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Resumen

La soya (Glycine max) tiene importancia a nivel mundial en la industria alimentaria
por su alto contenido en aceites y proteinas. Sin embargo, los cultivos de soya son
afectados por plagas y enfermedades, como la roya causada por el hongo
Phakopsora phachyrhizi, generando pérdidas de hasta 90% del cultivo. Las
proteinas AvrPphB susceptiblel (PBS1) y la de resistencia a Pseudomonas
syringae 5 (RPS5) estan implicadas en la transduccion de sefiales para evocar la
respuesta inmunitaria innata de las plantas. En Arabidopsis thaliana, PBS1 es
escindida por la proteasa AvrPphB (del inglés Pseudomonas phaseolicola
avirulence protein B) activando RPS5 y dando lugar a una respuesta hipersensible
(HR). Una estrategia que se ha propuesto para combatir la roya es utilizando estas

dos proteinas.

En este trabajo de investigacion se planted la generacidn de soya con resistencia
a hongos patégenos. La estrategia propuesta fue la edicibn de genes de
resistencia, en particular, la edicion del gen que codifica para la proteina PBS1
mediante el uso del sistema CRISPR/Cas9. De esta manera, la cinasa ortloga
PBS1 funcionaria como “sefiuelo” para distintos efectores, permitiendo mayor
resistencia. Los resultados sugieren que el método de transformacion fue efectivo;
sin embargo, no se logré la regeneracidon de explantes. Adicionalmente, se
buscaron ortélogos de PBS1 para rastrear su origen y evolucion. El analisis
evolutivo sugiere que PBSL1 se originé en el linaje que dio lugar a las embriofitas,
con las secuencias de las angiospermas formando un clado separado de la
proteina de las pteridofitas. En resumen, el uso de la proteina PBS1 para generar
resistencia a diversos patdgenos es una estrategia prometedora empleando un

método novedoso como CRISPR/Cas9.



Abstract

Soybean (Glycine max) is a worldwide important crop for the food industry due to
its high protein and oil contents. However, the crops are affected by pests and
diseases, such as soybean rust caused by the fungus Phakopsora phachyrhizi
which has the potential to cause up to 90% of the yield losses. A control strategy
for this disease is modulating the AvrPphB susceptiblel (PBS1) protein. PBS and
the resistance to Pseudomonas syringae 5 (RPS5) proteins are involved in signal
transduction to elicit the innate immune response of plants. In Arabidopsis thaliana,
PBS1 is cleaved by the AvrPphB (Pseudomonas phaseolicola avirulence protein B)

protease activating RPS5 and leading to a hypersensitive response.

The main objective of this work was the generation of a pathogenic fungi resistant
soybean line by the genetic edition of the pbsl gene using the CRISPR/Cas9
system. Thus, the orthologous PBS1 kinase would function as a "decoy" for
different effectors, allowing pathogen resistance. Our research suggested that
soybean transformation method was effective. However, we could not be able to
achieve explant regeneration. Additionally, we searched for orthologs of PBS1 to
analyze its origin and evolution. Our findings suggested that PBS1 originated in the
lineage that gave rise to embryophytes, with the angiosperm sequences forming a
separate clade from the pteridophytes. Finally, the use of the PBS1 protein to
generate resistance to various pathogens using gene editing with CRISPR/Cas9 is

promising.
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1.Introduccion

La soya (Glycine max) es una leguminosa herbacea, erecta, anual y ramificada
que tuvo su origen en la regién oriental del continente asiatico (China),
posteriormente se expandi6 a otros paises de Asia, Europa y el continente
americano (Agricultura 'y Rural, 2006; Grassini et al., 2021).

La soya tiene gran importancia a nivel mundial por su demanda en la industria
alimentaria. México es uno de los principales importadores de soya aportando
internacionalmente un 3% de la comercializacién (Shapouri H et al.,2001;
SAGARPA, 2022). No obstante, la productividad de este cultivo es impactada por
estrés bidtico (plagas y enfermedades) y abiotico (frio, sequia y suelos alcalinos)
(SAGARPA, 2011). En este sentido, la soya es susceptible a infeccion por virus,
bacterias, hongos y nematodos, que estan en continua evolucion y generando

nuevas razas de mayor virulencia.

Las plantas en general, y en particular las terrestres, han coexistido con una
variedad de microorganismos durante cientos de millones de afios a través de
diferentes tipos de interacciones (Han, 2019). La coexistencia de plantas y
microorganismos ambientales llevd a la evolucién de los sistemas vegetales
involucrados en la interaccién con estos ultimos, incluyendo patégenos (Jones J.
D. y Dangl J. L., 2006). Tal interaccion resulté en el aumento de la complejidad del
genoma tanto en plantas como en los microorganismos interactuantes (Chisholm
et al., 2006).

Las plantas poseen diversas estrategias de defensa contra patdgenos. Una de
éstas incluye proteinas receptoras de reconocimiento de patrones (PRR) (Jones J.
D. y Dangl J. L., 2006; Schwessinger y Zipfel, 2008), que reconocen patrones
moleculares asociados a microbios o patdogenos (MAMP o PAMP), como flagelina
bacteriana o fragmentos de pared celular en hongos que son PAMP’s que activa
la inmunidad por PAMP (PTI) (Gbmez-Gomez y Boller, 2000; Jones J. D. y Dangl

J. L., 2006; Kaku et al., 2006). Las plantas contienen diferentes cinasas similares a
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receptores (RLK) que funcionan como PRR (Boller y Felix, 2009; Han, 2019). Las
RLK consisten principalmente en un dominio N-terminal de union a ligando, un
dominio transmembranal y un dominio C-terminal de cinasa (Shiu S. H. y Bleecker,
2001; Sun et al., 2017). Estos tienen un papel importante en el estrés abiético, las
interacciones planta-microbio y el desarrollo de la planta (Shiu S.-H. et al., 2004;
Tang et al., 2017). Los receptores citoplasmicos similares a cinasas (RLCK) son
un subconjunto de miembros de la familia RLK, sin embargo, carecen de dominios
extracelulares y transmembranales. La proteina AvrPphB Susceptiblel (PBS1) y
una serie de proteinas similares a PBS1 (PBL), como BIK1 y PBL2, pertenecientes
a la subfamilia de RLCK VII participan en la PTI. Las plantas contienen una
diversidad de genes denominados de resistencia (R), cuyos productos son
capaces de reconocer efectores de patdgenos de manera especifica, induciendo
la respuesta inmune innata de la planta. Existen genes de resistencia que
codifican para proteinas que contienen sitios de unidon a nucleétidos (NBS) y
repetidos ricos en leucina (LRR) denominados NBS-LRR (Jones Jonathan DG y
Dangl Jeffery L, 2006). Los productos de estos genes presentan especificidad
contra genes de patégenos; sin embargo, se ha observado que mutaciones en
dominios LRR permiten cambios en la resistencia a patdogenos (Ashfield et al.,
2012). Por este hecho, se hipotetiza que la edicidbn de genes de resistencia y su
activacion podrian generar variedades con un aumento en la mitigacion o

resistencia al ataque por patdgenos.

La roya asiatica es una enfermedad causada por el hongo biotréfico Phakopsora
pachyrhizi. Esta enfermedad se encuentra presente en regiones productoras de
soya causando pérdidas severas (Goellner et al., 2010). La respuesta fenotipica
de la soya ante el hongo es la presencia de lesiones esporulantes bronquiales,
lesiones marrén-rojas con escasas 0 ninguna esporulacion y lesiones no visibles
indicativas de una respuesta inmune (Goellner et al., 2010). La roya asiatica es
controlada mediante el uso de fungicidas, los cuales estan perdiendo eficacia. Por
lo tanto, existe interés en la generaciéon de plantas con resistencia a enfermedades

(Whitham et al., 2016). A pesar de que existen variedades con resistencia a

14



algunos patdgenos, ésta es parcial. Por lo anterior, se justifica el uso de
biotecnologia que permita ampliar el rango de resistencia a un mayor numero de
patdgenos que inciden en la productividad de este importante cultivo (Whitham et
al., 2016).

Los microorganismos patégenos son capaces de introducir efectores en las
células huésped; un ejemplo notable de PRR que se ha reclutado en algunas
especies para la inmunidad mediada por efectores (ETI), es la cinasa PBS1 y
varias proteinas similares a PBS1 (PBL). PBS1 es una proteina cinasa de
serina/treonina conservada en angiospermas que esta anclada a la membrana
plasmatica por S-acilacion en el extremo N-terminal (Caldwell y Michelmore,
2009). PBS1 de Arabidopsis thaliana (AthPBS1) es cortada por AvrPphB, un
efector tipo cistein proteasa de Pseudomonas syringae, internalizado por un
sistema de secrecion de tipo tres (TTSS) (Afzal et al., 2008). La escision se
produce en el motivo GDK, lo que resulta en un cambio conformacional; esto
expone otro motivo (la secuencia SEMPH, localizada en el bucle C-terminal) que
es reconocido y unido por el miembro de la familia de proteinas NLR RPS5. Esta
interaccién activa RPS5, que a su vez conduce a la posterior induccién de
respuesta hipersensible (HR) (Ade et al., 2007; Qi et al., 2014). RPS5 se localiza
en la membrana plasmatica y se asocia a PBS1 a través de su dominio amino
terminal (CC) (Ade et al., 2007). Por lo tanto, PBS1 puede servir como sefiuelo,
protegido por RPS5 para detectar la actividad efectora (Kim S. H. et al., 2016). De
acuerdo con investigaciones recientes, muchas proteinas de resistencia podrian
ser activadas de manera indirecta por efectores provenientes de los patdgenos
(Jones Jonathan DG y Dangl Jeffery L, 2006). Por ejemplo, en tomate, la proteina
PBS1 es una cinasa que al ser hidrolizada por la proteasa AvrPphB induce la

expresion de genes de la respuesta inmune innata (Kourelis et al., 2016).

En este trabajo de investigacion se plante6 la generacién de soya-con resistencia
a hongos patdgenos que causan enfermedades e inciden negativamente en su

productividad. La estrategia propuesta fue la ediciébn de genes de resistencia que
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fueran capaces de reconocer efectores diversos para aumentar la resistencia al
patdgeno. En particular, la edicion del gen que codifica para la proteina PBS1,
sustrato de la proteasa del patdgeno, permitiria ampliar el rango de proteasas que
activan el sistema de defensa. De esta manera, la cinasa ortéloga PBS1
funcionaria como “sefiuelo” para distintos efectores, permitiendo un espectro de
resistencia mas amplio. El objetivo del proyecto fue analizar los ortdlogos de PBS1
en Viridiplantae a través de la caracterizacion de subdominios y motivos de cinasa
en PBS1 en clorofitas y plantas terrestres, asi como realizar una reconstruccion
ancestral de los motivos de PBS1 y un analisis estructural predictivo de las

proteinas de los ortélogos de PBS1 en diferentes linajes de plantas terrestres.

1.1 Soya

La soya (G. max) es una planta herbacea, anual y ramificada. Contiene ramas que
proceden del tallo principal, presenta hojas, tallos y vainas; su altura puede variar
entre 30 cm y 2 m. De acuerdo con su variedad y condiciones ambientales, su
ciclo de vida puede ir desde 80 hasta 200 dias (Rosas y Young, 1989). Esta
oleaginosa del género Glycine pertenece a la familia Febaceae, subfamilia
Papilionoideae y tribu Phasoleao. Tuvo su origen en la regi6on oriental del
continente asiatico (China) y posteriormente se expandio a otros paises de Asia,
Europa y el continente americano. EI genoma de soya es un tetraploide
diploidizado con 2n = 40 cromosomas Yy un tamafio del genoma de
aproximadamente 1115 Mb (Schmutz et al., 2010).

1.1.2 Origen y distribucion

En la antigua China, la soya era considerada una de las cinco plantas sagradas
junto con la cebada, el trigo, frijoles y el arroz, por lo que cada afio se realizaban
ceremonias en el que el emperador participaba en la siembra de los frijoles. De
acuerdo con la literatura antigua, Sheng -Nung realiz6 el primer registro de la soya

en su obra médica (2,838 a.a.c) describiéndola como una planta de alto valor
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nutritivo y con propiedades curativas. Desde sus origenes en el pueblo chino, la
soya se ha empleado como alimento humano ya que era su principal fuente de

proteina (Torres y Torres y Tovar-Palacio, 2009).

La soya se desplaz6 a las naciones de Asia y Europa desde 1950 (Hymowitz,
2008). En EUA la aceptacion fue lenta; sin embargo, en 1938 hubo un avance en
el desarrollo de la infraestructura para su procesamiento y comercializacion.
Posteriormente, la soya se convirtio en el cultivo de mayor importancia econémica
para EUA. En Brasil, la soya no tenia importancia econémica; sin embargo, entre
los afios 1965 y 1975 aumentd la superficie sembrada con un rendimiento del
28%, siendo los principales factores para su expansion los subsidios
gubernamentales, y el desarrollo de infraestructura para su procesamiento y

comercializacion (Hymowitz, 2008).

La introduccién de la soya en algunos paises de América Latina se debid, en
parte, a una lucha en contra de la desnutricion de nifios de familias que no podian
adquirir fuentes de proteina, como la leche y el huevo (Bourges, 1978; Torres y
Torres y Tovar-Palacio, 2009). En 1970, México fue uno de los primeros paises
latinoamericanos que desarrolld diferentes productos que han utilizado la proteina
de soya (PS) en un porcentaje de 20 a 30% para enriquecer o sustituir a la
proteina de origen animal de varios productos y hacerlos de esta manera mas

econdémicos (Bourges, 1978).
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1.1.3 Importancia nacional e internacional de la soya

La soya presenta un alto contenido en proteina y aceite, por lo que tiene gran
importancia a nivel mundial; su produccion se ha incrementado considerablemente

debido a la demanda de la industria alimentaria (Intagri, 2015).

El departamento de Agricultura de Estados Unidos (USDA) estima que la
produccién de soya en el periodo 2021/2022 sera de 350.72 millones de
toneladas. El afio pasado la produccion fue de 367.76 millones por lo que este afo
podria significar una disminucion del 4.63% alrededor del mundo. Los principales
productores a nivel internacional son Brasil, EUA, Argentina, China e India. México
se posiciona en el lugar 17 (Figura 1) (SAGARPA, 2022).

Principales Paises productores

380,000

B 10,800,000

14,500,000
57,000,000

e, 20,500

0 50,000,000 100,000,000 150,000,000

sedllaW sepejauo]

B Mexico M India China ®Argentina ®EUA HBrasil

Figura 1. Principales paises productores de soya 2022. El principal productor de soya es
Brasil, seguido de EUA, Argentina China y en el lugar 17, México (SAGARPA, 2022).

El aumento del comercio internacional por el consumo de la soya ha mejorado el
crecimiento de las importaciones. Los principales paises importadores son China,
la Unién Europea, México, Japon y Tailandia (Shapouri et al.,2001)(SAGARPA,
2022)(Figura 2).
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Figura 2. Principales Paises importadores de soya 2022. China fue el principal importador
de soya seguido de la Union Europea. (SAGARPA, 2022).

México es uno de los principales importadores de soya a nivel mundial, aportando
un 3% de la comercializacion a nivel mundial. En Latinoamérica, México es el
principal importador de aceite y productos de soya. La Asociacion América de la
soya desperto el interés para la preparacion y usos de la soya en México. En el
afo 2021 se obtuvieron 4,694 toneladas mas que el afio anterior. Los estados con
mayor participacion respecto al volumen nacional obtenido son: Yucatan,

Tamaulipas, Chiapas, Campeche (Tablal).

Tabla 1. Superficie sembrada de soya por entidad federativa
Ciclo otofio-invierno 2019-2020. Avance julio 2021

Entidad Volumen obtenido Var. % anual Participacion
2020 20211 % 2021

Nacional 960 5654 489 100

Yucatan 0 4170 ns 73,8
Tamaulipas 591 1142 93,2 20.2

Chiapas 249 258 3.6 4.6
Campeche 0 84 ns 15

Nuevo Ledn 120 0 ns 0.0

1 Cifras preliminares; ns no significativo (SIAP, 2021)
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La superficie sembrada en 2021 fue de 3025 mas de hectareas respecto al afio
anterior; el mismo patron se observa para la superficie cosechada y la produccion
con 2541 hectareas y 4,694 toneladas mas comparado con 2020 (Figura 3). Para
el afo 2022 los principales estados productores son: Tamaulipas (34.3%),
Campeche (21.9%), San Luis Potosi (16.7%), Sinaloa (7%), Chiapas (5.6%) vy
Sonora (4.5%) (SAGARPA).

Superficie y produccion de Soya
Ciclo otono-invierno 2020-2021

5654
6000 4653
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3005
1628
2000 960

N -

2020 2021

M Superficie sembrada (hectareas) M Superficie cosechada (hectareas)

B Produccion (toneladas)
Figura 3. Superficie y produccion de soya en México. (SIAP, 2021).

1.1.4 Fases de desarrollo de la soya

El desarrollo de la planta se divide en vegetativo (V) y reproductivo (R). Con
excepcion de las primeras dos etapas, las etapas V son designadas
numéricamente. Los 8 estados R son designados numéricamente (Wright y
Lenssen, 2013).

1.1.4.1 Etapa vegetativa

VE: se produce la emergencia de la plantula, los cotiledones estan sobre la
superficie del suelo.
VC: el hipocadtilo se endereza, los cotiledones se encuentran desplegados y las

hojas unifoliadas se encuentran separadas.
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V1: primer nudo. Hojas unifoliadas expandidas, primera hoja trifoliada desplegada
V2: segundo nudo. Primer trifolio expandido, segunda hoja trifoliada desplegada.
V3: tercer nudo. Segundo trifolio expandido, tercera hoja trifoliada abierta
desenrollada.

V4: enésimo nudo. Enésimo nudo con trifolio abierto sobre tallo principal, hojas

trifoliadas desplegadas, antes de la floracion (Figura 4).

Figura 4. Estados vegetativos de soya. Fotografias de 4 etapas vegetativas VE, VC, V1y V4.

Imagen tomada de lowa State

University(https://crops.extension.iastate.edu/soybean/production_growthstages.html).

1.1.4.2 Etapa reproductiva

Las etapas de crecimiento pueden variar debido a las diferencias que pueden

existir en el campo, causados por la temperatura y el estrés biotico.
R1: comienzo de floracidn. La planta presenta una flor en cualquier nodo.

R2: floracibn completa. Floracion completa en uno de los nodos superiores del

tallo de la planta con hojas completamente desenrolladas.

R3: formacion de vainas. Formacién de la vaina en uno de los 4 nodos superiores

del tallo, mide 5 mm de largo con hojas totalmente desplegadas.
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R4: vainas completas. La vaina mide 2 cm en uno de los 4 nudos superiores del

tallo con hojas totalmente desplegadas.

R5: formacién de semillas. Las semillas miden 3 mm de largo se encuentra dentro

de la vaina de uno de los 4 nudos superiores.

R6: semilla completa. Una de las vainas de uno de los 4 nudos superiores

contiene una semilla que llena la cavidad de la vaina.

R7: comienzo de maduraciéon. Una vaina en el tallo principal ha alcanzado el color

de madurez (bronceado, marrén o negro).

R8: maduracién completa. El 95% de la planta ha alcanzado su madurez (Figura
5).

g \-\g:
L
I \

Figura 5. Etapa reproductiva de la soya. Etapas de desarrollo en soya. Imagen tomada de
lowa State University (https://crops.extension.iastate.edu/soybean/production_growthstages.html).
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1.1.5 Taxonomia

Se han reportado mas de 280 especies, subespecies y variedades taxondmicas
del género Glycine (Rosas y Young, 1989). El género Glycine se subdivide en 3

subgéneros, como se muestra en la Tabla 2:

Tabla 2. El género Glycine

Nombre Distribucién
Subgénero Glycine

G. clandestina Australia, Pacifico Sur
G. falcata Australia

G. latrobeana Australia

G. canescens Australia, S.E. Asia
G. tometella Australia, S.E. Asia

Subgénero Bracteata
G. wightii (soya perenne)
Africa, S.E. Asia
Subgénero Soja
G. soja (soya silvestre) Este de Asia
G. max (frijol soya) Cultivada

1.2 Phakopsora pachyrhizi

P. pachyrhizi es el agente causal de la roya asiatica; tuvo su origen en Asia-
Australia, posteriormente coloniz6 el norte y sur de América. P. pachyrhizi provoca
una de las principales enfermedades que mas pérdidas econdémicas genera en la

agricultura (Yorinori et al., 2005).

