulaeformis, Pla:
Pinus laricio Savi, Pma: Pinus maritima, Pra: Pinus radiate, Gmo: Gnetum montanum, Gpa:Gnetum parvifolium, Ggn: Gnetum
gnemon, Gha: Gnetum haianense, Gpe: Gnetum pendulum, Glu: Gnetum luofuense, Gma: Gnetum macrostachium, Gaf: Gnetum
africanum, Gla: Gnetum latifolium, Ggn: Gnetum gneumonoides, Gul: Gnetum ula, Cmi: Cycas micholitzii, Gbi: Ginkgo biloba, Bdi:
Brachypodium distachyon, Osa: Oryza sativa, Pha: Panicum hallii; Pvi: Panicum virgatum, Sit: Setaria italica, Svi: Setaria viridis,
Sbi: Sorgum bicolor, Zma: Zea mays, Sly: Solanum lycopersicum, Kfe: Kalanchoe fedtschenkoi, Kla: Kalanchoe laxiflora, Egr:
Eucalyptus grandis, Lus: Linum usitatissimum, Mes: Manihot esculenta, Ptr: Populus trichocarpa, Csi: Citrus sinensis, Ath:
Arabidopsis thaliana, Csa: Cucumis sativus, Fve: Fragaria vesca; Gma: Glycine max, Mdo: Malus domestica, Mtr: Medicag
truncatula, Pvu: Phaseolus vulgaris, Ppe: Prunus persica, Tpr: Trifolium pratense, Cre: Chlamydomonas reinhardtii.

Node Cre Mpo Ppa Sfa Smo

Chlorophyte -
Embriophyte - - -
Trachophyte =

Node p P P P P P P P P P P P G G G G G G G G G G G C G
ab ¢l Si pi sy ta br ha ta la ma ra mo pa gn ha pe Iu ma af la gn ul mi bi

Embrioph

yte

Trachoph

yte

Gymnosp

erm

Pinaceae - - - - - - - - - - - -

Gnetidae - - - - - - - - - - -
Cycadida -

e

Ginkgoid -
ae
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Node Bdi Osa Pha Pvi Sit Svi Shi Zma Sly Kfe Kla Egr Lus Mes Ptr Csi Ath

Angiosperm

Grass 1 1

Panicoideae 2 4 2 2 2 2

Eudicot 1 2

Pentapetalae

Asterid 1

Rosid 1

Malvidae

Malpighiales 2 2 1

Citrus 1
Brassicaceae 1

Node Csa Fve Gma Mdo Mtr Pvu Ppe Tpr

Fabidae 1 1 2 2 1 1 1 2
Chlorophyte

Table S3. DS: Drought Sensitive, DT: Drought Tolerant, SW: Slow wilting. UP: Up regulated, DW: Down regulated, C: Constant,
ND: Not determined, LE: Low expression. Experimental conditions: Genevestigator: 6, 12 and 24 h dehydration treatment; Shin et
al., 2015: R2 plants, 6, 12 and 24 h air dry treatment; Ha et al., 2015: V2 plants, 2 and 10 h air dry treatment, plant relative water
content was 18% for W82 and 40% for DT2008; Le et al., 2012: V6 to R2 plants, 6 d water withholding, soil water content < 5%,
leaf relative water content 60% of well watered plants; Gallino et al., 2018: V5 plants, water withholding to 50% or 25% soil water
content.

Gene Locus name Regulation
Source Genevestigator Shin et al., Ha et al., Le etal., Gallino et al.,
2015 2015 2012 2018
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Genotyp

e

Tissue

Method

Cv1 Glyma.06G072000

Cv2 Glyma.04G070000

ATGS8 Glyma.11G031800
Glyma.15G108200
Glyma.07G261000
Glyma.02G008800
Glyma.10G009300
Glyma.05G058300
Glyma.17G140700
Glyma.12G098400
Glyma.06G306300

SAG12 Glyma.14G085800

Glyma.17G239000
Glyma.119144900
Glyma.17G126300
Glyma.06G274100
Glyma.12g131200
Glyma.16G095900
Glyma.17G168300
Glyma.04G190700
Glyma.06G174800
Glyma.04G014800
Glyma.06G273600

Benning (DS),
P1416937 (SW)

Leaf

UP
UP

upP
UP
upP
UP
UP
UP
upP
C
C

UP

UP

UP

uP

UP

UP

DW

DW

DW

DW

DW
UP(DS)/DW/(DT)

Benning (DS),
P1416937 (SW),

Leaf
llumina seq

UP
UP

upP
UP
upP
UP
UP
UP
upP
C
C

UP
UP
C
LE, C
ND
ND
LE, C
LE, C
LE, C

LE,C
LE, C

DT2008
(DT),
Williams
(DS)
Root
Affimetrix
66K

000000000 05

0D0000000005%S

Williams82

Leaf
Affimetrix
66K

UP
UP

upP
UP
upP
upP
UP
UP
upP
DwW
DW

C
C
UP
upP
UP
UP
DW
UP
DW
DW
DW
DwW

TJS2049
(DS), N7001
(SW)

Leaf
SSH

UP
ND

upP
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND

upP
UP
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
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ATI1/2

Glyma.05g096800
Glyma.06G272600
Glyma.06g272800
Glyma.06g273000
Glyma.06g273200
Glyma.06g273400
Glyma.06g273500
Glyma.06G273700
Glyma.06g273800
Glyma.06g275100
Glyma.06g275300
Glyma.06G278000
Glyma.06G279100
Glyma.069280100
Glyma.06G283000
Glyma.06G283100
Glyma.12G077100
Glyma.12G077200
Glyma.12g123500
Glyma.12g123600
Glyma.12g127200
Glyma.12g127300
Glyma.12g130500
Glyma.12G130600
Glyma.12g130700
Glyma.12g131500
Glyma.16g095900
Glyma.u044800
Glyma.u045200

Glyma.18G234100
Glyma.09G258600

OO%OOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOO

uUP

ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND

UP
uUP

EEE0000000000000000000000N0N0O0N

OO0

DW
DwW
DW
DwW
DW
DwW
DW
upP
UP
DwW
DW
DW
DwW
DW
DW
UP
DwW
DW
UP
DwW
UP
DW
DW
DW
DW
DwW
ND
ND
ND

DW
DwW

ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND

ND
ND
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6. Capitulo 2: Generacién de herramientas para edicion
génica en soja

Los resultados obtenidos en el Capitulo 1 de este trabajo refuerzan la idea de
que la ruta de vesiculacion cloroplastica en soja participa en la senescencia
natural y en la muerte celular programada que ocurre durante el desarrollo
(dPCD). A su vez, se mostré que existe una especializacion funcional de los
genes paralogos CV1 y CV2, que ocurre como consecuencia de la regulacion
diferencial de la expresion génica de estos genes. CV2 participa principalmente
en los procesos de senescencia natural de soja, mientras que CV1 estaria
involucrado en las respuestas de senescencia inducida por estrés. De acuerdo
a este comportamiento diferencial, se puede especular que se podria alterar la
senescencia inducida por estrés sin modificar la senescencia natural, por
ejemplo, eliminando la funcion del gen CV1 mediante la generacién de
mutantes knockout por edicién génica

En plantas, la utilizacion del sistema CRISPR/Cas9 implica la seleccién y
puesta a punto de i) una estrategia de clonado para la expresion de Cas9 y los
gRNAs; ii) una metodologia para la introduccion de estos componentes en las
células vegetales; iii) un método de regeneracion de las plantas a partir de
células transformadas; y iv) una estrategia de seleccién y genotipado de las
plantas para la identificacion de las mutaciones inducidas.

En este trabajo se llevaron a cabo una serie de pasos para la optimizacién del
sistema CRISPR/Cas9 en soja con énfasis en la edicion de los genes CV.

6.1. Objetivos

1. Generar un protocolo optimizado para la produccion y purificacion de
Cas9 y sgRNAs para evaluar la actividad de las ribonucleoproteinas
(RNPs) sobre las secuencias de DNA blanco.

2. Generar y evaluar sgRNAs especificos para introducir mutaciones
knock-out en CV1, CV2 o CV1/CV2 simultaneamente.

3. Generar y evaluar sistemas de expresion e introduccion de Cas9 y
sgRNAs en soja.

4. Obtener plantas con mutaciones knockout en CV1 y/o CV2.
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6.2. Resultados

Optimizacion de un sistema de produccion y purificacion de Cas9
para analisis de actividad in vitro.

