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Resumen

La soja es un cultivo de gran importancia a nivel nacional e internacional. Su grano constituye una
fuente importante de proteinas y su producciéon esta especialmente limitada por condiciones de
estrés hidrico. En trabajos anteriores, se ha determinado que existe una via de degradacién
cloroplastica independiente de autofagia, cuyo accionar es dependiente de una proteina central:
CV. En soja se han identificado 2 genes que codifican para CV, GmCV1y GmCV2. La expresion
de estos genes en cultivares de soja contrastantes fenotipicamente en relacion a sus respuestas
de resistencia/susceptibilidad al déficit hidrico, muestran que la expresién de genes CV se
correlaciona negativamente con el grado de tolerancia al estrés hidrico. A su vez, GmCV1 y
GmCV2 presentan regulaciones diferenciales: GmCV1 se induce principalmente por estrés
abiético, mientras que GmCV2 estaria involucrado en procesos de senescencia natural. Esta
regulacion diferencial a priori surge de la presencia de diferentes elementos regulatorios en cis
presentes en el promotor de GmCV1. Entre estos se encuentran varios elementos de respuesta a
factores de transcripcion de la familia NAC: NAM (no apical meristem), ATAF1/2 (Arabidopsis
thaliana activating factor 1/2) y CUC2 (cup-shaped cotyledon), caracterizados por presentar un rol
importante en la compleja red de respuesta a situaciones que imponen estrés fisiolégico tanto
biédtico como abidtico. “Explorando el rol de factores de transcripcion NAC en la regulacién de CV1
de soja” es un trabajo final de grado cuyo objetivo fue estudiar el rol de dos factores de
transcripcion de la familia NAC en la activacién de GmCV1 y analizar la relevancia funcional de
elementos especificos del promotor para la activacién del mismo. Concretamente, se generaron 2
construcciones génicas que permitiran expresar de manera inducible y condicional, 2 factores de
transcripcion NAC para poder a futuro determinar como éstos modulan la expresion del gen
GmCV1. Ambas construcciones fueron incorporadas mediante transformacién de flores mediada
por Agrobacterium, en una linea transgénica de Arabidopsis thaliana previamente desarrollada en
el laboratorio, que expresa el gen reportero GUS bajo el control del promotor de CV71 de soja. Con
las herramientas generadas en el marco del presente trabajo, se espera poder determinar la

contribucidon de ambos factores de transcripcion NAC a la regulacion de la expresion de GmCV1.
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Nota inicial

“Explorando el rol de los factores NAC en la regulacion de CV1 de soja” constituye para mi el
cierre de mis estudios de grado. Este camino comenzé en marzo de 2020, bajo unas
circunstancias atipicas para embarcarse en un nuevo desafio, pero que hoy cuatro afios y medio
después agradezco haber tomado. En el medio ocurrieron muchas cosas que me formaron hoy
como profesional y como persona.

No quiero perder la oportunidad de agradecer a mi familia; a mis padres y a mi hermana, que
estuvieron ahi para mi todos estos afos, acompafiando de cerca este camino. Estudiar es un
privilegio, y si hoy llegué aca es gracias al apoyo y carifio que recibi de ellos. Quiero agradecer
también a mis amigos y amigas por estar presentes y por siempre impulsarme a ir a mas.

Un especial y fraterno agradecimiento a mis tutoras Sabina Vidal y Luciana Fleitas, dos personas
increibles con quienes tuve la oportunidad de descubrir el mundo de la biologia molecular. Sin
duda que sin ustedes dos, este camino hubiese sido totalmente diferente. Aprecio un montén su
atencion y dedicacion conmigo, su paciencia, y su constancia en el trabajo. Valoro mucho su
calidez y humanidad, que no dejaron de exhibir durante todo mi tiempo en el laboratorio.
Realmente, gracias. A mis companeros de BMV, quienes desde el momento cero me abrieron las

puertas y me ayudaron con lo que fuese surgiendo.

Vivimos en un planeta donde conviven muchas realidades diferentes, donde existen muchas
necesidades que requieren atencion, y donde no siempre es facil tender puentes. El paradigma
actual de extractivismo exacerbado esta teniendo un efecto fuerte en nuestro planeta y esto
resulta preocupante. Un gran naturalista britdnico enuncié recientemente: “Si los jévenes no
crecen conociendo y apreciando a la naturaleza, no la entenderan, y si no la entienden, no la

protegen... y si ellos no la protegen, entonces ¢quién lo hara?” - David Attenborough.

A mi criterio, estamos en un momento bisagra, donde el futuro de la humanidad es incierto. Lo que
si es cierto es que los jovenes necesitamos involucrarnos y participar activamente en la
generacién del cambio que queremos para las futuras generaciones. Yo quiero ser parte de ese

cambio.

Joaquin Fernandez Beramendi
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Introduccion

Contextualizacion

Desde tiempos remotos, el ser humano ha practicado la seleccién artificial de caracteres en
diversas plantas y animales. Algunos autores destacan que la domesticacion de especies
representa el hito mas significativo en los ultimos trece mil afios de la historia humana (Diamond,
2002). Evidencias arqueoldgicas y genéticas sugieren que cultivos fundamentales a nivel mundial,
como el trigo o la cebada, comenzaron a ser seleccionados por humanos hace alrededor de
10.000 afios (Doebley et al., 2006). Este proceso, exclusivamente humano, promueve el cruce
selectivo de individuos de una misma especie con rasgos especificos. Un ejemplo destacado de
esta modificacion es el maiz, cuyo ancestro silvestre, el Teosinte, fue sometido a sucesivos
eventos de hibridacién y seleccion artificial (Doebley et al., 2006). En ‘El origen de las especies’, el
naturalista Charles Darwin (1859) teoriza algo que al dia de hoy pareceria evidente: la naturaleza
otorga variaciones sucesivas que el humano acumula y orienta, seleccionandolas en el sentido
que mas le conviene. Incluso plantea que hemos “creado” las razas que mas provecho nos
otorgan. Estos procesos de hibridaciéon y seleccion han sido fundamentales para llevar a cabo
modificaciones genéticas a nivel de especie.

En la actualidad, el avance de la biologia molecular y nuevas tecnologias de ingenieria genética,
han permitido acelerar los procesos de modificacion genética y han aportado nuevos recursos
genéticos, sorteando las limitaciones de especie que tienen las ‘variaciones sucesivas’ provistas
por la naturaleza o por los cruzamientos y procesos de seleccién dirigidos. En el afno 1983, el
equipo de Mary-Dell Chilton logré un hito significativo al desarrollar la primera planta modificada
genéticamente en el laboratorio, un tabaco (Nicotiana tabacum) con resistencia a kanamicina
(Bevan et al.,, 1983). Si bien los cruzamientos dirigidos continian siendo un método de
mejoramiento genético extendido, hoy en dia, la ingenieria genética es una practica establecida a
nivel global, adoptada como medida para abordar problemas que enfrentan los productores como
la proliferacion de insectos, o el combate a especies competidoras con los cultivos. Por mencionar,
algunos productos genéticamente modificados aceptados por el Departamento de Agricultura de
Estados Unidos (USDA) para consumo son: Manzana (Arctic™ Granny Smith), Maiz (Roundup
Ready™), Algodén (Bollgard™ Cofton), Papa (Innate® Acclimate), Canola (Innovator™) y Soja
(Roundup Ready™) entre otros (U.S. Department of Agriculture, 2024).

Entre los afios 1996 y 2020 los cultivos de organismos genéticamente modificados (OGMs) han
generado, en productores que han implementado dichas tecnologias, ganancias aproximadas de
261 mil millones de délares con respecto a aquellos que no implementaron estas practicas.

Particularmente en paises en vias de desarrollo como Uruguay, se estima que por cada doélar
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invertido en semillas de OGM se han recuperado 5,22 délares en el mismo periodo de 25 afios
(Brookes, 2022).

Si bien el desarrollo de innovaciones en el agro ha traido consigo ganancias econdmicas,
estadisticas y proyecciones globales indican que en un futuro préoximo la industria agricola sufrira
grandes problemas que se siembran en la actualidad. Los dos principales serian el incremento de
la poblacion mundial y las consecuencias del cambio climatico, que se presentan como las
mayores amenazas a la seguridad alimentaria de la humanidad (FAO, 2017). El Departamento de
Asuntos Econdmicos y Sociales de las Naciones Unidas estima que para el afio 2050 la poblacion
mundial alcanzaria la cifra de 9,7 mil millones de habitantes (UNDESA, 2022). En un informe
publicado en 2009 por La Organizacién de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la
Agricultura (FAO) ya se planteaba de forma clara esta problematica: [existe] la necesidad de
aumentar la produccion de alimentos para alimentar a una poblaciéon en crecimiento, con una
fuerza laboral rural en declive. La presion esta en la ciencia aplicada y la bioingenieria para paliar

las consecuencias de estas nuevas problematicas.

La soja: su importancia a nivel global y local

A nivel mundial y en orden decreciente, los principales cultivos producidos a nivel mundial en el
afo 2022 fueron: cafa de azucar, maiz, trigo, arroz, aceite de palma, papa y soja (FAOSTAT,
2022).

Si bien la soja (Glycine max L. merr) se encuentra séptimo en este ranking global, su importancia
a lo largo del tiempo ha sido cada vez mayor: entre 1963 y 2007, su produccion a nivel mundial
incremento siete veces (FAOSTAT, 2022).

Las leguminosas estan en segundo lugar, después de los cereales, en cuanto a biodiversidad e
importancia econdmica, proveyendo alrededor de un tercio de la proteina consumida por la
poblaciéon a nivel mundial (Smykal et al., 2015). La soja es una planta de esta familia y es de
altisima importancia en procesos biogeoquimicos, como la fijacion de nitrégeno (N,) atmosférico
gracias al establecimiento de una relacion simbidtica a través de sus raices con rizobios (Foyer et
al.,, 2016). Su grano constituye a nivel alimenticio una importante fuente de proteina y aceite de
origen vegetal, donde se estima que entre el 39,4 y el 44,9% del peso del grano corresponde a
proteina y entre el 14,0 y el 18,7% a aceite (Sharma et al., 2011). Ademas, contiene un alto perfil
de isoflavonas (fitoestrogenos identificados como potenciales quimioprotectores) y es rico en
compuestos como acidos grasos insaturados, vitaminas del complejo B, fibra, hierro, calcio y zinc,
entre otros (Rizzo & Baroni, 2018; Krizova et al., 2019). A escala global, los tres principales
productores son Estados Unidos (34%), Argentina (30%) y Brasil (17%) (FAOSTAT, 2022). A la

misma escala, China es por lejos el mayor importador de este producto, con la exorbitante cifra de
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108 millones de toneladas, lo que representa el 62% de las importaciones globales del 2023
(USDA, 2024).

En Uruguay, especificamente, el area dedicada a este cultivo y la cantidad de produccion ha
crecido drasticamente en los ultimos 20 afios y, como se puede observar en la Figura 1, su
produccién se ha despegado en comparacion con otros cultivos de verano como el maiz o el
sorgo (FAOSTAT, 2022). Durante la campafia 2021/2022, casi 992 mil hectareas de territorio
fueron dedicadas a la plantacion de soja. A modo de referencia, el area de produccion dedicada al
sorgo y el maiz en esa misma temporada combinados (alrededor de 172 mil hectareas), apenas
alcanzan el 17% del de la de soja (DIEA, 2023). En esta figura también se evidencia que las
temporadas en las que Uruguay sufrié grandes periodos de sequia (2017/2018 y 2022/2023), se
corresponden con aquellas que presentaron una reducida produccion de los cultivos de verano
(maiz, sorgo y soja) en comparacion con otras temporadas y/o con respecto a la cebada (cultivo
de invierno) cuya produccion se mantiene aparentemente inafectada durante estas temporadas

criticas.
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Figura 1. Produccion (en miles de toneladas cosechadas) de cultivos en Uruguay entre la campafia de verano
2013/2014 y la de 2022/2023. En violeta se observa la produccion de soja, en verde la de sorgo, en rojo la de maiz 'y en
azul la de cebada. La informacién para construir el grafico se obtuvo del Anuario Estadistico Agropecuario 2023

publicado por el MGAP Uruguay.

Diversas publicaciones, como la de Serraj et al. (1999) donde se concluyé que la soja es
extremadamente sensible al estrés hidrico, y las de Sgroi (2021) o Wang et al (2020), donde se
correlaciona el rendimiento del cultivo con periodos de sequia en diferentes partes del mundo,

respaldan una aseveracion semejante a los datos de la produccion en nuestro pais: el estrés por
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sequia es sin duda la condicion limitante en la produccion de soja. Por tratarse de un cultivo de
verano, que es habitualmente crecido bajo condiciones de secano (es decir, sin riego), la escasez
de precipitaciones impacta especialmente el rendimiento del mismo.

Todo esto, hace que las investigaciones en clave de descifrar las respuestas de esta planta al

déficit hidrico sean de gran importancia.

Nodulacién y el estrés hidrico

La fijacion bioldgica de nitrégeno (FBN) es un proceso mediante el cual determinados organismos,
conocidos como rizobios, pueden convertir el nitrdgeno atmosférico en amonio, estableciendo una
relacién simbidtica con leguminosas a través de las raices. Esta relacion bioldgica constituye la
principal fuente natural de nitrégeno en sistemas terrestres y muchos productores a escala global
emplean la misma como sustituto de la fertilizacion con fuentes inorganicas de nitrégeno (Maluk et
al., 2023). Durante este proceso, se forman estructuras llamadas nédulos, donde tiene lugar la
fijacion y el intercambio de nitrégeno y fotosintatos. Sin embargo, este proceso conlleva un alto
costo energético, de aproximadamente 16 moles de ATP por cada mol de N, fijado en amonio por
la nitrogenasa (Rascio & La Rocca, 2008). Segun un estudio, en plantas de soja, la fijacion de 1
gramo de N, requiere aproximadamente 9,5 gramos de glucosa (Heytler & Hardy, 1984).

Esta simbiosis esta fuertemente influenciada por factores ambientales que limitan la actividad de
fijacion de nitrégeno y, por ende, el crecimiento de la planta asociada. Entre los mas problematicos
se encuentran: las temperaturas extremas, la escasez de lluvia (especialmente en cultivos de
secano), la baja tasa de fotosintesis y los suelos de pH acido (Zaharan, 1999). Se ha observado
que los nédulos (en su periodo de iniciacion, crecimiento y actividad) son mas sensibles al déficit
hidrico que otros tejidos vegetales (Albrecht et al., 1983; Marino et al., 2007; Zaharan, 1999).
Especies como Glycine max o Pisum sativum muestran una reducciéon significativa en la
capacidad de FBN ante la falta de irrigacion del suelo (Zaharan, 1999).

De todo esto, inevitablemente se desprende la conclusién de que, una de las consecuencias
importantes de la falta de riego en leguminosas es la fuerte disminucion en la asimilacion de
nitrégeno.

Por otro lado, existe evidencia cientifica que respalda la idea de que el estado nodulado o
no-nodulado de leguminosas, tiene un efecto en la capacidad de la planta de responder ante el
estrés hidrico. Estudios realizados en diferentes especies de leguminosas como el de
Amine-Khodja et al. (2022), Staudinger et al. (2016) o Cerezini et al. (2020) sugieren que el
establecimiento de una relacién de FBN en las raices, resulta en un fenotipo de mayor tolerancia a
la sequia. En Sainz et al. (2024) se investiga en mayor profundidad cuales son los mecanismos
moleculares (si los hay) que estan en juego. En esta publicacién se determiné que la respuesta a

sequia en raices de plantas de soja nodulada es mas compleja en cuanto a la cantidad de genes
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diferencialmente expresados. En el mismo, se compararon ambos estados y se constaté que en la
condicién nodulada+sequia, genes relacionados a respuesta a ABA, transporte transmembrana y
metabolismo de pigmentos, se ven resaltados en comparacién con condicion no-nodulada+sequia
(Sainz et al., 2024). Si bien hay pocos estudios haciendo foco en este tema, varios de ellos (al
menos los mencionados anteriormente) parecerian, al menos entre lineas, buscar posicionar a la

FBN como un método para incrementar la resistencia a la sequia.

La respuesta al déficit hidrico

El estrés por déficit hidrico tiene como resultado una amplia variedad de cambios a nivel
fisiologico y molecular en las plantas. A nivel fisiologico, destacan la pérdida de turgor celular, la
inhibicion de la fotosintesis y la reduccién en la capacidad de transporte de solutos a largas
distancias (Sato et al., 2024). A nivel celular principalmente, se ve afectada la actividad de los
fotosistemas, se genera estrés oxidativo por acumulaciéon de especies reactivas de oxigeno
(ROS), se producen alteraciones en el metabolismo de enzimas y cambios a nivel de la regulacién
de la transcripcion (Wang et al., 2018; Cardoso et al., 2022; Josafat et al., 2020). A grandes
rasgos, las respuestas al déficit hidrico en plantas se pueden categorizar en 3 clases: evasion,
tolerancia y escape.

Los mecanismos de evasion, como la limitacion de la transpiracion mediante el cierre de estomas
o la promocion de la absorcién de agua, apuntan a evitar o limitar la deshidratacién de la planta,
manteniendo el potencial hidrico aun en condiciones de estrés. Los mecanismos de tolerancia son
aquellos que le permiten a la planta sobrevivir en condiciones de bajo potencial hidrico. Ejemplos
de estos, incluyen el ajuste osmético por la produccion de solutos osmoprotectores, y/o la
activacion de vias de detoxificacion de especies reactivas de oxigeno u otras especies reactivas
(Jenks & Hasegawa, 2008; Shinozaki & Yamaguchi-Shinozaki, 2022).

