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RESUMEN
La soya (Glycine max) es un cultivo de gran importancia a nivel mundial por su alto contenido
proteico y oleaginoso. Esta semilla es ampliamente utilizada en el consumo tanto humano como
ganadero. Sin embargo, el alto contenido de &cido fitico presente de manera natural en la semilla,
ademéas de ser altamente contaminante, reduce la asimilacion de iones metalicos en los
consumidores, asi como la biodisponibilidad de estos en suelos agricolas. Por otro lado, el
rendimiento de la cosecha se ve reducido de un 25 a 30% debido al mal manejo de malezas durante
su siembra. La ingenieria genética ha permitido durante los Gltimos afios el desarrollo y produccion
de plantas de soya mejoradas. No obstante, la liberacién comercial de estos cultivos se encuentra
regulada por la LBOGM. Para lograr una liberacion no regulada del cultivo de la soya se propone
el uso de la técnica CRISPR-Cas9 para realizar cambios puntuales en dos genes que le confieran a
la semilla de la soya un menor contenido de &cido fitico y que reduzca la susceptibilidad de la
planta a los herbicidas utilizados para el control de malezas. Entre los resultados obtenidos destacan
la obtencion de una plataforma para edicién de genoma en los genes IPK y AHAS de la soya,
empleando la cepa hipervirulenta de Agrobacterium tumefaciens AGL1, el disefio de gRNAs para
editar los genes mencionados y la obtencidn de plantas transgénicas que cuentan con el cassette de

edicion de plantas dicotileddneas.
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ABSTRACT
Soybean (Glycine max) is an important crop employed worldwide, due to its high protein and oil
content. This seed is widely used for both human and animal consumption. However, its high phytic
acid content in seeds poses a problem, since it is a highly polluting agent, reduces metallic ion
assimilation and bioavailability in agricultural soil. On the other hand, the crop yield is reduced
from 25 to 30% due competence with weeds during its sowing. Genetic engineering has allowed
the development and production of improved soybean plants. Nevertheless, the commercial release
of these crops is regulated by the LBOGM. To achieve a non-regulated released of the soybean
crop, we propose the use of CRISPR-Cas9 to induce point mutations in two genes that would
decrease the phytic acid content and induce herbicide resistance for weed management. Among the
results obtained we highlight obtaining a platform for genome editing in Glycine max genes IPK
and AHAS, employing the hypervirulent Agrobacterium tumefaciens strain AGL1. The gRNA
design to edit the mentioned genes and the transgenic plants obtained which have the editing

cassette for dicot plants.



INTRODUCCION

Los cultivos vegetales de interés agricola se encuentran expuestos a agentes estresantes ya sean
bidticos o abidticos. Naturalmente, las plantas que se encuentran sometidos a cualquier tipo de
estrés logran responder de manera positiva a estos, desde sequias e inundaciones, hasta suelos
salinos y patdgenos. Producto de este comportamiento, los cultivos tanto comerciales como no
comerciales han sido objeto de estudio en las diversas ramas de la biotecnologia vegetal, con la
finalidad de entender los mecanismos por los cuales estos se han vuelto tolerantes.

El primer paso para realizar el estudio y desarrollo de variedades de interés agro biotecnoldgico
consiste en la identificacion de fenotipos de interés para el cultivo de variedades resistentes y/o
tolerantes a diversos tipos de estrés, resultantes de mutaciones génicas (Oladosu et al., 2016).
Particularmente, se han desarrollado estrategias para el analisis gendmico funcional en plantas.
Ademas, el desarrollo de técnicas de mejoramiento tradicional y no tradicional en plantas, han sido
ampliamente estudiados para su aplicacién. En conjunto, todo lo anterior se ha vuelto fundamental
para el desarrollo de nuevas variedades de especies de interés agricola, las cuales se espera, cuenten
con caracteristicas capaces de mejorar su potencial econémico (Lakhanpaul, 2006).

En ese sentido, la seleccidn de caracteristicas deseadas se puede llevar a cabo mediante el uso de
diferentes marcadores, ya sean puede morfoldgicos, bioquimicos o fenotipicos. Sin embargo, lo
anterior puede conllevar a diversas implicaciones genotipicas. Debido a ello, durante las Gltimas
décadas se han desarrollado marcadores de DNA, los cuales son una herramienta prometedora para
identificar en el genoma regiones en las cuales un unico nucle6tido difiere en los alelos de una
especie llamados Polimorfismos de nucle6tidos tnicos (SNPs) (Yin, Gao, & Qiu, 2017) Los SNPs
se presentan como una estrategia prometedora para la generacion de mutaciones (sustituciones) las

cuales representaran en la especie vegetal de interés una mejora durante su cultivo y cosecha. Para
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cumplir el objetivo de mejoramiento agrobiotecnoldgico, se han desarrollado estrategias que
permiten la mutacién de sitios especificos en una secuencia dada de DNA, esta estrategia es

denominada modificacidn genética dirigida (TGM) o edicion gendémica (Chen & Gao, 2015).

Edicion de Genomas

La edicion del genoma se define como el conjunto de técnicas desarrolladas para producir
modificaciones especificas y dirigidas en secuencias nucleotidicas, permitiendo la modificacion de
un determinado locus mediante sustituciones, deleciones o inserciones en sitios determinados del
genoma (Belhaj, Chaparro-Garcia, Kamoun & Nekrasov, 2013).

Una de las estrategias que se han utilizado a lo largo de los afios para la investigacion funcional de
genes y las aplicaciones biotecnoldgicas es la modificacion genémica dirigida (TGM). Dicha
estrategia ha sido ampliamente aplicada a organismos como la mosca de la fruta, ratones, células
humanas y plantas (K. Chen & Gao, 2015).

La modificacion genética, sin embargo, encuentra en el desarrollo de estrategias confiables y
eficientes para introducir cambios dirigidos en el genoma, su mayor desafio (Guha, Wai, &
Hausner, 2017a). Para lograr la modificacion o edicién genéticas cuales se basan en el uso de
nucleasas compuestas de dominios especificos de union a DNA, se han desarrollado principalmente
tres plataformas de edicion: (1) Nucleasas dedos de Zinc (ZFN), (2) Nucleasas de Efectores
Activadores de la Transcripcion (TALENS) y (3) el sistema Repeticiones Palindrémicas cortas
agrupadas y regularmente interespaciadas (CRISPR) y la proteina asociada a CRISPR (Cas). Estas
nucleasas inducen la ruptura de DNA de doble cadena (DSBs) en una regién especifica dirigida

(Gaj, Gersbach, & Barbas, 2013; Guha, Wai, & Hausner, 2017D).



1.1. Nucleasas dedos de Zinc

Son proteinas quiméricas, compuestas de un dominio de factores de transcripcion y una
endonucleasa. Los dedos de Zinc son aproximadamente 30 aminoacidos que se pueden unir en una
combinacion limitada de tripletes. Mediante el uso de estas combinaciones, una unica secuencia de
DNA en el genoma puede ser su objetivo (Figura 1a) (Yin, Kauffman, & Anderson, 2017).

Para el uso de los dedos de Zinc, dos quimeras son producidas. Cada una de ellas se une a una
secuencia especifica de DNA, las cuales se encuentran cercanas una de la otra. En estas secuencias,
la nucleasa realiza un corte que libera un inserto, estimulando los mecanismos de reparacion, que
en este documento se explican mas adelante (Figura 4).

A pesar de todas las ventajas que esta técnica ofrece, una de las principales desventajas de esta
técnica es su alta probabilidad de off-targets dentro del genoma. Debido a lo anterior, es de vital

importancia que, para asegurar (Urnov, Rebar, Holmes, Zhang, & Gregory, 2010)

1.2. TALENSs

Los TALENS son nucleasas unidas por ingenieria genética a regiones activadoras de transcripcion
altamente conservados (TALE) aislados de una proteobacteria. Estos activadores de transcripcién
son introducidos a la célula de manera natural mediante el sistema de secrecion Tipo |1, uniéndose
a la célulay asi facilitando la colonizacion bacteriana (Figura 1b) (Bortesi & Fischer, 2015; Liang,
Zhang, Chen, & Gao, 2014)

Los TALENSs se unen a DNA mediante un arreglo de aminoacidos conservados, ubicados en la
posicién 33-35, flanqueados por extremos amino y carboxi-terminal. Cada TALEN, de manera
individual, se une especificamente a un nucleétido de una secuencia de DNA. La secuencia
especifica de unién a DNA es determinada por la identidad de dos residuos variables en la posicién

12 y 13 dentro de cada repeticion. Desde su descubrimiento, se han estudiado la combinacion de
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diversos residuos para la estandarizacion del reconocimiento de los nucleotidos especificos siendo
los méas aceptados N(N o K), NI, HD and NG para la union sitio especifico de G, A, C y T,
respectivamente (K. Chen & Gao, 2015; Guha et al., 2017b)

El uso de TALENS asociados a nucleasas para el reconocimiento y corte de secuencias dadas se ha
acrecentado ampliamente durante los Gltimos afios. Esta estrategia resulta favorable para la
generacion de variedades de plantas con nuevas caracteristicas fenotipicas en un periodo de tiempo
mas corto. Su uso se ha aplicado a plantas modelo como Arabidopsis thaliana, asi como de

consumo humano particularmente maiz y tabaco (Q.-T. Li et al., 2017).
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Figura 1. Representacion esquematica de las nucleasas utilizadas para edicion. a) ZFN; b)
TALENSs (Gaj et al., 2013)

1.3. CRISPR/Cas9

Una estrategia nueva y diferente de las nucleasas sitio especifico, es el sistema CRISPR/Cas. Este
nuevo sistema emergio en el afio 2012 como una tecnologia de reconocimiento especifico modular
y de facil y rapida aplicacion en diversos sistemas (Bortesi & Fischer, 2015).