Con el objetivo de obtener un sistema econdmico para validar los sgRNAs de
forma rutinaria, se optimiz6é un protocolo para la produccién y purificacion de la
proteina Cas9 de Streptococcus pyogenes (SpCas9) de forma casera, y un
meétodo para evaluar la actividad especifica de las RNPs (Cas9-sgRNAS), sobre
distintas secuencias blanco de sgRNAs, entre ellas, los genes CV1 y CV2. El
proceso de optimizacion did lugar a una publicacion (Fleitas et al, 2022),
incluida en esta tesis.
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Abstract: Genome editing using the CRISPR/Cas? system is one of the trendiest methodologies

in the scientific community, Many genome editing approaches require recombinant Streptococcus
pyogenedas9 ( SpCas9) at some point during their application, for instance, for  In vitro validation of
single guide RNAs (SgRNAs) or for the DNA-free editing of genes ofinterest. Hereby, we provide a

simple and detailed expression and purification protocol for  SpCas9 as a protein fused to GFP and
MBP. This protocol improves protein yield and simplifies the purification process by overcoming

the frequently occurring obstacles such as plasmid loss, inconsistent protein expression levels, or
inadequate protein binding to affinity resins. On average, this protocol yields 10 to 30 mg of purified,
active, His6 — MBP ~ SpCas9 NLS - GFP protein. The purity addressed through SDS-PAGE is > 80%.

Keywords: CIRSPR/Cas9; expression; purification; immobilized metal affinity chromatography;
on exchange

1. Introduction

The CRISPR/Cas9 (Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeat-CRISPR
associated protein 9) system is the most efficient, flexible, and broadly used technology for
genome editing (GE}. CRISPR/Cas9 based systems involve a powerful and continuously
growing number of toaols for a variety of applications, such as targeted DNA mutagenesis,
transcriptional control of gene expression, nucleic acid dynamics imaging and eplgenetic
manipulation [ 1,2], as well as diagnostic assays [ 3).

While DNA-free methodologles have become popular for GE of animal cells | 4,5 In
plants, GE Is frequently implemented using transgenesis to Introduce a gene construct that
allows the expression of Cas9 and the single guide RNAs (sgRNA). Stable transformed
plants harboring the intended mutation can be subsequently seif-pollinated or crossed to
segregate the incorporated DNA construct to obtain transgene-free plants [ 6,7]. However,
DNA-free strategies can be used in plants to guarantee the non-incorporation offoreign
DNA into the genome. Instead of using DNA constructs, Cas9 can be directly delivered
into the celis In the form of a protein or messenger RNA (mRNA), together with the in vitro
synthesized sgRNAs [ &-14],

Regardless of the method for delivering the editing machinery into the cells, most
in vivo applications of CRISPR-based technologies require prior  in vitro testing of sgRNA
efficiency on target recognition using Cas9-sgRNA ribonucleoprotein (RNP). This is par-
ticularly important when working with plants, where editing performance can be highly
affected by the transformation and tissue culture efficiencies of the plant species [ 6,7]. Even
though Cas% can be commercially acquired, the cost of this reagent can still be too high for
emerging research groups or researchers working in low-income countries.

Although a number of protocols for  Streptococcus pyogeneGas9 expression and purifi-
cation have been published (Table 1), we provide an improved step by step protocol that

Methods Protoc.2022, 5, 44, httpsy/dol org/10.3390/mpsS030044
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Includes a number of maodifications made over previously described ones. Most important
modifications were performed at the bacterial expression stage but some key tips are also
highlighted to prevent common pitfalls during purification.

In this protocol, SpCas9 is expressed as a protein fused to green fluorescent protein
(GFP), and maltose binding protein (MBP). The GFP tag allows for the presence of the
recombinant protein to be monitored throughout all the steps of the procedure, while MBP
acts as a solubility enhancer tag.

While most other published protocols require three steps for the purification of
SpCas9 [ 15-21], our protocol describes a two-step purification procedure that results in large
quantities of active, MBP and GFP-fused  SpCas9, which is suitable for In vitro applications.
The entire purification protocol can be carried out within a single day, achieving a good
compromise between purity and working time. In addition, our protocol resulted in a signif-
icant improvement of protein yield (~30 ma/L of bacterial culture), in comparison to yields
reported for other previously described protocols, listed in Table 1 (~1.2mg-~6 mg/L of
bacterial culture) [ 15,22-24].

The protocol also describes the additional steps required for removal of MBP and
the purification of SpCas9— GFP for in vivo GE applications, The GFP labeling of  SpCas9
allows for the visible confirmation of the delivery of RNPs and the enrichment of the
target cells after transfection of the eukaryotic cells, without compromising the activity of
SpCas9 [ 18,25-28].

Table 1. Cas9 expression and purification protocols.

Plasmid Reported Yield/L of Bacterial Culture Reference
pMJ915 (MBP —Cas9) 1.77mg [15]
pET-NLS Cas9 ~6xHis 1.2mg [22)
pET-28b-Cas9 — His (Cas9 — His) 8.38 mg (best condition reported) [ 23)
pET15 (Cas9 —6xH is) 6mag [24)
His — MBP — Cas9
Cas9 D10A, H840A and NR * [16,17)
D10A/HB40A point mutants
PMJ922 -
{His —MBP ~TEV - Cas9 NLS - GFP) ne (8
His = MBP - Cas9
Cas9 D10A, H840A and NR* [19,20)
D10A/HB40A point mutants
D10A/ HB40A dCas9 NR* [21]
pET-CasO NLS - 6xHis NR * [29)
pET-28b-Cas9 —His NR * [30)
pET-28b-Cas9 —His NR * [31)
“NR: not reported.

To our knowledge, this is the first report of a detailed Cas9 purification protocol that
includes troubleshooting for each stage of the procedure. Moreover, alternative procedures
are Included in case not all of the listed equipment is available in the lab (Section 5).

2. Experimental Design

The protein was expressed from plasmid pMJ922 [ 18] obtained from Addgene
{(Figure 1A). This plasmid allows the expression of  SpCas9 fused in-frame with a C-terminal
hemagglutinin (HA) epitope tag, a bipartite nuclear localization signal (NLS) sequence, a
green fluorescent protein (GFP) polypeptide, and an additional monopartite NLS at the very
C-terminus ( SpCas9 NLS — GFP). SpCas9 NLS — GFP is expressed as a fusion protein with
an N-terminal hexahistidine-maltose binding protein (Hisé ~ — MBP) affinity tag ( Figure 1)
that can be removed by cleavage with Tobacco etch virus protease (TEV-P) during purifi-
cation, depending on the desired application. The time needed to complete each stage is
summarized in Table 2.
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Figure 1. (A) PMJ922 map from Addgene. { B) 6xHis — MBP — SpCas9 NLS — GFP transcriptional unit,

6xHis — MBP can be removed by cleavage with TEV protease. Physicochemical properties for chimeric

proteins SpCas9 — GFP —~ MBP and SpCas9 —~ GFP are indicated to the right.

Table 2, Experimental design,

Activity

Bacterial transformation
Glycerol preparation
Preparation of starting plate
Bacterial growth
Induction
Harvest
Lysis and clarification
IMAC
Buffer exchange
IEX

Buffer exchange
SDS-PAGE
Storage

Step Day 1 Day 2 Day 3 Day 4 Day 5 Day 6
1 ON
1 gh
2 ON
3-5 3-4h
5 ON
6-7 1h
8-12 25h
13 1.5h
14 30 min
16 1.5h
17 30 min
19 1.5h
20-21 30 min
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2.1. Materials

1.
2.

owew

8.

)

10.
1.
12.
13.
14.
15.
16.
17.

pMJ922 (Addgene, Cambridge, MA, USA; plasmid no. 78312).

Escherichia coliBL21 (DE3) pLysS (ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, USA; Cat.
no.: C602003),

TRIS (Duchefa Biochemie; Haarlem, The Netherlands; Cat. no.: T1501).

HEPES (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA; Cat. no.: H-3375).

Potassium chloride (Sigma-Aldrich; St. Louis, MO, USA; Cat. no.: P3911).
Magnesium chloride hexahydrate (Sigma-Aldrich; St. Louis, MO, USA; Cat.
no.: M2670).

Sodium chloride (Sigma-Aldrich St. Louis, MO, USA; Cat. no.: $7653).
Tris(2-carboxyethyl)phosphine hydrochloride (TCEP; Sigma-Aldrich; St. Louis, MO,
USA; Cat. no.: C4706).

DTT (Duchefa Biochemie; Haarlem, The Netherlands;Cat. no.: D1309).

Imidazole (Sigma-Aldrich; St. Louis, MO, USA; Cat. no.: 1-2399).

Glycerol (Sigma-Aldrich; St. Louis, MO, USA; Cat. no.: G5516).

Benzonase (Pierce, Waltham, MA, USA; Cat. no. 88701),

Protease inhibitor tablets (Roche, Basel, Switzerland; Cat. no. 05892970001),
HiTrap IMAC FF (GE Healthcare; Chicago, IL, USA; Cat. no. 17092104),

PD-10 desalting columns (GE Healthcare; Cat. no. 17-0851-01).

HiTrap SP HP (GE Healthcare; Chicago, IL, USA; Cat. no. GE29-0513-24).
Polycarbonate bottles (Beckman, Brea, CA, USA; Cat. no. 355605).

2.2. Equipment

w w

Refrigerated orbital shaker (Labotech, Midrand, South Africa; Model: ZWY-211C).
Magnetic stirrer (Thermolyne, Waltham, MA, USA).

Sonicator (Benchmark Scientific, Sayreville, NJ, USA. Model: Pulse 150).

Beckman J2HC refrigerated centrifuge (Beckman, Brea, CA, USA; Cat. no.: 8043-30-1105).
Beckman JA-10 rotor (Beckman, Brea, CA, USA; Cat. no.: 369687).