Por ultimo, los mecanismos de escape se basan en acelerar el ciclo de vida de la planta para
alcanzar rapidamente estadios de flor y semilla, permitiendo que el ciclo se complete antes que la
falta de agua alcance niveles criticos. Sin embargo, estos mecanismos pueden afectar
negativamente la acumulacion de biomasa y provocar pérdidas significativas en el numero de
semillas por planta (Farooq et al., 2016). Como ya fue mencionado, el estrés hidrico resulta en
una disminucién en la asimilacién de carbono y nitrégeno. Ante la deficiencia de fuentes externas
de estos macronutrientes, se removiliza carbono y nitrégeno ya asimilado hacia la formacién de
granos. Este proceso viene acompanado de un incremento en la senescencia prematura de
organos foliares (Hajibarat & Saidi, 2022). El aborto de grano es el proceso por el cual la planta
aborta el desarrollo y llenado de algunas semillas, generando una disminucion en la cantidad de
granos producidos con respecto a los que podrian potencialmente ser producidos; se generan

menos semillas, pero cuya viabilidad esta asegurada (Tardieu et al., 2018). El estudio de Gao et
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al. (2024) identificd que el aborto de granos en maiz a causa de sequia y salinidad es la principal

fuente de pérdida productiva.

Senescencia: primeros acercamientos

La senescencia es una fase natural del desarrollo de las plantas, y constituye un proceso
degenerativo de 6rganos que ocurre de forma coordinada. Involucra una compleja red de sefiales
ambientales y del estado de desarrollo (Woo et al.,, 2018). La misma, permite el reciclado de
macro- y micro- nutrientes alojados en érganos (como el nitrégeno, el carbono, el fésforo, el
azufre, o el potasio) para ser empleados por o6rganos reproductivos o en crecimiento. La
senescencia esta caracterizada por la degradacion de clorofila, proteinas, lipidos y RNAs en sus
formas monoméricas o en formas de bajo peso molecular (Balazadeh et al., 2008; Sarwat et al.,
2013). Implica una serie de eventos controlados tanto a nivel fisiol6gico como molecular que, a
diferencia de otros procesos de muerte celular, como la necrosis (que ocurren de forma cadtica),
varias revisiones indican que este ocurre en forma ordenada y secuencial (Nooden et al., 1978;
Nooden et al., 1997; Woolhouse, 1984; Diaz-Mendoza 2016; Bresson et al., 2018).

Senescencia: un proceso a macroescala

La senescencia puede ocurrir de forma natural o inducida. Dentro de la senescencia natural se
identifican dos tipos: reproductiva y secuencial (o de érgano). La senescencia natural reproductiva,
especialmente en plantas monocarpicas (que florecen una vez y luego mueren), implica la muerte
de todo el organismo y constituye el estadio final del desarrollo que favorece la calidad de las
semillas producidas (Miryeganeh, 2021; Leopold 1961; Metcalf et al., 2003). En el caso de estas
plantas, la senescencia puede ser retrasada mediante la extensién artificial del estado vegetativo,
por ejemplo, mediante la remocién de estructuras reproductivas (Kelly et al., 1988).

Por ofro lado, la senescencia natural secuencial (o de 6rganos) ocurre de forma repetitiva en
determinado estadio del desarrollo, una vez que el 6rgano en cuestion haya cumplido con su
funcioén. Esto permite reciclar los nutrientes de esos 6rganos hacia el desarrollo de otros que los
necesiten (Miryeganeh, 2021). Un ejemplo de esto es la senescencia de hojas en otofo. Esto fue
determinado experimentalmente en estudios como el de Keskitalo et al. (2005) donde de forma
experimental se determind que el peso seco de las hojas se reducia en promedio un 50% previo a
la abscision, durante esta temporada del afio. En el mismo estudio, también se observé que en un
periodo de 18 dias se removilizé el 80% del nitrégeno y fésforo de las hojas senescentes
(Keskitalo et al., 2005).

10



Explorando el rol de factores de transcripcion NAC en la regulacion de CV1 de soja

Senescencia inducida: el rol sefalizador de los cloroplastos

La senescencia de hojas puede ser inducida tanto por factores bidticos (como patdgenos o
insectos) como abidticos. Entre estos ultimos se identifican: el déficit hidrico, la alta salinidad,
temperaturas elevadas, deficiencia de luz o de nutrientes y niveles altos de radiacion UV-B (Guo &
Gan, 2005; Woodson, 2019). Estos factores se consideran estresores, y como tales, pueden
inducir un desbalance del estado redox celular, ocasionando estrés oxidativo (Quirino et al., 2000;
Waszczak et al., 2018) y disparando la activacion de programas de desarrollo sensibles a
estimulos ambientales, como la senescencia (Dominguez & Cejudo, 2021).

Aunque son varios los compartimentos y sistemas enzimaticos que participan en la produccion de
especies oxidantes, los cloroplastos son organelos clave en la generacién de estas especies
reactivas. La transformacion de energia luminica a energia quimica suscitada por la cadena de
transporte de electrones fotosintética, involucra reacciones de oxidacién-reduccion en las que
inevitablemente se generan especies reactivas debido a la fuga de electrones desde los
fotosistemas (Noctor et al, 2014). La naturaleza reactiva de estos intermediarios tiene dos
implicancias fundamentales: la necesidad de que las células mantengan un estrecho control sobre
su produccién y propagacion, y que los mismos puedan actuar como moléculas sefalizadoras
(Mittler et al., 2004).

Para enfrentar los posibles efectos negativos de estas especies oxidantes, la respuesta
antioxidante de las plantas cuenta con componentes de bajo y alto peso molecular, entre los que
se encuentran el glutation, el ascorbato, el tocoferol, los carotenoides y una gran diversidad de
proteinas de la superfamilia de las tiorredoxinas. Es sabido que el estado redox intracelular regula
la expresidén génica asociada a respuestas frente a diversos tipos de estrés bidtico y abidtico. Es
asi que la interaccion de los sistemas antioxidantes con especies oxidantes constituye una interfaz
metabdlica donde se definen procesos de aclimataciéon o de muerte (Rouhier et al., 2008; Foyer &
Noctor, 2005).

Los cloroplastos en particular tienen sistemas de detoxificacion enzimaticos fundamentales para
mantener el balance redox. Los estudios de Ojeda et al (2017) con plantas de Arabidopsis
mutantes en dos proteinas clave en la regulacion y el metabolismo de redox cloroplastico
(tiorredoxina reductasas dependientes de NADPH), mostraron un fenotipo de desarrollo
retardado, reducida performance fotosintética y casi nula reduccion dependiente de luz de la
fructosa-1,6-bifosfatasa. Ademas, en el caso del doble mutante de estas proteinas, se observo la
presencia de estructuras cloroplasticas aberrantes y consecuentemente una altisima tasa de
mortalidad de las plantulas. Este tipo de ensayos ilustran la importancia de la homeostasis redox

en la estabilidad de estos organelos (Ojeda et al., 2017).
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Los cloroplastos como reservorios de nutrientes

Los plastidios conforman una familia de organelos presentes en células vegetales y algas, con
diversas funciones, estructuras y una naturaleza altamente dinamica. Esta capacidad dinamica
implica que, dependiendo del estadio del desarrollo y de sefiales ambientales, pueden
interconvertirse entre si. Entre los tipos de plastidios identificados se encuentran: proplastidios y
etioplastos (en el desarrollo temprano), cromoplastos y cloroplastos (plastidios que almacenan
pigmentos), amiloplastos, oleoplastos y leucoplastos (plastidios de almacenamiento de otros
compuestos) y gerontoplastos (plastidios asociados con la senescencia) (Liebers et al., 2017).

Los cloroplastos, tienen la capacidad de convertir energia luminica en energia quimica a través de
una compleja via metabdlica que involucra algunas de las moléculas mas abundantes de la
biésfera. Estudios estadisticos indican que a nivel mundial, la ribulosa-1,5-bisfosfato
carboxilasa/oxigenasa (RubisCO) es la proteina soluble mas abundante, el complejo captador de
luz Il (LHCII) es la proteina de membrana mas abundante, las clorofilas son los pigmentos mas
abundantes, y el monogalactosil-diacil glicerol (MGDG) es el lipido mas abundante (Ellis, 1979;
Gounaris & Barber, 1983; Kirchhoff, 2019; Wilson et al., 2022). Ademas, se estima que la mayoria
de los nutrientes en los tejidos fotosintéticos de plantas, estan presentes en proteinas
cloroplasticas. Entre el 75-80 % del nitrégeno total de plantas C3 se encuentra en estos organelos
(Makino et al., 2003).

Esta dualidad de los cloroplastos como productores de energia y reservorios de nutrientes los
posiciona en el centro de las distintas etapas del desarrollo de 6rganos fotosintéticos, incluyendo
la senescencia. Durante este proceso, los cloroplastos son los primeros organelos en degradarse,
mientras que el ndcleo y las mitocondrias se mantienen hasta la etapa final (Buchanan-Wollaston
et al., 2005).

Vias de degradacion de cloroplastos

La degradacion de los cloroplastos es un proceso coordinado, que implica el catabolismo vy
removilizacion de las proteinas, lipidos y pigmentos que alli se encuentran. Estos contenidos,
deben ser vertidos en la vacuola central para su degradacién, y multiples vias de transporte desde
un compartimento hacia el otro han sido reportadas (Dominguez & Cejudo, 2021; Zhuang & Jiang,
2019).

La autofagia es un proceso intracelular de degradacién que participa en el recambio de
componentes citoplasmaticos durante el desarrollo o en la respuesta al estrés ambiental. Se han
reportado al menos 40 genes de esta familia en eucariotas, principalmente en levaduras y
mamiferos, para algunos de los cuales se han identificado ortélogos en los genomas de plantas
(Tang & Bassham, 2018). Mutantes deficientes de estos sugieren una implicacion importante de

estos genes en las rutas de degradacion cloroplasticas (Kim et al., 2012).
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En este sentido, la degradacién de cloroplastos puede ser dependiente o independiente de un
grupo de genes dependientes de autofagia (ATG) los cuales codifican proteinas que participan en
la formacion de autofagosomas (Wada et al., 2009). Las vias de degradacion ATG dependientes
identificadas hasta el momento son: RubisCO-containing body (RCB) (Chiba et al., 2003), ATI1-PS
body (Michaeli et al., 2014; Hoing et al., 2013) y Starch granule-like structures (SSTG) (Wang et
al., 2013). Estas tres vias tienen la particularidad de que son vias de macroautofagia, a través de
las cuales la degradacion cloroplastica es total o parcial, generando vesiculas de gran tamafio (de
alrededor de 1 ym).

Por otro lado, las vias de degradacién ATG independientes implican la formacién de vacuolas
asociadas a senescencia (senescence associated vacuoles, SAVs) y de vesiculas de vesiculacion
cloroplastica (chloroplast vesiculation containing vesicles, CVVs). Estas vesiculas son de trafico
hacia la vacuola central donde se degradan sus componentes, y estan ausentes en células
vegetales no senescentes (Guo et al., 2021; Otegui et al., 2005). En el caso de las SAVs, éstas
presentan intensa actividad proteolitica, como demostré Otegui et al. (2005) al fusionar la Cys
proteasa SAG12, altamente expresada durante la senescencia, con GFP, identificando una
actividad proteolitica significativa en estos compartimentos transitorios. En dichas vesiculas se
empaquetan proteinas como la RubisCO o la glutamina sintetasa 2, pero no proteinas tilacoidales
(Martinez et al., 2008).

La via de desensamblaje de cloroplastos mediante vesiculas de vesiculacién cloroplastica (CVVs)
implica la participacién de una proteina conocida como CV (por cloroplast vesiculation). Wang &
Blumwald (2014) identificaron esta proteina con una sefial de transito cloroplastica en su extremo
N-terminal, cuya expresion se induce en condiciones de estrés abidtico y senescencia natural, y
se reprime con tratamientos de citoquinina (una fitohormona que retrasa la senescencia). En este
estudio, también determinaron que CV es un gen unico en Arabidopsis, que se expresa
fuertemente en hojas maduras y senescentes pero no en hojas jovenes, de plantas viejas. En otro
estudio realizado en arroz (Oryza sativa), se determiné que la expresion de OsCV se promovia en
plantas de 9 semanas y en plantas sometidas a un tratamiento de sequia (10% agua en el
sustrato) (Sade et al., 2017).

Existen robustas evidencias experimentales que muestran que la proteina CV interactia con
membranas tilacoidales, perturbando su estructura y eventualmente disgregandolas (Blumwald &
Wang 2014). Las CVVs se generan a partir de estos fragmentos de membrana que interactuan
con CV y pierden su integridad estructural. Dentro de estas vesiculas se han identificado proteinas
tilacoidales como PsbO (una subunidad del fotosistema Il) y/o Tic20-Il, lo cual sugiere que estas
vesiculas se originan desde el interior del cloroplasto. Ademas, se determiné que la formacion y el
trafico de las CVVs es independiente de los mecanismos de autofagia descritos anteriormente.
Para demostrar esto, los autores co-expresaron CV-RFP y GFP-ATG8a (una proteina

estrechamente asociada a la via autofagica) y observaron que las sefales fluorescentes no
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co-localizaban. Asimismo, se determiné que las plantas de Arabidopsis silenciadas para el gen CV
mostraron una senescencia retardada en tratamientos por exposicion a altos niveles de salinidad
(NaCl) y estrés oxidativo (metilviolégeno), al presentar una menor degradacién de proteinas

cloroplasticas (Blumwald & Wang, 2014).

CV en soja

En cuanto a la via de vesiculacion cloroplastica (CVV) en soja, un estudio reciente realizado por
Fleitas et al. (2023) identificod que en el genoma de soja no existe uno, sino dos genes ortélogos a
CV de Arabidopsis (At2G25625): Glyma.06G072000 (GmCV1) y Glyma.04G070000 (GmCV2).
Estos genes parecen haber surgido de un evento de duplicacion (paralogos) y lo interesante es
que si bien CV pareceria estar acotado al universo de las angiospermas, en el caso de las
leguminosas cuyo genoma es conocido, solo el trébol y la soja presentan el gen en dos copias
(Fleitas et al., 2023), en contraste con la mayoria de las especies de este grupo que poseen una
unica copia del gen.

El rol de los genes CV de soja en las respuestas al déficit hidrico fue demostrado en estudios en
los que se compard el perfil de expresion génica entre dos variedades de soja con fenotipo
contrastante frente a la sequia. En condiciones de déficit hidrico, la variedad sensible a estrés
hidrico (cultivar TJS2049) mostrd niveles de expresion de los genes CV mayores a los alcanzados
en la variedad tolerante a dicho estrés (N7001) (Fleitas et al 2023, Gallino et al 2018). A su vez,
los niveles de induccion de GmCV1 fueron 10 veces mayores que los de GmCV2, lo que indicaria
que GmCV1 tiene un papel central (y mucho mas relevante que GmCV2) en la via de degradacion
de CVV inducida por estrés. Si bien los resultados del mismo estudio mostraron que ambos genes
estan diferencialmente regulados, a nivel de secuencia, un alineamiento de ambas proteinas nos
indica que difieren muy poco, apenas en un 16% de identidad (Fleitas et al., 2023).

En cuanto al control a nivel de elementos en su regién promotora, el estudio de Fleitas et al.
(2023) concluye que GmCV2 pareceria estar fuertemente atenuado ante la aplicacion de
citoquininas exdgenas, mientras que GmCV1 no pareceria estar bajo el control de esta hormona.
Esto indicaria que, a pesar de posiblemente haber surgido de un evento de duplicacion, la
funcionalidad de ambos ha evolucionado a nivel de sus regiones promotoras, para responder ante
distintos estimulos (Fleitas et al., 2023). Si bien en el mismo estudio se observé que proCV1
presenta mayores niveles de induccion ante tratamiento con varias hormonas, la mayor respuesta

inductora se observo ante la aplicacion de ABA y Auxina lo que sostiene aun mas esta teoria.

Estrés hidrico, senescencia y regulacion de expresion génica

La senescencia es un proceso acompanado por un profundo cambio en los niveles de expresion

de miles de genes, entre los cuales se encuentran los genes asociados a la senescencia (SAGS).
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NON-YELLOWING-1 (NYE1), SENESCENCE-ASSOCIATED GENES 113 (SAG113), o SMALL
AUXIN UP RNA GENES (SAUR36), son ejemplos de estos. Se han identificado muchos
reguladores transcripcionales que controlan la expresion de SAGs, entre ellos los factores de
transcripcion de las familias NAC, WRKY, ERF y MYB (Cao et al., 2023).

En particular, la familia de factores NAC (No Apical Meristem, Arabidopsis Transcription Activation
Factor, Cup-Shaped Cotyledon) se destaca por presentar casi en su mayoria, funciones de
regulacién positiva de la senescencia (Podzimska-Sroka et al., 2015). Por ejemplo, ANAC032
modula positivamente la senescencia natural e inducida de Arabidopsis por activacién de vias de
sintesis de especies oxidantes (especialmente H,0,) y la expresion de SAGs (Mahmood et al.,
2016). Otro ejemplo es AtNTL4, cuya union directa al promotor del gen que codifica para la
NADPH oxidasa regula positivamente su transcripcion (promoviendo asi la produccion de
especies oxidantes) (Lee et al., 2012).

Dado que la expresion de GmCV1 muestra una correlacién negativa con la tolerancia a sequia en
soja, es posible presuponer que, si se logra disminuir los niveles de induccién por estrés de
GmCV1, se podria incrementar la tolerancia a sequia en esta especie.