Este organismo biotréfico es considerado un parasito obligado ya que es incapaz
de completar su ciclo de vida alimentandose de materia organica muerta. La
presencia de este hongo se manifiesta a través de pustulas sobre distintas partes
aéreas de la planta como hojas y espigas. Estas pustulas contienen esporas
redondas y unicelulares denominadas uredinosporas, que son dispersadas de

manera rapida y extensa, expandiendo asi la enfermedad.

La aparicion de soros oscuros corresponde a la presencia de esporas bicelulares y

su forma invernante, que se encuentran envueltas en una membrana espesa,
23



estas telidosporas germinan en primavera, infectan a la planta y mediante las
pustulas generadas salen esporas que pueden infectar a los cultivos, continuando

de esta forma su ciclo evolutivo (Bromfield, 1984).

El ciclo de vida de P. pachyrhizi es tipico en las royas de los hongos. Las
uredosporas son esporas que son trasportadas facilmente por el aire
diseminandose en los cultivos. Una vez que inicia la germinacion, la uredospora
germina a través de un tubo (GT) que crece por la superficie de la hoja hasta
formar un apresorio (AP) en la superficie. La penetracion ocurre de 7 a 12 h
después de que la espora se encuentre en la superficie adaxial de la hoja. La
penetracion es directa a través de aberturas naturales o heridas en la hoja; 20 h
después, la hifa de penetracion (PH) pasa a través de la cuticula emergiendo en el
espacio intercelular donde se produce la hifa de la infeccion primaria (HI) (Koch y
Hoppe, 1987). Entre 24 y 48 h después de posicionarse la espora, la hifa de
infeccion crece para llegar a las células del mesdfilo donde forma el haustorio (H)
(Figura 6).

Uredinium

Lower epidenmis
{Abaxial surfacs)

Figura 6. Infeccion por el hongo de la roya asiatica en soya. Estructura interna de una

hoja dicotiledénea tipica de soya que muestra las diferentes capas celulares y la infeccién por el
hongo de la roya. GT, tubo germinativo; AP, apresorio; PH, penetracion hifas; IH, hifas de
infeccion; H, haustorio. Tomado de (Tremblay et al., 2010).
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1.2.1 Clasificacion taxondmica

Dominio: Eukaryota
Reino: Fungi
Phylum: Basidiomycota
Subphylum: Pucciniomycotina
Clase: Pucciniomycetes
Orden: Pucciniales
Familia: Phakopsoraceae
Geénero: Phakopsora
Especie: Phakopsora pachyrhizi

1.3 CRISPR/Cas: edicién de genomas

CRISPR-Cas es una herramienta molecular de gran importancia en la actualidad
ya que ofrece la capacidad de modificar el genoma, por lo que tiene un gran
potencial en medicina, medio ambiente y agricultura. Interesantemente, la historia
de CRISPR (repeticiones palindrémicas agrupadas regularmente inter espaciadas)
se remonta a 1987, cuando Ishino y colaboradores reportaron un conjunto de
secuencias homodlogas de 29 nucledtidos espaciados por 32 nucleétidos en
Escherichia coli; sin embargo, no supieron explicar el significado biolégico de
estas secuencias. En estudios posteriores se confirmé la presencia de estas
secuencias en cepas de Shigella dysenteria y Salmonella enterica (Nakata et al.,
1989), Mycobacterium tuberculosis y en las arqueas Haloferax volcanii y Haloferax

mediterranei (Ishino et al., 2018).

CRISPR/Cas (del inglés CRISPR- associated proteins), acronimo acufiado por el
microbiologo espafiol Mojica (Mojica y Almendros, 2017), fueron identificadas en
bacterias y arqueas, como un tipo de inmunidad adaptativa de células procariontes
que se caracteriza por la degradacion de secuencias de DNA exogenas
provenientes de fagos o pladsmidos. Este sistema inmunolégico mediado por
CRISPR/Cas previene la infeccion por fagos en procariotas mediante la memoria
en forma de DNA viral del huésped bacteriano (Makarova et al., 2011). Este DNA
esta rodeado de secuencias repetidas de nucledtidos, alrededor de éstas se
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encuentran secuencias que codifican para las proteinas Cas. Cas es una nucleasa
que reconoce como blanco al DNA exdgeno desactivandolo mediante cortes
especificos. Con estas caracteristicas, este sistema fue utilizado y modificado de
forma artificial para editar el genoma en distintas especies mediante la
reprogramacion de endonucleasas guiadas hacia su gen obijetivo. Por lo tanto, la
técnica de edicion del genoma modifica el DNA/RNA interno de manera especifica
y reprogramable (Mojica y Almendros, 2017). La historia de CRISPR/Cas se

resume en la Figura 7.

I(_ic-nriﬁcar'on DA d | Los sistemas CRISPR- Impor(_ancia de
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i 3 L. ag;i;lslrl?ﬁ : inmunidad bacteriana los motivos adyacentes de Lj[rulcturas Ll}NlA
palincromicas y . ey adaprativa (adquirida) Protoespaciador (PAM) upex permiten fa
regularmente identifican los bacterisf: funcién del sistema
espaciadas genes Cas . contra bacteriotagos CRISPR-Cas

CRISPR-Cas

Descubre que las Los sistemas Primera demostracién de

Reconocimiento ’ 1aud, £UUS
de que las El sistema C_RISPR‘C‘“ moléculas de ARN CRISPR-Cas ingenieria genémica Cas9
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en todas las : : asores
. inmunidad
procariotas

Figura 7. Cronologia del sistema CRISPR/Cas. Eventos importantes de 1987 hasta 2013 en el

desarrollo de edicién de genomas.

Esta herramienta molecular se ha aplicado en diferentes campos, como la
industria alimentaria, la agricultura y en el desarrollo de agentes terapéuticos. La
investigacion en CRISPR continta avanzando en laboratorios de todo el mundo, y
la tecnologia resultante se ha traducido en articulos cientificos y diversas
aplicaciones (Nidhi et al., 2021).
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1.3.1 Sistema CRISPR/Cas

Existen una gran variedad de sistemas CRISPR/Cas en diversas especies de
arqueas y bacterias con diferentes componentes y mecanismos de accién. El
grupo dirigido por Rodolphe Barrangou y colaboradores descubrieron que,
después de una infeccion viral, se insertan nuevas secuencias espaciadoras del
bacteriéfago invasor en el genoma del huésped (Nidhi et al., 2021). Esto llevo a
deducir la funcion de tales inserciones. Estos pasos funcionales del sistema
CRISPR son la adaptacion, expresion e interferencia (Gleditzsch et al., 2019;
Makarova et al., 2020; McGinn y Marraffini, 2019).

La adaptacion es un proceso en el que un elemento portador de material genético
se reconoce como agente invasivo, del que se identifica una secuencia
protoespaciadora (o para mayor simplicidad espaciador) que se corta e integra en
el locus CRISPR en el extremo 5°. La integracién de un nuevo espaciador esta
mediada por un complejo proteico a la secuencia lider de la matriz de CRISPR
(McGinn y Marraffini, 2019). Esta secuencia se transcribe generando un precursor
de RNA (pre-crRNA) que se procesa a un CRISPR RNA (crRNA) maduro. El
procesamiento consiste en el corte del pre-crRNA en la secuencia repetida directa
para al crRNA. Por ultimo, la interferencia utiliza la formacién de un complejo
proteico o una sola proteina efectora con multiples dominios perteneciente a la
clase 2 dentro de las diferentes clases de proteinas Cas que utiliza el sistema
CRISPR (Hochstrasser y Doudna, 2015). El paso de interferencia en algunos
sistemas requiere de la presencia de secuencias 5’NGG-3 o 5’NAG-3 llamadas
motivo adyacente al protoespaciador (PAM) en el genoma invasor. Esta secuencia
PAM es una secuencia corta de DNA que no se encuentra en el genoma
bacteriano. La secuencia PAM sirve para que algunas proteinas Cas puedan
unirse y generar el corte (Figura 8) (Nidhi et al., 2021). El propdsito es reconocer
secuencias iguales o similares en el genoma del virus o plasmido invasor.
Posterior al reconocimiento, el genoma invasor es escindido e inactivado por el

complejo proteico; estos acontecimientos permiten al microrganismo identificar
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elementos extrafios portadores de material genético y, de esta forma,

neutralizarlos.
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Figura 8. Fases del sistema CRISPR/Cas. Lado izquierdo: paso de adaptacién CRISPR. Lado
derecho: organizacion gendmica generalizada en los sistemas de clase 1 y clase 2. Un contorno
discontinuo indica que el gen es prescindible o falta en algunos subtipos o variantes. Paso de
expresion e interferencia CRISPR en los sistemas de tipo | arriba), tipo Il (centro) y tipo Il (abajo).
Tomado de (Nidhi et al., 2021).
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1.3.2 Mecanismo de CRISPR/Cas9

La gran versatilidad de CRISPR/Cas9 en el campo de la edicibn de genomas se
debe a su eficiencia, simplicidad y robustez. La herramienta CRISPR/Cas9 consta
principalmente de dos componentes. El primero, una proteina endonucleasa Cas9
bacteriana que contiene el dominio RuvC encargado de cortar la cadena de DNA
no complementaria a la secuencia espaciadora y el dominio HNH que escinde la
hebra complementaria generando un corte bicatenario (DBS) en el DNA. El
segundo, un RNA guia (gRNA), una secuencia nucleotidica disefiada de manera
especifica que va de entre 17 a 20 pb homadlogo al DNA blanco (Jiang y Doudna,
2017). La presencia de secuencias PAM es un requisito para el corte del DNA
blanco. Por lo tanto, el gRNA lleva al complejo CRISPR/Cas9 a su ubicacién
genOmica prevista. Esto desencadena las dos vias de reparacion del DNA
endogeno: la unién de extremos no homologos (NHEJ) o reparacion dirigida por
homologia (HDR) (Nidhi et al., 2021). NHEJ implica la insercion y eliminacion
aleatoria de pares de bases (indels) en el sitio de corte, lo que da como resultado
mutaciones en el marco de lectura, creando en muchas ocasiones un codon de
paro o un polipéptido no funcional. La otra via es la HDR, que implica el uso de
regiones homologas de la cadena de DNA sin editar, siendo una secuencia
donante o plantilla para corregir el DNA dafiado, lo que resulta en una reparacion
sin errores (Thurtle-Schmidt y Lo, 2018) (Figura 9).
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Figura 9. Edicion de genes mediada por CRISPR / Cas9. Cas9 en complejo con el gRNA se
dirige al gen respectivo y crea DSB cerca de la region PAM. La reparacion del dafio del DNA
procede a través de la via NHEJ o HDR. En la via NHEJ, se introducen inserciones y deleciones
(indeles) aleatorias en el lado del corte y se ligan, lo que da como resultado una reparacion
propensa a errores. En la via HDR, el DNA cromosémico homdlogo sirve como molde para el DNA
dafiado durante la reparacion, lo que resulta en una reparacion sin errores. Tomado de
(Thurtle-Schmidt y Lo, 2018).
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1.3.3 CRISPR/Cas9 en plantas

El uso del sistema CRISPR/Cas9 en plantas se ha aplicado con éxito. Entre los
modelos mas estudiados esta A. thaliana , pero también en cultivos como soya,
tabaco, trigo, maiz tomate, papa manzana, sorgo y platano, entre otros (Liu et al.,
2017). El material vegetal mas empleado son protoplastos, embriones, hojas y
flores. El proposito de las aplicaciones incluye la mejora de la resistencia al estrés
abidtico o bidtico, el aumento en la produccién, asi como la ingenieria en vias

metabodlicas.

El uso de vectores binarios que expresen Cas9 y gRNA dentro de una célula
blanco permite la modificacion del genoma en las plantas. El uso de promotores
de RNA polimerasa Il especificos para plantas como AtU6 (Arabidopsis), TaU6
(trigo), OsU6 u OsU3 (arroz) son utilizados para la expresion de Cas9 y el gRNA
en sistemas vegetales (Ma X. et al., 2016). Una vez efectuada la transformacion,
las mutaciones introducidas se heredan a la siguiente generacion, indicando la
edicién del genoma de la planta y permitiendo su uso para la investigacion y la

produccion de plantas para un propdsito especifico (Belhaj et al., 2015).

1.3.4 CRISPR para mejora de cultivos

La edicion de genes mediada por CRISPR/Cas9, para la obtencion de mejores
caracteristicas relacionadas con respuesta a estrés abidtico, biético y rendimiento,
ha sido introducida en casi 20 especies de cultivos (Jaganathan et al., 2018). Uno
de los problemas mas grandes de los diferentes cultivos es el estrés bibtico
causado por microrganismos patégenos, lo que hace necesario el desarrollo de
cultivos resistentes a enfermedades. Esto representa mas del 42% de pérdida del
rendimiento y un 15% en la disminucion mundial de alimentos (Oerke, 2006). Por

lo tanto, la edicibn de genomas se utiliza para aumentar la resistencia a las
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diversas enfermedades que afectan cultivos, asi como una respuesta mas

eficiente al estrés abiobtico.

Uno de los cultivos mas importantes por su alto contenido proteico y oleaginoso es
la soya (Bourges, 1978). Este cultivo ha sido editado mediante el uso del sistema
CRISPR/Cas9. Cai y colaboradores (2015) utilizaron 6 gRNA dirigidos contra dos
genes endogenos (GmMFEI2 y GmSHR), lo que resultd en supresiones e
inserciones en dos sitios gendmicos del cromosoma 4 de la soya (Li Z. et al.,
2015). El promotor GmUG6-16-1 resulté ser mas eficiente en la edicion simultanea
en relacion con el promotor de A. thaliana AtU6-26 (Hu et al., 2019). Asimismo
mediante CRISPR se pudo editar el gen de avirulencia (AvR4/6) de Phytophthora
sojae resultando en pérdida de virulencia por parte del patogeno (Fang y Tyler,
2016).

1.4 Proteina cinasa de serina/treonina PBS1

Las plantas estdn en constante exposicion a un ambiente con una variedad de
microrganismos, por lo tanto, han desarrollado mecanismos sofisticados de
defensa. Uno de los sistemas de defensa contra patégenos microbianos mas
estudiados es el PBS1-RPS5. El inicio de la inmunidad innata comienza con el
reconocimiento de  microrganismos  patdgenos mediante  receptores
transmembranales e intracelulares (Chisholm et al., 2006). Los primeros
receptores son los PRR que reconocen a los PAMP provenientes de los
microrganismos, lo que activa la inmunidad activada por PAMP; sin embargo,
muchos microrganismos exitosos son capaces de secretar una diversidad de
proteinas efectoras que anulan el efecto de la inmunidad innata. Para contrarrestar
este ataque proteico, las plantas han adquirido otro mecanismo de defensa

utilizando proteinas de resistencia (R) para detectar efectores patdgenos y asi
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activar la inmunidad por efectores (ETI) (Cui et al., 2015; Jones J. D. y Dangl J. L.,
2006; Kim S. H. et al., 2016).

Hace algunos afios, no era posible realizar modificaciones de forma especifica en
proteinas receptoras de plantas. El descubrimiento de la ingenieria de sefiuelos
realizada por Kim S.H. et al. (2016) puede ampliar el reconocimiento de una
diversidad de proteinas efectoras de manera especifica hacia su receptor. El
objetivo principal es la modificacién de una proteina receptora (PBS1) para ser
reconocida de manera especifica por diversas proteasas derivadas de patdogenos
(Kim S. H. et al., 2016).

RPS5 es una proteina NLR que se activa tras el corte de la proteina PBS1 a
través de la proteasa AvrPphB que hidroliza los enlaces alfa-peptidicos. Dicho
corte expone un bucle de 5 aminoacidos que se cree activa a RPS5, lo que a su
vez activa la respuesta inmune caracterizada por la HR (Zhang et al., 2010).
Interesantemente, este tipo de inmunidad requiere de ambos fragmentos de PBS1,
el motivo de secuencia GDKSH que es requerido para la hidrolisis, asi como el
motif SEMPH (A. thaliana) de union a la proteina RPS5. Esta se activa después
del corte y el cambio conformacional de PBS1. Por lo tanto, la percepcion de
AvrPphB sigue un mecanismo trampa donde el corte de PBS1 (cebo) activa la
trampa y de esta forma activa a RPS5, activando la inmunidad (Kim S. H. et al.,
2016). Debido a esto, se ha inferido que la respuesta inmune mediada por RPS5
podria modificarse mediante el cambio del motivo de secuencia de corte de
AvrPphB por otro que pueda ser reconocido y cortado por proteasas secretadas

por diversos patdgenos (Kourelis et al., 2016) (Figura 10).
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Original Engineered PBS1 decoys
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Figura 10. Ingenieria de sefiuelo PBS1. Mediante la introduccion de sitios de corte para
proteasas no relacionadas da como resultado nuevas especificidades de reconocimiento del

receptor inmune RPS5. La proteina PBS1 nativo (izquierda) fue disefiado reemplazando el sitio de
corte AvrPphB (naranja) por sitios de corte dirigidos por proteasas derivadas de patdgenos no
relacionados: AvrRpt2 (azul) de Pseudomonas syringae (Pto); Nla proteasa (verde) de Tobacco
Etch Virus (TEV) y la proteasa Nla (cian) del Virus del Mosaico del Nabo (TuMV). Tomado de
(Kourelis et al., 2016).

De manera interesante, se ha comenzado a estudiar el motivo de secuencia de
reconocimiento a RPS5; el sistema mas estudiado es en A. thaliana en el que el
motivo de reconocimiento es SEMPH y se ha demostrado la activacion del sistema
inmune mediante este mecanismo (Qi et al., 2014). Sin embargo, estudios en un
homélogo PBS1 de trigo (TaPBS1) identificaron el motivo STRPH y se observo
gue la asociacién de éste con RPS5 fue mas débil, por lo que no se pudo
desencadenar una respuesta hipersensible. La diferencia entre los motivos

SEMPH y STRPH radica en los aminoacidos EM considerando que el acido
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glutamico (E) tiene carga negativa necesaria para el reconocimiento de PBS1 y
RPS5 (Sun et al., 2017). Por tanto, el analisis de proteinas PBS1 homologas de
diferentes especies de plantas a nivel de los motivos de corte y reconocimiento es

importante para comprender el mecanismo de la inmunidad en plantas.
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2. Justificacién

El cultivo de soya es impactado por enfermedades producidas por diferentes
patdgenos afectando su productividad como la roya asiatica, enfermedad causada
por P. pachyrhizi, la cual es controlada con el uso de fungicidas que estan
perdiendo eficacia. Por lo tanto, es importante la generacion de nuevas variedades
con resistencia a este hongo y otros patdgenos.

3. Hipotesis

La modificacion del gen PBS1 de soya (G. max) mediante el sistema
CRISPR/Cas9 generara plantas resistentes a la roya asiatica causada por P.

pachyrhizi.
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4.0bjetivo general

Editar el gen PBS1 para generar potencial resistencia a la roya asiatica de la soya.

4.1.10bjetivos Particulares

Analizar evolutivamente proteinas ortdlogas PBS1 de A. thaliana.
» ldentificar el gen ortélogo PBS1 de A. thaliana en soya.

« Transformar genéticamente soya con la construccion que contiene PBS1

mediante vectores de edicion.
* Analizar la progenie de la planta para identificar las variantes.

+ Evaluar la resistencia mediante ensayos de efectividad bioldgica con

esporas de P. pachyrhizi.
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5. Materiales y Métodos

5.1 Metodologia general
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5.2 Material bioldgico

En la presente investigacion se utilizaron plantas de soya variedades Nainari y
Suaqui, rapido crecimiento y alta proteina, como fuentes para la extraccién de
productos biolégicos. Ademas, se utilizaron Agrobacterium tumefaciens para el
proceso de transformacion y E. coli MACH1™-T1 (Invitrogen, La Jolla CA) como

fuente de extraccion de DNA plasmidico.