Beckman JA-20 rotor (Beckman, Brea, CA, USA; Cat. no.: 334831).

AKTA FPLC system (GE Healthcare, Uppsala, Sweden; Cat. no.: 29-0598-78 AB).

. Procedure
.1. Protein Expression

Transform pMJ922 into competent E. coli BL21 (DE3) pLysS. Isolate single colonies and
cultivate them for 8 hin liquid LB containing 100 pg/mL ampicillin and 34  pg/mL
chloramphenicol. Prepare stocks using 25% glycerol final concentration.

A criTIcAL sTEP: overgrowing bacterial cells may lead to plasmid loss. It is rec-
ommendable to check plasmid presence at this step either through PCR or miniprep.
Prepare starting plates for protein expression. Spread glycerol stock onto a solid LB
plate containing 100 pg/mL ampicillin and 34  pg/mL chloramphenicol. Completely
streak the plate to cover the entire plate with bacteria. Incubate at 37  C overnight
(Figure 2A).

A CRITICAL STEP: this plate is used in replacement of an overnight grown culture,
Prepare two plates for this purpose.

Using a sterile spatula, scrape all the bacteria from a plate and resuspend the cells in

S mL LB media. Add this suspension to a 2 L Erlenmeyer containing 500 mL TB media

(24 g/L yeast extract, 20 g/L tryptone, 4 mL/L glycerol, 17 mM KH 2PO4, 72 mM
K;HPO 4) supplemented with 200 pg/mL ampicillin and 34  pg/mL chloramphenicol.
Incubate at 37 ¥C and 200 rpm until absorbance at 600 nm reach 0.6. Prepare two
Erlenmeyers for this purpose,

Cool down the cultures at 4 B¢ for at least 30 min to arrest growth,
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5. Supplement the cultures with ampicillin once again (to reach a final concentration of
400 pg/mL) and subsequently induce protein expression by adding 200  uM isopropyl-
D-1-thiogalactopyranoside (IPTG). Cultivate for 16 hat 18 C and 180 rpm.

A crimicaL STEP: ampicillin reinforcement ensures that selection of the plasmid
is maintained during overnight induction,

6.  Harvest the cells in four 500 mL polycarbonate bottles (Beckman, Cat. no. 355605) by
centrifugation at 3000 x g for 20 min at 4 ¥C. Resuspend the cell pellet in 100 mL of
the supernatant and transfer to two 50 mL Falcon tubes. Centrifuge at 3000 x gfor
20 min at 4 ®C and weight the pellet.

A crimicaL sTep: the pellet should be greenish due to the GFP expression
(Figure 28B).

7. 11 PAUSE STEP:  pellets can be stored at — 80 EC for several months until use.

Figure 2. (A) Starting bacterial plate, { B) Greenish pellet obtained after induction with IPTG.{  C) GFP
fluorescence under UV light of different fractions during IMAC. FT: IMAC flow through; ELU:
IMAC elution.

3.2. Protein Purification
3.2.1. Bacterial Lysis

1. Resuspend 3-6 g of cell pellet in IMAC buffer A (50 mM TRIS pH 7.5, 500 mM Nacl,
5 mM MgCl ;) in a 5:1 buffer:pellet ratio. Perform an initial lysis step by three cycles of
freezing/thawing the pellet at - 80 %C, Transfer the suspension to a small beaker and
add lysozyme to a final concentration of 0.1 mg/mL, 1 mM DTT final concentration,
additional MgCl 3, 1:500 v/ v from 1 M stock solution, a protease inhibitor tablet (Roche,
Cat. no. 05892970001) and 1 uL of benzonase (25 kU/ L, Pierce, Cat. 88701),

A crmicAL STEP: using benzonase instead of DNase greatly simplifies further
purification steps. Benzonase digests all forms of nucleic acids, which can affect purity
during IMAC and binding to the ion exchange resin ifleft undigested.
Contamination with nucleic acids from  E. coli can be problematic for Cas9 purification
because these molecules can interfere with the binding capacity of Cas9 to the IEX
resin due to Pl alteration. This problem can be addressed by using RNase in addition
to DNase or, alternatively, benzonase, which exhibits both DNase and RNase activity.

2. Incubate for 30 min on ice under very gentle stirring to avoid foam formation.

3. Perform 4 cycles of sonication using 40% amplitude pulses for 3 min, with pauses of
2 min in between them,

4,  Clarify the suspension by centrifugation for 15 min at 16,000 x g at 4 ®C. Transfer the
supernatant to a new tube and centrifuge again for 45 min at 16,600 x gand 4 5C.
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5. OPTIONALSTEP: filtrate through a 0.45 pm filter if the lysate is not totally transparent.

322, IMAC

6. Load the soluble fraction into a 5 mL IMAC HiTrap FastFlow column (GE, Cat.
17092104), previously equilibrated with 10 column volumes (CV) of IMAC buffer A.
Wash the column with at least 25 CV of IMAC buffer A. Elute resin-bound proteins
with IMAC buffer B (50 mM TRIS pH 7.5, 250 mM NacCl, 5 mM MqgCl 2, 400 mM
imidazole) in 0.5 mL fractions.

A crimicaL sTep: extensively wash unbound protein, More than 25 CV may be
needed In some cases. Measure the absorbance of IMAC buffer A and wash until this
value is reached again.

3.2.3. Buffer Exchange in PD-10

7. Pool the protein containing fractions and perform buffer exchange in PD-10 column
(GE, Cat. 17-0851-01) following the manufacturer’s Instructions. Use lon exchange
(IEX) buffer A (50 mM TRIS pH 7.5, 100 mM NacCl, 5 mM MgCl 1) for equilibration.
After elution, add DTT to 1 mM final concentration. For  In vitro appilications, continue
In Section 3.2.4.

8.  OPTIONAL STEP: For in vivo applications, it is recommended to remove the 6xHis —
MEP tag by cleavage with TEV-P (see Section  3.2.7).

3.24.IEX

9.  Load the protein into the cation exchange SpHp HighTrap column (GE, Cat. GE29-
0513-24) previously equilibrated with |EX buffer A. Wash the column with at least
25 CV of IEX buffer A. Elute the protein with a linear gradient of 0,1-1 M NaCl in
20 CV, collecting in fractions of 0.5 mL
OPTIONAL STEP; This step can be performed using a peristaltic pump, In which
case elution is performed in a single step with IEX buffer B (50 mM TRIS pH 7.5,
1 M NaCl, 5 mM MgCl ;). The purity obtained Is not as good compared to the gradient
elution, but the protein can still be used for in vitro cleavage assays.

3.2.5. Buffer Exchange In PD-10

10,  Pool the protein containing fractions and perform buffer exchange in a PD-10 column
equilibrated in storage buffer (30 mM HEPES pH 7.5, 200 mM NacCl, 2 mM MgCl 2
and 1 mM TCEP).

11. OPTIONAL STEP  :If greater purity Is needed, use a Superdex 200 16/600 size exclu-
sion column (GE Healthcare), equilibrated in storage buffer for the final polishing
step (Figure 3).

3.2.6. SDS-PAGE

12, Check the purity of the purified protein by SDS-PAGE in 10% acrylamide-bisacrylamide
{29:1) gel (Figure 3),

3.2.7. Removal of His — MBP Tag for In Vive Applications (Optional Step 15, Expanded)

Iffree SpCas9— GFP is needed, buffer exchange with a desalting column can be substi-
tuted by dialysis against IEX buffer A in the presence of TEV-P. Collect the protein eluted
from IMAC (Section 3.2.2) and add DTT to 1 mM final concentration, EDTA to 1 mM final
concentration, and 1 mg of TEV-P for every mg of protein.

Place the protein solution in dialysis tubing with a cutoff >12 kDa. Perform dialysis
overnight at 4 “C against buffer IEX A, Place the dialysis tubing inside a 500 mL graduated
cylinder with constant stirring for this purpose.
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To separate free SpCas9~ GFP from His -~ MBP, perform a second IMAC (IMAC2) using
the same conditions as the first IMAC (Section  3.2.2). His — MBP and SpCas9 — GFP bound
to MBP will be retained in the IMAC column, while free SpCas9 — GFP will be present in
the flow through (Figure S2).

Buffer exchange SpCas9 — GFP obtained from this step as described in Section 3.2.3
and proceed with Section 3.24.

A B
IMAC IEX SEC
O
E P
e E e SIS &

1

Figure 3. SDS-PAGE run on 10% acrylamide-bisacrylamide gel. ( A) IMAC protein samples. (  B) IEX
and SEC protein samples. TL: total lysate; SF; soluble fraction; FT: flow through; EF; elution fraction;
Pre-SP: pre SPHP high trap column; Pre-SEC: pre size exclusion; MM; molecular weight marker.

3.2.8. Protein Storage

13.  Quantify the protein concentration using theoretical €550 = 211,920M~ ' em™".

14. Store the protein at a final concentration > 1 mg/mL (usually the protein concentration
is higher than 1 mg/mL after buffer exchange). Prepare single use aliquots and flash
freeze in liquid nitrogen. Store at  — 80 ®C. The protein remains active for over a year.