Visto esto, dilucidar cémo funcionan los mecanismos de regulacion de la transcripcién de GmCV1,
es de gran importancia. Comprender como es esta regulacién y quiénes son actores importantes
en ella, habilitara a desarrollar estrategias para retrasar la senescencia inducida por estrés hidrico.
Un posible regulador de la transcripcion de GmCV1 podria ser el ortélogo en soja de ORET
(At59g39610), un factor de transcripcién NAC identificado en Arabidopsis como uno de los factores
clave en la regulacion de la senescencia de hojas. En un principio, se identific6 un mutante de
Arabidopsis en este gen que presentaba senescencia retardada. Estudios posteriores
determinaron que dicha mutacién, correspondia con una delecion de 5 pb generaba dicho fenotipo
(Kim et al., 2009). De forma similar y unos afios antes, Woo et al (2004) describieron 3 mutantes
del mismo gen con el mismo fenotipo de senescencia retardada.

En otro estudio en la misma especie, se identifico que la expresion de AtORE1 se induce ante
tratamientos de alta salinidad, heridas mecanicas, y en menor medida ante otros tratamientos
conocidos por desencadenar procesos de senescencia como oscuridad y aplicacion de azucares
externos (glucosa) (Balazadeh et al., 2010). La sobreexpresion de AtORET resulta en un fenotipo
de senescencia acelerada (Balazadeh et al., 2010). Matallana-Ramirez et al. (2013) reportan que
en Arabidopsis, este factor regula directamente la expresion de BFN1, una nucleasa de tipo 1
cuya expresion se induce en hojas, tallos y flores durante la senescencia asociada al desarrollo
(Matallana-Ramirez et al., 2013). A su vez, la expresion de proCV1:GUS en Arabidopsis muestra
un patrén acumulacién de GUS en diversas condiciones de estrés y del desarrollo, muy similar al
perfil de expresion de GmORE1 (Fleitas et al 2023), evidenciando que estos dos genes se

coexpresan.
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Otro factor de transcripcién de la familia NAC que podria participar en la regulacion de CV1 es el
ortélogo de RD26 de Arabidopsis (At4g27410). A través de ensayos de microarray, Shou et al.
(2016) determinaron que los niveles de transcrito de AtRD26 aumentaban durante la progresién
de la senescencia de hojas.

Este factor ha sido identificado, por un lado como un modulador transcripcional inducible en
respuesta a ABA, bajo condiciones de salinidad o estrés hidrico, y por otro como un regulador
negativo de la respuesta a Brasinoesteroides (otro tipo de fitohormona) (Jiang et al., 2019).
Diferentes estudios han concluido que AtRD26 y sus homologos, participan en la modulacion de
expresion de genes relacionados a senescencia inducida por oscuridad, edad y estrés hidrico
(Tran et al., 2004; Shou et al., 2016).

En un articulo publicado por Kamranfar et al. (2018) se identificé a AfRD26 como un activador del
gen CV en Arabidopsis. En el mismo, los autores expresaron este factor y observaron
senescencia de hojas a simple vista 48 horas después de la induccion. Ademas, por ensayos de
gRT-PCR determinaron que en ese lapso hubo un incremento en la expresién de los genes
SAG12 y SAG13 (ambos relacionados a la senescencia). En cuanto a la expresién de CV, apenas
5 horas después de la induccién de la expresion de AtRD26, se observd un aumento de la
expresion de este gen en 3,7 veces. En este estudio se determind la presencia del sitio de union
para AtRD26 en la regién promotora de CV, en la posicidon -385 respecto al sitio de inicio de la

traduccion (Kamranfar et al., 2018).

Contextualizacién del trabajo

Este trabajo se enmarca en el contexto de un proyecto Fondo Clemente estable titulado:
“Relevancia y regulaciéon de la ruta de vesiculacion cloroplastica en las respuestas al déficit hidrico
de la soja” (FCE 2023 1 176096).

Este proyecto tiene como objetivo profundizar en el estudio de la regulacion y funcién del gen CV1
(chloroplast vesiculation 1) de soja, cuya actividad parece estar asociada negativamente con la
tolerancia a la sequia. Los genes CV estan presentes en angiospermas y estan involucrados en la
degradacién de los cloroplastos durante la senescencia natural e inducida por estrés. Esta
degradacién estd vinculada a la removilizacion de nitrégeno y cambios en la capacidad
fotosintética, procesos cruciales para la productividad de los cultivos. CV1 se expresa tanto en las
hojas como en las raices, sugiriendo que podria desempenar un papel en tejidos no fotosintéticos.
El proyecto busca determinar donde se localiza CV1 dentro de las células de las raices y, evaluar
su importancia en la nodulacion, actividad nodular y movilizacién de nitrégeno.

Ademas, se investigara como se regula la expresiéon de CV1 durante el crecimiento de la planta 'y
en respuesta a la sequia. Especificamente, se estudiard la influencia de los factores de

transcripciéon NAC en la activacién de CV1 y se analizara la importancia funcional de elementos
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especificos del promotor para la activacion génica. Finalmente, se empleara CRISPR/Cas9 para
modificar los elementos reguladores del promotor con el objetivo de ajustar la expresién del gen

ante la sequia.
Marco, objetivos y estrategia

Marco

Conocer en profundidad los mecanismos de regulacién de CV1 de soja es de gran importancia,
puesto que estos conocimientos podrian ser empleados para modular su expresion y asi poder
desarrollar estrategias moleculares para reducir la senescencia inducida por estrés hidrico.
Previamente, nuestro grupo de trabajo generd lineas transgénicas de Arabidopsis conteniendo el
gen reportero GUS bajo el control del promotor de CV1 de soja (1500 pb upstream del sitio de
inicio de la traduccion). Este sistema fue empleado en el trabajo de Fleitas et al. (2023), para
determinar que efectivamente CV171 se expresa tanto en hojas como en raices, en respuesta a
diferentes tipos de estrés abidtico.

En este trabajo emplearemos estas lineas transgénicas de Arabidopsis, y veremos si los posibles
ortélogos de RD26 y ORE1 en soja, tienen un efecto sobre la actividad del promotor de CV71 de

soja.

Objetivos

El objetivo de este trabajo fue estudiar el rol de dos factores de transcripcion de la familia NAC en
la activacion de CV1 de soja y analizar la relevancia funcional de elementos especificos del
promotor para la activacion del mismo. Especificamente, este trabajo se centrd en el estudio de
los genes Glyma.06G248900 y Glyma.056G025500, que surgen como posibles ortdlogos de
AtRD26 y AtORE1 de Arabidopsis, respectivamente.

Se espera determinar de qué manera la sobreexpresion de los genes ortdlogos de soja, GmORE1
y GmRD26, afectan la actividad del promotor de GmCV1 en plantas de Arabidopsis transgénicas
proCV1:GUS (Fleitas et al., 2023).

Los objetivos especificos fueron:
> Obtener construcciones génicas que permitan la expresion de cada factor de transcripcion,
bajo el control de un promotor sintético inducible.
> Obtener plantas de Arabidopsis thaliana transgénicas proCV1:GUS, que expresen
condicionalmente GmRD26 o GmORET en respuesta a una condicion de induccion
quimica.
> Caracterizar a nivel molecular la incorporacion de las construcciones en el genoma de las

plantas.
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Estrategia

Se aislaron y clonaron las secuencias codificantes de GmORE1 y GmRD26, se generaron
construcciones génicas que permiteron la expresion condicional de las secuencias codificantes
bajo el control de un promotor inducible por (-estradiol. Se transformaron estas construcciones
sobre lineas transgénicas de Arabidopsis portadoras de la construccion proCV1:GUS (Fleitas et
al., 2023) y se identificaron las lineas transgénicas. Con estas plantas, se podra determinar como
varian los niveles de actividad GUS al promover la expresion de GmORE1 y GmRD26 con

B-estradiol en un sistema heterélogo.
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Materiales y métodos

En la presente seccion se detallan los materiales y métodos empleados en la realizacién de este

trabajo.

Material vegetal y condiciones de crecimiento

Las plantas de soja empleadas para este trabajo fueron Glycine max (L. merr) del cultivar Williams
82 en estadio reproductivo 1 (R1). Las mismas fueron cultivadas en turba:perlita 2:1 y régimen de
fotoperiodo 16 horas de luz y 8 de oscuridad, a 25 °C. Las |lamparas empleadas para el
crecimiento son de halogenuro metalico y de vapor de sodio a alta presién con una intensidad
luminica de 800 pmol fotones m? seg’'. Fueron regadas peridédicamente y fertilizadas

semanalmente con Hakaphos rojo 1 g/L.

Las semillas de Arabidopsis thaliana transgénicas que expresan el gen reportero 3-glucuronidasa
bajo el control del promotor de GmCV1 (proCV1:GUS) fueron obtenidas del trabajo de Fleitas et
al. (2023). Las mismas fueron esterilizadas de acuerdo al protocolo planteado en esta seccion.
Para su germinacién, las semillas fueron estratificadas en placas de con medio Murashige y
Skoog (MS) %2 durante 4 dias a 4 °C y posteriormente germinadas in vitro en presencia de
fosfinotricina en régimen de fotoperiodo 16 horas de luz y 8 de oscuridad, a 25 °C. Las plantulas
con los dos cotiledones expandidos fueron trasplantadas a macetas pequefias en turba. Se
crecieron en cuarto de cultivo con las caracteristicas mencionadas (16:8, 25 °C) hasta que
desarrollaron un buen nimero de botones florales. Se cortaron las inflorescencias primarias para

favorecer el crecimiento de nuevas inflorescencias.

Protocolo de esterilizacion de semillas

Las semillas de Arabidopsis thaliana (Col-0) fueron esterilizadas superficialmente empleando un
protocolo de esterilizacién con hipoclorito de sodio. Brevemente, las semillas se suspendieron en
1 mL de EtOH 70% durante 4-5 minutos. Se removi6 el EtOH y se agregé 1 mL de una solucioén
de esterilizacion (Hipoclorito 25 g/L, Triton 0,1x y H,O Mili-Q). En esta etapa los tubos se dejaron
en rotacién orbital por 15 min. Finalmente, se lavaron las semillas al menos 5 veces con H,O
Mili-Q esteéril.

Extraccion de RNA

Se realizé la extraccion de RNA total a partir de plantas de soja (Glycine max L. merr) de la
variedad Williams 82. Para las extracciones de RNA de flores, las plantas fueron cultivadas hasta

alcanzar su estadio R1. Paralelamente, plantas en estadio vegetativo V5 fueron sometidas a
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condiciones de déficit hidrico. Para ello, se detuvo el riego hasta observar sintomas de
marchitamiento. En cada caso, las muestras de tejido fueron colectadas e inmediatamente
congeladas en nitrégeno liquido y mantenidas a -86 °C hasta su utilizacion.

Para la extracciéon de RNA a partir de flores, se empled el kit RNeasy Plant mini kit (Cat. No.
74904) de Qiagen segun las instrucciones del fabricante.

Por otro lado, para la extraccién de RNA a partir de hojas, se empled un método estandar de
extraccion en fenol-cloroformo y precipitacion selectiva en LiCl. Para el mismo entre 0,5-2,0 gr de
material vegetal fueron transferidos a un mortero. Se agregd nitrogeno liquido hasta cubrir la
muestra y se procedié a moler hasta que quedd un fino polvo. Posteriormente, se transfirié el
polvo a un falcon de 50 mL con 2,5 mL de fenol acido y 5 mL de NTES (NaCl 0,1 M, Tris-HCI 0,01
M pH 7,5, EDTA 1 M, SDS 1%). Se vortexeé ~30 segundos y luego se le agregaron 2,5 mL de
solucion cloroformo:alcohol isoamilico en proporcidn 24:1. Se centrifugd durante 20 minutos a
5000 rpm vy luego se transfirié el sobrenadante (fase acuosa) a un nuevo tubo falcon de 50 mL. Se
agregaron 600 uL de acetato de sodio 3 M (NaAc, libre de RNAsa) y 2,5 volumenes de EtOH 95%.
Esta mezcla se incubd a -20 °C ON. Luego de transcurrido el tiempo de incubacion, se centrifugé
durante 20 minutos a 10000 rpm, 4 °C. Se volcd el sobrenadante, se seco el pellet y se
resuspendié este ultimo en 750 pL de H,O Mili-Q tratada con dietilpirocarbonato (DEPC). Se
transfirid a un tubo de microcentrifuga y se incubé en hielo durante 10 minutos. Se agregaron 750
ML de LiCl 4 M y se incub6 a ~0 °C ON. Al dia siguiente, se centrifugd durante 20 min a 12000
rpm, se seco el pellet y se resuspendié en: 300 uL de H,O Mili-Q tratada con dietilpirocarbonato
(DEPC), 30 yL de NaAC 3 M y 800 uL de EtOH 95%. Finalmente, se centrifugd durante 20 min a
12000 g, se seco el pellet y se resuspendié en 30 uL de H,O Mili-Q DEPC. Todos los extractos de
RNA fueron almacenados en freezer a -86 °C hasta su uso.

Para verificar la integridad del RNA extraido se realiz6 electroforesis en gel de agarosa 1%

revelado bajo luz UV empleando Bromuro de etidio como agente intercalante.

Sintesis de cDNA

Para la sintesis de cDNA se empled el RevertAid First strand cDNA synthesis Kit (Cat. no. K1621)
de Thermo Scientific. Previo a la reaccién, se agregaron 2 uL de DNAsa | (Cat. No. EN0521) de
Thermo Scientific. Se parti6 de 1 pg de RNA tratado (como molde de reaccion) y cebadores
oligo(dT);s.

Preparacion de célula electrocompetentes de E. coli TOP10

El protocolo de preparacion de células electrocompetentes empleado fue el descrito por Miller &
Nickoloff (1995). Se empleé el mismo protocolo tanto para la preparacion de células

electrocompetentes de Escherichia coli como de Agrobacterium tumefaciens.
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Se inocularon 500 mL de medio LB liquido con 5 mL de un precultivo de E. coli TOP10 crecido
ON. Se creci6 el in6culo a 37 °C, 300 rpm hasta obtener un ODgy , de 0,5 - 0,7. Alcanzado este
valor, se enfri6 el cultivo por ~20 min en hielo y se mantuvo durante el resto del protocolo a
temperaturas cercanas a 0 °C. Se transfirid el cultivo a 2 botellas de centrifuga de 200 mL y se
centrifugd a 4 °C, 4000 g durante 15 minutos. Luego, se volcé el sobrenadante a parte y el pellet
fue resuspendido en 500 mL de una solucién 10% glicerol y H,O Mili-Q. Posteriormente, se volvié
a centrifugar a 4 °C, 4000 g durante 15 minutos, se volco el sobrenadante a parte y se volvio a
resuspender, esta vez en la misma solucion pero en 250 mL. Por ultimo, se repitié el paso de
centrifugado, resuspendiendo esta vez en 2 mL de la solucion de glicerol 10% en H,O Mili-Q.

Esta solucion fue alicuotada en fracciones de 50 pyL en tubos de microcentrifuga de 1,5 mL. Los
mismos fueron inmediatamente enfriados en nitrégeno liquido y luego almacenados en freezer a

-86 °C hasta su uso.

Transformacion de células electrocompetentes

Para la transformacion se emple6 el equipo de electroporacion Gene Pulser XCell de Biorad. Las
celdas usadas fueron esterilizadas con EtOH 70% y posteriormente lavadas con H,O Milli-Q. Una
vez secas, se adiciond a la celda la alicuota de 50 pL de células electrocompetentes junto con una
cantidad adecuada de plasmido a transformar (1-2 pL). En este trabajo se transformaron células
de E. coliy de A. tumefaciens empleando parametros predefinidos por el equipo. Posteriormente,
se recuperaron durante 1 hora a 200 rpm en 200 uL de medio liquido: LB (en caso de E. coli) o
YEP (en caso de A. tumefaciens) y temperatura adecuada de crecimiento (37 °C para E. coliy 28
°C para A. tumefaciens). Por ultimo, se plaquearon los 250 L de cultivo recuperado en una placa
de LB agar 1,5 % con su agente de seleccion correspondiente (kanamicina 100 ug/mL para E. coli
o rifampicina, espectinomicina, y carbenicilina a 100 yg/mL para A. tumefaciens) durante 24 h a

temperatura adecuada.

Transformacién de Arabidopsis thaliana

Las plantas de Arabidopsis Col-0 proCV1:GUS (Fleitas et al. 2023) fueron transformadas mediante
un protocolo de inmersién floral (Clough & Bent, 1998). Una vez que las mismas alcanzaron un
buen numero de botones florales se procedio a la transformacion. Para ello se crecieron cultivos
de 15 mL de A. tumefaciens transformadas con los vectores binarios de interés en medio YEP con
agregado de rifampicina, espectinomicina, y carbenicilina a 100 ug/mL. Se dej6é en agitacion a
200 rpm y 28 °C, ON o hasta alcanzar una DOgy ,, de aprox 2.

Luego, el cultivo se centrifugé durante 10 min a 3000 g vy el pellet se resuspendié en 15 mL de
solucion de infiltracion. La misma, se prepara por adicion de MS 2 2,2 g/L, sacarosa (calidad para

analisis) 50 gr/L y detergente Silwett-L77 0.05 %. Posteriormente, se aplicé una gota de solucién
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en cada botén floral de la planta y finalmente se cubrié cada planta con una lamina de plastico

durante 24 h para evitar la rapida evaporacion de la solucion.

Electroforesis en gel de agarosa

Los geles de agarosa fueron realizados con buffer TAE 1X (tris 40 mM, acetato 20 mM, EDTA 1
mM) y agarosa a concentracion 1% (para resolucion de fragmentos de entre 2 y 0,3 kb). Como
agente intercalante se emple6é bromuro de etidio a concentracion final 0,05 yg/mL. La corrida se
realizé a 8,0 V/icm y el revelado se realizé bajo luz UV en transiluminador. En todos los casos se
empled el marcador de peso molecular A-Pstl, cuyo patron de bandas y correspondiente peso

molecular de cada una se pueden verificar en el siguiente link: https://www.geneon.net/products/

dna-ladders/phage-lambda-dna-psti-digest-ready-to-use/.