5.3 Siembra de soya

A las semillas de soya seleccionadas (Nainari, Suaqui, rapido crecimiento 0 alta
proteina) se les realiz6 lavados con cloro: agua en proporcion 1:4 durante 20 min
en agitacion; posteriormente, se lavaron con agua destilada por 5 min y se dejaron
secar. Las semillas se sembraron en pellets de turba comprimida los cuales se
mantuvieron en camara de crecimiento (Conviron, A1000, Winnipeg, Canada) con
humedad relativa al 70% a 24°C. Después de 1 semana, las semillas germinadas
fueron sembradas en macetas con una mezcla de suelo:turba:agrolita en
proporcion 2:2:1 con humedad de 20-40% a temperatura de 22-32°C con riego

inter diario y semanal con solucién nutritiva Miracle Grow.

5.4 Extraccion de DNA

Se tomaron 100 mg de hoja de cada una de las variedades de soya, congelados
en nitrogeno liquido y pulverizados con pistilo. Posteriormente se incubaron con
600 ul de CTAB (Tris-HCI 100 mM pH 8.0, EDTA 20 mM pH 8.0, NaCl 1.4M, CTAB
2%, PVP 4000 1%) precalentado por 20 min a 65°C. Una vez transcurrido el
tiempo se agregd 600 ul de fenol:cloroformo:isoamilico (50:48:2), se mezcloé con
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vortex por 1 min y se centrifugd; se colecto el sobrenadante y se mezclé con 600
pl de cloroformo:isoamilico (24:1). Se centrifugd y se afiadieron 0.7 volumenes de
isopropanol frio al sobrenadante, se mezclo por inversion y se incubé a -20°C por
20 min. La pastilla obtenida fue lavada dos veces con 200 pl de etanol al 70% y se
dej6 secar. La pastilla se resuspendio en agua Mili-Q estéril con RNasa a 20ug/ml.
La concentracion de DNA fue determinada con un Nanodrop (Thermo Scientific,
Waltham MA) y su integridad se verificO en gel de agarosa al 0.8% tefiido con

bromuro de etidio (0.1 pg/ml).

5.5 Analisis in silico para identificar el gen de PBS1 en soya

Se realiz6 una busqueda en la base de datos de UNIPROT

(https://www.uniprot.org/) y MEROPS (https://www.ebi.ac.uk/merops/) del gen

pbsl de A. thaliana. Una vez que se obtuvo la secuencia y se identific el sitio de
corte en secuencia aminoacidica, se realiz6 la busqueda del gen ortélogo de PBS1
en soya en la base de datos Phytozome v12.1 (https://phytozome.jgi.doe.qov/)

mediante alineamiento.

5.6 Secuencia del gen PBS1 de soya

Para comenzar con los estudios de gRNA en las 4 variedades de soya se realiz6
secuenciacion del gen pbsl asi como la comparacion con el gen de referencia
para soya (G. max Wm82.a2.vl). La amplificacion del gen PBS1 se realizd
considerando la secuencia nucleotidica que codifica para el sitio de corte de
PBS1. Se disefaron oligonucleétidos para amplificar mediante PCR punto final la
secuencia que contiene el sitio potencial de edicion en todas las variedades. Los

oligonucleotidos que se emplearon fueron los siguientes:
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For-Ex5-PBS1 G max 5-GGCAAATCCTCCTGTCATCTAC-3’
Rev-Ex5-PBS1 G max 5-CGGCCAGTAATCAGCTCTAAG-3".

La mezcla de reaccién para la amplificacion de los productos de PCR se indica en

la Tabla 3 y el programa de amplificacién en la Tabla 4.

Tabla 3. Mezcla de reaccion PCR punto final

Reactivo Volumen (ul)
Buffer 10x 1.25
dNTPs (10uM) 1.00

Primer F (10pM) 0.25

Primer R (10pM) 0.25

Takara Ex Taq 0.05

H20 esteril 8.70

DNA (100 ng/ul) 1.00

Volumen final 12.50

Tabla 4. Programa de amplificacién del gen PBS1

Etapa Temperatura®°C  Tiempo
Desnaturalizacion inicial 94.0 3:00 min
Desnaturalizacion 94.0 0:45s
Alineamiento 58.0 0:30s
Elongacion 72.0 0:45s
Elongacion final 72.0 3:00 min

Nota: se amplifico por 30 ciclos a partir del paso de desnaturalizacion hasta
elongacion
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Una vez que se obtienen los productos de PCR se verifica su integridad en gel de

agarosa de 1.5%.

5.7 Purificacion del producto de PCR correspondiente a PBS1 en
soya

El producto de PCR del gen PBS1 de soya fue purificado utilizando el kit comercial
QIAquick PCR Kit (Qiagen). A partir de 50 pl de reaccion de PCR se agregaron
250ul del buffer PB, una vez que se obtuvo la mezcla se colocé en una columna
QIAquick y se centrifugé por 1 min. Se realizé un lavado agregando 750ul de
buffer PE a la columna, se centrifugd por 1 min y se desecho el sobrenadante.
Para eluir el producto de PCR, la columna se coloc6 en un tubo limpio de 1.5 mly
se agreg6 20ul de buffer EB al centro de la membrana de la columna QIAquick y
se centrifugé por 1min. Se cuantificé la concentracion del producto de PCR
mediante un Nanodrop (Thermo Scientific) se verifico la purificacion en gel de

agarosa al 1.5%.

5.8 Analisis de secuencia y alineacion

Para determinar la homologia de las 4 variedades de soya con el gen de
referencia Glycine max Wm82.a2.vl, se utilizd la secuenciacién por el método
Sanger en el servicio de secuenciacién del Laboratorio de Bioguimica Molecular,
UBIPRO, FES-lztacala UNAM en el cual las muestras fueron procesadas. Las
secuencias obtenidas fueron analizadas a través de un alineamiento en ClustalW

2.1 con el gen de referencia.
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5.9 Extraccion de DNA plasmidico

El vector PBUN4116 fue utilizado para la edicibn de genoma mediante el uso de la
proteina Cas9 y sugRNA. A partir de una cepa de E.coli se realiz6 la extraccion de
DNA plasmidico (PBUN4116). La bacteria se cultivd en medio LB con
espectinomicina (100ug/ml) y se colocé en agitacion orbital a 200 rpm a 37°C por
16h. Transcurrido el tiempo a partir de 1.5ml del cultivo bacteriano se centrifugo a
10000 g por 1min obteniéndose una pastilla celular a la cual se le agreg6 100 pl de
solucion 1 (Tris HCL 25 mM pH 8.0, EDTA a 10mM pH 8.0) homogenizando la
pastilla. Posteriormente se agregaron 200ul de solucién Il (NaOH 0.2N, SDS 1%),
se mezclé por inversion y se incubd en hielo por 2 min. Después se agregaron 150
ul de la solucion Il (acetato de potasio 3M, pH 4.5), se mezcld por inversion y se
incubo en hielo por 5 min y se centrifugo por 5 min, el sobrenadante se transfirio a
un tubo nuevo y se afadieron 2ul de RNAsa (10 mg/ml) se incub6 a 37° C por 20
min. Se afiadieron 450ul de fenol:cloroformo:isoamilico (25:24:1) y se centrifugd
por 5 min. La fase acuosa se transfirié a un tubo nuevo y el DNA se precipitdé con
240ul de isopropanol y se mezcld por inversion, se centrifugé por 10 min, se
descartd el sobrenadante y el precipitado se lavé con 500ul de etanol al 70% en
dos ocasiones, la pastilla se secé a temperatura ambiente y se resuspendio en
30ul de agua MiliQ estéril. Se cuantificd la concentracion del DNAp mediante un
Nanodrop (Thermo Scientific) y se verifico su integridad en gel de agarosa al 0.8%.

5.10 Linealizacién del plasmido PBUN4116

Se realiz6 una digestion para linealizar el plasmido PBUN4116, en una mezcla de
reaccion conteniendo 1.5 pl de buffer 10xNEB, 1.0 ul de enzima Bsal, 2.5 ul de
H20 MilliQ estéril y 10 ul DNA (1000 ng/ul). La reaccion se incubo6 a 37°C por 5h.
La digestion se verificd en gel de agarosa al 0.8%.
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5.11 Disefio de gRNA

El disefio de gRNAs se realizé utilizando el software CRISPR-P2.0
(http://crispr.hzau.edu.cn/cgi-bin/CRISPR2/CRISPR) con el objetivo de obtener los

gRNAs con mejor registro y menor numero de blancos inespecificos potenciales
(off target) del gen PBS1 de soya considerando la cercania a la secuencia

nucleotidica que codifica para el sitio de corte.

Una vez que se tiene la secuencia de PBS1 de soya, se realizo el disefio del
gRNA en el software, seleccionando: PAM (NGG), SnoRNA promotor (U6),
andamio o esqueleto de RNA (Scaffold predeterminado), longitud de secuencia
(20nt), genoma blanco (soya) y por ultimo la secuencia nucleotidica del gen PBS1.
Los gRNAs seleccionados fueron:

F-gRNA-PBS1 5 ATTGGTTTCTACCCGTGTCAT 3
R-gRNA-PBS1 5° AAACATGACACGGGTAGAAAC 3
F-gRNA PBS1-20nt 5 ATTGGATGTTTCTACCCGTGTCAT 3

R-gRNA PBS1-20nt5’ AAACATGACACGGGTAGAAACATC 3.

5.12 Alineamiento de gRNA

Una vez que se obtienen los gRNAs sentido y antisentido se realiz6 su ensamblaje

preparando la siguiente mezcla de alineamiento (Tabla 5).

Tabla 5. Mezcla de alineamiento del gRNA

Componente Volumen (pL)
Oligonucleo6tido F (100uM) 1.0
Oligonucle6tido R (100uM) 1.0
Buffer de alineamiento 10X* 2.0

ddH20 estéril 16.0

Volumen final 20.0

*Buffer de alineamiento (10X): Tris-HCI pH8.0 100 mM, NaCl 500 mM y EDTA 10mM. Esterilizar
por filtracion en membrana de acetato de celulosa y almacenar a -20 °C
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Se sigue el siguiente programa de alineamiento en el termociclador (Tabla 6).

Tabla 6. Programa de alineamiento

Temperatura (°C) Tiempo AT (°C/s)

94 5min 3.0
94-84 10s 2.0
84-25 10s 0.2

16 o0 3.0

Se cuantificé la concentracion del alineamiento de gRNAs mediante un Nanodrop
(Thermo Scientific). El correcto alineamiento se verific6 mediante un gel de

agarosa nusieve 3:1 (Lonza Biotech, Suiza) al 5%.

5.13 Purificacién del producto linealizado

El producto linealizado (PBUN4116) se purificé utilizando el sistema comercial
Zymoclean Gel DNA Recovery (Zymo; Irvine CA) siguiendo las instrucciones del
fabricante. Se cortaron las bandas de DNA plasmidico del gel de agarosa, se
colocaron en un tubo de 1.5ml y se agregaron 3 volimenes de la solucion ADB, se
incubo por 10 min a 55°C y se mezclo por vortex. La mezcla se transfirié a una
columna Zymo-Spin TM en un tubo de recoleccién y se centrifugd por 1 min a
13000 rpm y se deseché el sobrenadante. A la columna se le agregaron 200ul de
buffer DNA Wash, se centrifugd por 30 seg a 13000 rpm, se desechd el
sobrenadante y se repitid este paso. La columna se pas6 a un tubo nuevo y se
agregaron 10pul de buffer de elucién para DNA directamente a la columna y se

centrifug6 por 1 min a 13000 rpm para eluir.

5.14 Ligacion del vector PBUN411U6 con el gRNA-PBS1

Los gRNAs alineados se ligaron al vector linealizado PBUN4116. Se realizé la

siguiente mezcla de reaccién (Tabla 7):
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Tabla 7. Ligacién del gRNA

Reactivo Volumen (uL)
Ligasa T4
Buffer de reaccion de ligasa 4.0
Plasmido linearizado 1.0 (97 ng/ pl)
Inserto 1.0 (124 ng/ul)
ddH0 estéril 135
Ligasa T4 0.5

La mezcla de ligacion se homogenizo y se incubo6 por 1 h a 22 °C, se enfrié en
hielo y la mezcla de ligacion se utilizé para transformar en células E. coli Mach-TI

guimicamente competentes.

5.15 Disefo de secuencia DONOR

Se realizé una busqueda de proteasas de P. pachyrizi reportadas en bases de

datos UNIPROT (https://www.uniprot.org/) y Genbank, usando la herramienta

NCBI BLAST (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). Se realizé un alineamiento y

bdsqueda de una proteasa caracterizada que tuviera el potencial de procesar
proteoliticamente a PBS1; posteriormente, se accedid a la base de datos

MEROPS (https://www.ebi.ac.uk/merops/) y se identificé el sustrato, el sitio de

corte y la proteasa potenciales. Se realiz6 posteriormente un alineamiento de la
secuencia nucleotidica de la proteasa de P. pachyrhizi con la secuencia de
referencia de Genbank en la que se identificé la triada catalitica.

Una vez que se identificé la secuencia de corte se empled el software de Addgene

(https://www.addgene.org/crispr/plant/) para el disefio de la secuencia DONOR

(secuencia a insertar). De acuerdo al gRNA disefiado el software predice el sitio
donde la secuencia DONOR se va a insertar considerando la homologia del largo
de los sitios flanqueantes de ambos sentidos 5y 3". Posterior a este andlisis se
disefiaron oligonucledtidos con las secuencias DONOR, que corresponde a una
secuencia de 24 nt que se traduce en el sitio de corte; a esta secuencia se le
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anexo0 una secuencia de 26 nt a cada oligonucleétido con homologia al gen PBS1.

Asi se obtuvieron:
F-DONOR-FFTEGGHD

5 TTCTTCACTGAAGGTGGTCACGATAGAGTTATGGGAACTTATGGTTACTG 3
R-DONOR-FFTEGGHD

5 ATCGTGACCACCTTCAGTGAAGAAAACAGGACCAAGCTTCGCAAG 3

5.16 Obtencién de secuencia DONOR en el gen PBS1 de soya

Para aumentar la longitud de los sitios flanqueantes se disefiaron oligonucledtidos
150 pb rio arriba y 150 pb rio abajo del gen PBS1 considerando el sitio de
inserciobn de la secuencia DONOR y se realizé una PCR como se describio
anteriormente (Tabla 3). Se utilizd6 el programa de amplificacion descrito en el

apartado (Tabla 4). Se disefiaron y utilizaron los siguientes oligonucleétidos:

F-PBS1l-arm- 5 CCTTCACGATAAGGCAAATC 3

R-PBSl-arm-5 TTCTGTTCTCCCTGCGGCTG 3

Se verifico la amplificacion del producto en un gel de agarosa al 1.5%. (producto
1). Se realiz6é una PCR punto final utilizando los oligonucleétidos F-PBS1-DONOR
y R-PBS1-DONOR como de describe en el apartado 5.17 (Tabla 7) sin muestra de
DNA. El producto amplificado se verific6 en un gel de agarosa nusieve 3:1 al 5%
(producto 2). Ambos productos de PCR se purificaron utilizando el sistema
comercial QIAquick PCR Kit (250) descrito en el apartado 5.7. Una vez que se
obtuvieron los productos purificados, se cuantificaron y se realizé6 una PCR punto
final utilizando ambos productos. Las reacciones se realizaron de acuerdo con la
Tabla 8. Se utilizé el programa de amplificacion de la Tabla 4. Los productos de

PCR se verificaron en un gel de agarosa al 2.5%.
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Tabla 8. Reacciones de PCR para secuencia DONOR

Reaccion 1 Reaccion 2

Reactivo Volumen (pl) Reactivo Volumen ()
Buffer 10x 1.25 Buffer 10x 1.25
MgCl2(50nM) 0.375 MgCl(50nM) 0.375

dNTPs (10pM) 0.25 dNTPs (10uM) 0.25
F-pbsl-arm (10pM) 0.25 F-pbs1-DONOR (10puM) | 0.25
R-pbs1-DONOR (10puM) | 0.25 R-pbs1-arm (10pM) 0.25

Taq Platinum 0.05 Taq Platinum 0.05

H20 esteril 8.10 H20 esteril 8.10

Producto 1 (100 ng/pul) 1.00 *Producto 1 (100 ng/ul) 1.00

*Producto 2 (100 ng/ul) 1.00 *Producto 2 (100 ng/ul) 1.00

Volumen final 12.50

Volumen final 12.50

*Producto 1: amplicon del gen pbs1 de 300 pb
*Producto 2: amplicon de la secuencia DONOR de 68pb

5.17 Ensamblaje por PCR

Los productos obtenidos en el paso anterior se purificaron utilizando el sistema
comercial Zymoclean Gel DNA Recovery descrito anteriormente (5.13). Una vez
que se obtiene el producto de la reaccion 1 (producto 1.1) y el producto de la
reaccion 2 (producto 2.1) de interés, se realizdé una reaccion de alineamiento de

ambos productos como se indica en la Tabla 9.
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Tabla 9. Reaccion de alineamiento 1

Componente Volumen (pL)
Producto 1.1 2.0
Producto 2.1 2.0
Buffer de Alineamiento 10X 2.0
ddH,O estéril 14.0
Volumen final 20.0

Una vez que se obtiene la mezcla de reaccion se sigue el programa de
alineamiento descrito anteriormente. Posteriormente se realizd una reaccion para

complementar el producto alineado (Tabla 10).

Tabla 10. Reaccidn de alineamiento 2

Componente Volumen (uL)
Reaccion de alineamiento 5.0
Buffer 10x 2.0
dNTPs (10uM) 1.0
Takara Ex Taq 0.1
ddH.0 estéril 11.9
Volumen final 20.0

Se utiliz6 el siguiente programa en el termociclador (Tabla 11):

Tabla 11. Programa de alineamiento
Temperatura (°C) Tiempo

50 2min
60 2min
72 5min
80 2min
72 5min
16 o0

Se realiz6é PCR punto final del producto obtenido y se verificd en gel de agarosa al
2%. El producto obtenido se utilizé para transformar en células E. coli Mach-TI

quimicamente competentes.
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5.18 Transformacioén de E.coli Mach-T1 quimicamente competentes

Las células quimicamente competentes se descongelaron en hielo, se colocaron
5ul de la ligacion al vial de células E. coli, se incubé por 30 min en hielo,
posteriormente se realiza choque térmico a 42 °C por 50 seg, se incubd en hielo
por 2 min y se agregd 250ul de medio SOC a temperatura ambiente. Después se
incubd a 37°C por 1 h con agitacion a 200 rpm. Una vez transcurrido el tiempo, el
cultivo se distribuyé en medio LB solido + espectinomicina (Spc) 100ug/ml. Las
cajas se incubaron a 37 °C toda la noche, posteriormente se seleccionaron las

colonias transformadas.

5.19 Seleccidon de colonias transformadas

Del crecimiento obtenido en el paso anterior se picaron 10 colonias con palillos
estériles y se estriaron en otra caja Petri con medio LB solido + Spc 100 pg/ml
para obtener una caja maestra, la cual fue incubada a 37 °C. Los palillos se
colocaron en tubos de ensayo con 3 ml de medio LB liquido (Spc 100 pug/ml) y se
incubaron a 37°C durante toda la noche en agitacion. La extraccion de DNA

plasmidico se realiz6 de acuerdo con el procedimiento descrito en el apartado 5.9.

5.20 Analisis de restriccion

Una vez obtenido el DNA plasmidico se realiz6 el analisis de restriccion mediante

una digestién utilizando la enzima Hindlll (Tabla 12).

Tabla 12. Reaccion de digestién
Reactivos Volumen (ul)

DNAp 4.0
Hindlll 0.25
Cutsmart 10x 1.5
H20 MiliQ esteril 9.25
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5.21 PCR y secuenciacion para corroborar presencia de inserto

Para corroborar la presencia del gRNA de PBS1 en el vector PBUN4116 se realiz6
una PCR como se describe en la Tabla 13.