CRISPR/CAS es un sistema de tres componentes, los cuales consisten en: una endonucleasa

(Cas9), una secuencia especifica como elemento objetivo (crRNA) y una secuencia que se une |
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crRNA y a Cas9 (tracrRNA). Una parte fundamental en la accion de este sistema es un Motif
Adyacente al Protoespaciador (PAM, por sus siglas en inglés), esta es una secuencia determinada
por la proteina Cas de estudio, la cual es la que determinara la union de dicha proteina (Sander &

Joung, 2014).
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Figura 2. Representacion esquematica del sistema CRISPR/Cas9 proveniente de Streptococcus
pyogenes (Barrangou & Horvath, 2017)

Es un sistema por primera vez encontrado en Streptococcus pyogenes, este sistema es conocido por
ser parte del sistema inmunolégico de la bacteria. CRISPR son secuencias cortas de DNA divididas
espaciadores, cuando un organismo exogeno es introducido a la célula las secuencias se sintetizan
como RNA. El RNA se procesa dando lugar a secuencias de RNA independientes unas de otras
(crRNAS), mientras el trac RNA se encarga de dirigir al crRNA al sitio de union de Cas9, el cual
sera dirigido por cada uno de los nucleotidos que forman la secuencia de RNA. Finalmente, Cas9
realizara la inactivacion del gen endégeno mediante su actividad como endonucleasa (Figura 2)

(Hruscha et al., 2013; Lowder et al., 2015).



Mediante estrategias de ingenieria genética, las secuencias crRNA y tracrRNA se combinan en una
sola molécula llamada RNA guia (JRNA). La proteina Cas9 es dirigida por una molécula corta de
RNA (20 pb), la cual se aparea perfectamente con la secuencia de DNA, la endonucleasa realiza
en la cadena de DNA un corte 3-6 pb rio debajo de la secuencia PAM. Lo anterior, como todas las
estrategias de edicion descritas, daré lugar a los mecanismos de reparacion de DNA (Lowder et al.,
2015).

La proteina Cas9 de Streptococcus pyogenes (SpCas9): es una enzima multifuncional monomérica
con un peso de 160 KDa, compuesta por 6 diferentes dominios, de los cuales dos tienen actividad
de endonucleasa: EI dominio HNH es responsable de la digestion de la hebra complementaria tres
nucleodtidos adyacentes al PAM y el dominio similar a RuvC que rompe la hebra no
complementaria en una region de 3 a 8 nucle6tidos adyacentes al PAM (Anders, Niewoehner, &

Jinek, 2015; Doudna & Charpentier, 2014) (Fig. 3)
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Figura 3. Estructura y actividad endonucleasa de la proteina Cas9 (Jinek et al., 2014)



Existen otras proteinas similares a SpCas9 en diferentes microrganismos. Ejemplos de ello son los
ortélogos de Cas9 y Cpfl de Francisella novocida, y C2c2 de Leptotrichia sashii que tienen una
actividad similar a la de Cas9, pero PAMs, longitudes de gRNA diferentes (East-Seletsky et al.,
2016; Zetsche et al., 2015), por lo cual las opciones de disefio para los sitios de edicion, seguiran
incrementandose en los proximos afios con el descubrimiento de proteinas similares en otros

microrganismos (Kingdom et al., 2017; Zetsche et al., 2015).

Mecanismos de reparacion de DNA

Una vez que las nucleasas han realizado su actividad, cortando la doble cadena de DNA en una
region especifica, la célula inicia con un proceso de reconocimiento de los cortes en el genoma.
Los primeros transductores de sefiales de la ruptura en el DNA gendmico son dos proteinas
similares a cinasas: ATM y ATR. Ambas cinasas inician un proceso de fosforilacién en cascada en
la histona H2AX en un dominio de la cromatina al rededor del corte. La fosforilacion anterior
acumulara otros factores de respuesta a dafio que, en conjunto, desencadenara la reparacion de
doble cadena (Amiard, Depeiges, Allain, White, & Gallego, 2011).

Una vez que las proteinas reconocen la ruptura de la doble cadena de DNA, se lleva a cabo la
reparacion principalmente por dos rutas: (1) Unidn de extremos no homdélogos (NHEJ) o (2)

reparacion homéloga (HDR) (Gaj et al., 2013).
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Figura 4. Vias de reparacion del DNA por cortes en la doble cadena. a) Unidn de extremos
homaologos. b) Reparacién dirigida por homologia

2.1. Union de extremos no homdélogos

La unidén de extremos no homologos puede ser subdividido en dos grupos ocurriendo de manera
convencional y alternativa. En ambos casos, este proceso ocurre en la célula sin el uso de un
templado como molde, dando como resultado la insercion o delecion (indels) de fragmentos de
DNA de una longitud desde 1 a 1000 pares de base en la cadena con la ruptura. EI mecanismo de
NHEJ ocurre, en plantas, con mucha mayor frecuencia que la recombinacion homoéloga, y la
reparacion por este mecanismo provoca generalmente una pérdida de funcion de un gen de interés

(knockout) (Chen & Gao, 2015; Urnov et al., 2010).

1.2.2. Recombinacién de homdlogos

La recombinacion homdloga, es un mecanismo de reparacion de mucho menor eficiencia en la
reparacion de cortes de doble cadena. Generalmente, se encuentra presente con mucho mayor
actividad durante las fases S y G del ciclo celular (Goh, Ko, Koh, Kim, & Bae, 2012).

Con la finalidad de introducir en el genoma cambios puntuales en un gen de interés, se ha

introducido en la ingenieria genética el uso de endonucleasas con actividad dirigida a sitios



especificos dentro del genoma de un organismo. De esta manera, el conocimiento de los
mecanismos de reparacion, podran verse aplicados como una herramienta para la mutagénesis

“natural” de algunos organismos, ya sea mediante NHEJ o HMR (Gaj et al., 2013).

La semilla de la Soya

El cultivo de soya (Glycine max), dentro de las oleaginosas, tiene una importancia fundamental
debido a su alto contenido de proteinas y aceites. Se estima que entre el afio 2015/2016 la
produccién mundial fue de 313.553 millones de toneladas (USDA, 2016). En México, la
produccién estimada total se estima en 341 y 509 de Toneladas en los afios 2015 y 2016,
respectivamente de acuerdo con los datos reportados por la SIAP, SAGARPA. A nivel
internacional, Estados Unidos es el principal productor, seguido de Brasil, Argentina, China e India

(ASERCA, 2015).

Debido a esta gran importancia a nivel tanto nacional como internacional, la soya ha sido objeto
de estudio para la generacion de nuevas variedades con caracteristicas de interés en el comercio. Y
es también debido a esto, que es importante solucionar las problematicas mas emblemaéticas de la
mima. El cultivo de soya tiene dos problematicas importantes durante su produccion y aplicacion
en la industria de los alimentos: el mal manejo de malezas durante su cultivo y el alto contenido de
acido fitico de la semilla. Debido a la competencia a la que la soya se ve sometida por presencia de
malezas, este cultivo puede llegar a perderse desde un 30 a un 50% (FAO; ADAMA FAUBA,
2012). Ademas, el acido fitico que este contiene, si es consumido en altas cantidades, puede llegar
a actuar como anti nutriente en el organismo, asi como disminuir la biodisponibilidad de algunos
iones metéalicos en el suelo (Humer & Zebeli, 2015). Por otro lado, este mismo compuesto tiene
efectos negativos en el medioambiente, debido a que favorece la eutrofizacion en corrientes de

agua al no poder ser asimilado por mamiferos no rumiantes (Redekar et al., 2015).



Ademaés de las estrategias de transgénesis normales, se han buscado la mejora en cultivo mediante
ingenieria genética, la cual no represente en la planta la presencia de un gen exdgeno. Un ejemplo
importante es el anteriormente mencionado: la edicion del genoma mediante el sistema

CRISPR/Cas9.

Para la aplicacion de este sistema, sin embargo, hay consideraciones a considerar. Lo més
importante es el disefio del experimento al elegir el gen a editar de acuerdo los objetivos que se

pretenden alcanzar.

Metabolismo de AHAS e IPK

A continuacion, se describen los genes involucrados en las rutas de biosintesis del acido Fitico, asi

como la enzima a la cual la herbicida sulfonil urea efecta alostéricamente.

3.2. Inositol Pentakisfosfato Cinasa

La biosintesis del &cido fitico en plantas se da primordialmente mediante dos rutas: la lipido
dependiente y la lipido independiente (Figura 5) (Stevenson-Paulik, Bastidas, Chiou, Frye, & York,
2005). Durante la ruta hay diversas enzimas que colaboran para su sintesis, dentro de las méas
importantes destacan la mio-inositol fosfato sintasa (MIPS) que cataliza la formacion de un
metabolito secundario muy importante para el desarrollo de la semilla: Inositol-3-fosfato. Los
pasos subsecuentes son dados por una serie de cinasas, dentro de las cuales se encuentra la enzima:
inositol Pentakisfosfato cinasa o también Ilamada IPK1 (IPK) (Rasmussen, Ingvardsen, & Torp,

2010)
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Figura 5. Ruta de sintesis del &cido fitico mediante sus dos rutas principales

La proteina IPK ha sido cristalizada a partir de las extracciones de Arabidopsis thaliana, sin
embargo, el grado de homologia entre especies es alta. Estructuralmente, no existen cambios
grandes en el sitio de unién a nucledtido para la fosforilacion entre especies. Pero un cambio
importante en el sitio es el complejo binario que se forma en este sitio de union permitiendo
cambios conformacionales que determinaran la apertura o cierre del canal por el cual el nucle6tido
entra. Este es un paso de vital importancia debido a que con este sitio de union se puede llevar a
cabo la fosforilacion del sustrato (Gonzélez, Bafios-Sanz, Villate, Brearley, & Sanz-Aparicio,

2010).
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Mediante la mutacién de este gen en diversas especies se ha demostrado que la semilla reduce la
cantidad de &cido fitico en la semilla tales como maiz, soya, avena, entre otros (Shi et al., 2003;

Yuan et al., 2012; Zhao et al., 2013)

3.1. Acetolactato Sintasa

La primera enzima en la sintesis de aminoacidos de cadena ramificada (valina, isoleucina y leucina)
es la Acetohidroxiécido sintasa, también conocida como Acetolactato sintasa (AHAS), la cual
cataliza la descarboxilacion a partir de piruvato (Figura 6). Al igual que en bacterias, la enzima
AHAS de las plantas se conforma de dos subunidades, la primera corresponde a la subunidad menor
y la segunda a la subunidad mayor, la cual cuenta con actividad catalitica. Particularmente en las
plantas esta enzima se encuentra realizando su catélisis en cloroplastos (K. Y. Lee et al., 1988; Y.
T. Lee & Duggleby, 2001). Ademas, de ser dependiente de tiamina difosfato y flavin adenina

dinuclettido (FAD) como cofactores.