3.3. In Vitro Nuclease Activity Assay

1. Prepare 50 pL of reaction mixture in 1X Cas9 buffer (0.2 mM HEPES pH 7.5, 1.5 mM
KCl, 0.1 mM MgCl 5, 10 uM EDTA, 50 puM DTT freshly added) as indicated in Table 3.

2. Allow the reaction to equilibrate for 15 min at room temperature. Add 300 ng of the
PCR product, briefly vortex and spin. Incubate at 37 ®Cfor 2 h.

3. Add 1 pL of 20 mg/mL proteinase K and incubate for 10 min at 37 ®C, Analyze
in agarose gel. The agarose percentage should be according to the expected DNA
fragment sizes after cleavage. An example of a typical activity assay is shown in
Figure 4.

Table 3. Nuclease activity reaction.

Volume ( pl)
H 0 pepc To 50 pL
Buffer 10X Cas9+ DTT 5ul
Hisé — MBP — SpCas9 NLS - GFP X pul (4 pg)
SgRNA X uL (1120 ng)
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Target saquenca 1 § - CTCAGUCCOGATCATAGTCCAAAGCAACACGUGCAGCTG - 3
Tacrget adaptor - | 5 . ATCATAGTCCAAAGCAACA - ¥

Target sequence 2 (reverse complement) 3 TGAAGTAAAAGGGGGAAGGCTTAGGAAGCAAQIGGICCTCAT - 3
Target adaotor - 2 5 - GGGAAGOCTTAGOAAGCAAL -3
Targe! adaplor - 3 - GOGAAGOCTTACRAAGCAAY - ¥

Figure 4. In vitro cleavage assay. [ A) Separation of cleaved DNA fragments by electrophoresis in 1%
agarose gel. A 1791 bp DNA fragment corresponding to Glyma.06G072000 gene was PCR amplified
from soybean genomic DNA using FwPr and RvPr primers. Two specific sgRNAs (sgRNA-1 and
sgRNA-2) were designed to target different regions of the gene. An additional sgRNA (sgRNA-3),
containing two mismatches with sgRNA-2, was designed to assess RNP specificity The genomic
sequence, sgRNA target sequences and primer sequences are listed in Figure S1, Supplementary
Materials. The target DNA sequence was incubated with  SpCas9 — GFP — MBP in the presence (+)
or absence () of sgRNAs. DNA cleavage resulted in sharp bands. The size difference between
large fragments sfightly deviates from what is expected, which could be explained by electrophoretic
artifact. A weak band corresponding to the uncleaved pcr product can be observed in the gel
when sgRNA2 was used for target recognition. MM: A DNA digested with  Pstl restriction enzyme,
(B) Schematic representation of the target genomic sequence, the position of the sgANAs target
sequences and the expected sizes of the DNA fragments after cleavage. {  C) Target sequences and
sgRNA spacer sequences (target adaptors) are shown to the right. PAM sequences are underlined,
and mismatches are in red.

4, Expected Results

On average, this protocol ylelds 10 to 30 mg of purified, active, His6  ~ MBP ~ SpCas9
NLS — GFP protein (~10 mL at 1-3 mg/mL). The purity addressed through SDS-PAGE
Is >80%.

5. Protocol Alternatives and Troubleshooting
Protocol alternatives can be found in Table 4 and troubleshooting in Table 5.

Table 4. Protocol alternatives.

Step Suggested Procedure Alternative

A. Perform IMAC with the column connected to a peristaltic pump. Follow

absorbance at 280 nm using a spectrophotometer. Equilibrate the IMAC

IMAC HiTrap FastFlow column with 10 CV on IMAC buffer A and measure the buffer absorbance
column (GE, Cat. no: before loading your protein sample. Make sure that this value is reached again

322 IMAC 17092104) connected to AKTA after extensively washing bound protein.
FPLC system (GE, Cat. no: B. Perform batch incubation with IMAC resin. Follow the absorbance at
29-0598-78 AB) 280 nm using a spectrophotometer, Equilibrate the resin in IMAC buffer A and

measure the buffer absorbance before loading your protein sample. Make sure
that this value is reached again after extensively washing bound protein,
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Table 4. Cont.
Step Suggested Procedure Alternative
3.2.3 Buffer Perform buffer exchange in A. Buffer exchange the protein using centrifugal filter units with a
e)(‘cha PD-10 column (GE, Cat. cutoff >50 kDa and perform several dilution/concentration steps. Use |EX
nge 17-0851-01) into IEX buffer A. buffer A as the diluting solution,
§ A. Perform IEX with the column connected to a peristaltic pump. Follow the
H.C:::;n ec:;clL\::\ng(eGSE?Z; absorbance at 280 nm using a spectrophotometer. Equilibrate the IMAC
324 IEX 689 05’:3-2 ) connected t6 column with 10 CV on IEX buffer A and measure the buffer absorbance before
AKTA FPLC system (GE, Cat. loading your protein sample, Make sure that this value is reached again after
fixd 29-)3598—78 AB) extensively washing bound protein, Perform elution in a single step with 1 M
g NaCl concentration or in several steps with increasing NaCl concentrations.
A. Buffer exchange the protein using centrifugal filter units with a
3.2.5 Buffer Perform buffer exchange in cutoff >50 kDa and perform several dilution/concentration steps. Use storage
b the PD-10 column (GE, Cat. buffer as the diluting solution,
9¢ 17-0851-01) into storage buffer. B, Use a Superdex 200 16/600 size exclusion column (GE Healthcare),
equilibrated in storage buffer for the final polishing step.
Table 5. Troubleshooting.
Problem Possible Explanation Solution
No protein expression Plasmid loss Retransform BL21 Rosetta or use another aliquot from your

High protein contamination
during IMAC

No protein binding to IEX
column

bacterial stock. Check plasmid presence in your bacterial stock.

Do not elute protein until buffer absorbance from the washing
Incomplete wash of fraction reaches the starting value.
nonspecific proteins Try performing a washing step with IMAC buffer A containing

5 mM imidazole, This can lead to some Cas9 washing as well,

Nucleic acid contamination. Treat the protein fraction with benzonase.
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CACATATCACCGAMAATAMITARTTTAAAARATTAGAT GATCAAATTARART TAAARAAATTAA TTGATEAMATTARATCS
ATTTTARRRNT AAAAAATANATGAANVGTTACGIAATT GAIATATCTAAR TOCAGRAGAAGAG T GARG GGG TTGTTTA
ATCSAT T AGT T OO AT TAS GRAART ST T T GACATART T T T TTCAR TCARTOC T T T AT T TAAACTTACATAAGTTTGATE
GRCCARGTOCARATT T TCATC CARCATGCATAGACA TR T O TUACARGOETITCCTCTAC TG OCARCHCGAGATTOCTGOAR
ACACSGCARGUAATAGG TAGTACC AARARCAAGATGO TARAL TAACCAATTAATTAARAG TAAA TRAT GO TTTOCAT
PTGRARTACGCCTCT PCCACT TOTOCARACANTAAL TCCCAL TIT I T ICHA TC T CCTAAT TACTAT TITACAT TICAASCTTY
TG T O AT AT C Y O T T AT AT AT TS T O T T T AR T T ARG TCARGAC TTTTATAR T T ARG TARGGGSTCATIGTS
GANFEN T AR T T TC AR T AN T CTOACCA TEA G GAC T TCTICCYAMGCC TRCC O UL TTTACTTCARCTA
ACCT T AT O CC AN A IO TN T T T AT OO TAN G TT T C AT O T TO I T YOI ACA TACA T ATATT I T TTT TS
AT TOOaT AT AR Y TTACA T T CAT TTATE T HAC T A TOTCAC TAACATTAOCGTO TGS T TETAA TAAGESTSARGRAAC AR
(A TOTTGRAAANG AR TR BT T AT AT AG T I CATCTATI AT TUCACTAGAAA TRTGCAR TTCANTIOTAATOOOCA
CORACCARTTOARAT CARGAS CATGOCATTTAGTAACCAAG TAGTATCARATAGCART PCT TACGOTEOCCCCARATOGRGSG
ACRARRGARTOTUCCCATCTY Go ARG AR T G0 T COAARCOATCHTACCHGATAA T Y TUCC LA L OTOSGCACBIOGH
AR T A G AT T T O T T T e TS ARGAC TGOS C (N G C TN TR0 ATCATAG TCCAMAGC ARG AV ¥ AT

N T UG GAARAN TA T AN T AN T T A T T AL T T TACATSAT TAT TU TTAATTYAATT GUITSEOTT TTUACALA
AT A T R AR TR AT O AT M I T A AT T T T A T T IV T SGATIA AR AT I TRICTAACIRATANITYT