Tabla 13. Reaccion de PCR para gRNA

Reactivo Volumen (ul)
Buffer 10x 1.25
MgCl,(50nM) 0.375

dNTPs (10pM) 0.25

Primer F (10pM) 0.25

Primer R (10uM) 0.25

Taq Platinum 0.05

H20 esteril 9.10

DNA (100 ng/ul) | 1.00

Volumen final 12.50

Se emplearon los siguientes oligonucleétidos:
F-gRNA-PBS1- 5’ATTGGTTTCTACCCGTGTCAT 3
R-U6t 5"CCGAAGAACAGAGGAAGAAG-3’

Se utilizé el programa de amplificacion descrito en la Tabla 14.
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Tabla 14. Programa de amplificacion de gRNA

Etapa Temperatura°C  Tiempo
Desnaturalizacion inicial 94.0 3:00 min
Desnaturalizacion 94.0 0:35s
Alineamiento 60.0 0:30s
Elongacion 72.0 0:35s
Elongacion final 72.0 7:00 min

Se eligieron 3 muestras de DNA plasmidico las cuales fueron purificados utilizando
el sistema comercial Minipreps (ZR Plasmid Miniprep) siguiendo las indicaciones
del fabricante. Se cuantifico la concentracion del DNA plasmidico mediante un
Nanodrop (Thermo Scientific) y se verificé su integridad en gel de agarosa al 0.8%.
Las muestras fueron procesadas en el Laboratorio de Bioquimica Molecular,
UBIPRO, FES-Iztacala UNAM mediante secuenciacién por el método Sanger.

5.22 Transformacion de A. tumefaciens por electroporacion

Una vez se obtuvo el plasmido con el inserto de interés, se realizd la
transformaciéon de A. tumefaciens (AGL1) electrocompetentes. Se descongelaron
las células AGL1 en hielo y se les agrego 2 ul de DNA plasmidico. Las celdas de
electroporacién se enfriaron previamente, ya descongeladas las células se
mezclaron por pipeteo con el DNA plasmidico. Se tomé todo el volumen y se
deposito en la celda de electroporacion de 1 ml y se coloco en el electroporador,
se le dio un pulso eléctrico (1800 V); posteriormente se le agreg6é 300ul de medio
SOC (triptona 2%, extracto de levadura 0.5% NaCl 10nM, KCI 2.5mM, MgCl2

10mM y glucosa 20 mM pH 7.0). Se recuperé el volumen y se transfirio a un tubo
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nuevo de 1.5ml el cual se incubd por 3h a 28°C en agitacion. Posteriormente se
distribuyé homogéneamente en medio LB solido con antibidticos (kanamicina 50
pg/ml, espectinomicina 100 pg/mly carbenicilina 100 pg/ml) y se incubaron a 28°C
de 3-5 dias. Una vez transcurrido el tiempo se picaron colonias y se obtuvieron
cajas maestras y crecimiento en medio liquido. Posterior al crecimiento celular se
realizo extraccion de DNA plasmidico como se describié anteriormente (5.9). La
corroboracién de la presencia del inserto se realiz6 mediante PCR punto final

como se describidé anteriormente.

5.22.1 Preparacion de A. tumefaciens para transformacion de soya

Se prepar6 medio liquido LB (que contiene espectinomicina, kanamicina y
carbenicilina), se agregaron 3 ml de medio LB a tubos de ensayo. Las cepas de
Agrobacterium fueron retiradas del ultracongelador, con un palillo se tomaron
alicuotas de los stocks de glicerol e inmediatamente se colocaron en los tubos de
ensayo con medio LB. Estos se incubaron a 28°C por 36h con agitaciéon a ~250
rpm. Del cultivo anterior se tom6 un inéculo de 1ml, que se agregd a un matraz de
500ml con 100ml de medio LB, y se incubé toda la noche a 28°C ~250 rpm (hasta
llegar a una ODs20=0.8-1.0). Posteriormente se colectd en tubos Falcon de 50ml y
se centrifug6 a 4,000 rpm por 15 min a TA (22°C); posteriormente se resuspendio
la pastilla bacteriana en 25 ml de medio de infeccion. Las células para

transformacion se agitaron suavemente a 60 rpm por 30 min.

5.23 Transformacion genética de soya

La transformacion genética se realizé empleando el protocolo de la Universidad de
lowa (Paz et al., 2006). EI método consiste en transformar el embrién adherido a
uno de los cotiledones para regenerar a la soya via embriogénesis directa. Se

transform¢ la variedad Suaqui proveniente del norte del pais. Primero se describe
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el método de transformacion utilizando Agrobacterium, y posteriormente se

describe el método de transformacion por biobalistica.

5.23.1 Esterilizacion de las semillas

Las semillas se colocaron en cajas Petri, que se colocaron a su vez en un
desecador que contenia un vaso de precipitados de 250ml con 100ml de
hipoclorito de sodio comercial puro; posteriormente se agregé lentamente 3.5 ml
de HCI, enseguida se cerré el desecador. Las semillas fueron expuestas al gas
cloro por 16h. Una vez cumplido el tiempo se cerraron las cajas y se retiraron del
desecador. Las semillas se dejaron en aeracién por 30 min en campana de flujo
laminar. Pasado el tiempo las semillas estaban listas para el proceso de

transformacion.

5.23.2 Imbibicion de semillas

En una campana de flujo laminar se colocaron las cajas Petri que contienen las
semillas de soya y se les agreg6 agua a % de la capacidad de la caja, se cerraron
las cajas y se cubrieron con papel aluminio para mantenerlas en obscuridad toda

la noche a temperatura ambiente.

5.23.3 Preparacion de explantes para la infeccion

De las semillas de soya embebidas anteriormente, se tomaron grupos de 20 y se
colocaron sobre una toalla de papel absorbente estéril para eliminar el exceso de
humedad. Posteriormente, se realizo un corte longitudinal a lo largo del hilum de la

semilla para separar los cotiledones y remover la testa. Una vez separados los
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cotiledones se tomé aquél que tiene el nodo axilar y se le realizé una incision al
eje radicular. Se colocaron 30 cotiledones por caja Petri y se agregaron 30 ml de
medio de infeccion (Medio Gamborg solucion inorganica 1/10X, Vitaminas B5
medio Gamborg 1/10X, sulfato ferroso 2.8 mg, NaEDTA 3.8 mg, sacarosa 30g,
acido 2-( N - morfolino) etanosulfonico (MES) 3.9 g, pH 5.7, &cido giberélico (GAs)
0.25 mg, bencilaminopurina (BAP) 1.11 mg, acetosiringona 40 mg) con
Agrobacterium GL1. Se incub6 por 30 min a temperatura ambiente con agitaciones

ocasionales.

5.23.4 Cocultivo

Posterior a la infeccion, se removio el exceso de medio de infeccion con una toalla
de papel estéril. Enseguida se transfirieron los explantes a medio de cocultivo
(Medio Gamborg solucion inorgéanica 1/10X, vitaminas B5 medio Gamborg 1/10X,
sulfato ferroso 2.8 mg, NaEDTA 3.8 mg, sacarosa 30g, MES 3.9 g, noble agar 4.5
g pH 54 GAs 0.25 mg, BAP 1.67 mg, cisteina 400 mg, DTT 154.2 mg
acetosiringona 140 mg), se colocé papel filtro estéril sobre el medio con la
finalidad de reducir crecimientos bacterianos durante el cocultivo. Se sellaron las
cajas con Parafilm y se incubaron a 24 °C de 3 a 5 dias bajo un fotoperiodo de 16

h de luz y 8 de obscuridad.

5.23.5 Induccion de brotes

Después de los 3-5 dias de cocultivo, se removieron los explantes del medio de
cocultivo y se pasaron a una caja Petri vacia a la que se le agrego 50ml de medio
de lavado (Medio Gamborg solucion inorganica 1X, Vitaminas B5 medio Gamborg
1X, sulfato ferroso 2.8 mg, NaEDTA 3.8 mg, sacarosa 30g, MES 0.59 g, pH 5.7,
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BAP 1.11 mg, meropenem 50mg, cefotaxima 100mg, vancomicina 50mg); el
exceso de humedad se elimind con una toalla de papel estéril. Se colocaron los
explantes con el lado adaxial en contacto con el medio de induccion de brotes
(Medio MS solucion inorganica 1X, vitaminas B5 medio Gamborg 1X, sulfato
ferroso 28 mg, NaEDTA 38 mg, sacarosa 30g, MES 0.59 g, agar noble 7 g pH 5.7,
BAP 1.67 mg, meropenem 50mg, cefotaxima 100 mg, vancomicina 50 mg,
glufosinato de amonio 4 mg), en un angulo de 30° a 40°. Las cajas se sellaron con
Parafilm y se incubaron a 24 °C, bajo fotoperiodo de 16 h de luz y 8 de obscuridad.
El medio de induccién de brotes se cambié pasados 14 dias a medio fresco; los

explantes se mantuvieron en este medio por 28 dias.

5.23.6 Elongacién de Brotes

Después de los 28 dias, los explantes se cambiaron de medio, y a cada uno se le
realizd una incision en la base. Los explantes se cambiaron a medio de elongacion
de brotes (Medio MS solucion inorganica 1X, vitaminas B5 medio Gamborg 1X,
sulfato ferroso 28 mg, NaEDTA 38 mg, sacarosa 30g, MES 0.59 g, agar noble 7 g
pH 5.7, asparagina 50 mg, &acido glutdmico 100mg IAA 0.1 mg GA3 0.5 mg,
zeatina-R 1 mg, meropenem 50 mg, cefotaxima 100 mg, vancomicina 50 mg,
glufosinato de amonio 4 mg). Los explantes se cambiaron de medio cada dos

semanas.

5.23.7 Enraizamiento de plantas

Después de que los explantes alcanzaron 8 cm de altura se pasaron a medio de
enraizamiento (Medio MS solucion inorganica 1/2X, vitaminas B5 medio Gamborg
1/2X, sulfato ferroso 28 mg, NaEDTA 38 mg, sacarosa 20g, MES 0.59 g, agar

56



noble 7 g pH 5.6, IBA 1 mg, glufosinato de amonio 3mg). Posteriormente se les

realizd una incision en la base y se pasaron al nuevo medio de cultivo.

Las cajas se sellan con Parafilm y se incubaron a 24°C bajo fotoperiodo de 16 h

de luz y 8 de obscuridad, de 1 a 2 semanas.

5.24 Transformacién de soya por biobalistica

El método de transformacién por biobalistica presenta algunas modificaciones con
respecto al método anterior. El método de esterilizacion e imbibicién se llevé a

cabo como se describié en los puntos 5.23.1y 5.23.2.

5.24.1 Extraccion de embriones de soya

Las semillas de soya embebidas anteriormente se procesaron en la campana de flujo
laminar, a cada semilla se le realiz6 un corte longitudinal para quitar la testa.
Posteriormente se separaron los cotiledones de la semilla y se realizé un corte sobre el
hipocotilo para llevar a cabo la separacion del embrion del cotiledon. Los embriones se
colocaron en medio MS basal (sales MS 1X, 3 % sacarosa, 0.4 % fitagel) durante toda

la noche en oscuridad a 25-26°C.

5.24.2 Preparacion de los explantes de soya

Posterior a la extraccion de embriones, éstos son dispuestos de manera circular,
equidistantes entre 6 y 12 mm del centro de la placa (5 mm de diametro) con la region
meristematica apical dirigida hacia arriba (de acuerdo con el protocolo descrito por

(Rech et al., 2008). Los embriones fueron colocados sobre medio de cultivo MS
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osmatico (sales MS 1X, 8 % sacarosa, 0.4 % fitagel) durante 6 h. Una vez transcurrido

este tiempo se procedio al proceso de bombardeo por biobalistica.

5.24.3 Preparacion y recubrimiento de microparticulas de oro

Para la preparacion de microparticulas de oro se siguio el protocolo descrito por
(Tomes et al., 1995); modificado por (Lule-Chavez et al., 2021). Se pesaron 15 mg
de particulas de 0.6 um de diametro y se transfiri6 a un tubo estéril de 1.5 ml.
Posteriormente se adicionaron 500 pl de etanol al 100% frio (campana) y se
sonicaron las particulas hasta que estuvieron completamente dispersas;se
precipitaron y centrifugaron a 3000 rpm durante 1 minuto y se removié el
sobrenadante (lavado dos veces). Se adicion6 1 ml de agua Mili Q fria y se
resuspendieron las particulas con vértex para su posterior precipitacion. Se
centrifugé a 5000 rpm por 15-30 segundos y se removio el sobrenadante, este
proceso se repitio dos veces mas. Por Ultimo, las particulas se resuspendieron en
500uL de agua Milli Q, se sonicaron por 30-45s para hacer alicuotas de 50uL=

1.5mg = 1X. Se almacenaron a -20°C.

5.24.4 Bombardeo de embriones de soya por biobalistica

Para comenzar con el proceso de bombardeo se recubrieron las microparticulas
con DNA y se tomaron 50 pl de particulas de oro después de mezclar. Se adicioné
de 3.5-5 pg de DNA (maximo volumen 9 pl) y se homogenizé suavemente. Una
vez se tiene esta mezcla, se adicionaron 50 uL de cloruro de calcio a una
concentracion de 2.5 M [6.93625 g/0.05L (25 mL)] y 20 uL de espermidina base
libre 0.1M, se sbénico y centrifugd a 5000 rpm por 15 segundos. Se retir6 el

sobrenadante y se comenzo la limpieza adicionando 600uL de etanol absoluto frio.
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Posteriormente se sonico y centrifugd a 5000 rpm por 15 segundos. Finalmente,
se retir0 el sobrenadante y se adicionaron 75uL de etanol absoluto, para realizar

un total de 7 disparos.

Para obtener la transformacién deseada en los embriones de soya se emplearon
dos plasmidos, uno correspondiente al vector pCR8 GW TOPO (Invitrogen) que
contiene el molde para la recombinacion homologa del gen PBS1 de soya, y el
segundo plasmido correspondiente al vector binario PBUN4116 que contiene el

gen cas9, asi como el gRNA de PBS1.

De los 75uL de la mezcla final se colocaron 10 pl en el centro de la membrana de
kaptdn (macroacarreador) y se procedio a bombardear los embriones de soya con
particulas de oro (0.6 um) que contienen ambos plasmidos a una relacién molar de

3:1 0 5:1 de plasmido de recombinacién homologa: plasmido PBUN4116.

Para el proceso de bombardeo, se utilizé6 un equipo de biobalistica PDS 100/He
(Biorad; Hercules CA) con discos de ruptura de 1110 psi, a una distancia de 3 cm
y 6 cm para algunos lotes en una camara de vacio de a una presion de 27.5 mm

de Hg. Se procesaron lotes de entre 100 y 140 embriones de soya.

Los embriones bombardeados se transfirieron a medio de induccion de brotes
(seccion 5.23.5) durante 15 dias. Se realizé un proceso de cambio de temperatura
durante los primeros 7 dias. El primer dia se colocaron los embriones
alternandose la temperatura de incubacién a 37°C y 28°C un dia en cada caso,
hasta cumplir los 7 dias, posterior a ese tiempo los embriones continuaron
incubandose a 28°C. Posteriormente los embriones fueron transferidos a medio de
elongacion (seccién 5.23.6) durante 15-20 dias. Cabe sefialar que algunos de los
medios de induccion y de elongacion no se les agrego glufosinato para permitir el

desarrollo del explante y procesarlo para su analisis molecular.
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5.25 Andlisis molecular de las plantas transformadas de soya

El proceso de analisis moleculares se realizO mediante la extraccion de DNA
gendmico del tejido foliar obtenido a partir de los embriones desarrollados después
del bombardeo por biobalistica. Esto se realiz6 con todos los lotes de embriones
de soya transformados. Las muestras fueron analizadas por PCR. El primer
analisis molecular fue la amplificacion del gen cas9 como se indica a continuacion
(Tabla 15):

Tabla 15. Programa de amplificacion.

Etapa Temperatura°C  Tiempo
Desnaturalizacion inicial 94.0 3:00 min
Desnaturalizacion 94.0 0:30s
Alineamiento 60.0 0:30s
Elongacion 72.0 0:40s
Elongacion final 72.0 5:00 min

Nota: se amplifico por 35 ciclos a partir del paso de desnaturalizacién hasta elongacion

Posteriormente, las muestras que amplificaron cas9 se utilizaron para identificar
plantas editadas. Para ello se utilizaron los siguientes oligonucleétidos y programa

de amplificacion descrito en la Tabla 16.

F-PBS1-arm- 5’CCTTCACGATAAGGCAAATC 3
F- donor-pbs1 5" TTCTTCACTGAAGGTGGTCACGAT 3

R-ORF-NONSTOP 5" AGCATCAAGACTGCCCTGCTGCAA 3
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Tablal6. Programa de amplificacion del gen pbsl con la modificaciéon

Etapa Temperatura°C  Tiempo
Desnaturalizacion inicial 94.0 5:00 min
Desnaturalizacion 94.0 0:35s
Alineamiento 60.0 0:35s
Elongacion 72.0 0:45s
Elongacion final 72.0 5:00 min

Nota: se amplificé por 30 ciclos a partir del paso de desnaturalizacion hasta elongacion

El oligonucledtido F-donor-pbsl corresponde a la secuencia especifica de la
modificacion, por lo que la amplificacion de este producto de PCR confirmé la
presencia de la edicion. Para realizar el analisis de T7 endonucleasa se realizo la
amplificacion utilizando los oligonucleotidos, F-PBS1-arm y R-ORF-NONSTOP
utilizando el programa de amplificaciéon indicado en la Tabla 16. Una vez que se

obtuvieron los productos de PCR se visualizaron en un gel de agarosa de 1.5%.

5.25.1 Analisis con la endonucleasa T7

El producto de PCR anterior se purifico6 empleando QIAquick PCR Purification Kit
(QIAGEN; Hilden, Alemania), y se llevd a cabo la restriccion con la endonucleasa
T7 con los componentes y volimenes indicados en la Tabla 17 y después se
realizd un alineamiento del producto de PCR con las condiciones mostradas en la
Tabla 18.
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Tabla 17. Mezcla de reaccion de alineamiento para la digestidon con endonucleasa T7

Componente Vi=19 uL
DNA 200 ng
10X NEBuffer 2 | 2 L
Agua destilada | a 19 pL

Tabla 18. Condiciones para el alineamiento de oligonucledtidos

Etapa Temperatura | Variacion de temperatura | Tiempo
Desnaturalizacion Inicial 95 °C 5 minutos
Alineamiento 95-85°C 2°Cls

85-25 °C -0.1 °Cls
Enfriamiento 4°C

Posteriormente se afiadi6 0.5 yL de endonucleasa T7 al producto de PCR
alineado. La mezcla se incubd por 1 h a 37°C y después se procedio a terminar la
reaccion afiadiendo 1.5 pyL de EDTA 0.25 M. Por ultimo, las muestras se
visualizaron en un gel de agarosa al 1.5%. Las muestras positivas fueron
analizadas por PCR y se procesaron en el Laboratorio de Bioquimica Molecular,

UBIPRO, FES-Iztacala UNAM mediante secuenciacién por el método Sanger.

5.26 Identificacion de proteinas PBS1 en especies vegetales

Se utilizé la secuencia proteica PBS1 de A. thaliana (ID: Q9FE20) para identificar
proteinas homologas en las bases de datos: UNIPROT (https://www.uniprot.org/),

OrthoDB (https://www.orthodb.org/) y Phytozomel2 (jError! Referencia de

hipervinculo no valida.) mediante la herramienta BLASTP. Las secuencias
redundantes fueron eliminadas por la herramienta BlastClust usando Biolinux (se
uso la siguiente linea de comando: blastclust -i infile -0 outfile -p T-L 1 -b T -S
100). Posteriormente se utilizé OrthoMCL para la identificacion de proteinas
ortélogas utilizando secuencias de aminoacidos homologas de PBS1 en el limite
del exponente del valor E = 1 x 107° y el limite de coincidencia porcentual = 50
[46]. Un total de 881 secuencias de aminoacidos ortdlogas de PBS1 se
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encontraron en una amplia gama de especies, incluyendo monocotiledoneas,
dicotiledoneas, briofitas, pteridofitas, gimnospermas, licofitas, hepaticas, carofitas

y clorofitas, que fueron identificadas y utilizadas en los siguientes analisis.