Minipreparacion de plasmidos por lisis alcalina

El protocolo de minipreparacion empleado es una adaptacion del descrito por Bimboim & Doly
(1979). Para el mismo, se centrifugaron durante 3 minutos a 15000 rpm, 2-3 mL de precultivo
bacteriano con agente de seleccién crecido ON. El mismo se resuspendié en 300 uL de solucion
P1 (Tris-HCI 50 mM pH 8.0, EDTA 10 mM, RNAsa A 100 pg/mL). El paso de lisis alcalina se
realizé con 300 pL de solucion P2 (NaOH 200 mM, SDS 1%) durante un tiempo maximo de 4
minutos. La neutralizacién se realizé con 300 pL de solucién P3 (acetato de potasio 1,5 M, acido
acético glacial 86,25 mM). Luego, se centrifugd durante 10 minutos a 15000 rpm y se transfiri6 el
sobrenadante a un nuevo tubo de microcentrifuga cuidando de no aspirar nada del pellet. Al
mismo, se le agregaron 0,6 volumenes de isopropanol y se centrifugd nuevamente a 15000 rpm,
por 20 minutos. Se descarté el sobrenadante y el pellet se lavé con 600 yL de EtOH 70%. Por
ultimo se removid la mayor cantidad posible de liquido (cuidando de no desagregar el pellet) y se
sec6 durante 2 minutos a 65 °C o hasta que se verificd que el tubo estuviera seco. Finalmente, se

resuspendio el DNA plasmidico en 30 pL de H,O Mili-Q.

Minipreparacion de plasmidos usando Zippy Plasmid Miniprep kit

Para la minipreparacion de plasmidos usando el kit de Zymo Research, Zippy Plasmid Miniprep kit
(Cat. No. D4036) se siguio el protocolo estipulado por el fabricante. Para la misma, se agregaron 1
mL de cultivo bacteriano crecido en medio LB a un tubo de microcentrifuga de 1,5 mL. Se
afadieron 100 ul de Buffer de Lisis 7X (Azul) y se mezcl6 invirtiendo el tubo de 4 a 6 veces.
Después de la adicion del Buffer de Lisis 7X, la solucion cambié de opaca a azul claro, indicando
una lisis completa. Se agregaron 350 ul de Buffer de Neutralizacion Frio (Amarillo) y se mezclo
completamente. La muestra se volvié amarilla (neutralizacién completa) y se formé un precipitado

amarillento. Se invirtié la muestra de 2 a 3 veces adicionales para asegurar una neutralizacion
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completa. Se centrifugd a 15000 rpm durante 2-4 minutos. Se transfirio el sobrenadante (~900 ul)
a la columna Zymo-Spin™ IIN proporcionada. Se evité perturbar el pellet de residuos celulares. Se
colocé la columna en un tubo de recoleccion y se centrifugd durante 15 segundos. Se descarto el
eluido y se volvidé a colocar la columna en el mismo tubo de recoleccion. Se anadieron 200 ul de
Buffer de Lavado Endo a la columna. Se centrifugd durante 30 segundos. No fue necesario vaciar
el tubo de recoleccion. Se agregaron 400 yl de Buffer de Lavado Zyppy™ a la columna. Se
centrifugd durante 1 minuto. Se transfirié la columna a un tubo de microcentrifuga limpio de 1.5 ml,
luego se agregaron 30 ul de Buffer de Elucion Zyppy™ directamente a la matriz de la columna y
se dej6 reposar durante un minuto a temperatura ambiente. Se centrifugdé durante 30 segundos

para eluir el ADN plasmidico.

Analisis bioinformatico del promotor de GmCV'1

El analisis bioinformatico del promotor del gen GmCV1 fue realizado con la versién Wm82.a6.v1
del genoma de Glycine max disponible en Phytozome DOE-JGI, https://phytozome.jgi.doe.gov/info
[Gmax_Wm82_ a6 _v1. Se consideraron 1500 pares de bases rio arriba desde el sitio de inicio de
la transcripcion para el mismo. La identificacion de elementos de respuesta en la secuencia del
promotor fue realizada empleando el software PlantPan 4.0 (Chow et al., 2024) y PlantCARE

disponibles online (Rombauts et al., 1999).

Amplificacién por PCR de GmORE1 a partir de cDNA

La amplificacion de GmORE1 (Glyma.05G025500) se realizdé a partir de cDNA de soja de la
variedad Williams 82 empleando un protocolo de PCR de dos pasos. El primer paso se realiz6
empleando primers perfectamente complementarios a los extremos 5 y 3' UTR del transcrito:
FWORE1 (CCGAGGCTCTTGTTGTTCCT) y RVvORE1 (ACGTTTCTTCCTCCTCCCC), vy la
polimerasa MyFi de Meridian Bioscience (Cat. No. BIO-25049). El protocolo de ciclado se resume
en la tabla 1. Los sitios de restriccion Kpnl y Nofl fueron afadidos al amplicén mediante el
segundo paso de PCR (como molde se empled 0,1 ng del producto de PCR de la amplificacion
primaria) para el cual se emplearon los primers: FWORE1-Kpnl (TTTGGTACCATGGAAAA
CGTTCCGGCGG) y RVORE1-Notl (TTATGCGGCCGCTTAGTAATTC CACAAACCATCAAGATCC)
y la polimerasa DreamTaq de Thermo Scientific (Cat. No. EP0701). El protocolo de ciclado se

resume en la tabla 2.
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Tabla 1. Protocolo de amplificacién por PCR a tiempo Tabla 2. Protocolo de amplificacién por PCR a tiempo

final de GmORE1 desde sus regiones 3’y 5 UTR a partir final de GmORE1 de su regién codificante, empleando

de cDNA. como molde 0,1 ng del producto de amplificacion
primaria.

Desnaturalizacién | 95 °C | 1 min 1 Desnaturalizacién | 95 °C | 2 min 1
inicial inicial
Desnaturalizaciéon | 95 °C | 15 seg Desnaturalizacién | 95 °C | 30 seg
Hibridacién 49 °C | 45 seg Hibridacién 46 °C | 30 seg

x35 x5
Extension 72°C [ 1 min 30 Extension 72°C | 1 min

seg

Extension final 72°C [ 5min x1 Desnaturalizacion | 95 °C | 30 seg x30
*Este protocolo fue puesto a punto en un PCR en Hibridacion 59 °C | 30 seg
gradiente de temperatura para 43, 45, 47, 49 y 51 °C, - ]
donde 49 °C demostro ser la temperatura de hibridacion Extension 72°C |1 min
que resultaba en mayor amplificacion del producto. Extension Final 72 °C | 3 min x1

Amplificacién por PCR de GmRD26 a partir de cDNA

Para la amplificacion de GmRD26 (Glyma.06G248900) a partir de cDNA se empleé el siguiente
set de primers: FWRD26-Kpnl (GAGGGTACCATGGGAGTTCCAGAGAGAGA) y RvRD26-Xhol
(ATCCCTCGAGT CACTCCCTAACCCCGAACCCAAC). Se empled la polimerasa DreamTaq (Cat.
No. EP0701) y el protocolo de ciclado empleado se visualiza en la tabla 3.

Tabla 3. Protocolo de amplificacién por PCR a tiempo final

de GmRD26 empleando como molde cDNA.

Desnaturalizacion | 95 °C 2 minutos 1
inicial
Desnaturalizacion | 95 °C 30
segundos
Hibridacion 50 °C 30 x35
segundos
Extension 72 °C 1 minuto
Extension final 72 °C 5 minutos x1

24



Explorando el rol de factores de transcripcion NAC en la regulacion de CV1 de soja

Generacion de vectores de entrada

Los vectores de entrada fueron generados empleando el vector pENTR-2B (Thermo Fisher
Scientific). EI mismo fue clivado en su sitio de policlonado con 2 enzimas que permitieran clonar
alli las secuencias que codifican para los factores de transcripciéon (previamente amplificados por
PCR y con su extremo digerido con las enzimas correspondientes). Las enzimas empleadas para
la generacién de vectores de entrada fueron: para GmRD26 pENTR-2B Kpnl & Xhol, para
GmORE1 pENTR-2B Kpnl & Notl.

Una vez digerido el vector, se desfosforilaron sus extremos usando la enzima Fast AP
Thermosensitive Alkaline Phosphatase (Cat. No. EF0651) por 10 min a 37 °C. Posteriormente se
desactivo la enzima durante 15 min a 65 °C.

Luego, se cre6 una mezcla de ligacion con el plasmido doblemente digerido y desfosforilado, junto
con una cantidad de inserto en relacion 3:1 de inserto a plasmido. La ligacion fue llevada a cabo
con la enzima T4 DNA Ligase (Cat. No. EL0O011) a ~24 °C ON. Luego de transcurrido el tiempo de

reaccion, se inactivo la enzima durante 10 min a 65 °C.

Recombinacion LR Gateway para generacion de vectores binarios de destino

Para el clonado LR, usamos la Gateway LR Clonase Il Plus Enzyme Mix (Cat. No. 12538120) de
Invitrogen. La reaccion se preparé agregando 10 fmoles de vector de entrada (pENTR2B + NAC) y
20 fmoles del vector de destino (pMDC7) en buffer TE pH 8. La misma se incubd durante 16 h a
~24 °C. Finalmente, se agregd 1 uyL de Proteinasa K (Cat. No. EO0499) y se incub6 a 37 °C
durante 10 min para inactivar la clonasa. El vector de destino empleado fue el pMDC7, el cual
deriva del vector pER8 (Zuo et al., 2000).

Purificacion de fragmentos de DNA usando Zymo Clean

Para la purificacion de los fragmentos amplificados por PCR se empleé el Kit Zymo Clean DNA

Clean & Concentrator - 5 (Cat. No. D4014) siguiendo las indicaciones del fabricante.

Extraccion de DNA genomico de lineas transgénicas

Para la extraccion de DNA gendémico (gDNA) a partir de muestras vegetales, se empled el
siguiente protocolo. Se colectaron en tubos de microcentrifuga de 1,5 mL con 2 perlas de Zirconio,
una muestra de 1 cm? de hoja de cada linea seleccionada. Las muestras fueron inmediatamente
enfriadas en nitrégeno liquido y preservadas a temperaturas por debajo de -80 °C hasta su uso.
Se molieron en un disruptor de tejidos durante 30 segundos y se les agregd 700 pL de buffer
CTAB (2% CTAB, 1,4 M NaCl, 20 mM EDTA, 100 mM Tris-HCI pH 7,5-8, 1% vlv
2-mercaptoetanol). Posteriormente, los tubos fueron incubados a 65 °C durante 30 minutos,

tiempo en el cual fueron invertidos a intervalos de 10 minutos. Una vez completado esto, los tubos
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fueron enfriados a temperatura ambiente. Luego se agregé 600 uL de una solucion cloroformo con
alcohol isoamilico (en proporcion 24:1) a cada tubo, se invirtieron 5 a 6 veces y luego se
centrifugaron por 20 minutos a 10000 rpm. Después, se transfirio la fase acuosa (menos densa) a
nuevos tubos de microcentrifuga y se precipitdé el DNA gendmico de cada uno con un volumen
igual de isopropanol. Se centrifugaron durante 15 minutos a 13000 rpm y se descartd el
sobrenadante. Se lavo el precipitado de DNA por agregado de 1 mL de etanol 70% vy
centrifugacion a 13000 rpm durante 15 minutos. Finalmente, se seco el pellet y se resuspendié en
30 pL de buffer TE (10 mM Tris y 1 mM EDTA).

Amplificacién por PCR de gen de higromicina en lineas transgénicas

Para la amplificacién de higromicina a partir de gDNA se empleé el siguiente set de primers:
Fw-hyg (GAGCCTGACCTATTGCATCTC) y Rv-hyg (GATGTTGGCGACCTCGTATT). Se empled la
polimerasa DreamTaq (Cat. No. EP0701) y el protocolo de ciclado empleado se visualiza en la
tabla 4.

Tabla 4. Protocolo de amplificacién por PCR a tiempo final

de Higromicina empleando como molde gDNA.

Desnaturalizacion | 95 °C 2 minutos 1
inicial
Desnaturalizacion | 95 °C 30
segundos
Hibridacién 50 °C 30 x35
segundos
Extension 72 °C 1 minuto
Extension final 72 °C 5 minutos x1
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Resultados

Analisis del promotor de CV1

Para identificar posibles elementos reguladores en cis, presentes en el promotor de CV71 de soja,
se realizd el analisis in silico de una secuencia de 1500 pares de bases (pb) corriente arriba del
sitio de inicio de la traduccién, usando dos softwares bioinformaticos: PlantPAN 4.0 y PlantCARE.
En la Figura 2 se pueden observar los elementos identificados entre -1500 y +1 pares de bases

del promotor, asi como la secuencia correspondiente al extremo 5’-UTR marcada.

MYC|
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(| 0 m ] I fE 1 o n ] 100 gl S-UTR

AP2 SBP SBP ‘NAC MYC MYB GATA STRE MYB NAC MYB NAC AP2 GATA MYB STRE
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1] I | (| glmE § oo
MYB W-BOX WUN motif GATA TCP | G-box NAC

MYB BOXS GATA TATA BOX

I

MYC

Figura 2. Diagrama del promotor de GmCV1 con los elementos de respuesta identificados empleando herramientas
bioinformaticas. En rojo se pueden observar potenciales elementos de respuesta a factores de transcripcion NAC (NAM:
no apical meristem, ATAF1/2 y CUC2: cup-shaped cotyledon). En gris se observan otros elementos de respuesta para
factores de transcripcion AP2 (APETALA2), MYC (myelocytomatosis), G-box, MYB (v-Myb myeloblastosis viral
oncogene homolog), GATA, STRE (stress response element), W-BOX (WRKY element), TCA (salicylic-acid responsive
element), TCP (ZmTB1: teosinte branched1, AmCYC: cycloidea, PCF1/2: proliferating cell nuclear antigen factor 1 and
2), SBP (squamosa promoter binding protein-like), MRE (metal response element), WUN motif (wound-responsive

elements). En celeste se puede observar la secuencia correspondiente al extremo 5-UTR (anotada en Phytozome 13).

Observamos que en la region promotora de CV1 se identificaron al menos 10 tipos diferentes de
potenciales elementos en cis de respuesta a diversos factores de transcripcion. Todos ellos han
sido identificados con roles, en mayor o menor medida, en la regulacion de la respuesta de
plantas a estrés abiotico. Algunos de ellos como los MYC, GATA o los MYB son de respuesta al
fotoperiodo, a bajas temperaturas, deshidratacion, o alta salinidad. Sin embargo, otros como los
TPC o los AP2 estan también involucrados en vias de desarrollo y/o crecimiento moduladas por
fitohormonas como auxinas o citoquinas (Song et al., 2024; Aksoy et al., 2023; Chen et al., 2022;
Ma et al., 2024; Viola et al., 2023).

Particularmente, uno de los elementos en cis identificados en el promotor de CV17, que esta
presente en varias copias, son los elementos de respuesta a factores de transcripcion NAC: NAM
(no apical meristem), ATAF1/2 y CUC2 (cup-shaped cotyledon). El analisis resulté en 4 posibles
elementos de respuesta a esta familia de factores: uno a -67 pb de secuencia AAGTCAAGA, otro
a -635 de secuencia ATAAGTAAT, otro a -840 de secuencia TTTTGACCC, y uno a -1292 de
secuencia TTTTGACTT.
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Estos hallazgos junto con los descritos por Kamranfar (2018), donde se vié que AtRD26 modulaba
la actividad del promotor de AtCV, respaldan la idea de una posible participacion de los factores

de transcripcién de la familia NAC en la regulacion de la actividad del promotor de GmCV1.

En la Figura 3 se observa el perfil de co-expresion de otros genes de soja con CV71. Observamos
que algunos de ellos corresponden a factores de transcripcion de las familias identificadas en el
promotor de CV1. Concretamente, el gen que presenta perfil de expresion muy similar a CV7 en
raices es Glyma.06G248900, un factor de transcripcion de la familia NAC. Observamos un alto
grado de co-expresion de otro tipo de factores de transcripcidon como Glyma.05G063600 o
Glyma.14G020100, ambos de la familia de AP2. También Glyma.10G010300, un factor de
transcripcion de la familia MYB que presenta un alto grado de co-expresion con CV1. Ademas de
moduladores de la ftranscripcion, se identifican proteinas con otras funciones como
Glyma.06G267000 (una proteina relacionada con procesos de autofagia), Glyma.06G319300
(proteina inhibidora de pectinoestrasas/metilasas), transportadores como Glyma.10G112000
(transportador de cobre) o Glyma.02G253200 (transportador de prolina), o reguladores de la
transcripcién como Glyma.10G258600.
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Glyma.07G268800
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Figura 3. Matriz de co-expresion de CV1 (Glyma.06G072000) en soja. Se observa la co-expresion relativa de CV71 con
otros genes en diferentes érganos y/o condiciones. Rojo mas intenso indica mayor nivel de co-expresion. Matriz extraida

de Phytozome 13, empleando datos del grupo experimental GeneAtlas v1 Tissue Sample FPKM.