Threonine
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COI‘/ Synthase . co,
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Figura 6. Sintesis de amino&cidos de cadena ramificada (valina, isoleucina, leucina)
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La enzima Acetolactato sintasa ha sido estudiada ampliamente debido a que es el objetivo de
diferentes herbicidas comerciales, uno de los més utilizados es el clorsulfuron, perteneciente al
grupo de la sulfonilurea. Su mecanismo de accidn se basa en la inactivacion de dicha enzima,
evitando la sintesis de los aminoécidos de cadena ramificada, actuando sobre la subunidad grande.
La falta de aminoacidos tan indispensables para la planta provocara en la misma el cese de division
celular, crecimiento vegetativo, clorosis en hojas y necrosis en los nédulos axilares (Brown, 1990;
Ray, 1982).

Bioquimicamente los herbicidas no se acoplan al sitio de union al sustrato por ser homologos a los
sustratos naturales de la planta, pero si se unen al canal de acceso de los sustratos de esta enzima,
bloqueando la entrada de estos al sitio activo. Este modo de accion, independiente del sustrato,
explica porque muchas plantas expuestas al herbicida generan rdpidamente mutaciones que les
confieren de resistencia al mismo. Hasta la fecha se sabe que existen 17 modificaciones en la
cadena polipeptidica las cuales confieren de alta tolerancia a las sulfonil ureas (Binder, 2010;
Chang & Duggleby, 1998). Se ha demostrado que, en la mayoria de los casos, un polimorfismo en
la subunidad catalitica en la posicion 197 (Arabidopsis thaliana) confiere en las plantas menor

susceptibilidad a la sulfonil urea.

13



JUSTIFICACION
El cultivo de soya presenta diversas problematicas como el alto contenido de &cido fitico y

susceptibilidad a herbicidas que generan un impacto al consumidor y productor.

La edicion de genomas contribuird de forma répida y facil a la implementacion de un sistema para
la obtencion de plantas de soya con disminucién de &cido fitico y proveerd tolerancia a herbicidas

al cultivo de la misma, cultivos que se consideraran libres de transgénicos.
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HIPOTESIS
El cambio en el marco de lectura del gen que codifica para IPK generard una enzima cinasa no
funcional interrumpiendo la ruta de biosintesis del acido fitico y la acumulacion de InositolP5,

permitiendo la disminucién del contenido de acido fitico.

La edicion del gen AHAS permitira generar resistencia a herbicidas del grupo Sulfonilurea

mediante la modificacion de un sitio de unidn importante para el funcionamiento del herbicida.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Mejorar genéticamente a plantas de soya a través del uso de herramientas de edicion de genomas.

OBJETIVOS PARTICULARES

e Determinar mediante estudios in silico el mejor gen para llevar a cabo la edicion.

e Determinar las secuencias de gRNA que permitan la edicién de los genes involucrados en
la sintesis de acido fitico y la resistencia a herbicidas en Glycine max.

e Producir, analizar y seleccionar genémicamente las plantas con potencial edicion en los

genes.
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ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

La estrategia experimental consta de cinco etapas (Figura 7) correspondientes a cada uno de los
objetivos propuestos incluyendo el andlisis in silico para determinar el sitio de edicion para de los
genes IPK y AHAS, la construccion de plasmidos para la edicion de genomas vegetales, la

transformacion y seleccion de transformantes, la corroboracion de secuencias editadas, asi como

analisis fenotipicos de las plantas.

Estudio in silico de los genes a
editar

Analisis de fenotipos de plantas
wild type

Clonacién en un vector del
fragmento a modificar

Transformacion de plantas e
identificacion transgenicas

Etapa 4

Evaluacion de las secuencias de
los genes posiblemente editados

Figura 7. Estrategia experimental del proyecto
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MATERIALES Y METODOS

Material biolégico
En este trabajo se emplearon semillas de soya pertenecientes a las variedades Nainari. Asimismo,
se contd con la cepa hipervirulenta de Agrobacterium tumefaciens AGL1 y la cepa de conservacion

de Escherichia coli MACH1TM-T1 (Invitrogen).

Condiciones de crecimiento vegetal

2.1. Germinacion de semillas de soya

Las semillas de la soya fueron esterilizadas mediante gas de cloro, los cuales fueron obtenidos por
una mezcla de 100 ml de hipoclorito de sodio comercial y 3.0 ml de acido clorhidrico (HCI)
concentrado. Las semillas fueron expuestas a estos gases durante 16 horas. Una vez esterilizadas,
estas fueron transferidas a un medio de crecimiento (MS basal, adicionado con Sacarosa 3 % y 1
mg/L de 6-bencilaminopurina (BAP) para su germinacién. Las plantas se mantuvieron en una
camara de crecimiento con una temperatura aproximada de 25°C y un fotoperiodo de 16 horas luz:
8 horas oscuridad. Las semillas germinadas fueron transferidas semanalmente a medio fresco
durante un mes y medio.

Posteriormente, las plantulas obtenidas in vitro fueron transferidas a una mezcla estéril de suelo:
turba: agrolita, cubiertas con papel plastico e incubadas en una cdmara de crecimiento (Conviron
A1000, Winnipeg, Canada) con humedad relativa de 70%, una temperatura de 22°C y con
fotoperiodo de 16 horas luz: 8 horas oscuridad, regadas con una solucion nutritiva de MiracleGro.
Tras 2 semanas de aclimatacién, la cubierta plastica fue retirada mientras las condiciones de
temperatura y luminosisdad se mantuvieron. Dos semanas despues, las semillas germinadas fueron

Ilevadas a invernadero con una temperatura de 27°C.
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3. Analisis de caracteristicas fenotipicas antes de la edicion

3.1. Cuantificacion de acido fitico.

Se realizo la determinacion indirecta del contenido de acido fitico en 7 variedades de la semilla de
soya mediante el protocolo propuesto por Latta y Eskin (1980). Este ensayo se realizd mediante
una prueba colorimétrica de precipitacion del hierro con una longitud de onsa de 480 nm. La

cualtificacion se realizo siguiendo una curva patrén mediante la ecuacion y = 115081x + 1977.

4. Analisis in silico del sitio de edicidn de los genes a modificar
El andlisis in silico de los genes objetivo fue hecha usando como referencia el genoma de la soya
variedad Williams 82, disponible en las bases de datos del NCBI (https://ncbi.nlm.nih.gov) y

Phytozome (https://phytozome.jgi.doe.gov/pz/portal.html). Asimismo, se hizo uso de la plataforma

UniProt (http://www.uniprot.org/) para el andlisis estructural de las proteinas estudiadas en el
presente proyecto.

Se evaluaron los sitios de unién mas importantes para ambas proteinas mediante el analisis de
secuencias conservadas en organismos del Phyllum Viridiplantae. Posteriormente se realizd un
alineamiento de secuencias mediante el software MEGA 7.0 empleando el método de alineamiento

de ClustalW.

4.1. Disefio de gRNA:s.

El disefio de gRNAs para la edicion de este dominio se realizd empleando el software en linea
Benchling (https://benchling.com) a fin de identificar los mejores candidatos para gRNAs en el gen
codificante para Inositol Pentafosfato Cinasa de Glycine max (GCF_000004515.4) y Acetolactato
Sintasa (GCF_000004515.4). El disefio considerd para ello la mayor proximidad al dominio de

unién a editar, la cercania a aminoacidos de interés de edicion, la mayor actividad on-traget del
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gRNA, la menor actividad off target y excluyendo aquellos gRNAs cuya potencial actividad off

target se encuentre en sitios codificantes del genoma.

. Determinacion de la secuencia parcial de los genes IPK y AHAS en G. max

Con la finalidad de poder iniciar estudios de disefio de gRNASs en las variedades de estudio de la
soya, se realizo la secuenciacion y comparacion del genoma de referencia Glycine max var.
Williams 82. Para la amplificacion de la region del gen IPK y AHAS que incluyera el dominio de
unidn a sustrato en variedades de soya cuya secuencia nucleotidica es desconocida; se disefiaron
oligos para amplificar mediante PCR punto final el sitio potencial de edicion en dichas variedades.
Los oligos empleados para dicha amplificacion (Tabla i) fueron disefiados utilizando como
referencia la variedad de soya Williams 82, los cuales flaqueaban secuencias de 443 y 393 pb de
los genes de interés IPK y AHAS, respectivamente.

Tabla i. Secuencias de los oligonucle6tidos sintetizados para la amplificacion parcial de los genes
a editar

Nombre Oligonucle6tidos 5'-3'

GmALS fw GTGGTGCTTCCATGGAGATCCACCAGG
GmALS rv CACAGGGCCAGGTCTACCCGAAGTGGC
GmIPK fw CCCAAATGCGGATTTCTTCCTCTTTC
GmIPK rv \GTCCTCCAAGTATGAGAGAGCC

Los lineamientos generales seguidos en este trabajo, para la amplifacion de productos de PCR
mediante PCR punto final, se indican en las Tablas ii (mezcla de reaccion) y iii (programa de
temperaturas para amplificacién).

Tabla ii. Mezcla de reaccion para PCR punto final.

Reactivo Volumen (uL)
ddH20 estéril 8.70
Buffer 10X 1.25
dNTPs (10 uM) 1.00
Primer F (100 uM) 0.25
Primer R (100 pM) 0.25
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Takara Ex Tak HS
DNA (30-100 ng/pL)*
Volumen final

0.05
1.00
12.50

*=Para PCR de DNA plasmidico ajustar el DNA a concentracién de 30 ng/uL. Para PCR de DNA genémico de G.
max, ajustar el DNA a concentracion de 100 ng/pL.

Tabla iii. Programa de temperaturas para amplificacion de fragmentos por PCR punto final.