5.26.1 Identificacion de subdominios en secuencias ortdlogas de
PBS1

Las secuencias PBS1 de diferentes especies se sometieron a mudltiples

alineamientos, que se realizaron utilizando ClustalW (https://www.genome.jp/tools

bin/clustalw) con la configuracion predeterminada [alineacion por pares:
Fast/Approximate: K-tuple (word) tamafio: 1, tamafio de ventana: 5, penalizacion
por hueco entre secuencias (gap): 3] para identificar los subdominios de cinasa
conservados, asi como los motivos GDK y SEMPH. Las regiones conservadas
obtenidas mediante alineamiento multiple se analizaron utilizando el programa

MEME (https://meme-suite.org/meme/index.html) (Bailey et al., 2015)) con las

siguientes configuraciones: modo discriminativo, secuencia primaria PBS1 (ID:

Q9FEZ20), cualquier numero de repeticiones, y 10 motivos.

5.26.2 Analisis filogenético de PBS1

Las relaciones evolutivas entre las proteinas PBS1 se investigaron utilizando un
total de 881 secuencias de aminoacidos ortdlogos de PBS1 correspondientes a
plantas terrestres y especies de clorofitas. De un total de 881 secuencias, 182
secuencias de ortélogos de PBS1 fueron seleccionados de acuerdo con el registro
de homologia mas alto dentro de cada géenero y especie de plantas terrestres. En
el caso de las clorofitas, se utilizaron 116 secuencias de ortélogos de PBS1 para

construir la filogenia. Se realizaron multiples alineaciones utilizando el algoritmo
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muscle (Edgar, 2004), implementado en Seaview (Gouy et al., 2010; Larsson,
2014), y editado usando Aliview (Larsson, 2014); las regiones que muestran gaps

fueron eliminadas.

Los arboles filogenéticos se elaboraron utilizando méaxima probabilidad de

alineaciones multiples en el programa IQ-TREE (http://www.igtree.org/) con

parametros -m TESTNEWONLY -b 1000 y con bootstrapping remuestreado 1000
veces con reemplazo de mejor evolucion segun el modelo Corrected Akaike
Information Criterion VT + F + R9 (modelo de conversién, AG = CT y frecuencia
base desigual, y frecuencias base empiricas; este es el valor predeterminado si el
modelo tiene una frecuencia base desigual) (Trifinopoulos et al., 2016). Este
método da como resultado el arbol con mayor probabilidad de acuerdo con los
datos. Las filogenias se visualizaron utilizando el programa Figtree y fueron

enraizados por punto medio.

5.26.3 Reconstruccion ancestral de secuencias ortdlogas de PBS1

Para las reconstrucciones ancestrales de PBS1, 182 secuencias de aminoacidos
ortélogos de PBS1 de plantas terrestres fueron utilizadas. Los arboles
filogenéticos se produjeron utilizando estadisticas bayesianas

(https://nbisweden.qgithub.io/MrBayes/download.html). Se utilizaron 5 millones de

generaciones para construir la filogenia, con parametros chains=4, printfreq=100,
samplefreq=100 y burnin=200. EI arbol se \visualiz6 en Mesquite

(https://www.mesquiteproject.org/) , y la reconstruccion de caracteres ancestrales

se llevo a cabo utilizando el algoritmo de maxima parsimonia.
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5.26.4 Modelado de estructura PBS1

Para generar un modelo proteico de PBS1, las siguientes proteinas ortdlogas
fueron seleccionadas: A0O0O3— A. thaliana, A635—T. aestivum, A654—G. max,
Al179—S. polyrhiza, A352—P. patens y A773—C. reinhardtii. El modelado
estructural se realizo utilizando Swiss Model

(https://swissmodel.expasy.org/interactive) y fue visualizado y manipulado con el

software Pymol (http://pymol.sourceforge.net/newman/user/S0200start.html). Las

estructuras 3D de los homoélogos de PBS1 de las especies mencionadas se

analizaron utilizando Swiss Model (https: //swissmodel.expasy.org/). Las

estructuras proteicas conocidas que se utilizaron en este estudio fueron la serina /
treonina proteina cinasa denominada cinasa 1 inducida por Botrytis (BIK1) para las
especies A003, A635 y A654; receptor cinasa 1 asociado a brassinosteroid
insensitive 1 (BAK1) para A179; proteina brassinosteroid insensitive 1 (BR1) para
A352; y proteina cinasa (PK) para A773. Los numeros de acceso de Swiss Model
para las estructuras conocidas son los siguientes: 5tos.1 (A003, a635 y A654),
3tl8.1 (A179), 5lpz.1. A (A352) y 6j5t.1 (A773).
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6.Resultados

6.1 Cultivo de soya

Se sembraron 4 variedades de soya, rapido crecimiento, alta proteina, Nainari y
Suaqui en el invernadero de Biotecnologia vegetal del CINVESTAYV Zacatenco con

el objetivo de obtener plantulas para la obtencién de DNA (Figura 11).

Figura 11. Siembra de soya. A) Esterilizacion de semillas de soya. B) Plantulas de soya.

6.2 Extraccion de DNA de plantas de soya

Una vez se obtuvieron las plantulas se realizo la extraccion de DNA del tejido foliar

de la planta. En la Figura 12 se muestra el perfil electroforético de DNA de las 4

variedades de soya, asi como la concentracién obtenida.
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Figura 12. Extraccion de DNA. A) Perfil electroforético de las 4 variedades

Cuantificacion de DNA de las 4 variedades de soya.

6.3 Secuencia in silico del gen PBS1

Nainari 1275

Suaqui 1688

Alta proteina 518

Réapido crecimiento 456
de soya. B)

Se realizd la busqueda del gen PBS1 en la base de datos de UNIPROT
obteniendo el numero de referencia Q9FE20 (PBS1_ARATH) de A. thaliania,

posteriormente se accedio a la base MEROPS proporcionando informacion sobre

la proteasa, el organismo que la secreta, el substrato (PBS1) y el sitio de corte de

la proteasa como lo muestra la Figura 13.

UniProt Accession: Q9FE2@
[Sequence on/off]

Definition: Serine/threonine-protein kinase PBS1
Symbol:

Organism: Arabidopsis thaljiana

NCBI Accession: Q9FE28

SubstrateD8: 16387

i MGCFSCFDSSDDEKLMPVDESNHGOKKQSOPTYSHNTISGLPSGGEKLSSKTNGGSKRELLLPRDGLGOTA
AHTFAFRELAAATMNFHPDTFLGEGGFGRVYKGRLDSTGOVVAVKQLDRNGLOGNREF LVEVLMLSLLHH
PNLVNLIGYCADGDQRL LVYEFMPLGSLEDHLHDLPPDKEAL DWNMRMKTAAGAAKGL EFLHDKANPPVT
YRDFKSSNILLDEGFHPKLSDFGLAKLGPTGDESHYSTRVMGTYGYCAPEYAMTGQLTVKSDVYSFGVVF
LELITGRKAIDSEMPHGEQNLVAWARPLFNDRRKFIKLADPRLKGRFPTRALYQALAVASMCIQEQAATR
PLIADVVTALSYLANQAYDPSKDDSRRNRDERGARLITRNDDGGGSGSKFDLEGSEKEDSPRETARILNR
DINRERAVAEAKMWGESLREKRRQSEQGTSESHNSTG
e . e B T T s T IR TR
Sequence: TGDK-SHVS

Cut-site .
Position: 243-244
Definition: AvrPphB g.p.
Organism: Pseudomonas syringae

Protease MEROPS ID: MER@19812
PMAP ID: pmap.11787
MEROPS code: CS5g.e02

Figura 13. Secuencia de aminoacidos de PBS1 de A. thaliana. Sustrato, sitio de corte y

proteasa.
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Posteriormente la secuencia de PBS1 de A. thaliana se utilizdé para realizar un
BLAST en la base de datos Phytozome 12.1 la cual contiene la secuencia de Soya
(G. max cv Williams 82) obteniendo la siguiente informacion de la proteina PBS1

en soya:

Organismo: Glycine max
Nombre del transcrito: Glyma.08G360600.1
Localizacién: Chr08:47242629..47246912 reverse

Descripcién: K13430 - serine/threonine-protein kinase PBS1 (PBS1)
>Glyma.08G360600.1
MSCFCEFHCKATFLCLGINKMGCEFSCEDSSSKEDHNLRPOQHOPNQPLPSQISRLPSGADKLRSRSNGGSKREL
QQPPPTVQIAAQTFTFRELAAATKNFRPESFVGEGGFGRVYKGRLETTAQIVAVKQOLDKNGLOGNREFLVEVL
MLSLLHHPNLVNLIGYCADGDOQRLLVYEFMPLGSLEDHLHDLPPDKEPLDWNTRMKIAVGAAKGLEYLHDKAN
PPVIYRDFKSSNILLDEGYHPKLSDFGLAKLGPVGDKSHVSTRVMGTYGYCAPEYAMTGQLTVKSDVYSFEFGVV
FLELITGRKAIDSTQPQGEQNLVTWARPLEFNDRRKFSKLADPRLOGRFPMRGLYQALAVASMCIQESAATRPL
IGDVVTALSYLANQAYDPNGYRGSSDDKRNRDDKGGRISKNDEAGGSGRRWDLEGSEKDDSPRETARILNRDL
DRERAVAEAKMWGENLRQKRKQSLQQGSLDA*

Figura 14. Secuencia de aminodacidos de soya (Glycine max cv. Williams 82).

Informacién de la proteina PBS1: Organismo, transcrito, localizacion, descripcion y secuencia de
aminoacidos en amarillo se indica el sitio de corte ortélogo a la proteina PBS1 de A. thaliana.

En la secuencia anterior se sefiala en amarillo el sitio de corte que contiene la
proteina PBS1 en soya siendo el ortélogo de la proteina PBS1 de A. thaliana.
Posteriormente se obtuvo la secuencia nucleotidica del gen pbsl localizando la
secuencia nucleotidica que traduce al sitio de corte de la proteina PBS1 en el exon
5 enmarcada en rojo. Las secuencias enmarcadas en morado indican los
oligonucledtidos utilizados para la amplificacién del gen PBS1 y la secuencias en
rojo indica la secuencia que codifica para el sitio de corte de PBS1 Figura 16.

ATCTTCCCCCTGATAAGGAACCACTAGATTGGAACACTAGAATGAAAATTGCTGTTGGTGCTGCAAAAGGATT
AGAATACCTTCACGATAA FECARRTCCICCEHCATGIAS . GAGACT TCAAGTCATCTAACATATTACTTGAT
GAAGGATACCACCCAAAACTTTCTGACTTTGGTCTTGCGAAGCTTGGTCCTGT T OO
2 CCCGTGTCATGGGAACTTATGGTTACTGTGCTCCTGAGTATGCTATGACTGGACAGCTGACTGTGAAGTC
TGATGTATATAGTTTTGGGGTGGTCT TR CACC A ACNEEe0E T2 AAGCAATTGACAGCACCCAGCCG
CAGGGAGAACAGAACCTTGTCACATGG

Figura 15. Secuencia nucleotidica del exdn 5 del gen PBS1. La secuencia génica en rojo
codifica para el sitio de corte presente en PBS1.
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6.4. Presencia del gen PBS1 en variedades de soya y analisis de la
secuencia correspondiente al gRNA

Se realiz6 un analisis molecular del gen PBS1 en las 4 variedades de soya, con el
fin de extraer DNA. En la figura 16 se muestra el perfil electroforético de los
productos de PCR de 249 pb del gen PBS1 de dichas variedades.

b M A C N 8

300_
200_

4249pb
100_ P

Figura 16. Perfil electroforético del gen PBS1. Producto de PCR de las cuatro variedades de
soya. M: marcador, A: Soya con alto contenido de proteina C: Soya con alto contenido de aceite,
N: Nainari S: Suaqui.

Antes de disefiar la secuencia de gRNA se secuencio el producto de PCR que
contiene la regiéon correspondiente a la secuencia de interés del gen PBS1 de
cada una de las variedades los cuales fueron analizados mediante un
alineamiento bioinformatico en Clustal 2.1. Se observé un elevado grado de
semejanza con la secuencia nucleotidica de interés (sitio de corte) en todas las
variedades respecto a la secuencia de referencia (G. max cv. William 82); para el
disefio del gRNA se consider6 el mismo gRNA para todas las variedades (Figura
17).
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A)

:GAAGCTTGGTCCTGTT|GGT GACAAAT CACAT GTTTCTACCCGTGT CAT GG G AA(

B)

GmR.crecimiento
GmAltaproteina
GmSuaqui
GmNainari
Gm.08G360600.1

GmR.crecimiento
Gmaltaproteina
GmSuaqui
GmNainari
Gm.08G360600.1

GmR.crecimiento
GmAltaproteina
GmSuaqui
GmNainari
Gm.08G360600.1

GmR.crecimiento
GmAltaproteina
GmSuaqui
GmNainari
Gm.08G360600.1

GmR.crecimiento
GmAltaproteina
GmSuaqui
GmNainari
Gm.08G360600.1

TGGCAAATCCTCCTGTCATCTACAGACACTTCAAGTCATCTAACATATTACTTGATGAAG
—GGCAAATCCTCCTGTCATCTACAGAGACTTCAAGTCATCTAACATATTACTTGATGAAG
AGGCAAATCCTCCTGTCATCTACAGAGACTTCAAGTCATCTAACATATTACTTGATGAAG
TGGCAAATCCTCCTGTCATCTACAGAGACTTCAAGTCATCTAACATATTACTTGATGAAG
—GGCAAATCCTCCTGTCATCTACAGAGACTTCAAGTCATCTAACATATTACTTGATGAAG

kA hk kA hkkhkrhkhkhkhhkhkhkhhkhkrkhkkhkrhkhh dhkhkrhkhkrhkhkrhkhkhkhhkrkkhkrhkkhkrhkhkrkkhkhkxkxx

GATACCACCCAAAACTTTCTGACTTTGGTCTTGCGAAGCTTGGTCCTGTT
GATACCACCCAAAACTTTCTGACTTTGGTCTTGCGAAGCTTGGTCCTGTT
GATACCACCCAAAACTTTCTGACTTTGGTCTTGCGAAGCTTGGTCCTGTT
GATACCACCCAAAACTTTCTGACTTTGGTCTTGCGAAGCTTGGTCCTGTT
GATACCACCCAAAACTTTCTGACTTTGGTCTTGCGAAGCTTGGTCCTGTTGGTGACAAAT

KA AR AR A AR AR A AR AR A AR A AR AR A A KA A AR AR A AR AR A AR AR A AR AR A A A AR A ARk kK

ACCCGTGTCATGGGAACTTATGGTTACTGTGCTCCTGAGTATGCTATGA
ACCCGTGTCATGGGAACTTATGGTTACTGTGCTCCTGAGTATGCTATGA
ACCCGTGTCATGGGAACTTATGGTTACTGTGCTCCTGAGTATGCTATGA
ACCCGTGTCATGGGAACTTATGGTTACTGTGCTCCTGAGTATGCTATGA
CACATGTTTCTACCCGTGTCATGGGAACTTATGGTTACTGTGCTCCTGAGTATGCTATGA

KA AR KR AR A AR AR A AR A AR AR A AR AR A A A A AR AR A AR A AR AR A AR A A A AR A A A AR A Ak kA k) K

CTGGACAGCTGACTGTGAAGTCTGATGTATATAGTTTTGGGGTGGTCTTCTTA-AGCTGA
CTGGACAGCTGACTGTGAAGTCTGATGTATATAGTTTTGGGG-—————=—-—=—————————
CTGGACAGCTGACTGTGAAGTCTGATGTATATAGTTTTGGGGTGGTCTTCTTAGAGCTGA
CTGGACAGCTGACTGTGAAGTCTGATGTATATAGTTTTGGGGTGGTCTTCTTAAG-CTGA
CTGGACAGCTGACTGTGAAGTCTGATGTATATAGTTTTGGGGTGGTCTTCTTAGAGCTGA

hhkrxhkkhkhhkhkkhkhhkrhkhkrhkkhkhhkrkrhkhkrhkhkrhkkhkhkhkhkrxkxkxkx

TTACTGGCCGA
TTACTGGCCGA
TTACTGGCCGA
TTACTGGCCG-

Figura 17. Secuencia del fragmento del gen PBS1 que incluye el sitio de corte en

diferentes variedades de soya. A) Electroferograma de la reaccién de secuenciacion en las 4

variedades de soya. B) Alineamiento de dicho fragmento en las cuatro variedades de soya
mostrando identidad respecto a la secuencia de referencia.
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6.5 Disefio de gRNA para el gen PBS1 de soya

Una vez que se confirmd la conservacion de la secuencia de interés se utilizo el
software CRISP-P 2.0. Con ello se identifico el gRNA idoneo y el més cercano al

sitio de corte. Los resultados del analisis se muestran en la Figura 18.

Start Desgin Contact Us Help

SOCRISPR=P 20

JoblD: 84L32JC6KY OR download the result

ORG: Glycine max (V1.0), Position: 8:46392539..46392291, Length: 249
——

5302530 L 1 rrT T T 463001

W ——
[
8

35355500 5387300

46392400

GLVIMAQSGATS70.1
I

On-score

Secuencia

Regién

%GC
guidel 0.5855 TCTCTGTAGATGACAGGAGG exon 50%
guide2 0.5039 CGTGTCATGGGAACTTATGG exon 50%
guide3 0.4043 GTTTCTACCCGTGTCATGGG exon 55%
guide4 0.3614 CCAGTCATAGCATACTCAGG exon 50%
guideb 0.2944 AACATATTACTTGATGAAGG exon 30%
Sitios target-off:

Secuencia Off-score  MMs Locus Gen Region
GTTTCCACCCGTGTCATGGG 0.909 1IMMs  10:4#50901219 GLYMA10G44580 exon
GTTTCAACCCGTGTCATGGG 0.867 1IMMs  20:+46701982 GLYMA20G39370 exon
GATTCAATCCGTGTCATAGG 0.642 4MMs  15:+34099566 GLYMA15G30830 exon
TTTTCTACCAGAATCATIGG 0.640 4MMs 1:-3722911 Intergenica
GTTTCCACCAGAGTCATGGG 0.630 3MMs  17:-41826084 GLYMA17G38150 Exon
GTTTCAACCAGAGTCATGGG 0.601 3MMs 9:441237971 GLYMA09G34980 Exo6n
GTATCTACCCGAGTCATGGG 0.571 2MMs 9:-45528285 GLYMA09G40650 Exon
GTTTCAACTAGAGTCATGGG 0.526 4MMs 17:-3988530 GLYMA17G05660 Exo6n
GTTTCAACTAGAGTCATGGG 0.526 4MMs  13:+20873533 GLYMA13G17050 Exon
GTTTTTACTTGTGTCATIGG 0.524 3MMs 10:-9998866 Intergenica
GTTGCTACTTATGTCATIGG 0.515 4MMs  18:-61414259  GLYMA18G53005 Exon
GTTTCTACCCGCGTCAAGGG 0.505 2MMs  18:+62181464 Intergenica
TTTTCTAATAGTGTCATAGG 0.493 4MMs 7:-17729400 GLYMAO07G17940 Exon
TTTTCTAATAGTGTCATIGG 0.493 4MMs  18:-10688012 Intergenica
ATATCAACTCGTGTCATGGG 0.487 4MMs 17:+4440437 GLYMA17G06251 Exon
ATTTATACCTGTGTCATGGG 0.484 3MMs 5:+41010871 GLYMAO05G37400 Exon
ATATCAACACGTGTCATGGG 0.478 4MMs  13:-20340152 GLYMA13G16280 Exo6n
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GGTTCCACGCATGTCATCGG 0.473 4MMs  18:-27091095 Intergenica
GTTTGTATTCGTGTCATGGG 0.459 3MMs  17:+2513395 Intergenica
TTTTGAACTCGTGTCATIGG 0.455 4MMs  13:-20732559 Intergenica

Figura 18. Disefilo de gRNA para el gen PBS1 de Soya. En amarillo se indica el gRNA mas
cercano a la secuencia de interés, asi como el score y los target-off.