Analisis in silico de la expresion de los genes GmRD26 ' y GmORE1

Con el objetivo de aislar la secuencia codificante de los posibles genes de soja ortélogos a RD26 y
ORE1 de Arabidopsis, se realizé la busqueda de genes con homologia de secuencia a nivel de
aminoacidos con los genes de Arabidopsis. La busqueda de secuencias homologas se realizé
mediante BLASTP en la base de datos Phytozome 13. La proteina producto del gen
Glyma.06G248900 (GmRD26), presentd 71% de identidad y 80% de similitud al producto del gen
At4927410 (AtRD26), mientras que el producto de Glyma.05G025500 (GmORET1) mostro 47% de
identidad y 60% de similitud al de At3g29035 (AtORET). Dichas proteinas fueron las que
mostraron el mayor nivel de homologia de secuencia con las de Arabidopsis, y por lo tanto fueron
seleccionadas para su estudio en el marco del presente trabajo.

Para el clonado de las secuencias codificantes de los dos NAC seleccionados, fue necesario
conocer bajo qué condiciones se expresan estos genes. La estrategia seguida implicé analizar in
silico, qué tejido y bajo qué condiciones los factores NAC de interés se expresan mas, y a partir de
los mismos realizar una purificacion de RNAs totales. Luego, con esta muestra sintetizar DNA

copia (cDNA) y amplificar las secuencias por PCR a tiempo final.

Para conocer en qué condiciones y 6rganos de la planta se da la mayor expresién, se utilizo la
base de datos BAR ePlant (Waese et al., 2017). Los resultados de la busqueda para los 2 factores
en estudio se pueden visualizar en la Figura 4.

A partir de los mismos, se puede observar que la mayor acumulacién de transcritos de GmRD26
se da en flores, mientras que de GmORET si bien ocurre en mayor medida en pelos radiculares,
también se expresa en niveles relativamente altos en flores. Ademas, se contrastaron estos datos
con papers de transcriptomica como el de Xuan et al. (2022) donde se observé que en plantas de
soja resistentes a la sequia, la expresion de GmRD26 incrementd 6,3 veces en comparacion con
la planta no tratada. En el caso de GmORET, Le et al. (2012) registran que el gen presenta una

induccién de la expresion de 1,3 veces en condiciones de estrés hidrico.
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GmMORET (Glyma.05G025500) GmRD26 (Glyma.06G248900)
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Figura 4. (A) Niveles de expresion relativo de GmORET en diferentes 6rganos de soja en condiciones naturales. (B)
Niveles de expresion relativo de GmORET1 en diferentes estadios de soja sometida a tratamiento por déficit hidrico. (C)
Niveles de expresion relativo de GmRD26 en diferentes 6rganos de soja en condiciones naturales. (D) Niveles de
expresion relativo de GmRD26 en diferentes estadios de soja sometida a tratamiento por déficit hidrico. Estas imagenes

estan adaptadas de la original, y fueron generadas usando Plant eFP en bar.utoronto.ca/eplant por Waese et al. (2017).

Optimizacién de las condiciones de amplificacion por PCR para genes de

factores de transcripcion NAC

Teniendo en cuenta los perfiles de expresién de los factores de transcripcion GmRD26 y
GmORE1, se optd por extraer RNA total de flores senescentes. El RNA extraido fue utilizado para
realizar sintesis de DNA copia (cDNA). Se optd por esta estrategia y no por la amplificacién directa
a partir de DNA gendmico, debido a que ambos genes presentan intrones en su secuencia
codificante (Figura 5A). Realizarlo de esta manera permitié obtener sélo la secuencia codificante
de los factores. Empleando como molde el cDNA sintetizado, se realizé una amplificacion por PCR
a tiempo final de GmORE1 y GmRD26 empleando los protocolos descritos en la seccién de
Materiales y Métodos.

Para la amplificacion de GmRD26 se utilizaron primers FwRD26-Kpnl y RvRD26-Xhol,
permitiendo la obtencion de la regidn codificante (CDS) flanqueada por los sitios de restriccion

Kpnl y Xhol. El fragmento esperado para GmRD26 era de 1033 pb.
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Como se observa en la Figura 5B la banda de alta intensidad en el carril 1 se encuentra muy

préxima, por debajo, a la banda de 1093 pb del marcador de peso molecular (marcador A-Pstl).
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Figura 5. (A) Diagrama del gen GmRD26 y el procesamiento del transcrito del mismo. Se sefialan con flechas el sitio de
hibridacion de los primers, asi como un extremo protruyente que simboliza la secuencia de reconocimiento de una
enzima de restriccion. En naranja la secuencia de Kpnl (GGTACC) y en verde la secuencia de Xhol (CTCGAG). Al final
de la amplificacion se deberia obtener un fragmento de DNA con la secuencia codificante (sin intrones) del gen, con el
agregado de un sitio de restriccion en cada extremo. (B) Resultado de la amplificacion por PCR a tiempo final del gen
GmRD26 realizado a partir de cDNA de soja en condiciones de estrés hidrico. En el carril 1 se observa una banda de
alta intensidad a la altura de ~1000 pb.

En una primera instancia, para la amplificacion de GmORET1, se intento realizar un protocolo de
amplificacién similar que para GmRD26, pero no se logré determinar las condiciones apropiadas
de amplificacidon en un so6lo paso y empleando la misma polimerasa que en el caso anterior. Por lo
tanto, se optd por realizar una PCR anidada, es decir, un protocolo en dos pasos donde se llevo a
cabo una reaccion primaria donde se amplificé el factor desde sus extremos 3’ y 5 UTR, y luego
otra (empleando una dilucién de esta primera amplificacion como molde) amplificando sélo la
region codificante (CDS), en este caso si empleando los primers disefados para amplificar dicha
secuencia, los cuales anaden los sitios de restriccion para Kpnl y Notl al extremo 5 del producto
amplificado. Para la amplificacién primaria (desde los extremos UTRs), se empled una polimerasa
mas robusta, sensible y eficiente y se determind la temperatura de hibridacion de los primers
mediante un PCR en gradiente (Figura 6B). En la misma se observo que la mejor temperatura de
hibridacion fue 49 °C. En la Figura 6C se observa el resultado del PCR de amplificacion de la
region codificante de GmORE1. El fragmento esperado de la amplificacion secundaria era de 1074
pb, y en la Figura se observa una banda de mayor intensidad en el carril 2 que se encuentra muy

proxima a la de 1159 pb del marcador de peso molecular.

31



—'ﬁL E1 11 E2 12 £3 IUTR |_

— 1921 pb

5 UTR E1 E2 £3 3UTR -

(== 1752 pb

B
\ v
\

—q E1 E2 E3 F
1074 pb

Figura 6. (A) Diagrama del gen GmORET1 y el procesamiento del transcrito del mismo. Se sefialan con flechas el sitio de
hibridacion de los primers, asi como un extremo protruyente que simboliza la secuencia de reconocimiento de una
enzima de restriccion. En naranja la secuencia de Kpnl (GGTACC) y en rojo la secuencia de Notl (GCGGCCGC). Al final
de la amplificacion se deberia obtener un fragmento de DNA con la secuencia codificante (sin intrones) del gen, con el
agregado de un sitio de restriccion en cada extremo. (B) Resultado de amplificacion por PCR a tiempo final de GmORE1
usando cDNA como molde, desde los extremos 3’ y 5 UTR. Los primers empleados para la misma presentaban
complementariedad perfecta con la secuencia que hibridan. Se realizé un gradiente de temperatura para determinar la
temperatura de hibridacién que resultaba en la mayor amplificacién. En todos los casos se observa amplificacion de una
banda de ~1500 pb. (C) Amplificacion por PCR a tiempo final de la secuencia codificante de GmORE1 usando como
molde una dilucién del producto de amplificacion del carril 4 de (B) (temperatura de hibridacién de los cebadores 49 °C).

En el carril 2 se observa una banda de alta intensidad a la altura de ~1159 pb.

Una vez que se obtuvieron los fragmentos de PCR, se digirieron los extremos de los mismos con
Kpnl 'y Xhol en el caso de GmRD26, y Kpnl y Notl en el caso de GmORET1.
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Clonado de genes mediante tecnologia Gateway

Para la generacion de los vectores de expresion se empled el sistema de clonado mediante
recombinacion LR por Gateway. El mismo presenta como ventaja que la generacion de vectores
de expresion queda reducida a un sistema estandarizado, donde se emplea el mismo protocolo
para generar estos vectores a partir de diferentes vectores de entrada. De esta forma, para el
clonado de distintas secuencias codificantes para factores de la familia NAC en un vector de
expresion, el paso limitante es el clonado de la secuencia en el vector de entrada, pero una vez
esto es realizado de forma exitosa, el clonado al vector de destino, y por lo tanto la obtencion del
vector de expresion, presenta altisima eficiencia (Katzen, 2007).

Este sistema se basa en la explotaciéon del mecanismo que emplea el fago A para invadir el
genoma de Escherichia coli. Tanto el vector de entrada como el de destino presentan sitios de
recombinacion, att-L1/2 y att-R1/2 respectivamente, entre los cuales ocurrira la recombinacién de
secuencias por accion de una clonasa. Una caracteristica a destacar del sistema, es que la
reaccion de clonado no es reversible. Al recombinarse el fragmento entre los sitios att-L en el
vector de entrada, hacia la region flanqueada por los sitios att-R en el vector de destino, la
secuencia resultante en los bordes ya no son att-L y att-R, sino que pasan a ser att-P y att-B. Esto
permite que el clonado ocurra de forma unidireccional (Walhout et al., 2000; Katzen, 2007).

El vector de entrada elegido para llevar a cabo este trabajo fue pENTR2B (Figura 7)
comercializado por Invitrogen (Thermo Fisher Scientific). El mismo presenta los bordes att-L, entre
los cuales se encuentra el gen ccdB, letal para E. coli (parte de un sistema toxina-antitoxina que
interfiere a nivel de la DNA girasa de esta bacteria) (Bernard & Couturier, 1992). Ademas, en ese
mismo segmento interno, se encuentran 2 sitios con multiples secuencias de reconocimiento para

enzimas de restriccion.

Kpn | Xba | Not |

Bam HI \\\ /’ f/‘f s Xho |

“ att-L1 ‘ H ccdB | | attl2 —  Kan'®  ——

Figura 7. Diagrama del vector de entrada pENTR-2B. ori: origen de replicacion, att-L1/2: sitios de recombinacion, ccdB:

cassette letal para E. coli TOP 10, Kan": resistencia a Kanamicina. Se marcan los sitios de restriccion para las enzimas
empleadas en el clonado.

El vector de destino empleado es el pMDC7 (Figura 8). Como se menciona en Materiales y
Métodos, el mismo deriva de un vector anterior, pER8 disefiado por Zuo et al. (2000). EI mismo
presenta un cassette de expresiéon inducible por B-estradiol el cual funciona como se detalla a

continuacion. Un activador de transcripcion quimérico, XVE, fue ensamblado mediante la fusion
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del dominio de unioén al ADN del represor LexA bacteriano (X), el dominio de transactivacion de
VP16 (V) y la regién reguladora del receptor de estrégeno humano (E). La actividad de
transactivacién del factor quimérico XVE, cuya expresién es controlada por el promotor fuerte y
constitutivo G10-90, queda estrictamente regulada por la presencia de B-estradiol (Zuo et al.,
2000).

En estas condiciones, XVE activado por B-estradiol puede estimular la expresion del gen
controlado por el promotor Olex A-46, que consiste en 8 copias del operador LexA fusionado

upstream del promotor minimo -46 35S.

—] G10-90 >~ XVE H T3A —  Hyg' Olex A-46 attR1  [— cedB — att-R2 — T3A — Spt —

Figura 8. Diagrama lineal del vector de destino pMDC7. G10-90: promotor sintético constitutivo, gen quimérico XVE,

Hyg": resistencia a higromicina, OlexA-46: promotor inducible conformado por 8 copias del operdon LexA y la porciéon
minima -46 del promotor 35S, attR-1/2: sitios especificos para la recombinacién, ccdB: cassette letal, Sp": resistencia a

espectinomicina.

Los desarrolladores del vector original, indican que tras la inducciéon por (B-estradiol, los niveles de
expresion génica pueden ser hasta 8 veces mayores que los obtenidos a partir del promotor
CaMV 35S (Zuo et al., 2000).

Para este trabajo, las ventajas del uso de este vector estan en poder inducir de forma puntual y
selectiva, en plantas de Arabidopsis con la construccion, altos niveles de expresion de los factores

NAC estudiados, por agregado de B-estradiol.

Generacion de vector de entrada con GmRD26

Para el clonado de GmRD26 en el vector de entrada (pENTR2B), se digirio tanto el vector como el
amplicon con las enzimas Kpnl y Xhol. El vector fue ademas desfosforilado para prevenir
autoligacién (aun habiendo empleado enzimas que generan extremos no compatibles para ser
re-ligados). Posteriormente, se realizé la reaccion de ligacion ON a 24 °C, con proporciones
vector-inserto de 1:3. La mezcla de ligacion fue transformada en células E. coli Top10 las cuales
fueron posteriormente recuperadas y plagqueadas en LB con seleccion. Las placas fueron
incubadas ON a 37 °C .

Una vez que se verificé crecimiento de los clones, se seleccionaron 10 transformantes para
realizar ensayos de verificacién de la presencia del plasmido. En la Figura 9A podemos observar
los resultados del PCR de colonia realizado con dichos clones, amplificando el gen GmRD26
(como control positivo se empled el fragmento amplificado por PCR a 1 ng/uL). A partir de las
colonias que dieron positivo mediante PCR de colonia (amplificacién de GmRD26), se realiz6 una

extraccién de ADN plasmidico y el analisis del patrén de restriccién con la enzima BamHI. Se
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esperaba que el plasmido con el inserto, presentara un tamafo de 3311 pb (sin cassette ccdB y
con el inserto). En la Figura 9B se observan los resultados del ensayo, empleando la enzima de
restriccion BamHI. La misma presenta un sitio de corte (GGATCC) tanto en el vector como dentro
del inserto, resultando en la liberacion de un fragmento de 715 pb. En la Figura 9D se encuentra el
mapa lineal del vector de entrada clonado con los sitios de restriccion del ensayo marcados. Una
vez se verifico la liberacidon de un fragmento de tamafio esperado, se envié secuenciar el plasmido
verificado por digestion. En la Figura 9C se presenta el alineamiento de la secuencia recibida con
la secuencia codificante de GmRD26. Como se puede observar, la misma coincide perfectamente
con la secuencia reportada del transcrito procesado.
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Figura 9. (A) Resultado de amplificacién por PCR a tiempo final de GmRD26 a partir de 10 clones seleccionados de la
placa de transformacion de E. coli con la mezcla de ligacion de pENTR2B y GmRD26. Para los clones 4, 6, 7y 9, asi
como para el control positivo, se observa amplificacion de una banda de ~1000 pb. Como control positivo se empled una
dilucion del producto de PCR de GmRD26 y como control negativo se usé pENTR2B a 1 ng/uL. (B) Ensayo de digestion
con BamHI del plasmido extraido de los clones 4, 6, 7 y 9. En los cuatro se observa liberacion de un fragmento de ~700
pb. (C) Alineamiento de secuencias de pENTR2B-GmRD26 obtenidas por secuenciacion contra la secuencia codificante
de GmRD26 de referencia. La secuencia superior corresponde a la de referencia, la del medio a la de secuenciacion

con el primer directo y la de abajo a la de secuenciacion con el primer reverso. (D) Mapa lineal del vector pENTR2B
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clonado con la secuencia codificante de GmRD26. En el mapa se observan tanto el sitio de corte para la enzima de

restriccion BamHI, como el fragmento que se libera producto de dicha digestion.

Clonado de GmORET1 en el vector de entrada

En la Figura 10D se observa un gel de agarosa donde se corri6 un poco del producto de
amplificacién de GmORE1. En la misma vemos una banda intensa de ~1100 pb (esperabamos
una banda de 1074 pb). Asi mismo, también se pueden observar otras bandas de tamano similar
mas tenues. Con conocimiento de esto, tanto el vector de entrada como el inserto fueron digeridos
con las enzimas Nofl y Kpnl. Posteriormente, se desfosforild el vector linealizado y se realizé la
reaccion de ligacién con el inserto en proporcion 1:3. La mezcla de ligacion, se transformé en
células electrocompetentes de E. coli Top10 y se dejaron crecer ON.

Para proceder se optd por seguir una estrategia distinta a la empleada para la generacion del
vector de entrada de GmRD26". El nuevo enfoque consistié en aislar la mayor cantidad de clones
posibles y verificar la presencia del inserto de tamafo esperado. Para ello se realizé un ensayo de
digestién con Xbal y Ncol, y en la Figura 10E se encuentra el mapa lineal del vector de entrada
clonado con los sitios de restriccion del ensayo marcados.

En la Figura 10A y 10B se presenta el PCR de colonia realizado a partir de 22 clones aislados de
la transformacién de la mezcla de ligacion, donde se busco amplificar GmORE1. Se evidencia que
de los 22, 18 amplificaron un fragmento de tamafo esperado (~1074 pb). Se procedié con el
ensayo de digestion para los clones 1, 2, 4, 5, 6, 7 y 8 y en la Figura 10C se observan los
resultados del mismo. Se selecciond el clon 2 y se envid a secuenciar el plasmido por presentar el

patron de restriccion esperado para el clonado de la secuencia codificante del gen.

" En la seccion Anexo, se describe bajo el titulo de “Primeros pasos de clonado de GmORE1 en pENTR2B”
la aplicacién de dicha estrategia para intentar clonar el gen en el plasmido de entrada.
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Figura 10. (A) y (B) Amplificacion por PCR a tiempo final de GmORE1 a partir de 22 clones seleccionados de la placa
de transformacion de E. coli con la mezcla de ligacion de pENTR2B y GmORE1. Se observa que en 18 clones, asi como
el control positivo, se observa amplificacion de una banda de ~1200 pb. Como control positivo se empleé una dilucién
del producto de PCR de GmORE1 y como control negativo se us6 pENTR2B a 1 ng/uL. (C) Ensayo de digestion con
Xbal y Ncol de plasmidos extraidos de los clones 1, 2, 3, 4, 11, 12, 13 y 14. En la digestion del plasmido del clon 2, se
observa la liberacién de una banda de ~800 pb y otra de ~200 pb, mientras que en las otras se observa una banda de
~1200 pb y otra de ~2400 pb. (D) Amplificacion por PCR a tiempo final de GmORET a partir de cDNA. (E) Mapa lineal
del vector pENTR2B clonado con la secuencia codificante de GmORE1. En el mapa se observan tanto el sitio de corte
para la enzima de restriccion Xbal y Ncol, como el fragmento que se libera producto de dicha digestion.