Etapa Temperatura | _11€MPO — _
(°C) DNA plasmidico DNA genémico
Desnaturalizacion inicial 94.00 03:00 05:00
Desnaturalizacion 94.00 00:30 00:30
Alineamiento 50.0-68.0 00:30 00:30
Extension 72.0 1 kb/minuto
Extension final 72.0 5:00 | 10:00
Enfriamiento 16.0 oo

*=La temperatura de alineamiento dependera de cada PCR en particular y debera ser optimizada en funcién de cada

par de oligos con base en su Tm.

Una vez amplificados los fragmentos por PCR punto final y visualizados en gel agarosa al 1%,

dichos productos de PCR fueron clonados en el vector pCR8/GW/TOPO (Fig. 8), siguiendo la

mezcla de reaccién sefialada en la Tabla iv e incubados a 22°C toda la noche. Posteriormente, la

mezcla de clonacién fue empleada para la trasformacion de células comerciales de E. coli

MACH1™-T1 (Invitrogen) mediante choque térmico siguiente las indicaciones del fabricante

seleccionados. Las células se inocularon en placas de medio LB suplementado con espectinomicina

(100 pg/mL).
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Figura 8. Mapa del vector pCR8, empleado para la clonacién de una region del gen IPK y AHAS

de G. max

Tabla iv. Mezcla de reaccion para clonacion en el vector pCR8

Componente Volumen (uL)
Producto de PCR purificado (~100 ng) 1.00 — 4.00*
Solucion Salina 1.00
pCR™8/GW/TOPO® vector 0.5

H20 Milli-Q estéril

cbp vol. final 6 pL

Volumen final

6.0

*En funcion de la concentracion del producto de PCR

La presencia del inserto en las colonias obtenidas fue verificada por PCR punto final y estas clonas
fueron secuenciados para determinar su homologia de secuencias nucleotidicas respecto al genoma
de referencia a partir de secuenciacion por el método de Sanger en el Servicio de Secuenciacion de
DNA del Laboratorio de Bioquimica Molecular, UBIPRO, FES-Iztacala, UNAM. Las secuencias

obtenidas fueron comparadas a través de un alineamiento con BLASTN para regiones genémicas

de organismos de la familia Fabaceae (https://blast.ncbi.nim.nih.gov).
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6. Construccion del vector de edicidén de genomas.
El vector de edicién fue obtenido por el equipo de trabajo del Laboratorio de Bilogia Molecular en
Cinvestav, I.P.N. Para la construccion de dicho vector se utilizé como base el plasmido pBUN411
(Addgene plasmid # 50581), al cual se adicion6 un casette de espectinomicina y el cassette del

promotor U6 para dirigir la transcripcion de gRNA.

6.1. Reaccidén de Ligacién para insercion de inserto de gRNA

Para la construccion de los plasmidos pPBUN4UGSM, se alinearon los oligonucledtidos de 24 pares
de bases con regiones codificantes para los protoespaciadores de los genes IPK y AHAS de Glycine
max en un volumen final de 20 pL, afiadiendo 1 pL de cada oligo a 100 uM y 2 uL de Buffer de
alineamiento 10X (Tris-HCI 100 mM pH 8.0, NaCl 500 mM y EDTA 10 mM). La mezcla de

reaccion para los alineamientos se incubo de acuerdo al programa descrito en la Tabla V.

Tabla v. Rampa de temperaturas para el alineamiento de secuencias complementarias

Temperatura (°C) | Tiempo (min) | AT (°C/s)
94 5 -3.0
94-84 - -2.0
84-25 - -0.2
16 00 -3.0

Ambos productos de alineamiento se visualizaron en un gel con agarosa Nusieve al 5%.
Posteriormente, se realizé la digestion del vector pPBUN4UG6SM con la enzima Bsal-HF (NEB). La
banda de 13 Kb fue purificada directamente del gel de agarosa. El producto del plasmido
linealizado, asi como el alineamiento de 24 pares de bases fue ligado mediante Rapid DNA
Ligation Kit (ThermoFisher Scientific) a una proporcién molar de 10:1 (vector:inserto) respecto al
gRNA alineado. Las clonas de E. coli obtenidas se verificaron mediante PCR punto final especifica

para el promotor AtU6-F con gRNA-R y digestion con la enzima Hindlll, finalmente la correcta
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1.1.

insercion del gRNA fue corroborada mediante secuenciacion por Sanger. Posteriormente 1 pg de
plasmido fue transformado en células de A. tumefaciens AGL1 mediante electroporacion. Se
seleccionaron 5 colonias y se verificaron mediante PCR punto final para Agrobacterium (100ng),
especifica para U6 con gRNA-R.

Para el andlisis de colonias de Agrobacterium, se crecieron 5 colonias candidatas transformantes
en 3 mL de medio LB con los respectivos antibidticos (carbenicilina 50 mg/L, kanamicina 25 mg/L,
espectinomicina 50 mg/L) por separado, a 28°C durante 2 dias a 180 rpm. Los cultivos se
centrifugaron a 13000 g durante 5 min y cada pastilla celular se lavé dos veces con 500 puL de agua
estéril, centrifugando a 13000 rpm durante 5 min y desechando el sobrenadante. Cada pastilla
celular se resuspendio6 en 20 uL de agua estéril, se incub6 a 94°C durante 10 min y luego en hielo
por 10 min. Se realiz6 una ultima centrifugacion durante 5 min a 13000 g a 4°C y del sobrenadante
se tomo 1 L para la realizacién de PCR punto final.

Transformacion de Agrobacterium. Una carga de 100-150 ng del vector binario verificado fue
utilizado para la transformacion de 50 pL de células electrocompetentes de A. tumefaciens AGL1
utilizando una celda de 0.1 cm a 1800 V, 15 puF 335 R en un equipo electroporador EquiBio
EasyJect Optima (Ashford, UK). Tras incubar 3 h a 28°C a 225 rpm, se sembraron 5 pL de la
mezcla de transformacion en placas de LB con carbenicilina (100 mg/L), kanamicina (50 mg/L) y
espectinomicina (100 mg/L) durante 2-3 dias a 28 °C. Las colonias fueron transferidas a medio LB
liquido con carbenicilina (50 mg/L), kanamicina (25 mg/L) y espectinomicina (50 mg/L) e
incubadas por 2 dias a 28 °C, 180 rpm. Posteriormente las posibles transformantes fueron
analizadas mediante PCR. Una vez verificadas las colonias de A. tumefaciens AGL1 se emplearon

para la transformacion de plantas de acuerdo al procedimiento especificado en cada caso.
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7. Transformacion de Glycine max

7.1. Transformacion mediante Agrobacterium tumefaciens

La cepa de A. tumefaciens AGL1 con el plasmido pBUN4U6-IPK fue cultivada en medio LB
liquido suplementada con carbenicilina (50 mg/L), kanamicina (25 mg/L) y espectinomicina (50
mg/L) hasta alcanzar O.D.s200.8-1.0. El cultivo (50 ml) fue centrifugado durante 10 minutos a 5000
rpm. El pellet obtenido fue resuspendido en 25 ml medio de infeccion (0.1X Sales Gamborg B5,
0.1X vitaminas GB5, 3 % Sacarosa, 3.9 g/L MES, pH 5.4. Adicionado con GA3 (0.25 mg/L), BAP
(1.67 mg/L), y 40 mg/L de acetosiringona, esterilizados por filtracion). La bacteria se incubd
durante 25 minutos a temperatura ambiente. Las semillas previamente embebidas durante 16 horas
fueron colocadas en grupos de 10 sobre una toalla absorbente. Con ayuda de una navaja se realizo
un corte a través del hilum para remover la testa y remover uno de sus cotiledones. El cotiledon
gue aun contenia el embrién fue sometido a un corte en el eje radicular.

Los cotiledones fueron expuestos al medio de infeccidn durante 20 minutos en agitacion suave (60
rpm). Posteriormente, el exceso de medio fue eliminado al colocar las semillas en papel estéril. Las
semillas fueron colocadas en medio de Co-cultivo (0.1X Sales Gamborg B5, 0.1X vitaminas GB5,
3% de Sacarosa, 3.9 g/L MES y 4.25 g/L Noble agar, pH 5.4. Adicionado con GA3 (0.25 mg/L),
BAP (1.67 mg/L), Cisteina (400 mg/L), Dithiothrietol (154.2 mg/L) y 40 mg/L acetosiringona
esterilizados por filtracién) cubierto con papel filtro durante 3-5 dias.

Las semillas fueron después traspasadas a medio de induccion de brotes (1X Sales Gamborg B5,
1X vitaminas GB5, 3% Sacarosa, 0.59 g/L Mes y 7 g/L Noble agar. Adicionado con BAP (1.11
mg/L), Meropenem (100 mg/L), Cefotaxima (100 mg/L) y Vancomicina (50 mg/L) esterilizados
por filtracién). Dichos explantes permanecieron en el medio durante 2-3 semanas hasta alcanzar

un tamafio aproximado de 3-5 cm. Posteriormente, fueron traspasados a medio de elongacién de
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brotes (1X Sales Gamborg B5, 1X vitaminas GB5, 3% Sacarosa, 0.59 g/L MES y 7 g/L Noble agar,
pH 5.7. Adicionado con BAP (1.11 mg/L), Meropenem (100 mg/L), Cefotaxima (100 mg/L),

Vancomicina (50 mg/L) y Glufosinato de amonio (4 mg/L).

7.2. Transformacion del embridn de la soya mediante biobalistica

La bacteria E. coli conteniendo el vector de edicion y el vector pPCR8-DONADOR fue incubada
durante 16 horas a 37°C en medio LB con espectinomicina 100 mg/L a una D.O.s00nm=1.0. Tras
este periodo se realizo la extraccion de DNA plasmidico de ambas bacterias. El plasmido de edicion
pBUN4U6-AHAS se linealiz6 mediante la enzima Sspl. El plasmido pCR8-DONADOR se digirid
con la enzima Pvul para obtener el plasmido de forma lineal. Ambos productos linealizados se
purificaron mediante QIAquick(R) PCR Purification Kit, se cuantificaron y se visualizaron en un
gel de agarosa 0.8%.