El resultado del andlisis con el software mostro los mejores gRNAs candidatos en
la secuencia insertada; asimismo proporciond informacion de target-off, score,
secuencia, secuencia PAM, regién en donde se localizan y % de GC. Finalmente,
se selecciond un gRNA de 20 nt (remarcado en amarillo) cercano al sitio de corte
en el gen PBS1 con 55% de contenido en GC, con un score de 0.4043 y 20

secuencias target-off.

6.6 Construccion del vector para edicion de genoma

El vector PBUN411U6 es utilizado en el laboratorio para la edicion de genoma
mediante el uso de la proteina Cas9 y el gRNA seleccionado. Una vez que se
obtuvo la cepa de E. coli con el vector PBUN411U6 se realizé extraccion de DNA
plasmidico y posteriormente se realizd una digestidbn con la enzima Bsal para

linealizar el plasmido, lo que se verificd en gel de agarosa al 0.8% (Figura 19).

A pb M pBUN4IIUG P pp M pBUN411UG

12000

12000 413407 pb ' 412182 pb
1000 41226 pb
850
100 100

Figura 19. Linealizacion del Vector PBUN411U6. A) Perfil electroforético del vector
PBUNA411U6 B) Perfil electroforético de la digestion del vector PBUN411U6 con Bsal.
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A) pb

DI i e s s s B

Una vez que se obtuvieron los oligonucleoétidos del gRNA seleccionado se realizo

una hibridacion con éste (Figura 20); el hibrido resultante se purificé y se utilizé

para ligar en el vector PBUN411U6.

pb M gRNA

100
75
50
25 24pb
M: Marcador
gRNA: PBS1

Figura 20. Hibridacion del gRNA. Perfil electroforético del gRNA de PBSL1.

Después de haber introducido el vector recombinante en E.coli, se seleccionaron

10 colonias a las cuales se le realizd extraccion de DNA plasmidico. Para

corroborar la presencia del inserto se realizé una digestion con la enzima Hind I,

lo que se verifico en un gel de agarosa al 0.8%. Ademas, se realiz6 una PCR

punto final utilizando los oligonucleotidos F-gRNA-PBS1, R-U6t que amplifica un

fragmento de 187 pb en clonas positivas (Figura 21).

pBUNA11u6-gRNA 77 B) pDNA pBUN411U6-gRNA77

— — S —
¥

41919pb
«710pb

300 |
200_|

100

Digestion con Hind 111

M Cl C2C3 C4C5 Co C7C8 C9 ClO C() ppb M Cl C2 C3 C4 C5 C6 C7 C8 C9 C10 NTC
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Figura 21. Corroboracion de la presencia del gRNA-PBS1 en el vector PBUN411U6. A)

Digestion con Hind Il de 10 muestras de DNA plasmidico. B) Perfil electroforético del producto de
PCR de F-gRNA-PBS1, R-U6t.

Se seleccionaron las muestras C1, C2 y C4, las cuales se secuenciaron y se
corroboré la presencia del gRNA del fragmento del gen PBS1 en el vector
PBUN411U6 (Figura 22).

A)
AGTGATTGGTTTCTACCCG TGTCATG TTTTAGAGCTAGAAATAGLAAGTTAAAATA
B)

gRNA-R-2 —mmmmmmmmmmmmm o CCCCAATTTAAATGGGAAG--ACAATAGTATTTC
gRNA-R-4 ——mmmmmmmm e CGGAATTTTTATGGGAAG--ACA-TAGTATTTC
gRNA-R-1  —mmmmmm oo CGCAATT-ATATGGGAAG--ACAATAGTATTTC
gRNA-0-U6 CCTGGGAATCTGAAAGAAGAGAAGCAGGCCCATTTATATGGGAAAGAACAATAGTATTTC
gRNA-F-1 CCTGGGAATCTGAAAGAAGAGAAGCAGGCCCATTTATATGGGAAAGAACAATAGTATTTC
gRNA-F-2 CCTGGGAATCTGAAAGAAGAGAAGCAGGCCCATTTATATGGGAAAGAACAATAGTATTTC
gRNA-F-4 CCTGGGAATCTGAAAGAAGAGAAGCAGGCCCATTTATATGGGAAAGAACAATAGTATTTC
* k% Kk kkkkk K’ hkk khhkikkkkhkkkk
gRNA-R-2 TTATATAGGCCCATTTAAGTTGAAAACAATCTTCAAAAGTCCCACATCGCTTAGATAAGA
gRNA-R-4 TTATATAGGCCCATTTAAGTTGAAAACAATCTTCAAAAGTCCCACATCGCTTAGATAAGA
gRNA-R-1 TTATATAGGCCCATTTAAGTTGAAAACAATCTTCAAAAGTCCCACATCGCTTAGATAAGA
gRNA-0-U6 TTATATAGGCCCATTTAAGTTGAAAACAATCTTCAAAAGTCCCACATCGCTTAGATAAGA
gRNA-F-1 TTATATAGGCCCATTTAAGTTGAAAACAATCTTCAAAAGTCCCACATCGCTTAGATAAGA
gRNA-F-2 TTATATAGGCCCATTTAAGTTGAAAACAATCTTCAAAAGTCCCACATCGCTTAGATAAGA
gRNA-F-4 TTATATAGGCCCATTTAAGTTGAAAACAATCTTCAAAAGTCCCACATCGCTTAGATAAGA
AR AR AR AR AR AR AR AR AR AR AR A R A KR AR A KR AR AR A KR AR AR AR AR AR AR AR AR AR ARk kK

gRNA-R-2 AAACGAAGCTGAGTTTATATACAGCTAGAGTCGAAGTAGTGATTG

gRNA-R-4 AAACGAAGCTGAGTTTATATACAGCTAGAGTCGAAGTAGTGATTG

gRNA-R-1 AAACGAAGCTGAGTTTATATACAGCTAGAGTCGAAGTAGTGATTG

gRNA-0-U6 AAACGAAGCTGAGTTTATATACAGCTAGAGTCGAAGTAGTGATTG

gRNA-F-1 AAACGAAGCTGAGTTTATATACAGCTAGAGTCGAAGTAGTGATTG

gRNA-F-2 AAACGAAGCTGAGTTTATATACAGCTAGAGTCGAAGTAGTGATTG

gRNA-F-4 AAACGAAGCTGAGTTTATATACAGCTAGAGTCGAAGTAGTGATTG

Ak hkhkkhkhkhkhkhkkhkhkhkhhkkhkhkhrhhkkhkhkhhhkhkhkhrhkhkhkhkhhrhkkhkhkhrhkhkkhkhrrhkkhkhkrhkkhkhkhhrrkhkhkxkx*kx

gRNA-R-2 GTTTTAGAGCTAGAAATAGCAAGTTAAAATAAGGCTAGTCCGTTATCAACTTGAAAA
gRNA-R-4 GTTTTAGAGCTAGAAATAGCAAGTTAAAATAAGGCTAGTCCGTTATCAACTTGAAAA
gRNA-R-1 GTTTTAGAGCTAGAAATAGCAAGTTAAAATAAGGCTAGTCCGTTATCAACTTGAARA
gRNA-0-U6 GTTTTAGAGCTAGAAATAGCAAGTTAAAATAAGGCTAGTCCGTTATCAACTTGAARA
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gRNA-F-1 GTTTTAGAGCTAGAAATAGCAAGTTAAAATAAGGCTAGTCCGTTATCAACTTGAAAA

gRna-F-2 GTTTTAGAGCTAGAAATAGCAAGTTAAAATAAGGCTAGTCCGTTATCAACTTGAAAA

gRna-F-4 GTTTTAGAGCTAGAAATAGCAAGTTAAAATAAGGCTAGTCCGTTATCAACTTGAARA
khkhkkhkkhkhkhkhkkhkhhkhkhhkhkhkhhhkhkhhhhkhkhkhhhkhhhkhhkhkkhkhAhkhkhkdhhkhrhkkhkhkhrhkhkkhkhhkrhkhkkhkhxhkh*k

gRNA-R-2 AGTGGCACCGAGTCGGTGCTTTTTTTTGCAAAATTTTCCAGATCGATTTCTTCTTCCTCT

gRNA-R-4 AGTGGCACCGAGTCGGTGCTTTTTTTTGCAAAATTTTCCAGATCGATTTCTTCTTCCTCT

gRNA-R-1 AGTGGCACCGAGTCGGTGCTTTTTTTTGCAAAATTTTCCAGATCGATTTCTTCTTCCTCT

gRNA-0-U6 AGTGGCACCGAGTCGGTGCTTTTTTTTGCAAAATTTTCCAGATCGATTTCTTCTTCCTCT

gRNA-F-1 AGTGGCACCGAGTCGGTGCTTTTTT--GCAAAATCCAAGGA———————=——————-———-

gRNA-F-2 AGTGGCACCGAGTCGGTGCTTTTT---GCAAAATACCGGT-——————————————————-

gRNA-F-4 AGTGGCACCGAGTCGGTGCTTTTTTT-GCAAAATACCTTAGCCGGCCTAC-————-——=~
R R R Rk bk b gk b b b b b b 2b dh 2b b 3 4 *kkkk kK

gRNA-R-2 GITCITCGE

gRNA-R-4 GTTCTTCGG

gRNA-R-1 GITCITCGG

gRNA-0-U6 GTTCTTCGG

gRNA-F-1  ——————--—

gRNA-F-2 ———————--

gRNA-F-4 ——————--o

Figura 22. Secuenciacion del vector PBUN411U6-gRNA-PBS1. A) electroferograma del

vector PBUN411U6 con el gRNA de PBS1 en 3 muestras de DNA plasmidico. B) Alineamiento de
las secuencias analizadas mostrando la presencia del gRNA-PBS1.

A continuacion, se muestra el esquema del vector PBUN411U6-gRNA-PBS1 que

fue utilizado para los procesos de transformacion en soya (Figura 23).

GATGTTTCTACCCGTGTCAT

pBUN411U6-gRNA-PBS1
12,203 bp

I
ov14XE

Figura 23. Esquema del vector de expresion pBUN411U6-gRNA-PBS1. AtU6: promotor
U6 de A. thaliana, gRNA scaffold: para el sistema CRISPR / Cas9 de Streptococcus pyogenes,
Promotor Ubi: promotor del gen de poliubiquitina de maiz, Cas9: Endonucleasa Cas9 del sistema
CRISPR / Cas de Streptococcus pyogenes tipo I, NOS: Terminador de nopalina sintetasa, CaMV
35S: promotor 35S del virus del mosaico de la coliflor, BIpR: fosfinotricina acetiltransferasa, CaMV
poli(A): sefal de poliadenilacién del Virus del mosaico de la coliflor.
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6.7 Obtencion de secuencia DONOR

Se utilizo el software de Addgene, el cual indica el sitio de insercion potencial
considerando la secuencia de interés y el gRNA disefiado, de tal manera se
disefian oligonucleoétidos con la secuencia DONOR (Figura 24). Para este fin se
amplificaron dos productos de PCR; uno de ellos amplific6 un producto de 300 pb
(productol) que corresponde al gen PBS1 y el segundo producto amplific6 un
producto de 68 pb (producto 2) correspondiente a la secuencia DONOR (Figura
25).

Organism Gene target Transcript @
Soybean (glyMax2) Glycine Max 100305422 NM_001248235.1 (-} chr8:47242074 M

Guide RNA target sequence &

CATGTTICTACCCGTGTCAT Display target region

Select modification location @
1
chrg:47.242.813 G chra:47.242.743
CTGTTGGTGACAAATCACATGTTTCTACCCGTGTCATGGGAACTTATGGTTACTGTGCTCCTGAGTATGCT
P E Y A

P v G D K Si H v 5 T R W M G T Y G Y C A

-
« »
5' homology arm length @ Sequence to insert 3' homology arm length @
50 TTTCTTCACTGAAGGAGGACACGATAC 50

Sequence to remove
unlock and drag slider to select

Generate DNA donor

GTTGGTGACAAATCACATGTTTCTACCCGT GTLRMESN NNy oy oy Y oy Ny N ey N M NNC ATGGGAACTTATGGTTAC
v G D K S H v S T R v F F T E G G H D T M G T i G Wi

Figura 24. Disefio de secuencia DONOR. Software de addgene, indica el organismo, gen

blanco, transcrito, RNAg, secuencia a insertar (en color verde) sitio de corte FFTEGGHDT,
homologia de brazos del gen PBS1
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A) B)
pb M 1 23 4 5 6 7 8 9NIC pb

100

300 e <68 pb
200 Goopb 5 P
100 25
Figura 25. Producto de PCR del fragmento del gen PBS1 y secuencia DONOR. A) Perfil
electroforético del gen PBS1 de 300pb. B) Perfil electroforético de la secuencia DONOR con la
modificacion.
Se purificaron ambos productos de PCR, los cuales fueron utilizados para la
amplificacion de dos productos de PCR de 197 pb (productos 1.1 y 1.2). El
producto 1.1 contiene la secuencia inicial del gen pbsl y la secuencia final
DONOR, y el producto 1.2 contiene la secuencia inicial DONOR vy la secuencia
final del fragmento del gen PBS1 (5.16). De acuerdo con el analisis del producto
de interés, se purificd la banda de 197 pb (Figura 26).
A) pb 1 M 2 B) o M 1 2

300
300 pb 300 pb 200 4197 pb

197 pb <4197 pb

68 pb <468 pb 100_

Figura 26. Amplificacion y purificacion de los productos 1.1 y 1.2. A) Perfil

electroforético de la secuencia inicial del gen PBS1 con la secuencia DONOR (carril 1) y de la
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secuencia final del gen PBS1con la secuencia DONOR (carril 2). B) Purificacion del producto 1.1

(carril 1) y producto 1.2 (carril 2).

Los productos purificados se utilizaron para realizar el ensamblaje como se
describié en la metodologia (5.17), obteniéndose un producto de PCR de 300 pb

gue contiene la secuencia DONOR en el fragmento del gen PBS1 (Figura 27).

M1t 2 3 4 5 6 7 8

300 G0nt

200
100

Figura 27. Ensamblaje de la secuencia DONOR vy el gen PBS1. Perfil electroforético del gen
pbs1 con la secuencia DONOR.

Una vez que se obtuvo la secuencia DONOR se purifico el producto usando el Kit
Zymoclean DNA Gel Recovery y se procedi6é a clonar el producto de PCR de 300
pb en el vector pCR8 GW TOPO. Posteriormente el vector se transformo en E. coli
Mach T1. Una vez que se obtuvieron las colonias transformadas, se realizé la
extraccion de DNA plasmidico con la secuencia DONOR el cual fue utilizado para
transformacion por biobalistica. A continuacion, se muestra un esquema
representativo de la secuencia DONOR, asi como la secuencia génica de PBS1
empleada para el ensamblaje (Figura 28A). Finalmente se esquematiza el vector
obtenido de pCR8 GW TOPO con el producto de PCR que contiene la secuencia
DONOR (Figura 28B).
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CTCCTGTCATCTACAGAGACTTCAAGTCATCTAACATATTACTTGAT

GAAGGATACCACCCAAAACTTTCTGACTTTGG
GCTCCTGAGTATGCTATGACTGGACAGCT

GACTGTGAAGTCTGATGTATATAGTTTTGGCGGTGGTCTTCTTAGAGCTGATTACTGGCCGTAAAG
CAATTGACAGCACC

Secuencia donor: [
ran: GGG

pbs1

Primers

<+—— F-pbsi-arm
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— F-DONOR-FFTEGGHD
<+—— R-DONOR-FFTEGGHD

pCR 8/GW/TOPO
2817 bp

Figura 28. Figura esquematica del fragmento del gen PBS1 con la secuencia DONOR.

A) en verde se presenta la secuencia a insertar (DONOR), en rojo se representa la secuencia
génica de PBS1, en azul se representan los oligonucleotidos F-pbsl-arm y R-pbsl-arm, en morado
se representan los oligonucleotidos largos que contienen un fragmento de 21 pb correspondientes
al gen PBS1 adicionando la secuencia DONOR (verde) en ambos sentidos Fw y Rw. B) Vector

pPCR8 GW TOPO con la secuencia DONOR.
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6.8 Obtencion de plantas de soya transgénicas

Una vez que se corrobord la presencia del gRNA en el vector PBUN411U6 se
realizé la transformacion de cepas de A. tumefaciens por electroporacién. Ya
obtenido el vector de expresion en A. tumefaciens se realizo la transformacion de
soya utilizando la variedad Suaqui. Este proceso se realizo para los primeros dos
lotes utilizando solo el vector PBUN411U6-gRNA-PBS1, posteriormente se empled
el método de transformacion por biobalistica empleando los vectores
PBUN411U6-gRNA-PBS1 y DONOR-PBS1. Primero se explicara el método de

transformacién por A. tumefaciens y posteriormente por biobalistica.

Se comenzd con la esterilizacién de semillas, la imbibicion y la incisién de las
semillas. Posteriormente se agro infiltraron los embriones de soya y se colocaron

en medio de cocultivo (Figura 29).

Figura 29. Cotiledones de soya en medio de cocultivo. Cajas Petri con 9 cotiledones de
soya son colocados en medio de cocultivo.

Después de 5 dias en medio de cocultivo los explantes se transfirieron a una caja

magenta que contiene medio de induccién de brotes (Figura 30).
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Figura 30. Explantes en medio de induccion de brotes. En cajas magenta se colocaron 4

explantes de soya en medio de induccién.

Los explantes se mantuvieron en medio de induccién de brotes por 4 semanas y
se realiz6 un segundo cambio de medio en la segunda semana. Una vez
transcurrido el tiempo, los explantes se traspasaron a medio de elongacion de
brotes que contiene glufosinato (medio de seleccién) por lo que las plantas que
siguieron desarrollandose sugerian estar transformadas. Cuando las plantas
alcanzaron una altura de 8 cm fueron transferidas a medio de induccién de raices
(Figuras 31y 32).

Figura 31. Explantes en medio de elongacion (1 semana). Desarrollo de explantes de

soya después de 1 semana.
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Figura 32. Explantes en medio de elongacion (2 semanas). Desarrollo de explantes de
soya después de 2 semanas.

Se seleccionaron plantas las cuales fueron colocadas en medio con glufosinato y
sin glufosinato. De las plantas que sobrevivieron en cada uno de los procesos se
les realiz6 extraccion de DNA y se corroboré su transformacion mediante la
deteccién del gen cas9, sin embargo, éste no fue detectado. En esta primera
etapa de trasformacién mediante A. tumefaciens se pretendié estandarizar y
obtener plantas transformadas con el vector PBUN411U6-gRNA-pbsl con el
objetivo de generar un cambio en el gen PBS1 mediante recombinacion no
homologa. De acuerdo con nuestros analisis moleculares no se detecté el gen
cas9 en el primer lote de embriones analizados (Tabla 13). Posteriormente se
procedio a realizar la transformacion mediante biobalistica.
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6.9 Transformacion por biobalistica

Posterior a la esterilizacion de las semillas se obtuvieron los embriones como se
indica en la metodologia. Se emplearon 110-180 semillas de soya por cada lote de
las cuales se obtenia un numero variable de embriones (Tabla 13). De los

embriones obtenidos se dispusieron 10 embriones de manera circular en medio de

cultivo MS osmaotico los cuales fueron utilizados para bombardear (Figura 33).

Figura 33. Embriones de soya. Colocaciéon de embriones de soya en medio osmoético al 8%.

Los embriones fueron colocados de forma circular en el centro de la caja Petri para su posterior
bombardeo.