T A A T A AT A T A L TGN T TSN T T AT SCRS T T T TAGTEAT TS TAGTACAT S TAGTACAAATTCTANTTCSTTA
CUTAICTTARAC U GO ACAN S A RN AL DA A TACAC T T T CCATCTTTICT I GT IS T T TOGT T T TGTTTOCTTTC
A AT T AL T T T T A T A GO T GG S CTAT TOGE T T TCTA T TROOCTGAT TCATCAGGCCATTATOGCTARCGCACAT
G T AAA T T T T GO TAT C T T AT S TCCCCOCCAA T TT T TATGOGATT TATAT T T AAA T TTTT AATTTAAGAARAA R
CRATTTAMACAT TRAA TTAS GTETTATATAAATAT TGAT CECACTATOAAGTOCACAGAATCACTTAATAATTTCTOOCATG
mumcrmmncm\mm RvPr

Figure S1. Sequence information for RNP activity assays. sgRNA target sequences and primer sequences: 5 untranslated region;
exons; S antranstated rogon. FwPr: torward primer; RvP'r: Reverse primer. SgRNA-1 and sgRNA-2 target regions are boxed.
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Figure S2. MEP removal from MEP-SpCas9-GFP,

Eluted MBP-5pCas9-GFP from IMAC was dialyzed overnight at 4°C with constant stirring against buffer A TEX using
a dialysis tubing with a cutoff > 12 kDa. One 1mg TEV-P was used for every mg of protein, in the presence of 1 mM
DTT and 1 mM EDTA. A sample of the protein mixture was loaded in the gel, showing partial digestion (pre-IMAC2).
A second IMAC (IMAC2), performed under the same conditions as IMACI was done to recover 5pCas9-GFP, which
can be observed in the flow though (FT). MBP-5pCas9-GFP was retained in the IMAC column and eluted with imidazole
(EF1: eluted fraction 1). SDS-PAGE was run in an 8 % acrylamide-bisacrylamide gel.
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8. Herramientas para edicion génica en soja

8.1. Generacion y evaluaciéon de sistemas de expresién e
introduccion de Cas9 y sgRNAs en soja y edicion de los
genes CV1, CV2y CVI/ICV2.

Con el fin de promover la ediciébn de ambos loci codificantes para proteinas CV
de soja, se disefiaron tres sgRNAs. Uno de ellos, tiene por blanco ambos
genes CV (sgRNA-1), mientras que los otros dos tienen por blanco a cada uno
de los genes individualmente (sgRNA-2 y sgRNA-3) (Figura 5.A).

Para comprobar la eficacia de los sgRNAs para generar cortes en las
secuencias blanco, se realizaron ensayos de corte in vitro, utilizando la proteina
SpCas9-GFP-MBP y los sgRNAs obtenidos mediante transcripcion in vitro
(Fleitas et al., 2022). Los sgRNAs fueron ensamblados con SpCas9-GFP-MBP
y las RNPs resultantes fueron utilizadas para analizar la capacidad de cortar
especificamente CV1 o CV2. Para ello, se utilizaron como molde los productos
de PCR amplificados a partir de DNA gendmico del cultivar Jack, genotipo de
soja empleado para la transformacién mediante biolistica.

Los sgRNAs disefiados fueron efectivos para promover el corte por la proteina
SpCas9-GFP-MBP de sus secuencias blanco, al mismo tiempo que los
sgRNAs especificos para cada gen no mostraron reaccion cruzada para el
paralogo (Figura 5.B).

El sgRNA1 permitio el corte de tanto CV1 como CV2, mientras que los sgRNA2
o0 sgRNA3 habilitaron el corte en secuencias especificas presentes en CV1 o
CV2, respectivamente. Estos resultados eran esperados dada la presencia de
imperfecciones en el apareamiento de bases entre los sgRNAs y la secuencia
presente en el gen no blanco (Figura 5.C). En ese contexto, los tres sgRNAs
fueron seleccionados para la edicion génica in vivo de los genes CV1y CV2 en
soja.

8.2. Estrategias de introduccién y expresién del sistema
CRISPR/Cas9 en soja.

Existen una serie de vectores optimizados para la expresion in vivo de Cas9 y
sgRNAs. En la mayoria de los casos se utilizan vectores de DNA que son
introducidos a las células vegetales mediante transgénesis (Bortesi y Fisher,
2015). Para ello, el gen Cas9 debe estar optimizado de acuerdo al uso de
codones de la especie a editar y modificado para contener una sefal de
localizacion nuclear. Generalmente el gen Cas9 se clona bajo la regulacién de
un promotor para la RNA polimerasa Il como el de ubiquitina. Por el contrario,
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para expresar el sgRNA in vivo, generalmente se utilizan promotores
especificos de la RNA polimerasa Ill, como U6 o U3 de Arabidopsis o arroz.

Habiendo observado la eficacia y especificidad en el sistema in vitro, los
sgRNAs fueron incorporados en construcciones para la transformacion de soja.
Incialmente se decidi6 emplear dos estrategias: por un lado el sistema pMR
(modificado de Fauser et al., 2014, cecido por Hiromi Tajima, UC Davis). En
este sistema, cada uno de los sgRNAs fue clonado en un vector de entrada
para el sistema Gateway, y ensamblado en la construccién final en el vector
pMR285, mediante LR multiple (Figura 6.A). Por otro lado, se decidié generar
un sistema de vectores que contuvieran secuencias optimizadas para la
expresion de la Cas9 y de los sgRNAs en leguminosas (pLuCas). En este
sistema, cada uno de los sgRNAs se clon6 en un vector pGEM o pUC19
conteniendo el scaffold del sgRNA bajo el control de un promotor U6.6 0 U6.7
de Medicago truncatula y luego ensamblados en un vector final pZH2B-
GmCas9, utilizando los extremos compatibles de las enzimas de restriccion
Ascl y Mlul (Figura 6.B). Se decidi6 utilizar estos promotores ya que estan bien
caracterizados en la literatura y han sido utilizados para llevar adelante otras
aproximaciones biotecnoldgicas (como silenciamiento), aventajando a los de
soja al momento en que se generaron estas construcciones (Kim y Nam, 2013;
Kim et al., 2013).

Dada la presencia de cassettes de seleccidbn basados en la resistencia a
higromicina, estas construcciones fueron utilizadas para transformar embriones
somaticos de soja mediante biolistica. La higromicina es un agente de
seleccién adecuado para la transformacion de soja mediante biolistica, ya que
permite seleccionar a nivel de embriones somaticos (Gallino et al., 2018b).

Luego de la transformacion, los embriones somaticos resistentes a higrimicina,
en etapa de diferenciacion, fueron evaluados para la presencia del marcador de
resistencia, por amplificacién por PCR a partir de DNA gendémico

Se obtuvieron varias lineas resistentes a higromicina para ambas
construcciones que fueron positivas para la presencia de la construccién
(Figura 7.A). Los embriones somaticos positivos, fueron diferenciados y
germinados. Se analiz6 la presencia de mutaciones en las plantas regeneradas
mediante andlisis de longitud de fragmentos de alta resolucion (HRFA) (Figura
7.B). En aquellos casos en que los resultados no fueron concluyentes, los
productos de PCR fueron secuenciados por sanger (Figura 7.C). Se analizaron
mas de 120 plantas pero en ningun caso se encontro presencia de mutaciones
en los loci de interés.

Ante este resultado se decidio adoptar una serie de medidas alternativas para
lograr concretar la edicion de los genes CV de soja utilizando un método de
transformacion diferente a la biolistica. Se opto por la transformacion mediada
por Agrobacterium tumefaciens para evitar el posible fraccionamiento del DNA
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de la construccion génica durante el proceso de transformacion. En ese
contexto, se utiliz6 un vector binario de transformacion conteniendo un cassette
de seleccion basado en la resistencia a glufosinato de amonio (Michno et al.,
2015). Este compuesto es mas adecuado que la higromicina, para la seleccion
de callos transformados (Li et al.,, 2017). Se generd una nueva construccion
para la edicion del gen CV1. En este caso se disefiaron dos nuevos sgRNAs
para dicho gen, y junto con el sgRNA-2, los tres sgRNAs fueron incorporados
en una construccion para la transformacion de soja mediada por Agrobacterium
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Target adaptor - 1 5« ATCATAGTCCAAAGCAACA - 3'

Secuencia blanco 2 (reversa complementarna) 5 - TGAAGTAAAAGGGGGAAGGCTTAGGAAGCAACTGGTCCTCAT - &
Targe! adaptor - 2 5 - GGGAAGGCTTAGGAAGCAAC -3

Secuencia blanco 3 (reversa complementaria) 5 < TGAAGTAAGAGGGGGAAGGCTTAGTAAGCAAGTGGTCCTCAT - 3
Target adaptor - 3 5 - GGGAAGGCTTAGIAAGCAAgQ - 3

tumefaciens (Figura 6.C).

Figura 5. Ensayo de corte in vitro. A. Separacion de los fragmentos cortados mediante
electroforesis en gel de agarosa 1 %. Los fragmentos de DNA de 1700-1800 bp fueron
amplificados a partir de DNA gendémico de la variedad Jack utilizando los primers
FwPrCVv1/FwPrCvV2 y RvPrCV1/RvPrCV2. Se disefiaron tres sgRNAs. El sgRNA-1 tiene por
blanco ambos genes CV, mientras que los sgRNA-2 y sgRNA-3 tienen por blanco los genes
CV1y CV2, respectivamente. B.EI DNA blanco fue incubado con la proteina SpCas9-GFP-MBP
en presencia (+) o ausencia (-) de sgRNAs. MM: DNA gendmico del fago A digerido con Pstl C.
Secuencias blanco y secuencia guia del sgRNA (Target adaptor). Las secuencias PAM se
encuentran subrayadas y las bases no pareadas entre el SgRNA-2 y sgRNA-3 se indican en
rojo.