Las semillas de soya se embebieron durante 16 horas en agua destilada estéril. A las semillas
previamente embebidas se extrajeron los embriones y se colocaron con la cara abaxial en contacto
con el medio, dispuestas de manera circular manteniendo un didmetro de 3.5 cm. A 60mg as
particulas de oro (0.6 uM) resuspendidas en una agua se les adicionaron 3.5 ug de DNA por disparo
en una proporcion 1:3 por cada par de base (pBUN4U6-AHAS:pCR8-DONADOR). A la reaccion
se le adicionaron 50 uL de CaCl> 2.5 My 20 uL de espermidina 0.1 M. La mezcla se homogeneizo
y se recuperaron las particulas de oro mediante centrifugacion. Estas, se resuspendieron en 75 uL
de Etanol absoluto grado biologia molecular y se alicuotaron 10 uL en cada acarreador para realizar
los disparos. Los disparos se llevaron a cabo a 1100 psi impulsados con Helio comercial con una
atmosfera de vacio a 7 psi.

Los explantes bombardeados fueron transferidos a un medio de regeneracion (MS basal 1X,

Vitaminas MS 1X, 3 % Sacarosa, 5 mg/L BAP, pH 5.7, 0.4% fitagel) en oscuridad durante dos
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semanas. Una vez transcurrido ese tiempo, los embriones fueron transferidos a medio fresco de
regeneracion y expuestos a la luz durante dos semanas. Posteriormente, los embriones regenerados
fueron transplantados a un medio de regeneracion adicionado con 4 mg del herbicida glufosinato

de amonio.

. Andlisis de transformantes.

8.1. Extraccion de DNA genémico vegetal.

A las plantas que no presentaron amarillamiento tras la aplicacion del herbicida se les realizo
extraccion de DNA gendmico total. Se recuperaron 100 mg de tejido foliar, los cuales fueron
congelados en nitrogeno liquido y pulverizados en un homogeneizador de tejidos TissueLyser a 50
Hz durante 2 min. Tras la pulverizacidn las muestras se incubaron en 600 uL de CTAB Buffer
(Tris-HCI 100 mM pH 8.0, EDTA 20 mM pH 8.0, NaCl 1.4 M, CTAB 2%, PVP 4000 1%) a 65°C
durante 20 min a 300 rpm. A esta mezcla se adiciond un volumen de fenol: cloroformo: alcohol
isoamilico (12:12:1), se centrifugo y el sobrenadante se mezclé con un volumen de cloroformo:
alcohol isoamilico (24:1). Se centrifugd nuevamente y al sobrenadante se le afiadieron 0.7
volimenes de isopropanol frio, mezclando por inversién e incubando a -20°C durante 30 min. La
pastilla obtenida posterior a la centrifugacion se lavo dos veces con etanol frio al 70% y se secaron
los tubos a 55°C, resuspendiendo el precipitado en agua Milli-Q estéril con RNAsa A a 20 pug/mL.
La integridad del DNA fue verificada en un gel de agarosa al 0.8% y tefiido con bromuro de etidio
(0.1 pg/mL); mientras que la concentracion fue determinada con un Nanodrop (Thermo Scientific,

WA).
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8.2. PCR punto final.

Las plantas se analizaron por PCR punto final para detectar un fragmento de 424 pb
correspondiente al gen codificante para Cas9 (zCas9-F: 5-
CGGCCTCGATATTGGGACTAACTCT-3’, zCas9-R: 5-CTTATCTGTGG
AGTCCACGAGCTTC-3"), 5 pyL de cada producto de PCR fue visualizado en un gel de

agarosa al 1.5 %.

8.3. Andlisis de edicion mediante la endonucleasa T7.

Para la identificacion de cambios puntuales en la secuencia de DNA en el gen de interés se realizd
un ensayo con la endonucleasa T7, la cual reconoce Y realiza el corte en secuencias mal apareadas
a partir de 1 pb. Para ello, se realizo el alineamiento de dos productos de PCR del gen de interés
utilizaron; el primero correspondiente a la planta de soya Nainari silvestre y el segundo a la planta
de soya transformada. El alineamiento se realizo6 siguiendo el programa anteriormente sefialado en
la Tabla v.

El alineamiento se incub6 con 1 uL de Endonucleasa T7 a 37°C durante 1 hora. Posteriormente, el
producto se visualizé en un gel de agarosa 2 % para observar si existia desapareo entre las

secuencias.

8.4. Andlisis de edicion mediante secuenciacion.

A las plantas que resultaron positivas se les realizé una reaccion de amplificacion del gen IPK. El
producto de PCR se utilizd para la clonacién en el vector TOPO pCR2.1, posteriormente se realizé
la transformacion de células de E. coli cepa MACH1-T1. A las colonias resultantes se le realizo la
extraccion de DNA plasmidico, se corroboro la presencia del inserto y el DNA que result6 positivo

al inserto se envi6 a secuenciar con los oligonucleotidos M13-F (5 ACTGGCCGTCGTTTTAC
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3’) y M13-R (5> GGAAACAGCTATGACCATG 3’). Los datos obtenidos de la secuenciacion se
analizaron mediante un alineamiento con la secuencia del gen en estudio obtenida de la planta

silvestre, de este modo se evalud la existencia de ediciones en la secuencia de interés.
RESULTADOS Y DISCUSION

1. Andlisis in silico genes de edicion

1.1. Inositol Fosfato Cinasa

El gen de IPK es de vital importancia para la sintesis del acido fitico, debido a que es el encargado
de realizar el dltimo paso de fosforilacion en la reaccion. Shi y colaboradores (2017) encontraron
que un silenciamiento del gen IPK en cultivares de maiz reducia el contenido de acido fitico de la
semilla F1 provenientes de las plantas transformadas.

De acuerdo a las bases de datos analizadas, el dominio mas importante dentro de este gen pertenece
a la familia de Ins_P5_fosfato, el cual abarca los aminoécidos 24-339. Con ayuda de los resultados
obtenidos del BLAST de proteina del dominio Ins_P5_Fosfato con diversos organismos (Tabla vi),
se pudieron delimitar las secuencias mayormente conservadas y, por homologia, determinar los
sitios mas importantes para la enzima catalitica.

Tabla vi. Especies empleadas para realizar la busqueda de sitios conservados de IPK

Arabidopsis thaliana

Phaseolus angularis

Cucumis sativus

Phaseolus vulgaris

Glycine gracilis

Sorghum bicolor

Glycine max Trifolium pratense
Glycine soja Vigna angularis
Gossypium hirsutum Vigna radiata
Jatropha curcas Zea mays

Mendicago truncatula

Se encontraron cuatro secuencias de importancia en el dominio Ins_P5 fosfato (Tabla vii).

Considerando los resultados del BLAST, se realizo la representacion grafica de la firma de union
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a sustrato del gen IPK. Debido a que en la posicion 206 de esta proteina se encuentran los sitios
importantes para la actividad catalitica, se decidi6 realizar el disefio del gRNA cerca de este sitio,
esperando un cambio en el marco abierto de lectura que le confiriera a la proteina una conformacion
no funcional dentro de dicha region.

Tabla vii. Regiones de relevancia para la funcionalidad del gen IPK

Sitio Secuencia
Uniodn a sustrato KXK

Uniodn a sustrato KXXXXEIS
Unién ATP RXF

Sitio activo DHSXF

Adicionalmente, en estudios anteriores, Yuan y colaboradores (2012) se encontré una mutacion
puntual al final exon 5 del gen IPK la cual conferia a la semilla de la soya una baja cantidad de
acido fitico. Esta mutacion corresponde al aminoécido 206 de la cadena polipeptidica, el cual se

encuentra dentro al sitio de union a sustrato. Lo anterior, corresponde al sitio de edicion elegido en

1
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este proyecto.

Figura 9. Representacién gréafica de la secuencia consenso para el dominio de unién a sustrato de
la enzima IPK en plantas (http://weblogo.berkeley.edu/).

1.2. Acetolactato Sintasa

Esta enzima, ha sido ampliamente estudiada debido a representar la proteina objetivo de los
herbicidas sulfonilurea. Se evalu6 mediante alineamiento si existia en plantas de Arabidopsis

thaliana que se han reportado como resistentes al herbicida Sulfonilurea, algin cambio en la cadena
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primaria de la proteina AHAS. El andlisis bioinformatico arrojo diferencias importantes dentro de
los dominios de unién a tiamina pirofosfato, las cuales se basan en el cambio de un aminoécido
(P—>S). Con el cambio de este aminoacido es posible obtener una planta tolerante a herbicidas.
Mediante la insercion de AHAS modificado a diversas especies vegetales se han logrado obtener
plantas resistentes a sulfonil urea tales como tabaco, Arabidopsis thaliana, arroz, tabaco, entre otros
(Haughn & Somerville, 1986; Z. Li, Hayashimoto, & Murai, 1992).

Mas recientemente se han obtenido plantas de Arabidopsis thaliana reistentes a Clorsulfuron. Lo
anterior se logré mediante el cambio en el aminoécido 197 del gen AtAHAS de Prolina a Serina.
Dicha modificacion fue obtenida a partir de la estrategia de edicién de genomas CRISPR/Cas9 (Y.
Chen et al., 2017). Asi mismo esta estrategia se ha probado en plantas de maiz (Zea mays) y soya
(Glycine max) (Zhongsen Li et al., 2015; Liang, Zhang et al., 2014). Debido a lo anterior, en este
proyecto se realizard la sustitucion del triplete CCC a TCT, para modificar el aminoéacido Prolina

a Serina, de acuerdo a lo reportando en bases de datos y los autores anteriormente descritos.

. Cuantificacion del Acido Fitico de la Soya

Se realizé la cuantificacion del acido fitico de la soya mediante el protocolo propuesto por Latta y
Eskin (1980). Lolas (1976) reportan que el acido fitico se encuentra en cantidades de 0.5a 1 g
PA/ 100 g de muestra. Lo anterior corresponde a los resultados obtenidos en este proyecto,

presentados en la Tabla viii:
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Tabla viii. Cuantificacion del &cido fitico en las diversas variedades utilizadas en este proyecto.