Se transformaron 12 lotes por biobalistica de embriones de soya. En total se
transformaron 1558 embriones (Tabla 19). Cada uno de los lotes present6 algunas
modificaciones. Los primeros dos lotes fueron transformados mediante A.
tumefaciens. Los lotes 3-12 fueron transformados por biobalistica, de estos, los
lotes 3-6 se bombardearon a una distancia de 6 cm y los lotes restantes a una
distancia de 3 cm. También, se utilizd una relacion molar diferente de los vectores
en los lotes transformados; ademas, se empled un cambio de temperatura (de

37°C a 28°c cada 24 h en los embriones transformados). Los lotes fueron
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transformados con A. tumefaciens empleando el vector PBUN411U6; para los
demas eventos de transformacion por biobalistica se emple6é el plasmido de
expresion, asi como el plasmido de recombinacion homologa. En la Tabla 19 se

describen los eventos de transformacion realizados.

Tabla 19. Eventos de transformacion de embriones de soya mediante el sistema
CRISPR/Cas9.

Lote No. De Vectores Relacién Distancia Temperatura % de % de
embriones Molar de transformacion edicion
analizados disparo
1 120 PBUN411U6 - - 28°C 0 0
2 128 PBUN411U6 - - 28°C
3 100 PBUN411U6:PCR8- 1:3 6 cm 28°C
DONOR

4 110 PBUN411U6:PCR8- 1:3 6 cm 28°C 0 0
DONOR

5 134 PBUN411U6:PCR8- 1:3 6 cm 28°C 0 0
DONOR

6 147 PBUN411U6:PCR8- 1:3 6 cm 28°C 0 0
DONOR

7 182 PBUN411U6:PCR8- 1:5 3cm 28°C-37°C 4.9 (9) 1.6 (3)
DONOR

8 140 PBUN411U6:PCR8- 1.5 3cm 28°C-37°C  4.2(6) 2.1 (3)
DONOR

9 140 PBUN411U6:PCR8- 1:5 3cm 28°C-37°C 5.7(8) 0
DONOR

10 132 PBUN411U6:PCR8- 1:5 3cm 28°C-37°C 4.5 (6) 0
DONOR

11 110 PBUN411U6:PCR8- 1:3 3cm 28°C-37°C 4.5 (5) 0
DONOR

12 115 PBUN411U6:PCR8- 1:7 3cm 28°c-37°C 6.9 (8) 0
DONOR
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Una vez que se realizd el proceso de transformacion los embriones se
mantuvieron durante 15 dias en medio de induccion, realizando un intercambio de
temperaturas de 37°C a 28°C cada 24 h durante 7 dias. Posteriormente se incubo

a 28°C durante el desarrollo de los embriones. Después de 15 dias en medio de

induccion los embriones fueron colocados en medio de elongacion (Figura 34).

Figura 34. Embriones en medio de elongacion. De 9 a 12 embriones de soya fueron
colocados en medio de elongacién con y sin glufosinato.

6.10 Analisis molecular del gen cas9 TO

La transformacion y edicion de los explantes que generaron tejido foliar fue
monitoreada por amplificacion del gen cas9, del fragmento del gen PBS1 con la
modificacion, asi como con analisis por digestion con endonucleasa T7 y
finalmente por secuenciacion. Para ello se realiz6 extraccion de DNA vy
posteriormente se realizaron los analisis citados. De todas las muestras
analizadas los lotes 7-12 demostraron estar transformados ya que mostraron
muestras positivas al gen cas9 (Tabla 13). Sin embargo, solo los lotes 7 y 8
mostraron estar editados.

85



De acuerdo con el analisis molecular se obtuvieron 42 explantes transformados y
6 editados. Las muestras analizadas amplificaron un fragmento de 436 pb

correspondientes al gen cas9 (Figura 35).

bp M 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 C+ C- Wt

400 4436 bp

300
200

100

b M 3 9 19 21 22 23 27 29 31 34 37 52 60 C+ C- Wt
4436pb

100

Figura 35. Deteccion del gen cas9 en plantas transformadas. A) Perfil electroforético del

gen cas9 obtenidas del lote 7 y 8 de la generacion TO. B) Perfil electroforético del gen cas9
obtenidas del lote 9 y 10 de la generacion TO. C) Perfil electroforético del gen cas9 obtenidas del
lote 11 y 12 de la generacion TO.
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6.11 Analisis molecular del sitio de edicidon

De las muestras positivas al gen cas9 se procedid a realizar el analisis de
endonucleasa T7, de acuerdo con este andlisis se obtuvieron 6 muestras positivas
(Figura 36).

ppb M 3 19 21 23 22 C+

300_ G0 pb

100_

300 <4300 pb

100

Figura 36. Analisis con endonucleasa T7. Digestion de un fragmento del fragmento del gen

PBS1 de 300 pb generando un fragmento de 150 pb indicando la presencia de una secuencia
(DONOR) que no hibrida con el gen PBS1 silvestre. La presencia de una banda de 300 pb indica la
ausencia de la secuencia DONOR o alguna mutacion. Las muestras de DNA se extrajeron de los
lotes 7-12 de los explantes de soya.

Las muestras positivas fueron analizadas mediante amplificacion del fragmento del

gen PBS1 con la modificacién, como se muestra en la Figura 37.
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GmPBS1 Target TAA
ATG ar9e
Glyma.08G360600.1 -—I Exon 4 % -
Donor DNA HS TS HS
:T>-—— 300pb———<R‘: TAA
HDR Integration of ATG . :
S TN 731pb-------------~- <—R—

TTCTTCACTGAAGGTGGTCACGAT

Figura 37. Esquema de edicion del gen PBS1 de soya mediante CRISPR-Cas9.

Localizacién del sitio blanco en el exdén 4 para la insercion del DNA donante HS (secuencia
homéloga) en el exén 4 del gen PBS1 TS (secuencia blanco). Las flechas indican los
oligonucleotidos especificos del gen pbsl utilizados para la PCR.

De acuerdo con los andlisis, el amplicon de 731 pb en las 6 muestras indican que
contienen el sitio de edicion esperado, (Figura 38), indicando la presencia del sitio

de edicion. Para corroborar esta observacion se realizé analisis por secuenciacion.

Moy BB ¥y G CW

Figura 38. Analisis molecular del fragmento del gen PBS1 con la secuencia DONOR.

Perfil electroforético del fragmento del gen con la modificacion, indicando la presencia de un
fragmento de 731 pb. Las muestras analizadas corresponden a las muestras positivas a
endonucleasa T7 provenientes de la extraccion de DNA de los explantes de los lotes 7 y 8.

La secuenciacibon mostr6 que solo la muestra 9 presentd la edicién
correspondiente al sitio de corte modificado en PBS1 (Figura 39). Las 5 muestras

restantes presentaron el sitio silvestre del gen PBS1, que puede deberse a que la
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soya es una planta tetraploide, por lo que la edicion pudo ocurrir en uno de los
cromosomas, pero no en todos. La secuenciacion de los demas alelos PBS1

contribuira a corroborar si este fue el caso.

. | f A (T¥Y A | ,ﬂ A - - 'v', A . A A
:'\\ﬂ‘ A_ﬁi._m\\ AAJ\/\J\A All‘l\ 4 /\A 1 /\[\/\
pbs1-Ed GGTCCTGTTTTCTTCACTGAAGGTGGTCACGATAGAGTTATGGG

pbs1-WT GGTCCTGTTGGTGACAAATCACATGTTTCTACCCGTGTCATGGG

GATGTTTCTACCCGTGTCAT
gRNA

Figura 39. Analisis de secuenciacion del sitio de edicion en PBS1. Electroferograma de la

region que contiene la modificacién dentro del genoma de soya. El recuadro en rojo indica la
secuencia DONOR. La secuencia pbsl-Ed indica la presencia de la edicién, la secuencia pbs1-WT
indica el genoma WT de soya. Letras en rojo indica la secuencia DONOR, letras en verde indican
el fragmento génico de PBS1, letras en azul indican el gRNA.

Por ultimo, las plantas transformadas de la generacién TO se mantuvieron in vitro
hasta su enraizamiento. Posteriormente fueron trasplantadas a tierra para
continuar con su desarrollo. Seis plantas de 322 alcanzaron su desarrollo
completo y se obtuvo la generaciéon T1, que fue cultivada y una vez que emergio el
tejido foliar se procedié a realizar la extraccion de DNA y posteriormente los
analisis moleculares ya descritos. De estos analisis se obtuvo un amplicon de 436
pb correspondiente al gen cas9 en 5 muestras (Figura 40), lo que indicé la
transformacién de la planta; sin embargo, al realizar la amplificacién del gen PBS1
con la modificacion no se detectd. En resumen, las plantas T1l han sido
transformadas, y no podemos descartar una posible edicion en alguno de los
alelos de PBS1.
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Figura 40. Deteccion del gen cas9 en plantas de soya transformadas. Perfil

electroforético del gen cas9 de la generaciébn T1l. Se observa un amplicon de 436 pb
correspondiente al gen cas9.

7. Andlisis bioinformatico de PBS1

El origen del sistema PBS1-RPS5 en A. thaliana y otras plantas no esta claro. Por
lo tanto, sus homoélogos fueron buscados en los genomas anotados y otras bases
de datos de embriofitas, briofitas, pteridofitas, algas estreptofitas y clorofitas para
obtener informacion sobre la evolucibn de los genes subyacentes a este
mecanismo de defensa arrojando a la luz los origenes evolutivos de los
mecanismos de defensa que implican la interaccion entre un efector de patdgenos

y proteinas de resistencia de las plantas (Figura 41).
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Figura 41. Representacion esquematica de la activacion del efector AvrPphB de P.

syringae de RPS5 mediada por PBS1 que conduce a la respuesta de defensa. PBS1 se

asocia a través de su motivo SEMPH, al dominio CC de RPS5, formando un complejo en el que
este Ultimo est4 inactivo. Posteriormente, el efector AvrPphB (triangulo amarillo), inyectado por P.
syringae, se une y escinde PBS1 en su motivo GDK, esto induce un cambio conformacional en
RPS5, activando asi la respuesta hipersensible (HR).

7.1 ldentificacién de proteinas PBS1, subdominios de cinasa
conservados y motivos involucrados en la respuesta inmunitaria
indirecta en PBS1 en el reino vegetal

Teniendo en cuenta que AthPBS1 contiene subdominios de cinasa conservados,
los motivos GDK y SEMPH se utilizaron para buscar estos motivos y subdominios
en proteinas homologas de PBS1 de diversos taxones de plantas. Después de
eliminar las secuencias redundantes, se identificaron 881 secuencias. Con el fin
de identificar las secuencias ort6logas, se realiz6 un analisis con la plataforma

OrthoMCL, con el que se obtuvieron 881 secuencias de ortélogos
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correspondientes a angiospermas, gimnospermas, briofitas, pteridofitas, licofitas,
hepaticas, carofitas y clorofitas. Para obtener informacién sobre la evolucion de los
motivos y dominios antes mencionados, se realizaron tres analisis con el programa
MEME. Primero, se utilizaron 116 secuencias ortologas de PBS1 correspondientes
a clorofitas; segundo, 765 secuencias ortélogas de PBS1 de plantas terrestres y
finalmente 182 secuencias ortdlogas de PBS1, que mostraron la mayor similitud

de cada especie y género de las 765 secuencias de PBS1 analizadas.

El analisis de clorofitas mostr6 que estas secuencias contienen los subdominios
de cinasa conservados (Figura 42). Curiosamente, los motivos GDK y SEMPH no
estan presentes en los ortélogos de PBS1 de clorofitas. Un andlisis mas detallado
revel6 la secuencia consenso de subdominios de cinasa en estas proteinas. Los
subdominios de cinasa conservados (etiquetados con numeros romanos)
correspondian a los subdominios previamente reportados, I: GXGxxG; IlI: K; IlI: E;
Vib: DxxxxN; VII: DFG; VIII: APE; IX: DxxxxG; Xl: R, algunos de los cuales se

conservan en varias proteinas PBS1.
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Subdominios conservados de cinasasa en ortologos de PBS1
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Figura 42. Analisis de subdominios de cinasa conservados en ortdlogos de PBS1 en

clorofitas. La representacion de logotipo de la alineacién de secuencia mdltiple de 116
secuencias de clorofitas con alta similitud con PBS1 de A. thaliana se identific6 mediante andlisis
MEME. Los dominios estan ordenados de menor a mayor de acuerdo con el valor esperado (E-
value). Los subdominios de cinasa conservados estan etiguetados con ndmeros romanos.
Subdominio I: GXGxxG, II: K, lll: E, Vlb: DxxxxN, VII: DFG, VIII: APE, IX: DxxxxG, XI: R. Los
ortélogos de PBS1 en clorofitas no contienen el sitio de corte de GDK ni el motivo de
reconocimiento requerido para resistencia de mediada por RPS5.
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Los subdominios de cinasa, asi como el motivo GDK estan altamente conservado
en ortologos de PBS1 de plantas terrestres. Sin embargo, las pteridofitas y las
gimnospermas carecen de estos. Se identificaron diferentes motivos en las
especies analizadas, que difieren de uno a seis aminoacidos en el sitio de corte
putativo en relacion con el motivo canénico de AthPBS1 (Figura 43). Por un lado,
secuencias de ciertas monocotiledoneas, dicotiledoneas, briofitas, licofitas,
hepaticas y cardfitas muestran poca variacion; sin embargo, pteridofitas y

gimnospermas contienen motivos completamente diferentes.

Interesantemente, las secuencias analizadas en MEME de plantas terrestres
mostraron una mayor similitud entre los motivos GDKSHV y GDKTHV. EI motivo
SEMPH se encontr6 en nueve especies de dicotiledoneas. Curiosamente,
diferentes motivos de reconocimiento putativos se identificaron en los ortélogos de
PBS1 analizados. Los motivos de reconocimiento putativos se definieron como
aguellos motivos similares en posicidn y composicion de aminoacidos al motivo
SEMPH pero con una funcion desconocida. Entre los motivos de reconocimiento el
mas conservado fue el motivo STRPH (Figura 43). EI motivo GDK esta presente
en licofitas, hepéaticas, carofitas (Klebsormidium nitens) y angiospermas; sin
embargo, estd ausente en las clorofitas. Algunas especies dentro gimnospermas,
licofitas, briofitas y carofitas también carecen de este motivo (Figura 44). Los
motivos de reconocimiento de resistencia son los mas variables en diferentes
especies. Esto puede permitir la interaccion de PBS1 con una amplia gama de
proteinas NBS-LRR (incluida RPS5), que a su vez generan una amplia gama de

respuestas dependiendo de la naturaleza del efector.
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Figura 43. Analisis de subdominios de cinasa conservados y motivos importantes en

ortodlogos de PBS1 en plantas terrestres. Se muestra la representacion del logotipo de 182
secuencias mdltiples con alta similitud a PBS1 de A. thaliana en monocotiledéneas (37/182),
dicotiledoneas (117/182), briofitas (7/182), carofitas (2/182), gimnospermas (7/182), licofitas
(7/182), hepaticas (1/182) y pteridofita (4/182). Los dominios estan ordenados de menor a mayor
de acuerdo con el valor esperado (E-value). Los subdominios de cinasa conservados estan
etiquetados con nimeros romanos. Subdominio I: GXGxxG, II: K, IlI: E, VIb: DxxxxN, VII: DFG, VIII:
APE, IX: DxxxxG, XI: R. El sitio de corte de AvrPphB GDK esta marcado con una estrella roja y el
motivo de reconocimiento requerido para la resistencia mediada por RPS5 esté etiquetada con una
estrella amarilla.
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Figura 44. Comparacion de subdominios y motivos de cinasa conservados en

ortélogos de PBS1 en plantas terrestres. Se analizaron 40 secuencias de ortlogos de PBS1

en plantas terrestres. Las secuencias se compararon con A. thaliana PBS1. Las especies
seleccionadas de monocotiledoneas, dicotiledéneas, briofitas, licofitas y clorofitas incluyen la
mayoria de los subdominios cinasas, pero estos son mas variables; en gimnospermas y
pteridofitas, los subdominios cinasa y motivos estdn menos conservados. Las claves de color son
como en la Figura 1. El sitio de corte del motivo putativo se indica con un circulo azul oscuro, el
tono azul va disminuyendo si hay uno o mas cambios de aminoacidos con respecto al motivo
indicado en A. thaliana. Lo mismo se aplica al motivo de reconocimiento de resistencia putativo,
pero en amarillo oscuro. Los circulos blancos indican la ausencia de un subdominio o motivo. *, **
Los motivos se toman como referencia para el analisis. +, ++ Motivos con mayor abundancia en
diferentes especies.

7.2 Arbol filogenético de ortélogos de PBS1 en clorofitas

Ciento dieciséis secuencias de aminoacidos de especies clorofitas con alta
similitud a AthPBS1 (A. thaliana ID Q9FEZ20) se recuperaron de diferentes bases
de datos. Asi, las clorofitas Dunaliella salina, Chlamydomonas reinhardtii, Volvox
carteri, Micromonas sp., Micromonas pusillis, Ostreococcus luci marinus,
Auxenochlorella protothecoides, Chlorella sorokiniana, Gonium pectorale,
Raphidocelis subcapitata, Micractinium conductrix, Bathycoccus prasinos,
Chlamydomonas eustigma, Trebouxia sp., Chloropicon primus, Scenedesmus sp.
y C. subellipsoidea contienen genesque codifican para cinasas con ortologia para
AthPBSL1. Interesantemente, una tirosina cinasa de Coccomyxa subellipsoidea y
dos proteinas hipotéticas de C. eustigma y Trebouxia sp., respectivamente, se
agruparon con AthPBS1 (A003) en el mismo clado (B) con considerable similitud a
AthPBS1 (Figura 45).

La relaciéon filogenética entre AthPBS1 y ortdlogos de clorofitas se analizo
utilizando el método de maxima verosimilitud, ejecutado en IQ-TREE (Figura 45).
La filogenia resultante muestra cuatro clados principales (A, B, C y D) agrupados
con especies relacionadas de clorofitas y proteina cinasas 0 Qrupos
estrechamente relacionados con altos valores de Bootstrap en las ramas. Un
analisis preliminar identific6 subdominios de cinasas GxGxxG, K, E, DxxxSN,
DFG, APE, DxxxG y R en los ortdlogos de PBS1 de clorofitas (Figura 42).
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Ademas, AthPBS1 se agrupa en el clado B (Figura 45) con diferentes proteinas
cinasas que contienen subdominios de cinasas (Hanks et al., 1995). PBS1 de C.
subellipsoidea alberga dominios de cinasa clasicos y se agrupa en el mismo clado
que AthPBSL1 (Figura 45, clado B). Estos resultados indican que diferentes cinasas
ortdlogas de las clorofitas estan relacionadas filogenéticamente con base en su
alta similitud. Este descubrimiento apoya la hipdtesis de que PBS1 tiene
contrapartes evolutivas en las clorofitas, sin embargo, los motivos SEMPH y GDK
estaban ausentes en los ortélogos de clorofito PBS1. Por tanto, los subdominios
de estas proteinas cinasas presentan sinapomorfia, ya que estos caracteres son
intrinsecos a las proteinas cinasas; sin embargo, los motivos presentes en
AthPBS1 pueden pertenecer a un caracter homoplastico ya que podria haber sido
adquirido de forma independiente. Dada esta perspectiva, se analizaron ortélogos
AthPBS1 en plantas terrestres.
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Figura 45. Relacion filogenética entre PBS1 de A. thaliana y proteina cinasas

ortélogas de clorofitas. Se analizaron un total de 116 secuencias de aminoacidos con alta
similitud a AthPBS1 de diferentes bases de datos que se alinearon usando ClustalW. La filogenia
se construyé utilizando maxima verosimilitud basandose en las secuencias de aminoacidos
deducidas de ortélogos de PBS1 de diferentes especies de clorofitas. Los diferentes colores

indican clados para diferentes ortdlogos de cinasas. A. thaliana se incluye en el Clado B indicado
con asterisco y color azul.