108



Herramientas para edicion génica

A. pMR
pMR298
pMR306
pMR204
LB 358-P NOS-T PcUBI HSP-T RB
oMRZ8S e |
attL1
B. pLuCas PN
$0
pGEM
oy \Q‘
S &
LB 35S8-P NOS-T 358-P NOS-T RB
pZH28 GmCaso T >»-|-.-
\\\ N
@“0 q}-‘e
RB 358-P NOS-T 358-P NOS-T LB

PEAQ-HT-Dest! T

C. Stupar Lab

':f b

.-585.
pBIu/gRNA ﬂ@» sgRNA scaffold
™ N
o}?QL «}8
RB 35S-P NOS-T 358-P 35s-T LB
Cas9 MDC123 'E>-| GmCasa
™
@°§

Figura 6. Construcciones generadas para la edicién de los genes CV. A. Sistema de
vectores de la serie pMR (modificado de Fauser et al., 2014). B. Vectores de la serie pLuCas
conteniendo secuencias optimizadas para la expresion en leguminosas. C. Vector generado
para la edicion del gen CV1.
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Figura 7. Genotipado de plantas de soja. A. PCR del gen de higromicina para la confirmacion
de la presencia de las construcciones. B. Resultado de HRFA de una linea en la que no se
observo la presencia de mutaciones. C. Resultado de secuenciacion de sanger de una linea en
la que no se observo la presencia de mutaciones. Se muestran resultados representativos.

Esta construccion fue transformada en A.tumefaciens y empleada para realizar
la transformacion de nodos cotiledonares de soja, cultivar Williams 82 (Bernard
y Cremeens, 1988). Al momento de presentar esta tesis, se logré regenerar
aproximadamente 10 eventos, que estan en etapa de exvitracion. Estos
eventos deberan ser aclimatados para cultivo en tierra y genotipados.

Habiendo conseguido atravesar todos los pasos de transformacion de nodos
cotiledonares, se decidi6 generar una linea de soja que sobreexprese la
proteina Cas9 de forma constitutiva, de manera de acelerar el proceso de
obtencion de plantas editadas, facilitando la generaciéon de construcciones e
incrementando la eficienca de edicion. Dada la baja eficiencia de expresion del
gen observada en los ensayos de transformacion, se utilizé un sistema de hiper
traduccion de Cas9, basado en la utilizacién de regiones 5 UTR y 3’ UTR,
hipertraducibles provenientes del RNA2 del virus del mosaico del poroto,
presentes en el vector pEAQ-HT (Sainsbury et al., 2009) (Figura 6.B). Esta
construccion génica facilita la hipertraduccion de Cas9 en la planta mediante el
uso de secuencias virales y de supresores del silenciamiento. Ademas de ser
utilizada para la transformacion estable de soja, esta construccién puede ser
empleada para la sintesis del RNA mensajero codificante para la proteina Cas9
(MRNA-Cas9).

8.3. METODOS

Disefio de sgRNAs

Los sgRNAs fueron seleccionados utilizando las recomendaciones descritas en
Ma et al., (2015) y Ma y Liu, (2016). Se seleccioné un sgRNA dirigido hacia el
exén de ambos genes (sgRNA-1) un sgRNA dirigido hacia el exén 1 del gen
CV1 (sgRNA-2) y un sgRNA dirigido hacia el exon 1 del gen CV2 (sgRNA-3). A
las secuencias seleccionadas se les agregaron secuencias protruyentes Fw: 5'-
GAGAGG + protoespaciador-3’ y Rv: 5’- AAAC + protoespaciador + CC-3'. Los
adaptadores fueron clonados en el vector pEn-Chimera T7 Expression
mediante Golden Gate utilizando la enzima de restriccion Bbsl (Fauser et al.,
2014).
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Sintesis de sgRNA por transcripcién in vitro

La transcripcion in vitro (IVT: in vitro transcription) de los sgRNAs se realiz
utilizando el kit TranscriptAid T7 High Yield Transcription Kit (Thermo Cat.
K0441) siguiendo las recomendaciones del proveedor. EI RNA sintetizado se
purifico utilizando el kit RNAeasy MinElute Cleanup (Quiagen, Cat. 74204).

Validacion in vitro de los sgRNAs

Se prepararon reacciones para ensayos de corte de Cas9 como se describe en
Fleitas et al., 2022 utilizando como blanco productos de PCR de los genes
GmCV1l y GmCV2 de soja de la variedad Jack. Las secuencias
correspondientes a cada gen fueron amplificadas utilizando la polimerasa
Phusion HF (Thermo Cat no F530S) y los primers FwPrCv1:

CACATATCACCGAAAAATAAATTAA y RvPrcv1:
CGGAGACAAAATAGCTCTGGTTGG para GmCV1 y FwPrcvz:
ACGCGTCATGGTACTATATCCG y RvPrcva:

CTTCCCTTACGATTAAGTTGATCCG para GmCV2.

Generacion de construcciones para edicién los genes GmCV1y
GmCV2

A) Serie de vectores pMR

Los vectores de la serie PMR (Fauser et al., 2014) fueron cedidos por la Dra.
Hiromi Tajima (UC, Davis). Este sistema de vectores permite el ensamblado de
multiples target adaptors (TA) en una Unica construccién utilizando una
reaccion de recombinacién ya que los mismos estan basados en la tecnologia
Gateway (LR clonase plus ezyme mix, Cat. No. 12538-013).

Los tres TAs fueron clonados en los vectores pMR289 (sgRNA-1), pMR204
(sgRNA-2) y pMR306 (sgRNA-3). Los vectores pMR298 y pMR306 presentan
el scaffold del sgRNA bajo el control de un promotor U6 de A. thaliana. El
vector pMR204 contiene el scaffold del sgRNA bajo el control de un promotor
U3 de A. thaliana. Este tandem fue clonado mediante LR mdltiple en un vector
binario pMR285, el cual permite la expresion de la proteina Cas9 con un uso de
codones optimizado para A. thaliana (AtCas9) bajo control de un promotor de
ubiquitina de perejil (PcUBI) y presenta un cassette de resistencia a higromicina
(Figura 6.A).

B) Vectores conteniendo secuencias de leguminosas.

Se genero una serie de vectores para la expresion del sgRNA bajo control de
los promotores U6.6 o U6.7 de Medicago truncatula. Se utilizé pZH2B
(Hajdukiewicz et al., 1994) como vector de destino, al que se le agreg6é un
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cassette para la expresion del gen de Cas9 optimizado para soja (GmCas9).
Esta secuencia fue clonada a partir del vector pCas9MDC123 (Michno et al.,
2015) y clonada entre los sitios EcoRI y Hindlll del vector pZH2B. El vector
pZH2B-GmCas9 presenta un cassette de resistencia a higromicina como
marcador de seleccion (Figura 6.B).

C) Construcciones para la edicion CV1.

Con el fin de editar exlusivamente el gen GmCV1, tres nuevos sgRNAs fueron
disefiados para editar ese gen utilizando los recursos web ccTop (Stemmer et
al., 2015) y CRISPR-P 2.0 (Lei et al., 2014). Los sgRNAs fueron colocados bajo
el control de los promotores U3 y U6 de A. thaliana y clonados en el vector
Cas9MDC123 (Michno et al., 2015) el cual contiene un cassette para la
expresion de la proteina Cas9 optimizada para su expresion en soja bajo
control de un promotor 2x35S y un cassette de resistencia a glufosinato de
amonio como marcador de seleccion (Figura 6.C)

Generacion de una construccion para hipertraduccion de GmCas9

La secuencia codificante para la proteina Cas9 optimizada para su expresion
en soja fue extraida del vector pCas9MDC123 utilizando los sitios de restriccion
para las enzimas Sall y Notl y clonada entre los mismos sitios en el vector
PENTR2B (Invitrogen, bla bla). La secuencia fue introducida en el vector pEAQ-
Destl (Sainsbury et al., 2009) por recombinacion LR. En este vector, la
secuencia codificante para la proteina GmCas9 queda flanqueada por las
secuencias 5’ y 3’ UTR hipertraducibles provenientes del RNA2 del virus del
mosaico del poroto (Figura 6.B).

Transformacién de soja

Se transformaron embriones somaticos de soja de la variedad Jack por
bombardeo de particulas de oro siguiendo el protocolo de Droste et al., 2002,
utilizando las construcciones para edicion génica en los vectores pMR285 y
pZH2B-GmCas9.

Se transformaron nodos cotiledonares de la variedad Williams, utilizando
Agrobacterium tumeraciens, siguiendo el protocolo descrito por Li et al., 2017,
utilizando la construccion en el vector CasO9MDC123. Se utilizaron 300
explantes.