Generacién del vector binario de expresion condicional de GmRD26

Se procedié a realizar la reaccion de clonado LR de pENTR2B-GmRD26 con el plasmido de
destino pMDC7 y a transformar células electrocompetentes de E. coli Top10 con la mezcla de
recombinacion. Las mismas fueron incubadas ON y una vez que se verificd crecimiento en la
placa se aislaron 8 clones y se realizé un PCR de colonia para amplificar GmRD26 a partir de los
mismos. En la Figura 11A se muestran los resultados de la amplificacién (carriles 4-11), junto con

un control positivo y uno negativo (carriles 2 y 3 respectivamente). Posteriormente, se realiz6é una

37



extracciéon de plasmido de dichos clones y se realizd un ensayo de digestion empleando la enzima
Kpnl. La misma presenta dos sitios de corte (GGTACC) en el vector (a 172 pb uno del otro) y en
uno de los extremos del inserto, por lo que se esperaba un fragmento de 1580 pb, uno de 172 pb
y otro de ~11000 pb. En la Figura 11D se presenta el mapa lineal del plasmido de destino clonado
con GmRD26, con los sitios de restriccion marcados y el fragmento de mayor tamafio que se
libera producto de esta digestion.

Una vez se verificod la liberacion de un fragmento de tamafo esperado (Figura 11B), se envi6 a
secuenciar dos clones positivos. En la Figura 11C se presenta el alineamiento de las secuencias
recibidas con la secuencia del transcrito procesado de GmRD26. Como se puede observar y como

era de esperar, las mismas coinciden perfectamente con la secuencia reportada.

C g:: :";‘ ATGGGA GTTCCAGAGA GAGACCCTCT TGCACAATTG AGTTTGCCTC CTGGGTTTAG GTTTTACCCE ACAGATGAGG AGCTTTTGGT TCAGTACCTT TGCCGCAAGG TTGCTGGCCA TCATTTCTCT CTTCCAATCA TTGCTGAAGT

RD2€ 2 BY TACCATGGGA GTTCCAGAGA GAGACCCTCT TGCACAATTG AGTTTGCCTC CTGGGTTTAG GTTTTACCCC ACAGATGAGG AGCTTTTGGT TCAGTACCTT TGCCGCAAGG TTGCTGGCCA TCATTTCTCT CTTCCAATCA TTGCTGAAGT
RD2e CDs
RD2€ 2 Fw
RD2€ 2 Bv

TGATTTGTAC AAGTTTGATC CATGGGTTCT TCCAGGTAAG GCAGTGTTTG GAGAGAAGGA GTGGTACTTT TTTAGCCCAA GGTTCACGAC CGCGGGTTCT GGGTATTGGA AAGCAACTGG
CCGAAT GGTTCACGAC CAAACAGAGT CGCGGGTTCT GGGTATTGGA AAGCAACTCG
TGATTTGTAC AAGTTTGATC CATGGGTTCT TCCAGGTAAG GCAGTGTTTG GAGAGAAGGA GTGGTACTTT TTTAGCCCAA GAGACAGGAA GTACCCGAAT GGTTCACGAC CAAACAGAGT CGCGGGTTCT GGGTATTGGA AAGCAACTGG

RD2€ CDS  AACAGACAAG ATCATCACCA C ARRAGTTGGC CACTTGTTTT CTACATTGGC AAAGCACCCA AAGGCTCCAA AACCAATTGG ATCATGCACG AGTATCGCCT TCTCGATTCT TCCCGCAAAC ACAACCTCGG
gi: i g ARCAGACAAG ATCATCACCA ARRAGTTGGC AG CACTTGTTTT CTACATTGGC ARAGCACCCA ARGGCTCCAA ARCCAATTGG ATCATGCACG AGTATCGCCT TCTCGATTCT TCCCGCAAAC ACAACCTCGG
AACAGACAAG ATCATCACTA —————— === ———— e m = — oo e e e e e e e e
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AACCGCAAAG CTTGATGATT GGGTTCTATG TCGTATCTAT AAGAAGAACT CAAGTTCACA AAAGGTTGAG GCTAATTTTT TGGCTATGGA ATGCAGCAAT GGGTCATCAC CTTCTTCATC GTCCCACGTG GATGACATGC TGGGATCGTT
AACCGCAAAG CTTGATGATT GGGTTCTATG TCGTATCTAT AAGAAGAACT CAAGTTCACA ARAGGTTGAG GCTAATTTTT TGGCTATGGA ATGCAGCART GGGTCATCAC CTTCTTCATC GTCCCACGTG GATGACATGC TGGGATCGTT
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GOCGGAGATA AATGACCGGT GCTTCACCCT GCCACGAGTG AACTCACTCA GAACRATGCA CCAGCAGGAT GAGRARTTCG cz cC TAACTCGACC GATCTCGATT CGATTTCCOGR
CCCCCACATA AATCACCCCT CCTTCACCCT CCCACCACTC AACTCACTCA CAACAATCCA CCACCACCAT CACAAATTCC cc'rm'm CATGCCATCC GGCTT'I"P‘PC'I‘ CDGM"I‘OGC‘P TAACTCCACC GATCTCCATT CGATTTCCGA
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ATTCGAGTCG GGTTGCCAAA CCCAAAGAAT GGTGAATTAT GATTGCAATG ACTTTTTTGT TCCTTCTCTG CCGCCCTTGG GCCATGTGGA CTACATGGTG GATGCACCTT TGGAGGAGGA GGTTCAAAGT GGTGTGAGAA CCCGACGGGT
ATTCGAGTCG GGTTGCCARR CCCARAGAAT GGTGAATTAT GATTGCAATG ACTTTTTTGT TCCTTCTCTG COGCCCTTGG GCCATGTGGA CTACATGGTG GATGCACCTT TGGAGGAGGR GGTTCARAGT GGTGTGAGAR CCCGACGGGT
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CGACGGGCCG GGGCATTTTC AACCGAATCC AGATACCCGA TTGTTACCGG GCTCAGGTGA CCCATTCGGG TTTGGGTTTA TTATGGGTCA GCAAGTTGGG TTCGGGGTTA GGGAGTGA-
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Figura 11. (A) Resultado de amplificacion por PCR a tiempo final de GmRD26 a partir de 8 clones seleccionados de la
placa de transformaciéon de E. coli con la mezcla de recombinacién de pMDC7 y pENTR2B-GmRD26. Para todos los
clones analizados, asi como para el control positivo, se observa amplificacion de una banda de ~1000 pb. Como control
positivo se empled una dilucion del producto de PCR de GmRD26 y como control negativo se us6 pENTR2B a 1 ng/pL.
(B) Ensayo de digestion con Kpnl del plasmido extraido de los clones 1, 2, 3, 5,6 y 7. En los clones 2, 3, 5y 6 se
observa la liberacién de un fragmento de ~1600 pb. (C) Alineamiento de secuencias de pMDC7-GmRD26 obtenidas por
secuenciacion contra la secuencia codificante de GmRD26 de referencia. La secuencia superior corresponde a la de
referencia, la del medio a la de secuenciacién con el primer directo del plasmido extraido del clon 2 y la de abajo a la de



Explorando el rol de factores de transcripcion NAC en la regulacion de CV1 de soja

secuenciacion con el primer reverso del mismo plasmido. (D) Mapa lineal del vector de destino pMDC7 clonado con la

secuencia codificante de GmRD26 via recombinacién LR. Tanto los sitios de corte para la enzima Kpnl como el

fragmento de mayor tamafo que se libera producto de la digestién con la misma, se muestran sefialados en la figura.

Una vez verificada la secuencia del inserto en el vector pENTR2B, se transformaron células

electrocompetentes de Agrobacterium tumefaciens C58c1 mediante electroporaciéon del plasmido

extraido del clon 2, y se incubaron en condiciones adecuadas durante 48-72 h. Una vez se verificd

crecimiento en la placa se seleccionaron 8 clones resistentes al medio selectivo (espectinomicina),

y se realizé un PCR de colonia para amplificar GmRD26 y asi verificar la presencia del vector de

expresion (Figura 12). Se esperaba la amplificacion de un fragmento de 1033 pb el cual se

constaté en los resultados. Finalmente, a partir de un cultivo liquido se prepard un cultivo con

glicerol para conservar la cepa a -86 °C hasta su posterior utilizacion.
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Figura 12. Resultado de amplificacion por PCR a tiempo final de GmRD26 a partir de 8 clones seleccionados de la

placa de transformacion de A. tumefaciens transformadas con de pMDC7-GmRD26. Para todos los clones analizados,

asi como para el control positivo, se observa amplificacion de una banda de ~1100 pb.

Generacion del vector binario para la expresion condicional de GmORE1

Al igual que con GmRD26, el clon seleccionado de pENTR2B-GmORE1 fue subclonado en

pMDC7 mediante un

paso de recombinacion LR. Se transformaron células E. coli

electrocompetentes con la mezcla de recombinacion y se plaquedé en un medio con seleccién

(espectinomicina) para el vector de destino pMDC7. Se aislaron 8 clones y se realizé6 un PCR de

colonia para amplificar la secuencia codificante de GmORE1. En la Figura 13A se muestra el

resultado de la amplificacion. Se realizé extracciéon de plasmido a partir de los mismos 8 clones y

se realizé un ensayo de digestion con la enzima Kpnl. La misma presenta un sitio de corte

(GGTACC), por lo tanto se esperaba un fragmento de ~1660 pb y otro de ~11000 pb. Los

resultados del ensayo de digestidén se presentan en la Figura 13B. En la Figura 13D se presenta el
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mapa lineal del plasmido de destino clonado con GmMORET1, con los sitios de restriccion marcados
y el fragmento de mayor tamafo que se libera producto de esta digestion. Se envié a secuenciar
el plasmido del clon 7 y la secuencia recibida del vector fue alineada con la secuencia codificante
con intrones (gendémica). En la Figura 13C se observa el alineamiento, donde se constata que se

clono la secuencia gendmica con intrones y no la secuencia de cDNA.

ORE1 ref  ATGGAAAACG TTCOGGCGGT GTGTAAGGAA GATGATCAGA TGGATTTGCC TCCCGGATTT CGATTCCACC CGACGGATGA AGAGCTCATA AGCCATTACC TCTACAAGAA GGTCATTGAC ACCAAGTTCT GCGCCAGGGC AATTGGAGRA
ORE1 7 Fw CAGA TGGATTTGCC TCCCGGATTT CGGTTCCACC CGACTGATGA AGAGCTTATA AGCCATTACC TCTACAAGAG GGTCATTCGGC ACCAAGTTCT GCGCCAGCGC AATTCGAGRA
ORE1 7 Bw

CRE1 ref GTGGACCTCA ACAAGTCCGA GCCTTGGGAT TTGCCATGTA AGTGAAACCA AACCAATTCG ATCAATCTAC CTTTCATGTA TTATATTGAT TTTCCTTGAA AAGTTAAAAT TGCAAGTTTG TGTTTAGGGA AAGCCAAAAT GGGAGAAARA
ORE1 7 Fw GTGGACCTCA ACAAGTCCGA GCCTTGGGAT TTGCCATGTA AGTGAAACCA AACCAATTCG ATCAATCTAC CTTTCATGTA TTATATTGAT TTTCCTTGAA ARGTTAAAAT TGCAAGTTTG TGTTTAGGGA AAGCCAAAAT GGGAGAARAA

ORE1 7 Rv ‘GGGAT TTGCCATGTA AGTGAAACCA AACCAATTCG ATCAATCTAC CTTTCATGTA TTATATTGAT TTTCCTTGAA AAGTTAAAAT TGCAAGTTTG TGTTTAGGGA AAGCCCACAAT GGGAGAAARA
QREL zef CT TTTTCTGTGT AAATACCCCA CTGGCTTGAG A TG GA ARGAGATTTT CAGAGGAAAA TCTTTGGTTG GAATGAAGAA AACTCTGGTT
ORE1 7 Fw CT TTTTCTGTGT AAATACCCCA CTGGCTTGAG AACCAACAGG GCCACAGAAG CTGGGTACTG GAAGGCCACA GGGAAAGACA AAGAGATTTT CAGAGGAAAA TCTTTGGTTG GAATGAAGAA AACTCTGGTT
ORE1 7 &v CT TTTTCTGTGT GA AAATACCCCA CTGGCTTGAG AACCARCAGG GCCACAGAAG CTGGGTACTG GAAGGCCACA GGGARAGACA ARGAGATTTT Ci TCTTTGGTTG ARCTCTGGTT
ORE1 ref TTCT A 'T GGGTCATGCA CCAGTACCGA CTCGAGGGAA AATTCTCTGC TCACAACCTC CCAAMAACTG CAAAGGTATA TTATTATTCT CTTCCTTATC TTGCTTTTCA ACTTGGATTT
ORE1 7 Fw TTCTACAGAG GTCGAGCACC CAARGGAGAG AAAAGCAATT GGGTCATGCA CGAGTACCGA CTCGAGGGAA AATTCTCTGC TCACAACCTC CCAARAACTG Cl T CTTCCTTATC TTGCTTTTCA ACTTGGATTT
ORE1 7 Rv TTCT AAMACCAATT CCCTCATCGCA CCACTACCCA CTCGACCGAA AATTCTCTGC TCACAACCTC CCAAAAACTG CAAACCTATA TTATTATTCT CTTCCTTATC TTCCTTTTCA ACTTGGATTT

ORE1 ref GTTTTGATGA TTATGATTGT TGTTTTTGTG GCAGAACGAG TGGGTGATTT GCAGGGTGTT TCAGAAGAGT TCAGCTGGGA AGAAAACTCA TATCTCGGGG ATAATGAGGT TGGACTCTTT TGCTAATGAA TTGGGTTCTT CTGCTCTGCC
ORE1l 7 Fw GTTTTGATGA TTATGATTGT TGTTTTTGTG GCAGAACGAG TGGGTGATTT GCAGGGTGTT TCAGAAGAGT TCAGCTGGGA AGAAAACTCA TATCTCGGGG ATAATGAGGT TGGACTCTTT TGCTAATGAA TTGGGTTCTT CTGCTCTGCC
ORE1 7 Rv GTTTTGATGA TTATGATTGT TGTTTTTGTG GCAGAACGAG TGGGTGATTT GCAGGGTGTT TCAGAAGAGT TCAGCTGGGA AGAAAACTCA TATCTCGGGG ATAATGAGGT TGGACTCTTT TGCTAATGAA TTGGGTTCTT CTGCTCTGCC

ORE1 ref ACCCCTTTCA GATTCTTCGC CTTCTATTGG CAACACTAAA CCTCTGAATG ATTCGGCTTA CGTGCCCTGC TTCTCCAATC CAATTGATGT TCAAAGAAAC CAAGAAGGTG TCTTCGATTC CTTCACCAAC TCTATGTAT GGGGTTTCTT
QRE1 7 Fw ACCCCTTTCA GATTCTTCGC CTTCTATTGG CAACACTAAA CCTCTGAATG ATTCGGCTTA CGTGCCCTGC TTCTCCAATC CAATTGATGT TCAAAGAAAC CAAGAAGGTG TCTTCGATTC CTTCACCAAC TCTATGTATG GGGGTTTCTT
©RE1 7 Av ACCCCTTTCA GATTCTTCGC CTTCTATTGG CAACACTAAR CCTCTGAATG ATTCGGCTTA CGTGCCCTGC TTCTCCAATC CAATTGATGT TCARAGARAC CAAGAAGGTG TCTTCGATTC CTTCACCAAC TCTATGTAT- GGGGTTTCTT

ORELl ref CARATCCTAT GGACATTCTT CCCAGAATGC CACCTTCTGG CTCCTTCTAC TCCACTCAAG GTGTTCAAGC TGCGCCTAAT TTTGCATTTC CTGGTTCTGT TTACACTCTT CACGACCACA CCATCCTGAG AGCTTTGTGT GAAAACAATG
ORE1 7 Fw CAAATCCCAT GGACATTCTT CCCAGAATGC CACCTTCTGG CTCCTTCTAC TCCACTCAAG GTGTTCAAGC TGCGCCTAAT TTTGCATTTC CTGGTTCTGT TTACACTCTT CAGGGCCACA CCATCCTGAG AGCTTTGTGT GAAAACAATG
ORE1 7 Rv (CAAATCCCAT GGACATTCTT CCCAGAATGC CACCTTCTGG CTCCTTCTAC TCCACTCAAG GTGTTCAAGC TGCGCCTAAT TTTGCATTTC CTGGTTCTGT TTACACTCTT CAGGGCCACA CCATCCTGAG AGCTTTGTGT GAAAACAATG

ORE1l ref GTTACAAGCC AGAGAGGGAC ATGATCAGTG TTTCGCAGGA AACGGGTCTA ACTACTGACA TCAACGCTGA AACCTCTTCA AATTTTGATG TGGGTTGGAG GCCCTTTGAG AATCACAATC ATGCATCTGT TTCTGTTGCC CCATTGGATC
ORE1 7 Fw GTTACAAGCC AGAGAGGGAC ATGATCAGTG TTTCGCAGGA AARCGGGTCTA ACTACTGACA TCAACGCTGA AACCTCTTC
ORE1 7 Rv GTTACAAGCC AGAGAGGGAC ATGATCAGTG TTTCGCAGGA AACGGGTCTA ACTACTGACA TCAACGCTGA AACCTCTTCA AATTTTGATG TGGGTTGGAG GCCCTTTGAG AATCACAATC ATGC
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Figura 13. (A) Resultado de amplificacion por PCR a tiempo final de GmORE1 a partir de 8 clones seleccionados de la
placa de transformacion de E. coli con la mezcla de recombinacion de pMDC7 y pENTR2B-GmORE1. Para todos los
clones analizados, asi como para el control positivo, se observa amplificacion de una banda de ~1100 pb. (B) Ensayo de
digestion con Kpnl del plasmido extraido de los ocho clones seleccionados. En las digestiones de los plasmidos
extraidos de los clones 1, 2, 4, 5, 6, 7 y 8 se observa la liberacién de un fragmento de ~1700 pb. (C) Alineamiento de
secuencias de pMDC7-GmORE1 obtenidas por secuenciacion contra la secuencia genémica (codificante con intrones)
de GmORE1 de referencia. La secuencia superior corresponde a la de referencia, la del medio a la de secuenciacién
con el primer directo del plasmido extraido del clon 2 y la de abajo a la de secuenciacion con el primer reverso del
mismo plasmido. (D) Mapa lineal del vector de destino pMDC7 clonado con la secuencia codificante de GmORET via
recombinacion LR. Tanto los sitios de corte para la enzima Kpnl como el fragmento de mayor tamafio que se libera
producto de la digestiéon con la misma, se muestran sefialados en la figura.
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A pesar de este resultado, se optd por proceder con la transformacién de este vector. Se
transformé el plasmido extraido del clon 7 en células de Agrobacterium tumefaciens C58c1
electrocompetentes las cuales se plaquearon en un medio con seleccion para el vector de destino.
Pasadas 48-72 horas se observo crecimiento en la placa y se realizd un PCR de colonia para

verificar la presencia de GmORET1. En la Figura 14 se observan los resultados del mismo.
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Figura 14. Resultado de amplificaciéon por PCR a tiempo final de GmORE1 a partir de 8 clones seleccionados de la
placa de transformaciéon de A. tumefaciens transformadas con de pMDC7-GmORE1. Para los clones 1, 2, 3,4,5,6y 7,

asi como para el control positivo, se observa amplificacion de una banda de ~1100 pb.