Semilla Promedio [Fe] [PA]
ug/L 9/100 g muestra
H200 0.015 3645.67 1.220
H400 0.021 4393.70 1.350
Nainari 0.010 3070.26 0.880
Qil 0.009 3041.49 0.935
Protein 0.004 2379.78 0.522
Rapid Shoot 0.009 3041.49 0.990
Suaqui 0.011 3185.35 1.06

3. Determinacion de la secuencia parcial de los genes de interés
Antes de realizar el disefio del gRNA se analizaron las secuencias obtenidas para evaluar la
homologia del gen a editar. Se analizaron un total de 7 variedades (Tabla ix) por dos genes de
estudio. Se esperaba que los resultados obtenidos de la secuenciacion tuvieran un alto porcentaje
de homologia en la regién a editar de manera que el vector de edicion de cada uno de los genes
fuera funcional si estos se aplicaban de manera independiente en un evento de transformacion
vegetal

Tabla ix. Variedades empleadas en el analisis de secuencia de una region parcial de los genes de
estudio

Cddigo Nombre de la variedad

H200 Huasteca 200

H400 Huasteca 400

Nainari Nainari

Oil Soya con alto contenido de aceite
Protein Soya con alto contenido de proteina
RapidShoot | Soya de rapida produccién de brotes
Suaqui Suaqui
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3.1. IPK

El gen de IPK consta de 7 exones, el sitio de union a sustrato se encuentra en el exén aproximandose

al final del exdn 5. Para realizar el andlisis de secuencia se amplificaron 443 pb, las cuales se

extienden sobre la region del exon 5 hasta la mitad del exén 6 (Figura 10).
» <

Figura 10. Estructura del gen de IPK en Glycine max
Las flechas rojas indican la posicién donde se disefiaron oligos para amplificacion por PCR punto final y
la flecha en color azul indica el sitio de interés para la realizacién de la edicién genética

De la amplificacion y clonacion se obtuvieron 5 clonas, las cuales se analizaron mediante

secuenciacidn, obteniendo como secuencia final la mostrada a continuacion:

>Gm IPK1

TGCTATCAAAAGGAGAATAACCCGATTTGAAATGCACCAAACTCTGAAATTGCTTCAAGGAGAGGTACATCCTACAAA
ATTTAACCTTTTATGGTGATCTAGTGGCTGCATAGTGCATACTTCCTGTTGTCATATGTTCTAGGCTCAGCATTTAAT
TCTCTGTCTTATGATTGATGTTGTAATAGTCAATGTCCATTATTTATTTGGCATTAAATCTGAGTTAGAAATTCTTTG
AATATGTTTGTAGATATCGCAACTAAGTGAGTACAATCCACTTGATCTGTTCTCTGGATCCAAGGAAAGAATTCTGAA
AGCTATTAAAGGTCTCCTTACAACTCCTCAAAACAATTTTCGTGTATTTTTGAATGGCTCTCTCATACTTGGAGGGAC
TGGGAAGA

La secuencia anterior es resultado de un alineamiento realizado para las 7 variedades. Dicha cadena

de DNA tiene un grado alto de homologia en todas las variedades que aqui fueron analizadas.

3.2. AHAS

El gen AHAS es una secuencia de 1962 pb, las cuales corresponden al marco abierto de lectura de
la proteina con el mismo nombre de 653 aminoacidos. El fragmento amplificado cubria el marco
desde la posicion 308-1018, los resultados obtenidos de la secuenciacion se presentan como un

alineamiento en la Figura 11.

+i+

Figura 11. Estructura del gen de AHAS subunidad mayor en Glycine max
Las flechas rojas indican la posicion donde se disefiaron oligos para amplificacion por PCR punto final y la flecha
en color azul indica el sitio de interés para la realizacion de la edicion genética



Las secuencias parciales obtenidas del proceso de secuenciacion para este gen fueron alineadas,
producto de ello se obtuvo una cadena de DNA consenso para las variedades cuyo gen se estudio.

Dicha secuencia se muestra a continuacion:

>Gm AHAS
CTCCCTCGCCACGAACAGGGCGGCGTCTTCGCCGCCGAGGGCTACGCCCGCTCTTCCGGCCTCCCCGGCGTCTGCATC
GCCACCTCCGGCCCCGGCGCCACCAACCTCGTCTCCGGCCTCGCCGACGCCTTGCTTGACAGCGTCCCCCTCGTCGLC
ATCACCGGCCAGGTCCCCCGCCGCATGATCGGCACAGACGCCTTCCAAGAAACCCCCATCGTCGAGGTAACACGTTCC
ATCACTAAGCATAACTATCTCGTTCTCGATGTTGATGACATTCCTAGAATCGTTAATGAAGCGTTTTTCTTAGCCACT
TCGGGTAGACCTGG

Dichas secuencias de DNA mostraron una homologia del 100 % en las variedades analizadas en el
proyecto a partir del nucleétido 308 hasta el 694. Sin embargo, en el genoma de referencia en
comparacion con la secuencia de las variedades estudiadas, se observaron polimorfismos a lo largo

de la misma, lo cual nos podria indicar una diversidad fenotipica.

4. Disefio de RNA guia
Se hizo uso de la plataforma Benchling, para el analisis de secuencia de DNA de los genes a editar.
La plataforma se alimentd con la secuencia de nucleétidos obtenida de la secuenciacion. Se

evaluaron los mejores parametros arrojados por la plataforma.

4.1. IPK

Para el gen IPK, la plataforma se alimentd de una secuencia de 443 pb. Dentro de esta secuencia,
se buscd una secuencia de 20 pb, cuyo on target se encuentre arriba de 50 %, de la misma manera
se esperaba un off target con valores arriba de 40 %. A pesar de que los valores on target fueron
adecuados para los parametros que se buscaban, el off target resulté con un porcentaje mas bajo.
Para evaluar el efecto que el off target podria tener dentro del genoma de la soya, se evaluaron las

secuencias arrojadas por la pagina como target off, se descartaron aquellas con un valor <10%. En
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el caso de IPK, no existieron secuencias con un puntaje de off target alto, por lo cual se procedio

la elegir la secuencia con mayor on target. La secuencia de gRNA se posiciono del nt 1417 al 1436.

= Position  Stand  Sequence

TCTGAAATTGCTTCAAGGAG

AACCTTTTATGGTGATCTAG

AGCCTAGAACATATGACAAC

CAAACTCTGAAATTGCTTCA

ATTTAATGCCAAATAAATAA

TTCCTGTTGTCATATGTTCT

Figura 12. Disefio de gRNA para la edicion del gen IPK en Glycine max
Se analizaron las secuencias parciales obtenidas del gen IPK para confirmar que en todas las
variedades existiera la presencia de los 20 pb que darén lugar al gRNA. Como se observa en la
Figura 13, las secuencias se conservaron a lo largo de la region de 20 pb y asimismo en la posicién

de la secuencia PAM.

Species/Abbrv Group Name | * * *[F % % % % % R E R R R E AP x ok k kK Kk kK K K K K X
1. Nainari_IPK AACITCTGAAATTGCTTCAMGGAGAGGTACATCC
2. WilliIAMS82_IPK AACITCTGAAATTGCTTCAMGGAGAGGTACATCC
3. OilLIPK AACITCTGAAATTGCTTCAMGGAGAGGTACATCC
4. HA400_IPK AACITCTGAAATTGCTTCAMGGAGAGGTACATCC
5. H200_IPK AACITCTGAAATTGCTTCAMGGAGAGGTACATCC
6. Suaqui_IPK AACITCTGAAATTGCTTCAMGGAGAGGTACATCC
7. RapidShooting_IPK AACITCTGAAATTGCTTCAMGGAGAGGTACATCC
8. Protein_IPK AACITCTGAAATTGCTTCAMGGAGAGGTACATCC

Figura 13. Comprobacion de la presencia del gRNA de IPK en las secuencias de las variedades
de soya

4.2. AHAS

En el caso de la secuencia de AHAS, la region seleccionada para el disefio de los gRNA se ubica
entre las posiciones 516-552. EI gRNA, de una longitud de 20 pb, se disefid para que la proteina
Cas9 realice el corte de secuencia en el codon CCC que codifica para una Prolina. Los valores de

on target se encuentran cercanos al 50 %. Por otro lado, a pesar de que el off target es bajo, la
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evaluacion del mismo indico una probabilidad del 50 % de realizar el corte en una secuencia

redundante (Figura 14).

Tth111I Eco01891 Dpn}L
PFIFI BamFI Eae’ PpuMI BfugT
Mspall BsmFI Tagal HphI BsrFI Avall Mibo!

Figura 14. Disefio de gRNA para la edicion del gen AHAS en Glycine max

Debido a que los genes de AHAS son redundantes y la estrategia de edicion es recombinacién
homologa, se corrobord que los genes con mas alto target off se encontraran Unicamente dentro de
la familia de las Acetolactato Sintasa en la subunidad mayor, de esta manera si Cas9 actuara sobre
dichos genes, la planta podria adquirir resistencia a herbicidas.

Posteriormente, las secuencias parciales se evaluaron mediante un alineamiento en el programa
MEGA 7. Se corrobor6 la presencia de la secuencia de 20 pb que dara lugar a gRNA, de esta
manera se comprobd que el vector resultante de este proyecto podra ser aplicado en las variedades

secuenciadas en esta posicion en particular (Figura 15).

SpecieszbbrvAGrnupName * K Ok ok ok ok W kW ok K N K W Kk Wk Wk ok ok ok W kW kW W W W Kk W kW kW kW Wk W W * W

1. H200 CGTCGCCATCACCGGC|CAGGTCCCCCGCCGCATGAT|ICGGCACAGAC
2. H400 CGTCGCCATCACCGGC|CAGGTCCCCCGCCGCATGAT|ICGGCACAGAC
3. Nainari CGTCGCCATCACCGGC|ICAGGTCCCCCGCCGCATGAT|ICGGCACAGAC
4. Qil CGTCGCCATCACCGGC|ICAGGTCCCCCGCCGCATGAT|ICGGCACAGAC
5. Protein CGTCGCCATCACCGGC|ICAGGTCCCCCGCCGCATGAT|ICGGCACAGAC
6. Rapid_Shooting CGTCGCCATCACCGGC|ICAGGTCCCCCGCCGCATGAT|ICGGCACAGAC
7. Suaqui CGTCGCCATCACCGGC|ICAGGTCCCCCGCCGCATGAT|ICGGCACAGAC
8. Williams82 CGTCGCCATCACCGGC|ICAGGTCCCCCGCCGCATGATICGGCACCGAC

Figura 15. Comprobacion de la presencia del gRNA de AHAS en las secuencias de las variedades
de soya
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Los gRNA obtenidos del programa Benchling fueron sintetizados como oligonucle6tidos de DNA,
tal cual se describe en la Tabla x.