Genotipado de soja

Se realizo el genotipado de las plantas regeneradas a partir de embriones
somaticos. Se realizaron extracciones de DNA utilizando un método de
extraccion con CTAB. Se corrobor6 la presencia del cassette de higromicina
utilizando la polimerasa DFS taq (Bioron, cat. 101005) y los primers FwHyag:
GAGCCTGACCTATTGCATCTC y RvHyg: GATGTTGGCGACCTCGTATT.
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En aquellas plantas que resultaron positivas para la presencia del transgen, se
evaluo la presencia de mutaciones en los loci de interés mediante analisis de
fragmentos de alta resolucion (HRFA, High Resolution Frament Analysis).
Regiones correspondientes a cada uno de los loci fueron amplificadas
utilizando un primer forward conteniendo un fluoréforo 6-carboxifluoresceina
(FAM): FWCV1-FAM:
CACGACGTTGTAAAACGACACAAGCGTGTCCTCTACTGG para GmCV1 vy
FWCV2-FAM: CACGACGTTGTAAAACGACCGACAAGTGTGTCCTCTACTAT
para GmCV2;, 'y un primer reverso no marcado: RvCV1:
CATAAATCCAATCCAGTACTAG para GmCV1 y RvCV2:
CAATAATTCGTTAGATATTTTTGGAGTTTTC para GmCV2. Se utilizd la
polimerasa Ranger mix (Bioline, BIO-25051).

Finalmente, en casos dudosos, se verifico el resultado de analisis de
fragmentos por secuenciacién por sanger de los loci de interés. Para ello, una
regibn de cada locus comprendiendo la region blanco de edicion fue

amplificada por PCR utilizando los primers Fw:
CTTTCGGATGTCTGTCAATTTCAGAG y Rv:
CGGAGACAAAATAGCTCTGGTTGG para GmCV1 y Fw:

ACGCGTCATGGTACTATATCCG y Rv: CTTCCCTTACGATTAAGTTGATCCG
para GmCV2.
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9. Discusidén general y perspectivas

En este trabajo se caracterizo el perfil de expresion de las diversas rutas de
degradacion de componentes celulares en dos variedades de soja con
comportamientos contrastantes en respuesta a estés hidico, durante la
senescencia inducida por estrés. Asimismo, se profundizO en aspectos
novedosos de la ruta de degradacion mediada por CV, evidenciando que en
soja los dos genes CV de soja exhiben patrones de expresion notoriamente
distintos, lo que sugiere la especializacion funcional de cada uno de ellos.

Los resultados también apuntan a que esta ruta, ademas de participar en la
removilizacién de N durante el estrés y la senescencia natural, los genes CV
también podrian estar participando dentro de programas de dPCD observados
en diversos 6rganos de la planta y no solamente de la degradacién de
componentes cloroplasticos, como fue orginalmente propuesto por Wang y
Blumwald (2014). En este sentido, en el caso de la soja, seria especialmente
interesante profundizar en aspectos funcionales relativos al rol de la ruta de
vesiculacion plastidica en la senescencia de la raiz y de los nédulos y en como
la modulacion de su expresién podria impactar en el uso del N.

La soja es la leguminosa cultivada mas importante a nivel mundial. El elevado
contenido de proteina en las semillas (aproximadamente el 40 %) representa
un beneficio nutricional importante y explica la relevancia de este cultivo en la
dieta humana y animal (Cordeiro y Echer, 2019). Al formar parte de las
proteinas, el N es el nutriente mas requerido por las plantas de soja. Se estima
que el requerimiento es de 50 kg de N por tonelada de granos. Este N es
principalmente aportado por la fijacién biolégica de N (80 %), la materia
organica del suelo y la fertilizacion nitrogenada aplicada durante la siembra (20
%) (Hungria y Mendes, 2015). Dada su capacidad de fijar N, la soja es un
cultivo relevante para mejorar la salud del suelo y es ampliamente utilizado en
las practicas de rotacion de cutlivos (Neupane et al., 2021).

La nodulacion y la fijacion de N son afectadas negativamente por la sequia. El
rendimiento de la soja se ve particularmente afectado cuando la sequia ocurre
durante la floracion y el establecimiento de las vainas (James et al., 2019)
momento en el que los nédulos estan transcurriendo la senescencia (Marquez-
Garcia et al., 2015). Existe una fuerte correlacion entre los parametros de la
raiz y los nédulos y la biomasa acumulada en la parte aérea en variedades de
soja tolerantes a la sequia (Fenta et al., 2012, 2014).

Los programas de senescencia activados en los nddulos son similares a los
presentes en las hojas teniendo en cuenta el perfil de activacién transcripcional
en este proceso, donde se incluyen muchos genes que participan en procesos
de degradaciéon de proteinas, entre ellos muchas proteasas de cisteina con
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elevada homologia con SAG12 (Van de Velde et al., 2006). Van de Velde et al
(2006) propusieron que esto podria tener una explicacion desde el punto de
vista evolutivo, ya que existe cierto paralelismo entre la formacion de los
cloroplastos y los nédulos: los cloroplastos derivan de un antecesor procariota
que era capaz de fijar C y que gradualmente evolucioné en un organelo
(McFadden y van Dooren., 2004); los simbiosomas pueden ser considerados
un organelo fijador de N adquirido por transferencia horizontal, y que podria
representar una fase intermedia en un proceso de evolucion similar bacteria-
organelo vegetal.

Muchos tipos de estrés pueden desatar la senescencia de los nddulos
prematuramente (Gogorcena et al., 1997; Matamoros et al., 1999; Galvez et al.,
2005) y esta senescencia se desarrolla mas rdpidamente que la senescencia
natural y presenta elementos de estrés oxidativo y muerte celular (Puppo et al.,
2005). Es posible especular que la extension del periodo de fijacion de N y una
senescencia retrasada de los nédulos en condiciones de estrés podrian resultar
benéficas para el rendimiento y la calidad de la semilla. Es necesario realizar
experimentos para confirmar si las proteinas CV tienen un rol en la
senescencia de los nodulos. No obstante, la activacion transcripcional de los
genes CV de soja durante diversos procesos de senescencia hace pensar que
al eliminar la expresion de al menos alguno de estos genes, seria posible
obtener plantas con senescencia retrasada de los nddulos también.

Con el fin de profundizar en el rol de los genes CV de soja, muchas de las
perspectivas que quedan planteadas implican la obtencion de plantas knock out
para los genes CV, donde se espera evaluar la senescencia natural y la
inducida por estrés. Sera importante determinar que las relaciones fuente-fosa
se mantengan inalteradas durante la senescencia natural en estas plantas.

En un futuro, también sera interesante ampliar el conocimiento sobre cual es la
contribucion de las rutas vesiculares que participan en la degradacién de
componentes celulares durante la senescencia natural de la soja. Ademas, se
debera evaluar si existe una correlacién entre la ruta que se encuentra mas
representada en las respuestas al estrés en soja y el contenido de proteina en
el grano. Para abordar esta pregunta, se propone comparar dos genotipos de
soja del mismo grupo de madurez y rendimiento similar, pero cuyo contenido
de proteina en grano es contrastante. Se analizara progresion de la
senescencia natural en la etapa reproductiva de plantas de soja nodulada y se
analizaran simultaneamente las rutas vesiculares de degradacion. Se
realizaran mediciones que apunten a generar un mapa espacial con
informacion bioquimica y de expresion de genes que permita describir lo que
estd ocurriendo con la movilizacion de nutrientes y con la activacion de las
rutas de degradacion (autofagia, SAVs, ATI1y CV).
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Complementariamente, con el fin de determinar de qué manera las proteinas
CV cumplen sus funciones en la raiz, se determinaran los interactores de estas
proteinas en raices transgénicas que expresen construcciones que permita
capturar los interactores de CV en ese oOrgano. Para ello, se generaran
construcciones que permitan la expresion de CV1y CV2 bajo el control de sus
promotores enddgenos y como fusion a citrina. Estas construcciones seran
utilizadas para transformar cotiledones de soja utilizando A. rhizogenes y se
trabajara con plantas hibridas (con raices transgénicas y parte aérea wild type)
para obtener los interactores en condiciones control y durante el estrés hidrico.

En este trabajo se desarrollaron una serie de herramientas para llevar adeltante
la edicién génica de la soja. Si bien no fue posible generar las plantas editadas
hasta el momento, este proceso dejé varios aprendizajes que han permitido
mejorar nuestros procedimientos.

Primero, fue posible reproducir un protocolo para la evaluacién de los sgRNAs
disefiados. El andlisis in vitro de los sgRNAs previamente a su incorporacion a
una construccion tiene varias ventajas:

1) Permite descartar sgRNAs inactivos. Que un sgRNA sea activo en un
ensayo in vitro no garantiza que sea activo en un sistema in vivo, donde la
secuencia blanco estara en un contexto gendémico particular. No obstante, si un
sgRNA no es activo in vitro, definitivamente no lo sera in vivo. En este sentido,
probar la eficacia de los sgRNAs aumenta la probabilidad de éxito en la edicion.