Finalmente, a partir de un cultivo liquido se preparé un glicerol para conservar el clon 5 a -86 °C

hasta su posterior utilizacion.

Transformaciéon de Arabidopsis

Se cultivaron plantas de Arabidopsis Col-0 de la linea transgénica proCV1:GUS para transformar
con las construcciones generadas para expresiéon condicional de GmRD26 o GmORE1. Para
asegurar la presencia de la construccion génica, las semillas fueron germinadas in vitro en
presencia de fosfinotricina como medio selectivo, y luego transferidas a tierra. Las inflorescencias
primarias se cortaron para promover un mayor crecimiento vegetativo (Figura 15A). Cuando se
alcanzé un buen numero de botones florales, se procedié a la transformacion. Para ello, se
crecieron precultivos liquidos de las cepas de Agrobacterium tumefaciens con las construcciones
génicas generadas, asi como un control de la bacteria con el vector de destino vacio (pMDC7 sin
clonar), en medio YEP con seleccion. Luego, cada clon fue resuspendido en un tubo diferente con
solucion de infiltracion. Para la transformacion en si, se siguié un protocolo similar al descrito por
Clough & Bent (1998), s6lo que en lugar de realizar inmersion floral en la solucion de infiltracion,
se coloco una gota de la solucién de infiltracion en cada botén floral usando una pipeta (Figura
15C). Luego las plantas se dejaron cubiertas con una lamina de plastico durante 24 horas en el

cuarto de cultivo. El procedimiento de transformacién se realizé 4 veces por planta para aumentar
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la eficiencia de transformacion. Finalmente, se dej6 que las plantas produjeran vainas con semillas

y se cosecharon. En la Figura 15 se presentan algunas imagenes del proceso.

Figura 15. Fotografias de la transformacion de Arabidopsis thaliana proCV1:GUS linea 31. (A) Inflorescencia primaria.

(B) Planta jéven con algunas inflorescencias. (C) Transformacién empleando Agrobacterium tumefaciens como medio
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para insertar el gen de interés en el genoma de la planta. (D) y (E) Fotos de vainas inmaduras tomadas semanas

después de haber transformado las flores con Agrobacterium tumefaciens con la construccién génica.

|dentificacion y caracterizacion molecular de lineas transgénicas

Se colectaron todas las semillas producidas por las plantas transformantes (casi 2 gramos en total
para cada transformacién). Una alicuota de aproximadamente 300 mg de semillas se esterilizé de
forma superficial y se sembraron en placas de MS %2 con higromicina y plant preservative mixture
(ppm) como agentes de seleccién. Luego de la emergencia de las plantulas, se seleccionaron
aquellas que presentaron un crecimiento destacado con respecto a las demas. Aproximadamente
30 plantas resistentes al medio selectivo, transformadas con la construccidn para la expresién de
GmRD26, fueron seleccionadas y trasplantadas por separado en almacigueras individuales. En la

Figura 16 se presentan imagenes del procedimiento.

Figura 16. Fotografias del proceso de seleccidon y trasplante de transformantes de Arabidopsis thaliana proCV1:GUS
resistentes a medio con higromicina. (A), (B) y (C) Imagenes del proceso de germinacion de plantulas en medio con
seleccion por Higromicina. Aquellas que presentan mejor crecimiento con respecto a las demas (sefialadas con una
flecha roja), podrian potencialmente haber incorporado la construccion génica. (D) y (E) Las plantulas seleccionadas
fueron transferidas a almacigos separados para seguir su crecimiento y realizar caracterizaciones moleculares de forma

individual.
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La caracterizacion molecular fue realizada para las plantas transformadas con las construcciones
pMDC7-GmRD26 y con el vector vacio ya que fue con las que se avanzé mas rapidamente para
su generacion. Para verificar si dichas plantulas incorporaron la construccién, realizamos
extraccion de DNA gendmico de un pequefo fragmento de hoja de cada planta. Se seleccionaron
10 lineas de cada transformacion. En el caso de las plantas transformadas con la construccion
pMDC7-GmRD26 se amplific6 el gen GmRD26 empleando los primers FwRD26-Kpnl y
RvRD26-Xhol Se esperaba la amplificacion de un fragmento de 1033 pb y en la Figura 17A se
observa la amplificacién de un fragmento de tamarfo esperado, para 9 de las 10 lineas (la numero
4 no presenta amplificacion). Para las plantas transformadas con el vector vacio se amplificé el
gen de higromicina (presente en el vector de expresion) por PCR a tiempo final y los resultados se
muestran en la Figura 17B. Se esperaba un fragmento de 442 pb y observamos que en 9 de las

10 lineas seleccionadas un fragmento de tamano esperado (la linea 9 no presenta amplificacion).
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Figura 17. (A) PCR a tiempo final para amplificar GmRD26 a partir de DNA gendmico extraido de las 10 lineas
seleccionadas de la transformacion. Como control positivo se empleé pENTR2B-GmRD26 1 ng/uL y como control
negativo se usé gDNA de A. thaliana Col-0. (B) PCR a tiempo final para amplificar el gen de resistencia a higromicina
presente en el vector de destino a partir de DNA genémico extraido de las 10 lineas seleccionadas de la transformacion.

Como control positivo se empleé pMDC7 1 ng/uL y como control negativo se usé gDNA de A. thaliana Col-0.
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Discusion

El proyecto en el cual se enmarca este trabajo, intenta desarrollar una estrategia para retrasar la
senescencia inducida por estrés (estrechamente relacionada con un aumento en la expresion de
CV1) al mismo tiempo que se mantiene inalterada la senescencia natural (mas relacionada con la
expresion de CV2). Los factores de la familia NAC presentan un rol importante en la regulacién de
la respuesta a estimulos de estrés abiético (no exclusivamente) y su induccién ante estas
condiciones ha sido demostrada anteriormente. Por lo tanto, consideramos que seria posible que
estos factores tengan una relevancia importante en la modulacion de vias de rescate de nutrientes
como lo es la de CVV.

Varios estudios han intentado desarrollar estrategias de retraso de la senescencia por knockout o
knockdown de diversos genes, dentro de los cuales se encuentran los genes ATG. En el caso de
los mutantes afectados en procesos de autofagia, es comun que presenten fenotipos de
hipersensibilidad a la deficiencia de nutrientes y senescencia natural acelerada (resultando en el
efecto contrario al esperado) (Qi et al., 2023). Incluso, se ha visto que algunos genes ATG en
Arabidopsis participan con un rol activo en hacer frente a la senescencia. A modo de ejemplo, en
Liu et al. (2009) se constaté que aquellas plantas que presentaron el gen AtATG18a silenciado por
iRNA, presentaron mayor sensibilidad al estrés hidrico y osmotico. Demostrando asi el rol
importante de este gen en la respuesta al estrés.

También se ha intentado este enfoque aplicado a la eliminaciéon de otras rutas vesiculares
independientes de autofagia, como la de senescence associated vacuoles por knockout de
AtSAG12. En el caso de esta cistein proteasa, pareceria estar involucrada en la removilizacion de
nitrégeno por lo que su silenciamiento como estrategia para reducir la senescencia no presenta un
balance costo/beneficio positivo desde un punto de vista productivo (James et al., 2019).

Por otro lado, en el estudio publicado por Ahouvi et al. (2022) generaron un mutante knockout de
CV en tomate (Solanum lycopersicum), y observaron un fenotipo de tolerancia al estrés hidrico sin
haber detectado efectos negativos adversos, como un retraso en la senescencia natural o un
compromiso en el rendimiento. Ademas, tanto el trabajo de Blumwald & Wang (2014) como el de
Sade et al (2017) (mencionados en la introduccion) dejan en claro que la sobreexpresion
inducible de CV, tanto en arroz (Os) como en Arabidopsis (At), genera un fenotipo de senescencia
acelerada, mientras que el silenciamiento de este gen retrasa la senescencia inducida por estrés
abiético. Estos resultados sugieren que la regulaciéon negativa de CV podria, por un lado tener
efectos positivos en el mantenimiento de la estabilidad de los cloroplastos, y por otro retrasaria la
senescencia inducida por algunos factores abidticos (o visto desde otro angulo, aumentar la
resistencia al estrés abidtico) (Blumwald & Wang, 2014; Sade et al., 2017; Fleitas et al., 2023). En
base a todo esto, se podria presumir que interrumpir la via de degradacion por CV17 en soja,

podria ser una buena estrategia para retrasar la senescencia inducida por estrés, sin generar
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otros efectos adversos no deseados. A nivel de la regidon promotora de este gen, se podrian
generar modificaciones en los elementos en cis, y de esta forma se podria reducir la afinidad de

los activadores de la transcripcion.

Promotor de CV1 & CV2

Como fue analizado por Fleitas et al. (2023) y como se constatd en el analisis in silico de este
trabajo, la region promotora de los genes GmCV1 y GmCV2 estan diferencialmente reguladas.
Las secuencias promotoras de ambos genes presentan grandes diferencias, principalmente en la
presencia y abundancia de diferentes elementos de respuesta en cis. Por mencionar algunos, en
proCV2 se identifican varios elementos CG-1, b-HLH, SEF1 & SEF4, que son menos abundantes
o directamente estan ausentes en proCV1 (Fleitas et al., 2023). Por otro lado, en proCV1
(ilustrado en la Figura 2) se encuentran con mayor abundancia sitios de unién para factores de
transcripcién de respuesta a auxinas, para factores GATA y SBP, ambos caracterizados con roles
en el desarrollo y el crecimiento (Abdullah et al., 2018; Guo, Ren, et al.,, 2021). También se
observan elementos de respuesta a factores MYB, para los cuales se han identificado roles en las
vias de tolerancia al estrés hidrico disparadas por acido abscisico, con participacion en la
modulaciéon de movimientos estomaticos (Cominelli et al., 2005), como activador vias de respuesta
a este tipo de estrés (Abe et al., 2002) y en el crosstalk de sefiales disparadas por ABA y auxinas
(participando en la integracién de ambas vias) (Seo et al., 2009). Por ultimo, se hallaron multiples
sitios de respuesta a factores de transcripcion NAC. Los mismos constituyen una familia enorme
de factores de transcripcion en plantas con participaciéon en diversos procesos como respuesta a
estrés biotico y abidtico (Nakashima et al., 2007; Shao et al., 2015) y cuyas implicancias se
discuten mas adelante.

La presencia de esta clase de elementos de respuesta, sugiere que la regulacion de la expresion

de CV1 estaria orientada hacia la respuesta a estimulos ambientales, particularmente abidticos.

Rol de los factores NAC

Ambos factores de la familia NAC objeto de estudio de este trabajo, fueron previamente
caracterizados en Arabidopsis. Su posible ortdlogo en soja fue identificado por homologia de
secuencias y a la fecha no hay trabajos que profundicen en la caracterizacion de dichos genes
candidatos ni de la proteina para la que codifican en soja. De todas formas, es un acercamiento
valido tratar reconocer los patrones identificados para estos moduladores de la transcripcion en
otras especies, tratando de establecer una similitud con lo que podria ocurrir en soja.

Un estudio que busco identificar el gen ortélogo a AfRD26 en soja también concluydé que
Glyma.06G248900 era un buen candidato. En el mismo, Freitas et al. (2019) evaluaron por

RT-gPCR el perfil de expresion del mismo en plantas de soja sometidas a 3 tratamientos, PEG
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(10% m/v), acido abscisico (150 mM) y sequia. En todos los tratamientos se identificé una
regulacién positiva de la expresion del mismo, con un cambio de hasta 25 veces en la expresion a
en hoja y 10 veces en raiz en condiciones de sequia luego de 12 horas de tratamiento. Ademas,
de la misma forma que se observa en estudios en Arabidopsis, en soja también hay un aumento
importante en la transcripcion de este gen cuando la planta es tratada con acido abscisico
(Takasaki et al., 2015; Freitas et al., 2019). Esta induccién ante condiciones de estrés hidrico,
podria estar relacionada con una participacion de este factor NAC en la respuesta a este tipo de
estrés y quizas en la via de degradacion cloroplastica por CVVs.

En Arabidopsis, el sitio de unién de RD26 a proAtCV fue caracterizado y presenta una secuencia
tipo: CTGr(n5-6)YACGyhayy para el primer sitio de union, y rgwnDnY(n8-9)YACCGtmwecy para el
segundo identificado (R=A0G,Y=CoT, M=AoC,W=AoT H=ACoT,V=ACoG,D=
A, G o T). Si bien ambas secuencias difieren bastante, los autores del trabajo plantean que las
secuencias CGT y YACG parecerian ser criticas para que se de la union (especialmente esta
ultima que se encuentra en ambas secuencias) (Kamranfar et al., 2018). Si bien en proCV1 de
soja no se logré identificar una secuencia de union igual a la descrita, si se localizé una secuencia
similar a parte del segundo sitio de unién, RGWNDNYYA, solapante con el sitio NAC en -67 pb del
SIT y con la secuencia YACG 21 pb downstream del mismo.

Por otro lado, el sitio de uniéon de ORE1 en proAtCV también fue caracterizado y para este factor
existe un mayor consenso en la secuencia de unién al DNA. En Inseop et al. (2023) el sitio de
unién caracterizado para este ‘maestro regulador de la senescencia’ es una secuencia de 7 pb,
TTNCGTGA.

Aislamiento de factores NAC

En su secuencia gendémica, tanto GmRD26 como GmORE1 presentan 2 intrones. En ambos
casos, la secuencia del dominio NAC de la proteina es interrumpida por el primer intrén. Esto
concuerda con lo reportado por Melo et al. (2018) donde se indica que el dominio NAC esta
codificado en una secuencia que da lugar a 150-200 aminoacidos conservados, y que a nivel
genomico se encuentra interrumpido por un intrén.

La amplificacion de GmRD26 no supuso un problema para la realizacién de este trabajo.
Posiblemente, esto fue debido a un correcto manejo experimental asi como la presencia de una
buena cantidad de transcrito en la muestra de partida para la amplificaciéon (que ademas es
respaldado por los datos de transcriptomica presentados en la Figura 4). Ademas, los primers
empleados para la PCR si bien presentaban extremos con sitios de restriccion no
complementarios a la secuencia adyacente, su tamafo era de 9 y 10 pb (sentido y antisentido
respectivamente) y existia una complementariedad parcial entre algunas bases del extremo

agregado y la secuencia adyacente en la hebra hibridada. En el caso del primer sentido, la
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cantidad de mismatches generadas por el agregado de bases es de 5 de 9 mientras que para el
antisentido es de 4 de 10, en ambos casos con mismatch en las 2 bases mas préximas a 3’. En
principio, el agregado de una secuencia corta y parcialmente complementaria (correspondiente al
agregado del sitio de restriccidon) pareceria no haber tenido un gran impacto en la capacidad de
hibridacion de los cebadores; la hibridaciéon absoluta era de 44% para la hebra sentido y de 60%
para la antisentido.