Tabla x. Secuencias de los oligonucleotidos que daran lugar al gRNA de ambos genes

Nombre Secuencia

gRNA IPK F ATTGTCTGAAATTGCTTCAAGGAG

gRNA IPK R AAACCTCCTTGAAGCAATTTCAGA
gRNA AHAS F ATTGCAGGTCCCCCGCCGCATGAT

gRNA AHAS R AAACATCATGCGGCGGGGGACCTG

5. Construccion de los vectores para edicion

5.1. Clonacion del gRNA en el vector de edicion
Una vez que se tenian los oligonucleotidos sintetizados, se realizd la clonacion en el vector
pBUN4UGBSM. Este vector fue construido por el grupo de trabajo utilizando como base el plasmido
comercial pPBUN411.
Los oligos fueron disefiados para ser complementario a lo largo de 20 pb, y dejar extremos
cohesivos complementarios al vector abierto en los extremos 5’ y 3°. El alineado de se aprecia en

un tamafio de 25 pb como se aprecia en la figura 16.

25 pb =

Figura 16. Alineamiento de los oligonucleétidos descritos en la Tala iv. M)Marcador de bajo peso
molecular; 1) Alineamiento correspondiente al gRNA del gen IPK; 2) Alineamiento
correspondiente al gRNA del gen AHAS; 3) Oligonucleétido sin alinear como control
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La correcta clonacion se evalué mediante la digestion y PCR de las colonias obtenidas de la
ligacion como se muestra en la figura 17. Las clonas positivas se corroboraron mediante

secuenciacion.

Figura 17. Corroboracion de la correcta clonacion del inserto. A) PCR punto final U6p-gRNA:
N, NTC; +, control positivo; -, control negativo; 1-4, muestra a analizar. B) Digestion mediante
Hindlll para liberacion del inserto: 1-4) muestras a analizar

Se seleccionaron dos clonas las cuales se encontraban ya analizadas por los resultados de
secuenciacion. De este andlisis resultaron dos plasmidos que se aplicaron durante este trabajo.
Aquel cuyo gRNA se dirigira a la secuencia de la soya de Inositol Pentakisfosfato Cinasa
(pBUN4U6-IPK) y el clonado con el gRNA que dirigira a la proteina Cas hacia el gen que codifica

para la acetolactato Sintasa (pBUN4UG6-AHAS).

5.2. Construccién del vector DONOR-AHAS

De acuerdo con varios reportes, los experimentos de knock in dirigidos por CRISPR/Cas9 se han
realizado con un DONOR como inserto en plasmido de longitud total variando desde 0.47 hasta
5.2 kb, para modificaciones de fragmentos variando desde 46 pb hasta 1.6 kb, respectivamente
(Collonnier et al., 2017).

Por otro lado, Shi y colaboradores (2017) corroboraron, aungue no en el mismo sitio de edicion,

que el DNA de cadena simple proveniente de un producto de PCR comparado con el DONOR
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circular presenta menores porcentajes de eficiencia de edicion de las plantas transformadas. En este
mismo estudio se comprobd que, con un 2.05-4.1% de edicion, la eficiencia del sistema aumento
ampliamente con un DONOR de longitud total de 1 kb en cada extremo y una insercion de 3.1 kb.
Por lo anterior se realizé la construccién del DONOR de AHAS en un vector pCR8/TOPO. Se
disefiaron oligonucledtidos para obtener las secuencias flanqueantes al sitio de edicion, marcando
el cambio de secuencia de C a T en las posiciones 537 y 539 para lograr el cambio de Prolina a
Serina como se indica en la tabla xi.

Tabla xi. Secuencia para la obtencion de los brazos homoélogos para realizar la recombinacion
homdloga en explantes de soya. Indicadas en direccion 5'-3'

DON ALS-short Left Fw | GTTCACCGCCCTCCCTTCATCAT

DON ALS-short Right R | CATAAACAGTCCCGTGCATCCCAA

DON ALS-Fw Ser-Ala CCCTCGTCGCCATCACCGGCCAGGTCTCTCGCCGCATGATCGCC

DON ALS-Rv Ser-Ala GGGGTTTCTTGGAAGGCGTCGGTGGCGATCATGCGGCGAGAGACCTG

DON ALS-Fw Ser-Gly CCCTCGTCGCCATCACCGGCCAGGTCTCTCGCCGCATGATCGGC

ol O Bl W N|

DON ALS-Rv Ser-Gly GGGGTTTCTTGGAAGGCGTCGGTGCCGATCATGCGGCGAGAGACCTG

La consideracion mas importante para el disefio del DONOR fue el cambio de la region PAM
(CGG). Para esto, se observd la secuencia de aminoacidos para la cual codificaba esta secuencia
en la soya.

La secuencia PAM de este gen se encuentra posicionado dentro del sitio de traduccion para dos
aminoacidos. Debido a que el codon para Glicina es el triplete GGN, el cambio de secuencia PAM
significaria un cambio en la cadena de aminoacidos codificada eneste gen. Para estudiar si la region
a editar AITGQVPRRMIGTDAFQETPIVE se encontraba altamente conservada se realizd un
BLAST de proteina en una amplia seleccion de organismos, el BLAST arrojo un cambio en la

secuencia proteica del gen AHAS en Bacillus aeruginosus.
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Con los resultados obtenidos, se observd que existia un cambio en la secuencia de Glicina a
Alanina, por los cual se disefiaron los oligonucledtidos para la obtencién del locus con un cambio
de CGG a CGC de la posicion 552 a la 554.

Se obtuvieron los brazos homologos del LOCUS del gen AHAS mediante amplificacion por PCR
como se observa en la Figura 18. La primera construccion DONOR consistio en el cambio del
codon CCC->TCT manteniendo la secuencia silvestre para la region PAM, a este plasmido le
denominamos pCR8-AHAS-Gly. La segunda construccion corresponde al cambio del codén que
codifica a Prolina por un codoén codificante para Serina y, adicionalmente, el camio en la region

PAM que codificara para Alanina, este plasmido se llam6 pCR8-AHAS-Ala.

Figura 18. Amplificacion por PCR punto final de los brazos homélogos con cambio en el ORF M,
Marcador 1 Kb plus; 1, amplificacion de extremo 5° cambios P =2 S; 2, amplificacion de extremo
3’ cambios P2 S; 3, amplificacion de extremo 5’ cambios P> Sy G=2A; 4, amplificacion de
extremo 3’ cambios P2 Sy G2A

Los brazos homologos, con los cambios esperados en la secuencia se alinearon mediante una rampa
de temperatura, realizando también una reamplificacion para su posterior clonacion. El tamafio

esperado del alineado completo se esperaba en 989 pb, para su evaluacién se observo en un gel

como se muestra en la Figura 19.
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Figura 19. Amplificacion de las moléculas DONOR para transformacion. M, marcador 1 Kb plus;
1 NTC; 2, pCR-AHAS-Gly; 3, pCR8-AHAS-Ala

Los fragmentos clonados se enviaron a secuenciacion, obteniendo los resultados mostrados en la
Figura 20. Se observan en los recuadros morados el cambio de secuencia que se tuvo en cada
clonaciéon. AHAS _Gm_Gly presenta un cambio en la cadena nucleotidica que se traducira en
Serina en vez de Prolina. Mientras AHAS_Gm_Ala presenta por su parte dos cambios, el primero

en el coddn que codificara en Serina 'y 13 pb rio abajo el cambio de un nucleétido que condificara

en Alanina.

SpECiES!Abbrv ﬂGrDUpNan’IE W W W W W W W W W W W W W W W W W W W W W W W w W wWENH W W
1. AHAS_Gmax_wt ccecececcecacoeTelccclcececcaecaTeATClcaclacc
2. AHAS_Gm_Gly cceeeCccAaGeTClTeTlIcGecCcGCATGATClcEeClaACC
3. AHAS_Gm_Ala CCGGCCAGGTC|TCT|CGCCGCATGATC|GCCIACC

Figura 20. Alineamiento de secuencias DONOR con las diversas variantes para la trasformacién

Seleccion de plantas transformadas y analisis

De acuerdo a lo establecido a Char y colaboradores (2017), el plasmido utilizado en este trabajo
tiene altas eficiencias de mutaciones en doble cadena, desde el 58-74 % de las plantas con
transformacion estable. El uso de este vector también permite la seleccion de la plantas cuya
transformacion puede ser probable, gracias al gen BAR de resistencia al herbicida glufosinato de

amino.
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6.1. IPK

El vector de edicion pBUN4U6-IPK se entrego a las células de la planta mediante la estrategia de
A. tumefaciens. Esta estrategia ha sido probada ampliamente en soya mediante diversas técnicas.
En la literatura, Paz y colaboradores (2006) reportaron una relativa alta de transformacion en
embriones de soya siendo esta de 4 %.

Los explantes de soya colocados en medio con agente de seleccidon (Glufosinato de amonio DLso)
que lograron sobrevivir después de 30 dias, fueron evaluados mediante PCR punto final para
corroborar la presencia del transgén Cas9 de 400 pb (Figura 21a). De la misma manera, para
realizar la doble corroboracion de la presencia del cassette de edicion se realizo la amplificacion
de un fragmento de 232 pb el cual corresponde al tamafio desde el promotor U6 hasta el extremo

3’ del scaffold del gRNA (Figura 21b).