2) Para muchos organismos vegetales no existe un sistema transitorio que
permita evaluar los sgRNAs in vivo antes de comenzar a ensamblar
construcciones y transformar plantas. En nuestro laboratorio, recientemente
hemos incorporado el método de transformacién de hairy roots por
Agrobacterium rhizogenes y hemos generado un sistema de vectores que nos
permite rapidamente y utilizando un Unico paso de clonado, evaluar los nuevos
sgRNAs in vivo. Esta no era la situacion cuando comenzamos a trabajar con el
sistema CRISPR/Cas9, por lo que validar in vitro los sgRNAs que se estaban
empleando era el Unico paso de validacién posible.

3) En nuestro caso particular, el uso de una forma la proteina Cas9 fusionada a
GFP y MBP, facilité la purificacion, por hacerla vistosa y resolver el problema
de la solubilidad de la proteina, descrita por otros protocolos. La proteina
almacenada permanece activa por afios. Asimismo, es posible eliminar la MBP
por corte con la proteasa TEV, produciendo una proteina que ya ha sido
utilizada para realizar edicion génica mediada por RNPs en otros organismos, y
libre de glicerol, lo que es reportado como un inconveniente para quienes
utilizan este sistema.
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Varios motivos podrian explicar la falta de éxito para obtener eventos editados
en los primeros intentos. Por un lado, el método para transformar las
construcciones generadas fue la biolistica. En el caso particular de la soja, los
trabajos publicados sugieren que la mayor eficiencia de transformacion se
obtiene mediante el uso de esta metodologia como estrategia de introduccién
del DNA a las células vegetales (Santarem y Finer, 1999; Araga et al., 2000;
Droste et al. 2002). No obstante, los primeros vectores con los que contamos,
el pMR285 y el pZH2B-GmCas9, no estaban disefiados especificamente para
ser entregados por esa metodologia, sino que las construcciones finales son
vectores binarios de mas de 14 kb. En general, cuando se trata de integrar un
transgen en el genoma de una planta, el patron de integracién es mas simple
cuando se utiliza Agrobacterium tumefaciens (menor numero de copias y
menor fraccionamiento de la construccion), lo que explica por qué la
transformacion mediada por Agrobacterium es preferida sobre la biolistica
(Hwang et al., 2017). El fraccionamiento de la construccion génica puede
explicar la baja eficiencia de edicion obtenida. Este problema puede
solucionarse cambiando la metodologia de transformacion o utilizando
construcciones mas pequefas para realizar el bombardeo. En el marco de este
trabajo se logr6 reproducir el protocolo de transformacion de nodos
cotiledonares descrito por Li et al, 2017. Como dato interesante, una
publicacion reciente de un grupo nucleado por la empresa Corteva, ha descrito
la tranformacion de soja mediada por la bacteria no fitopatégena Ochrobactrum
haywardense H1 (Oh H1) (Cho et al., 2022). El trabajo describe la ingenieria de
la bacteria con la maquinaria vir de Agrobacterium y muestra la transformacién
eficente y en copia Unica, de varios cultivares élite de Corteva, con eficiencias
gue alcanzan el 35 %. Usando un sistema de excision inducible por heat shock,
el trabajo describe la obtencién de plantas transgénicas libres de marcador de
seleccién y backbone de vector. Si bien no es facil para la academia acceder a
este tipo de desarrollo biotecnolégico generado por una empresa, la posibilidad
de transformar cultivares élite con una eficiencia tan elevada y libre de
backbone, es al menos alentadora para perfeccionar las metodologias de
edicidén génica de soja en el futuro.

Se han llevado adelante varios intentos para producir plantas con senescencia
retardada. Sin embargo, el retraso de la senescencia puede tener efectos
contrastantes segun la especie. Por ejemplo, en el tabaco, la longevidad
prolongada de las hojas da como resultado una mayor acumulacion de
biomasa y rendimiento tanto en condiciones normales (Madoka et al., 2002)
como en condiciones severas de déficit de agua (Rivero et al., 2007). Por el
contrario, en trigo y arroz, donde el llenado efectivo del grano finaliza antes de
la culminacién de la senescencia foliar, un retraso en la senescencia, es decir,
una restriccion en la removilizacion de C y N, puede reducir el indice de
cosechay la tasa de llenado del grano (Gong et al., 2005; Chang et al., 2017).
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Varias lineas de investigacion han apuntado a proteinas relacionadas con la
autofagia, SAVs y ATI-PS, como objetivos potenciales para retrasar la
senescencia, en la mayoria de los casos con resultados insatisfactorios. Se ha
observado senescencia acelerada en varios mutantes deficientes en autofagia.
Este es el caso de los mutantes de arabidopsis en ATG7 (Doelling et al., 2002),
ATG4 (Hanaoka et al., 2002), ATG5 (Thompson et al., 2005), ATG10 (Phillips
et al., 2008) y el mutante de ATG12 en maiz (Li et al., 2015). Entre estos, los
genes ATG7, ATG8H, ATG8A y ATG8B muestran un aumento rapido y
coordinado en etapas tempranas de la senescencia (Buchanan et al., 2005). En
este sentido, la autofagia podria cumplir un doble papel promoviendo o
retrasando la muerte celular. Al eliminar los desechos celulares, la autofagia
puede ser esencial para la longevidad celular, pero la actividad autofagica
excesiva puede llevar a la muerte celular (Guiboileau et al., 2013).

Como es el caso de los mutantes de autofagia, los mutantes de arabidopsis
ATI-KD (en los que se elimind ATI1 y se silencié6 ATI2; Honig et al., 2012)
muestran una senescencia acelerada en condiciones de estrés salino (Michaeli
et al., 2014). Ademas, ATI1 tampoco esta exclusivamente involucrado en la
degradacion de la proteinas del cloroplasto, ya que también se encuentra en
cuerpos asociados con el reticulo endopldsmico que se transportan a la
vacuola, lo que sugiere que puede desempeiar un papel en otros procesos
celulares (Honig et al., 2012).

SAG12 es la principal proteasa que se induce en las hojas senescentes de A.
thaliana y Brassica napus, especialmente bajo restriccion de N (Desclos et al.,
2008; Poret et al., 2016) y se acumula dentro de las SAV (Otegui et al., 2005).
Por estas razones, se ha propuesto que SAG12 tiene un papel central durante
el proceso de senescencia, pero se ha observado que los mutantes KO (sag12)
no muestran alteracion en la formacion o actividad proteolitica de las SAVs
(Otegui et al., 2005) ni tampoco un fenotipo de senescencia alterado (James et
al., 2018). Bajo un suministro normal de N, los mutantes sag1l2 mantienen el
llenado de la semilla inalterado. No obtante, los mutantes sagl2 muestran un
menor rendimiento y contenido de N en la semilla cuando crecen bajo
restriccion de N. James et al. (2019) determinaron que los mutantes sagl2
presentan una alteracion en la removilizacion de N desde las raices hacia las
semillas. Estos resultados demostraron que SAG12 juega un papel importante
en la protedlisis de las proteinas de la raiz que sirven como fuente de N en
condiciones de restriccion de N (James et al., 2019; Buet et al., 2019).

Los resultados con la ruta CCV son, por su parte, mas alentadores. La ruta de
CV participa en la degradacion de proteinas tilacoides y estromales
independientemente de la autofagia o de las SAVs. La proteina CV contiene un
péptido para la localizacién cloroplastica y solo parece estar unida al
cloroplasto y a las CCVs. El silenciamiento de CV en Arabidopsis aumenté la
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estabilidad de los cloroplastos durante el estrés, confiriendo mayor tolerancia al
estrés (Wang y Blumwald, 2014). Sade et al. (2018) confirmaron estas
observaciones en plantas de arroz en las que se silencié el gen OsCV. Las
plantas RNAIOsCV mantuvierons sus granas intactas y pudieron mantener los
procesos de asimilacion primaria de N, mostrando un mejor rendimiento en
condiciones de déficit hidrico. Los resultados revelaron el papel de CV en el
recambio de enzimas que estan asociadas con la asimilacion de N durante el
estrés, lo que lleva a una disminucion de la asimilacion de N y afecta la
fotorrespiracion. La interaccion directa de OsCV y GS2 estromal fue confirmada
in vivo (Sade et al., 2018). En general, las lineas de evidencia apuntan a la idea
de que las proteinas CV juegan un papel importante en la degradacion de los
cloroplastos y la senescencia prematura de las hojas durante el estrés y que el
silenciamiento de CV mejoraria la tolerancia al estrés hidrico de la planta al
mantener la funcidon del cloroplasto y la asimilacion de C y N durante los
episodios de estrés.

En el caso de la soja, la presencia de dos genes con perfiles de expresion y
regulacion transcripcional divergentes, alimentan la idea de que retrasar la
senescencia inducida por el estrés manteniendo la senescencia natural intacta
es potencialmente viable. Si bien no es posible descartar que exista un
mecanismo compensatorio, los resultados obtenidos en este trabajo nos
alientan a seguir por el camino de la edicion de los genes CV de soja, en
particular del gen CV1, como estrategia para mejorar el rendimiento en
condiciones de estrés.
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