La amplificacion de GmORE1, en cambio, requirié poner a punto el protocolo de una forma mas
ardua. Si bien los primers empleados en esta amplificacion son de largo similar a los empleados
para amplificar GmRDZ26, la cantidad de bases no complementarias es superior. En el caso del
cebador de la hebra sentido, 4 de 9 pb no son complementarios mientras que en la antisentido 7
de 12. De la misma forma que en el caso anterior, hay un mismatch en las 2 bases mas proximas
a 3 y en forma absoluta la hibridacién era de 55% para la hebra sentido y de 42% para la
antisentido. Es posible que la eficiencia de los primers haya tenido un impacto negativo en la
amplificacién del transcrito. A su vez, los ensayos de transcriptémica indican que el fold change en
la expresion de GmORET no es tan agudo como en el caso de GmRD26 (1,3 versus 6,3 veces),
indicando que quizas el molde de partida para la amplificacién fue escaso. En la Figura 6C, se
constata que efectivamente hubo amplificacion con el par de cebadores empleados, pero no
podemos asegurar que se trata de un unico producto de amplificacion. A juzgar por los resultados
obtenidos posteriormente, posiblemente la extraccion de RNA total de las muestras de soja quedé
contaminada con DNA gendmico, suficiente para ser posteriormente amplificado por PCR. En
conexién con esto, el tratamiento con DNAsa luego de la extraccién fue realizado de acuerdo a lo

establecido, y el protocolo de extraccién de RNAs totales y sintesis de cDNA se realiz6 2 veces.

Generacion de vectores de expresion transitoria

El sistema de clonado Gateway, permiti6 generar 2 construcciones que de ser correctamente
transformadas, tienen potencialidad de funcionar como un switch donde la transcripcion del gen
NAC, es inducible por el agregado de B-estradiol. En este sentido, hemos generado dos sistemas
de expresion transitoria que permitiran el estudio de la accion de las proteinas GmORE1 y
GmRD26 en la modulacion del promotor de GmCV1 en plantas de Arabidopsis. Esto representa
una gran ventaja, en contraposicién a la generacion de transgénicos que presentan expresion
constitutiva (o no transitoria) de genes como los que son objeto de estudio en este trabajo
(involucrados en respuestas fisiologicas como senescencia), cuya sobreexpresion es
potencialmente letal. La expresion de factores de transcripcion implicados en respuestas. En este
tipo de casos, la capacidad de controlar la expresion génica de forma dependiente de dosis (de
acuerdo al agregado de B-estradiol) y temporal permite realizar un seguimiento mayor, del efecto

de las proteinas para las que codifican dichos genes. Ademas otra de las ventajas de este sistema
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es que la misma planta donde evaluamos la expresion del factor de transcripcion, en estado de

no-induccion (sin agregado de B-estradiol) actia como control negativo.

Ventajas y desventajas de la estrategia

Una estrategia de trabajo valida podria haber sido transformar en Arabidopsis con proCV1:GUS y
el sistema inducible en un mismo evento de transformacién. La ventaja de la estrategia empleada
estd en que, al sobretransformar la linea transgénica de Arabidopsis thaliana que ya fue
transformada con proCV1:GUS, partimos de un sistema donde el efecto de posicion de la
insercion de proCV1:GUS es el mismo para todas las plantas transformadas en este trabajo. Es
decir, el efecto posicional producto de la integracion de proCV1:GUS en una region del genoma es
el mismo para todas las plantas que fueron sobretransformadas. Esto representa una ventaja
porque permite reducir la cantidad de variables que participan en la regulacién de la actividad del
gen reportero.

Una de las principales desventajas de este sistema en el trabajo en plantas de soja es que la
actividad del mismo pareceria ser desregulada por la presencia endoégena de fitoestrogenos (Zuo
& Chua, 2000).

Clonado de la secuencia de GmORE"1

Debido a la dificultad presentada en la amplificacion de la secuencia codificante de GmORET1, el
paso de generacién del vector de entrada resulté dificultoso. La verificacion de la incorporacion del
inserto de tamano esperado se vio afectada debido al ensayo de restriccién empleado. La enzima
de restriccion Ncol presenta un sitio de corte CCATGG, el cual se genera en la secuencia
codificante de GmORE1 por remocioén del primer intrén. A priori, como el vector no presenta un
sitio de corte, se esperaba que en caso de haber clonado la secuencia gendmica no hubiese corte
por la enzima. Resulté que el primer empleado para amplificar la hebra sentido del gen presenta
en las bases agregadas para generar el sitio de restriccion de Kpnl, una parte del sitio de
reconocimiento y corte de Ncol (concretamente CC), que se termina de completar con las bases
del primer que hibridan la secuencia (ATGG). De esta forma, se generd un sitio no previsto de
corte para la enzima. Por otro lado, se observa en la Figura 10C que el patron de restriccion del
clon 2 presenta una banda de 800 pb y otra de 200 pb (que en los otros clones sélo aparece una
de ~1000 pb). Este patron de corte se corresponde con el clonado de la secuencia codificante de
GmORE1. Lo extrafio es que el resultado de secuenciacion de este plasmido, devolvié la
secuencia genodmica (con intrones) del gen, lo cudl a priori no se corresponde con el resultado
observado en el ensayo de digestion. Atribuimos esta discrepancia de resultados a un error en el
etiquetado de las muestras de plasmido extraidas de los clones analizados. Debido a esto,

también se realizé la recombinacion LR con este clon, lo que resulté en un vector de expresion
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para la secuencia codificante de GmORET con intrones. Esto no necesariamente representa un
problema; se buscé transformar la regién codificante de la proteina porque como la expresion
ocurre en un sistema heterdlogo, queriamos asegurar que se exprese la proteina producto de la
secuencia codificante especifica. Esta técnica permite descartar la posibilidad de que se
promueva el procesamiento del mRNA en una variante de splicing no deseada (ambos genes
presentan 2 intrones y 3 exones). Para verificar si efectivamente ocurre el procesamiento 6ptimo
de este mensajero, se podria realizar extraccion de RNA a partir de muestras de la planta bajo
induccién de la transcripcion del factor, sintetizar cDNA y enviar a secuenciar. Esto permitiria
verificar el procesamiento del transcrito y constatar si ocurre splicing alternativo al esperado
(aunque a la fecha, no hayan variantes reportadas de splicing para ninguno de los 2 genes). De
todas formas, evidencia publicada hace varios afios, que en el ultimo tiempo ha adquirido mayor
relevancia, indica que los intrones parecerian actuar como una fuerza primaria en la expresion de
determinados genes, algo que pareceria contradecir el paradigma establecido en este campo
(Rose, 2019). Trabajos publicados hace mas de 20 anos, ya concluian que la ausencia de uno o
mas intrones en el gen de la enzima Alcohol deshidrogenasa 1 (Adh1) de Zea mays L. (maiz)

modulaba negativamente la expresion del mismo hasta 100 veces (Callis et al., 1987).

Transformaciéon de Arabidopsis thaliana

La transformacion del vector de expresion se realizé sobre plantas de A. thaliana que presentaban
en su genoma la construcciéon proCV1:GUS. La principal ventaja de trabajar sobre este sistema
heterélogo esta en que la actividad medida de GUS deberia depender en buena medida de la
modulacion por el factor de transcripcion. Si bien ambos sistemas estan evolutivamente
relacionados, a priori, podriamos suponer que el efecto de los moduladores de la transcripcion de
Arabidopsis no deberian tener un efecto significativo en la modulaciéon de proCV1 de soja bajo la
condicion de induccién de expresion. De todas formas, en caso de que esto ocurra, seria
evidenciable en las plantas transformadas con el vector vacio. En ese caso, este control nos
permitiria detectar si hay alguna proteina de Arabidopsis, capaz de modular la expresion de GUS
a nivel de proCV1 o si el sistema presenta fugas (leaks o eventos de transcripcion que no resultan
de una induccion voluntaria).

La transformacién de plantas se realizé6 con un método similar al de Clough & Bent (1998) sélo
que se optd por depositar una gota de la solucion de infiltracién en cada flor, en lugar de hacer un
dip floral. En base a la experiencia en trabajos similares en el laboratorio, hemos determinado que
este método incrementa la eficiencia de transformacion, asi como disminuye la posibilidad de

proliferacion de hongos (que perjudican el avance del ensayo).
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Conclusiones y perspectivas

Se logré generar los vectores de expresion inducible para ambos factores de transcripcion de la
familia NAC: GmRD26 y GmORE1, empleando el sistema de clonado Gateway LR. Los mismos
fueron satisfactoriamente transformados en Arabidopsis thaliana transgénicas con proCV1:GUS y
se cosecharon las vainas producidas por las mismas. Una alicuota de las semillas de las plantas
transformadas con el vector de expresion de GmRD26 fue sembrada en medio con seleccion y se
selecciond aquellas que presentaron crecimiento destacado se trasplantaron a tierra.
Posteriormente, se logré realizar la caracterizacion molecular de la presencia o ausencia de
GmRD26 en el genoma de la planta por amplificacion del gen a partir de una extraccion de DNA
genomico. Finalmente, se obtuvieron 9 lineas que resultaron positivas y que aparentemente
incorporaron el gen.

Como perspectiva a futuro, se cosecharon las semillas de las plantas transformadas con
GmORE1 y estan almacenadas para su posterior germinacion, seleccién y caracterizacion

molecular. A partir de estas, se deberian poder obtener lineas que hayan incorporado el transgén.

Ambos sistemas seran de utilidad para continuar dilucidando los mecanismos a través de los
cuales se regula la actividad del promotor de GmCV1. Estos ensayos permitiran aceptar o negar la
hipétesis de que estos 2 factores de transcripcion de la familia NAC, GmORE1 y GmRD26,
promueven la transcripcion de CV1 y por lo tanto participan en la induccion de la senescencia
cloroplastica por esta via independiente de autofagia. A futuro se podrian desarrollar ensayos de
induccién con B-estradiol sobre estas lineas transgénicas y medir la actividad de GUS. Incluso,
una de las ventajas del sistema Gateway es que una vez se tiene el gen clonado en un vector de
entrada, podemos subclonarlo en otro vector de destino optimizado para otro tipo de ensayos que
permitan por ejemplo, determinar si el factor de transcripcion interactua con otra proteina a nivel
del nucleo (por ej. mediante un ensayo de inmunoprecipitacion). Quizas seria interesante analizar
qué ocurre cuando se induce la expresion de estos factores transcripcion en soja con un fenotipo
de tolerancia a estrés hidrico, ¢qué genes se verian diferencialmente regulados?;Se mantiene el
fenotipo de tolerancia? etc.

Por otro lado, estos vectores de expresion podrian ser empleados en otros trabajos. Actualmente,
otra linea de este proyecto esta trabajando con la generacion de mutaciones puntuales en el
promotor de CV1, cuyo efecto en los niveles de transcripcion del gen se podrian medir por
co-transformacién del vector de expresion generado en este trabajo. Es decir, si estos factores de
la familia NAC inducen transcripcién de CV1, entonces se podria analizar qué regiones del
promotor efectivamente participan en la regulacion de la transcripcion mediada por alguno de

estos 2 factores NAC (o0 ambos).
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Anexo

Abreviaciones

DNA - deoxyribonucleic acid (acido desoxirribonucleico).

RNA - ribonucleic acid (acido ribonucleico).

cDNA - copy Deoxyribonucleic acid (acido desoxirribonucleico copia).

CVV - chloroplast vesiculation vesicles (vesiculas de vesiculacion cloroplastica).
At - Arabidopsis thaliana.

Gm - Glycine max.

proCV1 - promotor de CV1.

ON - overnight (toda la noche).

NTES - NaCl, Tris-HCI, EDTA, SDS.

EDTA - ethylenediaminetetraacetic acid (acido etilendiaminotetraacético)

rpm - revolutions per minute (revoluciones por minuto).

DEPC - diethylpyrocarbonate (dietilpirocarbonato).

LB - lysogeny broth.

YEP - yeast extract peptone.

DO - difraccion optica.

MS - Murashige y Skoog.

TAE - tris, acetate & EDTA (tris, acetato y EDTA).

TE - tris EDTA.

CTAB - cetyltrimethylammonium bromide (bromuro de hexadeciltrimetilamonio).
gDNA - genomic deoxyribonucleic acid (acido desoxirribonucleico genémico).
NAC - NAM (no apical meristem), ATAF1/2 y CUC2 (cup-shaped cotyledon).
PCR - polymerase chain reaction (reaccién en cadena de la polimerasa).
CDS - coding sequence (secuencia codificante).

UTR - untranslated region (region no traducida).

ATG - autophagy (autofagia).

iRNA - interference ribonucleic acid (acido ribonucleico de interferencia).
SDS - sodium dodecyl sulfate (dodecilsulfato sédico).

EtOH - ethanol (etanol).
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Figuras anexas

BamHI (483)
KpnI (493)

Primer Fw (496 .. 515)

PENTR2B-GmRD26
3295 bp

BamHI (1186)

(1486 .. 1515) Primer Rv Xhol (1510)

Figura A1. Mapa del vector de entrada pENTR2B clonado con la secuencia codificante de GmRD26. Se sefialan los
sitios de restriccion de las enzimas empleadas en la verificacion por ensayos de restriccion, asi como el tamafio tedrico

de los fragmentos que se liberarian, el inserto y la posicién donde los primers empleados para amplificar el mismo

hibridan.




KpnI - Neol (493)

Mcol (678)

PENTR2B-GmORE1
3342 bp

Xhol (915)

NotI (1549)
Primer Rv (1520 .. 1556) @
(1566) Xbal Xhol (1557)

Primer Fw (489 .. 513) @

Figura A2. Mapa del vector de entrada pENTR2B clonado con la secuencia codificante de GmORE1. Se sefalan los

sitios de restriccion de las enzimas empleadas en la verificacion por ensayos de restriccion, asi como el tamafio tedrico

de los fragmentos que se liberarian, el inserto yla posicién donde los primers empleados para amplificar el mismo

hibridan.
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Figura A3. Mapa del vector de entrada pMDC7 clonado con la secuencia codificante de GmORE1. Se sefialan los sitios
de restriccion de las enzimas empleadas en la verificacion por ensayos de restriccion, asi como el tamafio teérico de los

fragmentos que se liberarian, el inserto y la posicion donde los primers empleados para amplificar el mismo hibridan.
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Figura A4. Mapa del vector de entrada pMDC7 clonado con la secuencia codificante de GmRD26. Se sefialan los sitios
de restriccion de las enzimas empleadas en la verificacion por ensayos de restriccion, asi como el tamafio tedrico de los

fragmentos que se liberarian, el inserto y la posicién donde los primers empleados para amplificar el mismo hibridan.

Primeros pasos de clonado de GmORE1 en pENTR2B

Para la generacion del vector de entrada pENTR2B-GmORE1, en primera instancia se optd por
seguir un protocolo similar al de la generacién de pENTR2B-GmRD26. Una vez se amplific la
secuencia a partir de cDNA, se digiri6 tanto el vector como el inserto con Kpnl y Notl. Ademas, el
vector fue desfosforilado para prevenir autoligacién (aun habiendo generado extremos no
re-ligables). Se llevé a cabo la reaccion de ligacion ON con proporciones vector e inserto 1:3. Esta
mezcla se transformé en células E. coli TOP10 electrocompetentes y se plaquearon en medio con

seleccion. De las colonias obtenidas, 8 fueron chequeadas mediante PCR de colonia amplificando
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la secuencia de GmORET. En la figura A5 se muestra el resultado de dicho ensayo, donde se
esperaba obtener un fragmento de 1315 pb.

Se realizé minipreparacioén para 6 de los 8 clones (positivos en el ensayo descrito anteriormente) y
se verifico la presencia del inserto mediante un ensayo de digestion con la enzima Xhol. Esta
enzima presenta un sitio de corte en el vector y en la secuencia codificante del gen. En la figura
A5B se presentan los resultados del mismo, esperabamos ver un fragmento de 632 pb y otro de
2677 pb. Debido a que las bandas observadas en el gel no permitieron concluir acerca de la
identidad del fragmento clonado, se optd por realizar otro ensayo de digestion. Para este, se
emplearon las enzimas Ncol, que presenta un sitio de corte en el gen (que se forma por
procesamiento del 1er intron en direcciéon 5 a 3’), y Xbal que presenta un sitio de corte en el
vector. En la figura A5C se presentan los resultados del ensayo de digestién, para el cual se
esperaban un fragmento de 886 pb y otro de 2453 pb. Si bien se observa un fragmento de ~2400
pb, se obtuvo una banda cerca de 1159 pb del marcador de peso molecular. Debido a que este
resultado no concordd con lo esperado, se optd por amplificar el gen a partir de estos plasmidos y
correr un gel de agarosa 1%, de largo suficiente como para aumentar la resolucion de bandas. En
la figura ASD se observan los resultados de la amplificacion, donde se observa un fragmento de
tamano superior al esperado de 1074 pb. A raiz de este resultado, se opté por comenzar de nuevo

volviendo a amplificar el gen a partir de una muestra de cDNA.
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Figura A5. (A) Amplificacion por PCR a tiempo final de GmORE1 a partir de 9 clones seleccionados de la placa de

transformacion de E. coli con la mezcla de ligacién de pENTR2B y GmORE1. Se observa que en todos los clones, asi
como el control positivo, se observa amplificacion de una banda de ~1200 pb. (B) Ensayo de digestion con Xhol del
plasmido extraido de los clones 2, 3, 4, 5, 6 y 7. Se observa la liberacion de un fragmento de ~600 pb y otro de ~2500
pb. (C) Ensayo de digestion con Xbal y Ncol de plasmidos extraidos de los clones 2 y 3. Para ambas digestiones se
observa una banda de ~2400 pb y otra de ~1200 pb. (D) Amplificacién por PCR a tiempo final de GmORE1 usando
como molde los plasmidos extraidos de los clones 2 y 3. (E) Diagrama lineal del vector pENTR2B clonado con la
secuencia codificante de GmMORE1. En el mismo se muestran sefialados los sitios de restriccion para las enzimas
empleadas en los ensayos de restriccion, asi como los fragmentos que se liberarian de la digestion con las mismas.
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