4 567 M1 2 3 45 6
L)

Figura 21. PCR punto final de deteccion Cas9 M, marcado 1 kb plus;1, NTC; 2, control plasmidico
positivo; 3, Control negativo silvestre; 4, control positivo At; 5-7, muestras a analizar. b) PCR
punto final de deteccidén promotor U6 a scaffold. M, marcador 1 kb plus; 1, NTC; 2, control
negativo silvestre; 3, control plasmidico positivo; 4, control positivo At; 5-7, muestras a analizar.
Con esta corroboracién, se pudieron delimitar las plantas que se encuentran efectivamente
transformadas debido a la insercion de T-DNA en el genoma. En contraste con los resultados de

Paz (2006) en este proyecto los porcentajes de transformacién no se observan altos. Sin embargo,

se lograron obtener lineas estables que contienen el cassette de edicion.
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Figura 22. Lineas transformadas mediante Agrobacterium tumefaciens en medio de seleccion
con glufosinato de amonio.
El resumen de las eficiencias de transformacion mediante Agrobacterium tumefaciens se muestra
en la tabla. A pesar de que la eficiencia de transformacion en baja comparado con Paz en el 2006,
se obtuvieron lineas estables expresoras de Cas9.
Tabla xii. Resumen de las eficiencias de transformacion de los explantes sometidos al proceso de

transformacién por A. tumefaciens AGL1
pBUN4UG-IPK Eficiencia

Explantes transformados 650 (100%)

Explantes regenerados 210 (32%)
Explantes en seleccion 25 (3.8%)
Explantes positivos 3 (0.5%)

6.2.AHAS
En el caso de la transformacion del plasmido, la cual se transformd mediante biobalistica esta
reportada como una estrategia con una mayor eficiencia de transformacion aproximandose al 9 %
de acuerdo a lo reportado por Rech y colaboradores (2008) y Soto (2016). Se realiz6 el bombardeo
con la aplicacion de dos diferentes donadores (pCR8-AHAS-Gly y pCR8-AHAS-AIla) para la
recombinacion homdloga. Se realizé la confirmacion de presencia del T-DNA mediante PCR del

ORF de Cas9 (Figura 23).
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Figura 23. a) PCR punto final de deteccion Cas9 para el gen AHAS. M, marcado 1 kb plus;1,
NTC; 2, control positivo; 4-8, muestras a analizar. b) PCR punto final de deteccion promotor U6
a scaffold. M, marcador 1 kb plus; 1, NTC; 2, control positivo; 3, control negativo (silvestre); 4-

7, muestras a analizar.

El resumen de las eficiencias obtenidas se muestra a continuacion:

Tabla xiii. Resumen de eficiencias obtenidas mediante transformacion por biobalistica

pBUN4UG-ALS pCR8-AHAS-Gly | pPCR8-AHAS-Ala
Explantes transformados 470 (100%) 500 (100%)
Explantes regenerados 58 (12.3%) 50 (10%)
Explantes en seleccion 10 (2.12%) 7 (1.4%)
Explantes positivos 3 (0.70%) 2 (0.40%)

Como se puede observar en la Tabla xii, existe mediante este método una baja eficiencia (0.4 —
0.7 %) de transformacién en comparacion con lo reportado por Soto y Rech. Las eficiencias
generales de este protocolo son bajas, esto se puede deber en primer lugar a la variedad con la que
se trabaj6 en este proyecto, pues se ha demostrado que la eficiencia de transformacion depende
muchas veces de los varietales. Por otro lado, la baja eficiencia de transformacién en el marco de
este proyecto puede deberse al gen elegido para realizar la modificacion. Ya que este gen (AHAS)
es de vital importancia en la sintesis de aminoacidos de cadena ramificada (Isoleucina, Leucina y
Valina), una mutacién en AHAS puede resultar para la planta de estudio. Lo anterior explicaria el
bajo porcentaje de regeneracion después de la transformacion.
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7.

Identificacion de edicion

Una vez que se seleccionaron las plantas transformadas para ambos genes. Se procedio a analizar
si existia un cambio en la secuencia de interés. Se implement6 un ensayo de digestion mediante la
aplicacion de la Endonucleasa T7 propuesto en el 2010 por Guschin y colaboradores. Esta
endonucleasa tiene como actividad reconocer cortes en DNA de doble cada cuyo apareamiento no
sea perfecto, con una cobertura desde 1 pb.

Amplificacion y alineamiento se realiz6 considerando que las ediciones se dan generalmente en
un unico alelo, por lo tanto, si existen modificaciones de uno de los alelos, el alineamiento podra

darse de manera no especifica en el sitio de edicion, permitiendo la accion de la enzima.

Figura 24. Ensayo de la endonucleasa T7 para el gen IPK. M, marcador 1 kn plus; 1, control
positivo de At editada; 2; control negativo silvestre; 3-5, muestras a analizar

En la figura 24 se muestran los resultados de la reaccion de digestién por la endonucleasa T7. Como
se puede observar en dicha imagen, no existe edicion en ninguno de los alelos de la planta. Para
corroborar lo anterior, se realizd la clonacion de las secuencias de interés en un vector de
conservacion pCR2.1 para la secuenciacion.

Se evaluaron 5 colonias con el inserto de IPK de cada una de las plantas transformadas. Los

resultados se observan en la Figura 25.
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SpeciESI’Abm‘ GrDup Name WOW W W W W W W W R W W W W W W R W W W W W W Y W W W

1. Gm_IPK_wt AC GGAGAGGTACA
2. IPKL1-C1 ACITCTGAAATTGCTTCARMGGAGAGGTACA
3. IPKL1-C2 AC-TCTGCGAAATTGCTTCARMGCGCGAGAGGTACA
4. IPKL1-C3 ACITCTGAAATTGCTTCARMGGAGAGGTACA
5. IPKL1-C4 AC-TCTGAAATTGCTTCARMGCGCGAGAGGTACA
6. IPKL1-C5 ACCTCTGAAATTGCTTCARMGGAGAGGTACA
7. IPKL2-C1 ACITCTGAAATTGCTTCARMGGAGAGGTACA
8. IPKL2-C2 ACCTCTGAAATTGCTTCARMGGAGAGGTACA
9. IPKL2-C3 ACITCTGAAATTGCTTCARMGGAGAGGTACA
10. IPKL2-C4 AC-TCTGCGAAATTGCTTCARMGCGCGAGAGGTACA
11. IPKL2-C5 ACITCTGAAATTGCTTCARMGGAGAGGTACA
12. IPKL3-C1 AC-TCTGAAATTGCTTCARMGCGCGAGAGGTACA
13. IPKL3-C2 ACCTCTGAAATTGCTTCARMGGAGAGGTACA
14. IPKL3-C3 ACITCTGAAATTGCTTCARMGGAGAGGTACA
15. IPKL3-C4 AC-TCTGAAATTGCTTCARMGGAGAGGTACA
16. IPKL3-C5 ACTCTGAAATTGCGCTTCAMGGAGAGGTACA
PAM

Figura 25. Alineamiento de secuencias de las lineas transformadas con el plasmido pBUN4U&-
IPK.
El cuadro indica la secuencia del gRNA. La flecha sefiala la regién PAM

En el caso del gen AHAS se realizd también el ensayo de la endonucleasa T7, para este gen
tampoco se observo la actividad de la enzima (Figura 26), por lo cual se estima que en las plantas
transformadas no existié6 modificacién en la secuencia. Debido a lo anterior, es necesaria la
corroboracion mediante secuenciacion de las plantas transformadas obtenidas mediante el

protocolo de Biobalistica.
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Figura 26. Ensayo de la endonucleasa T7 para el gen IPK. M, marcador 1 kn plus; 1, control
positivo de At editada; 2; control negativo silvestre; 3-5, muestras a analizar

Como se puede apreciar, para este caso particular, no existieron modificaciones en las secuencias
de interés. Esto puede deberse a diversas razones. Como reporta Xu y colaboradores (2015) el
porcentaje de edicion utilizando como estrategia knock out alcanza porcentajes desde 2.4 a 6.25%
de las plantas transformadas totales. Lo anterior, podria justificar la nula tasa de edicion en los
explantes de soya, debido a que se debieron tener al menos 100 explantes de soya transformados
para obtener de 2 a 6 plantas modificadas. Por otro lado, la baja expresion de la proteina Cas9 y/o
gRNA en los explantes de soya podrian evitar el funcionamiento de la maquinaria de edicion. De
manera general, se ha reportada que, con el uso de promotores de RNA pequefio (U6) se utilice
para el inicio de la transcripcidon una Guanina. Sin embargo, considerando que durante el disefio se
seleccionaron los gRNA con los mejores puntajes y mas cercanos al sitio de edicidn, en ambos
casos el nucledtido inicial no corresponde a G. A pesar de que la guanina no es el codén de
preferencia para el promotor U6, Zhu y colaboradores (2015) reportaron que la expresion de los
RNA de tamafio pequefio en maiz esta potenciada, mas no limitada por el nucle6tido G como

iniciador de la transcripcion. De acuerdo con lo reportado, el gRNA disefiado se le puede adicionar
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una G al inicio de la secuencia nucleotidica, con lo cual se espera una eficiencia de modificacion
mas alta.

En casos mas generales, Ma y colaboradores (2014) determinaron que con el uso del promotor U6,
la expresion del RNA no inicia en todos los casos de la guanina en la posicion uno, sino que puede

saltarse hasta dos nucle6tidos de la cadena de DNA, cualquiera que fuera el nucleétido.
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CONCLUSIONES

Los genes de la soya mas viables para realizar la edicion fueron IPK, gen involucrado en la
ruta de sintesis del &cido fitico, y AHAS, gen involucrado en el funcionamiento del
herbicida sulfonilurea.

Las secuencias de gRNA seleccionadas son las dptimas para realizar la edicion al
encontrarse cerca del sitio de union a sustrato de ambas proteinas.

Para realizar la transformacion de soya, a metodologia de transformacion por
Agrobacterium tumefaciens suponen una ventaja para la obtencién de plantas transgénicas.
Se obtuvieron 3 lineas independientes positivas al cassette de edicion pPBUN4U6-IPK con
una eficiencia del 0.5 % en los explantes de soya. Las lineas positivas para el casstte de

edicién pPBUN4UG6-AHAS fue del 0.4 al 0.7 %.
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