99



7.3 Analisis filogenético de ortdlogos de PBS1 de diferentes linajes
de plantas

Para explorar la relacién evolutiva de los ortélogos de PBS1 en los principales
dominios vegetales, Se construy6 una filogenia con 881 secuencias ortdlogas de
PBS1 con considerable semejanza con AthPBS1. Sin embargo, los resultados
obtenidos no fueron concluyentes, porque la cantidad de politomias observadas
dificultaba la resolucién de sus relaciones filogenéticas. Por tanto, se utilizaron
menos secuencias para construir otra filogenia y obtener un arbol optimizado.
Finalmente, el andlisis filogenético se realiz6 con 182 secuencias ortologas de
PBS1 utilizando maxima verosimilitud. Los resultados mostraron cinco clados
principales (A, B, C, D y E); el clado A se subdivide en diferentes subclados;
ortélogos de PBS1 en dicotiledoneas se agruparon en el clado A, que contenia
AthPBS1 (A003) (Figura 46). Ell clado B estaba formado por ortélogos de PBS1 de
monocotileddneas, dicotileddneas, licofitas (A295, A316), briofitas (A148, A248),
gimnospermas (A344, Al134, A215 y A343) y carofitas (Al142). El clado C se
subdivide en dos clados que incluyen solamente monocotiledéneas vy
dicotiledéneas. De manera interesante, una rama de Chara brauni (A133) surge de
los tres clados analizados, sugiriendo una posible diversificacion de un
antepasado basal de este carofito. Por otro lado, el clado D también se subdivide
en dos subclados, un grupo de ortélogos PBS1 de Physcomitrella patens (A164,
A064, A352, A028, y A510), Selaginella moellendorffii (A071 y A313), Sphagnum
fallax (A162) y Marchantia polymorpha (A058), mientras que el otro incluia
dicotiledoneas (A758, A288 y 755), licofitas (A029 y A302) y gimnospermas (A229
y A135). Finalmente, las pteridofitos (A498, Al146, A053, y Al149) y una
gimnosperma (A140) se agruparon en el clado E. Estos resultados indican que
diferentes proteinas ortélogas de PBS1 estan relacionadas filogenéticamente. Sin
embargo, los clados B y D contienen proteinas de diversos taxones, lo que sugiere
una evolucion convergente dentro estos grupos.
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Figura 46. Andlisis filogenético de ortdlogos de PBS1 en plantas terrestres. Se
realizaron busquedas de 182 secuencias de aminodcidos ortdlogas a AthPBS1 en diferentes bases
de datos y se alinearon mediante ClustalW. El arbol filogenético de maxima probabilidad se
construyé basandose en las secuencias de aminoacidos obtenidas de las proteinas PBS1 de
varias plantas terrestres. El rojo (clado A) indica dicotiledéneas; azul (clado B y C),
monocotileddneas; parpura (clado E), pteridofitas; naranja (clado B y D), briéfitas; verde oscuro
(clado B), carofitas; azul claro (clados B, D y E), gimnospermas; licofitas, verde (clado By D) y
hepéticas, marrén (clado D). A. thaliana se indica con asterisco y en color azul.
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7.4 Reconstrucciéon ancestral de ortdlogos de PBS1 en plantas
terrestres

Para conocer mejor la evolucion de PBS1 en plantas terrestres, se llevé a cabo su
reconstruccion ancestral. En este sentido, se utilizaron 182 ort6logos de PBS1
para inferir la filogenia con el método bayesiano. La reconstruccion del estado
ancestral se obtuvo mediante el método de maxima parsimonia. Con base en
estos resultados, se investigo la filogenia de plantas terrestres. La filogenia (Figura
47) muestra que los ortdlogos de PBS1 de pteridofitas forman una rama que se
origina en el primer nodo ancestral (circulo morado). A continuacion, una serie de
ancestros se origind a partir de diferentes ramas, que se agruparon con diferentes
especies de estreptofitos (carofitas, briofitas, hepaticas, licofitas, gimnospermas,

monocotiledéneas y dicotiledoneas).

El segundo nodo ancestral (circulo azul claro) dio lugar a una rama que contiene
Gnicamente una gimnosperma (A343), y otra que incluye un tercer nodo ancestral
(circulo verde oscuro). Esto incluye una rama que contiene un carofito (A142), asi
como un cuarto nodo ancestral (circulo negro), que divergié en diferentes
ortélogos de PBS1 de plantas terrestres, excepto pteridofitas. Finalmente, un
quinto nodo ancestral (circulo rojo) dio lugar a diferentes clados que contienen
exclusivamente dicotiledoneas, asi como una especie de monocotiledonea (A290)
(Figura 47).

Para dilucidar el posible origen de los motivos GDKSHV y SEMPH, la
reconstruccioén de caracter ancestral se realizé para cada posicion de aminoacido.
Se analizaron las posiciones 245 a 250 para el motivo GDKSHV y 296 a 300 para
el motivo SEMPH. La reconstruccion evolutiva revel6 un solo cambio en los
estados ancestrales de los aminoacidos en las posiciones 245 (caracter ancestral
glicina), 246 (caracter ancestral aspartato), 247 (caracter ancestral arginina,
divergié a lisina), 249 (caracter ancestral leucina, divergio a histidina) y 250

(caracter ancestral lisina, divergio a valina). Sin embargo, el cambio mas relevante
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ocurrié en la posicion 248, siendo el aminoacido ancestral la glicina (magenta) que
mas tarde divergid en treonina (rojo oscuro) y serina (amarillo) en diferentes

especies (Figura 48).

Estos resultados concuerdan con el analisis realizado con MEME (Figura 43). Las
distribuciones ancestrales del motivo SEMPH fueron las mas diversas. El caracter
ancestral en la posicion 296 era arginina (violeta claro); este aminoacido divergio
principalmente para serina (amarillo) y asparagina (rojo). En la posicién 297, el
caracter ancestral tiene dos origenes, alanina y valina; sin embargo, la alanina
estaba mas conservada. La evolucion de este caracter divergio principalmente a
treonina (rojo intenso). Ademas, un clado en el que se encuentra A. thaliana
divergi6 al caracter ancestral glutamato (gris) (Figura 49). El caracter ancestral en
la posicion 298 tiene dos origenes, isoleucina (azul) y arginina. (violeta claro),
conservado en la mayoria de las especies. Ademas, un clado divergio al caracter
ancestral metionina (azul claro). La arginina es el principal caracter ancestral en la
posicion 299 y divergidé principalmente a prolina (verde claro). Finalmente, el
caracter ancestral en la posicién 300 era glutamato y divergi6 a histidina (purpura).
Este analisis sugiere que sustituciones en determinadas posiciones del motivo
SEMPH se han favorecido a lo largo de la evolucién. Esto probablemente fue el
resultado de la seleccion de aquellas variantes de PBS1 que mostraron una mayor
capacidad para provocar una respuesta de defensa a través de RPS5 o proteinas

funcionalmente anéalogas.
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Figura 47. Reconstruccion de secuencias de ortélogos ancestrales de PBS1 en

plantas terrestres. El arbol ancestral fue inferido por estadisticas bayesianas usando 182

secuencias de monocotiledéneas (azul), dicotiledoneas (rojo), bridfitas (naranja), hepatica (marron),
licofita (verde claro), gimnosperma (azul claro), cardfitas (verde oscuro) y pteridofitas (violeta). Los
circulos en los nodos indican principalmente antepasados. A. thaliana se indica con asterisco y
color azul. El andlisis de secuencias ancestrales de PBS1 se obtuvo con el software Mesquite
(http://www.mesquiteproject.orq).
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Figura 48. Reconstruccién del estado ancestral en ortélogos de PBS1 basados en el

motivo GDKSHV. La reconstruccién de ancestros se realiz6 con el algoritmo de méaxima
parsimonia utilizando como caracter ancestral la secuencia de aminoacidos PBS1. La
reconstruccion se llevé a cabo en el aminoacido 248 de PBS1. Los colores en las ramas indican la
divergencia evolutiva del aminoacido ancestral. El color en los nombres indica especies de plantas
terrestres. Las transiciones la reversion se indican con asteriscos sobre los nodos. Esta figura
muestra el estado ancestral de la serina (S). A. thaliana se indica con un asterisco y un rojo
resaltado.
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Figura 49. Reconstruccion del estado ancestral en ortdlogos de PBS1 basados en el

motivo SEMPH. La reconstruccién de ancestros se realiz6 con la méaxima parsimonia utilizando

como caracter ancestral la secuencia de aminoacidos de PBS1. Reconstruccion del estado
ancestral en la posicion del aminoacido 297 de PBS1. El color de la rama indica la divergencia
evolutiva del aminoacido ancestral. Los nUmeros de acceso se muestran en rojo. Las transiciones y
reversiones se indican con asteriscos sobre los nodos. Esta figura muestra el estado ancestral del
acido glutdmico (E). A. thaliana se indica con asterisco y rojo resaltado.
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7.5 Modelado de estructuras proteicas de ortdlogos de PBS1

Para obtener mas informacion sobre la conservacion de los motivos GDK y
SEMPH, se obtuvieron modelos de la estructura de los ortélogos de PBS1 de A.
thaliana, T. aestivum, G. max, Spirodela polyrhiza, P. patens, C. reinhardtii, Chara
braunii, Pinus pinaster y Lindsaea linearis. Estos fueron seleccionados porque su
funcién es conocida (AthPBS1 y TaPBS1), o por mayor similitud en los motivos.
Ademas, los ortdlogos de taxones filogenéticamente distantes fueron
seleccionados. Segun estos modelos, su estructura consiste principalmente en

alfa hélices y estructuras de laminas beta (Figura 50).

Los residuos correspondientes al motivo GDK en AthPBS1, TaPBS1, GmaPBS1,
SpipoPBS1-like, PpPBS1-like, y PpiHP se ubicaron dentro de un bucle (Figura
50A-E, H, bucle verde). ChbHP contiene el motivo GGETHV dentro del bucle
(circulo verde). Ademas, no se encontrd ningn motivo de corte en C. reinhardtii y
L. linearis PBS1 (Figura 50F, I). Los residuos LGAPSG (C. reinhardtii) y AERIL (L.
linearis) estaban en la misma posicién que el motivo del sitio de corte predicho en

otros ortdlogos de PBS1.

Los motivos de reconocimiento de resistencia adicionales, como SEMPH, STRPH,
STQPQ, ATRPH y NNRAA en AthPBS1, TaPBS1, GmaPBS1, ChbHP y PpiHP,
respectivamente, fueron identificados. De acuerdo con las estructuras predichas,
estas secuencias estan expuestas en un bucle. (Figura 50 A, C, G, H).
Curiosamente, en A. thaliana, T. aestivum, G. max y Ch. braunii, los motivos
analizados estan préximos entre si. Ademas, en SpipoPBS1-like, PpPBS1-like, y
CrePKU-box de S. polyrhiza, P. patens y C. reinhardtii, respectivamente, contienen
los motivos de reconocimiento lo que concuerda con el andlisis. Por el contrario,
en la misma posicion donde el motivo de reconocimiento esta presente en otras
proteinas de PBS1, los residuos NARAA, NSRAA y QVVSV (forman una hélice
alfa) fueron encontrados (Figura 50 D-F). Sin embargo, en P. pinaster, el motivo
NNRAA se ubic6 dentro de un bucle (Figura 50 H).
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LIpLOVdp

Figura 50. Estructuras predichas de PBS1 de varias especies de plantas. Se generaron

estructuras para ortélogos de PBS1 predichas con Swissmodel. A) AthPBS1 de A. thaliana
(residuos de aminoéacidos 71 a 366); B) TaPBS1 de T. aestivum (residuos 89 a 386); C) GmaPBS1
de G. max (residuos 84 a 381); D) similar a SpipoPBS1 de S. polyrhiza (residuos 72 a 356); E)
similar a PpPBS1 de P. patens (residuos 71 a 361); F) CrePKU de C. reinhardtii (residuos 474 a
786); G) ChbHP de Ch. braunii (residuos 16 a 249); H) PpiHP de P. pinaster (residuos 2 a 123); I)
LIpLOVdp de L. linearis (residuos 346 a 689). Los modelos para AthPBS1, TaPBS1, GmaPBS1 y
ChbHP se basaron en el modelo estructural BIK1 (SMTI ID: 5tos.1). Los modelos para CrePKU y
PpiHP se basaron en PK (SMTI ID: 6j5t.1). Los modelos para SpipoPBS1, PpPBS1 y LIpLOVdp se
basaron en BAK1 (SMTI ID: 3tI8.1), BR1 (SMTI ID: 5Ipz.1) y BAC (SMTI ID: 6npz.1. A). El sitio de
corte (GDKSHYV) y los sitios de escision putativos estan representados en verde. El motivo de
reconocimiento de RPS5 (SEMPH) y los motivos de reconocimiento de RPS5 putativos estan
representados en rojo. La estructura del extremo N hasta el motivo del sitio de corte putativo se
muestra en rosa. La estructura de los motivos de reconocimiento putativos de RPS5 hasta el
extremo C esta representada en gris. BIK1, cinasa 1 inducida por Botrytis; BAK1, receptor cinasa 1
asociado a BRASSINOSTEROID INSENSITIVE 1; BR1, proteina BRASSINOSTEROID
INSENSITIVE 1; PK, proteina de la superfamilia de proteinas cinasas; BAC, RAC-alfa serina /
treonina-proteina cinasa. SMTI ID: nimero de acceso Swissmodel.
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8. Discusidn

La soya es considerada uno de los cultivos méas nutricionales a nivel mundial, por
su alto contenido de aceite y proteinas (Rosas y Young, 1989). La soya se ha
convertido en un cultivo importante a nivel mundial, existe un gran interés en la
mejora genética de este cultivo a través de la generacion de nuevas variedades
gue sean capaces de enfrentar tanto estrés biotico y abidtico, cumpliendo con las
demandas de la agroindustria. La soya se convierte en uno de los principales
objetivos para generar cultivos modificados genéticamente mediante herramientas
moleculares como CRISPR-Cas. Sin embargo, la transformacion genética muestra
una eficiencia muy baja. Estudios recientes han implementado la combinacién de
dos métodos de transformacion, por biobalistica y mediada por A. tumefaciens en
el que se ha observado una eficiencia similar a protocolos anteriores en soya, sin
embargo, no genera quimeras vegetales y aumenta la frecuencia de obtencion de

plantas transgénicas (Paes de Melo et al., 2020).

El sistema CRISPR-Cas9 se ha utilizado con éxito en plantas, como A. thaliana,
Nicotiana benthamiana, arroz, tabaco, sorgo, trigo, maiz y naranja. Este sistema
ha revolucionado la capacidad de modificar el genoma de las plantas, sin
embargo, la soya es tetraploide y suele considerarse dificil de transformar. La
mayoria de las ediciones realizadas en plantas de soya son soméaticas y no son
heredables cuando se utilizan promotores constitutivos (Zheng et al., 2020). La
transformacién de soya en raices ha servido como un modelo rapido para el
estudio del sistema CRISPR-Cas9 lo que supone un ahorro de tiempo, menor

carga de trabajo, para generar plantas transformadas de soya (Do et al., 2019).

El sistema CRISPR/Cas9 puede facilitar el desarrollo de aplicaciones adicionales
en la soya por de la reparacion dirigida por homologia (HDR) que utiliza
secuencias donantes de DNA de doble cadena (dsDNA), por ejemplo, para crear

inserciones genéticas dirigidas o sustituciones alélicas (Harrison et al., 2014).
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En el presente estudio, se empled el vector PBUN411U6 que contiene el gen del
promotor U6 de A. thaliana, especie dicotiledonea como la soya, para dirigir la
expresion de un gRNA de 20 nt dirigido contra el gen PBS1 de esta ultima.
Aungue la edicion de genomas en soya enfrenta varios retos ha demostrado su
viabilidad. Utilizando el sistema CRISPR-Cas9 se facilita el desarrollo de nuevas
aplicaciones como la insercion genética dirigida utilizando secuencias donantes

(DONOR) asi como la proteina Cas9, para generar la ediciéon deseada en soya.

La tecnologia de transformacion en soya se ha quedado atras, ya que sigue
dependiendo del genotipo y un nimero limitado de genotipos son transformables
(Pareddy et al., 2020; Yamada et al., 2012). Por lo tanto, el nUmero de plantas
transgénicas de soya suele ser baja en los procesos de transformacion.
Interesantemente diferentes estudios han demostrado éxito en la transformacion
estable en la edicién de genes de soya (Cai et al., 2018; Li Z. et al., 2015). Sin

embargo, las tasas de mutacidn son bajas en plantas de soya transgénicas.

En este estudio, empleando un gRNA dirigido al gen PBS1 de soya, se realizé una
evaluacion a nivel molecular de los embriones transformados por biobalistica.
Encontramos transformacion y edicion una vez que las condiciones de
transformacion se modificaron, considerando una mayor relacion molar del vector
de transformacion como del vector DONOR, asi como reducir la distancia de
disparo y realizar cambios de temperatura (ver resultados). Interesantemente,
empleando el sistema CRISPR-Cas9 encontramos un porcentaje de
transformaciéon del 4.2%-6.9% y de hasta 2.1% de edicion equivalente a 3
plantulas de soya mediante deteccién del gen cas9 y del fragmento editado de
PBS1 con la modificacién indicando la mutacién del gen blanco en la soya. Para la
generacion T1 sélo se obtuvieron 5 plantulas positivas al gen cas9 indicando la
transformacion de la planta. De acuerdo con estudios anteriores la eficiencia
fluctia entre 2.5% y 4% empleando nodos cotiledonares, donde la inducciéon de
brotes es el paso limitante (Paz et al., 2006) lo que pudo repercutir en una baja

eficiencia de regeneracion en TO, limitando el andlisis en la generacién T1.
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Usando protocolos recientes que combinan la transformacibn mediada por
Agrobacterium y biobalistica demuestran una alta reproducibilidad tanto en
generacion como en eficiencia de transformacion con una media de 9.8%.
Ademas, algunos protocolos que usan Agrobacterium fluctia entre 2 y 10% de
acuerdo con el genotipo de soya, siendo similar la frecuencia de transformacién
gue se obtiene mediante biobalistica (Li S. et al., 2017; Meurer et al., 1998; Olhoft
y Somers, 2001). Esto indica que se obtuvieron eficiencias elevadas de

transformacién y una baja eficiencia de regeneracion similar a lo reportado.

Los analisis moleculares obtenidos indican la presencia de cas9 en los explantes
transformados, sin embargo, no se evalué la forma en que las quimeras se
trasladarian a la generacion TO o segregarian a la generacion T1. Los eventos de
HDR fueron quiméricos ya que las plantas T1 perdieron la insercion HDR de
acuerdo con los andlisis de secuenciacion. La frecuencia de HDR revelada por
PCR especifica del sitio de edicidbn es de 2.1%. La mayoria de los eventos
positivos no lograron regenerar plantas TO, probablemente debido a su
composicién celular quimérica. La probabilidad de recuperar plantas con alguna
modificacion podria haber sido mayor de haberse regenerado mas plantas TO por
evento. Seis plantas TO regeneradas fueron positivas a la modificacion empleando
el sitio especifico de la edicion para realizar la PCR; esto se corrobor6 con analisis
de T7 endonucleasa. Por ultimo, los analisis de secuenciacidbn comprobaron la
presencia de la edicibn en una de las plantas TO, sin embargo, en las demas
plantas no se observo dicha modificacién, lo que puede ser debido a que la
modificacién del gen PBS1 puede estar presente en uno de los 3 cromosomas que
contienen este gen en soya. No es claro en cual de los cromosomas ocurrié el
evento de edicion inducido por Cas9-RNAg. Podrian ocurrir mutaciones
simultaneas si hay secuencias homélogas al blanco como PBS1, lo que puede
favorecerse mediante el disefio de un unico gRNA que se dirija a dos o0 mas genes
gue compartan la secuencia objetivo comun o bien el uso de dos o0 mas gRNA
para modificar de manera simultanea diferentes genes (Li J.-F. et al., 2013).

Interesantemente mediante analisis moleculares se logré identificar el gen PBS1
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de soya con la modificacion, sin embargo, no conocemos en qué cromosoma se

encuentra dicha modificacion.

Se comprobd, por tanto, que la metodologia de transformacion presenté
resultados positivos con un porcentaje similar a otros estudios que va del 2 al
10% (Li S. et al.,, 2017). No se pudo comprobar si la modificacion propuesta
generaria una respuesta de defensa contra P. phachyrhizi, ya que no se
obtuvieron plantas regeneradas con el sitio de modificacion esperado.

Analizando el potencial de la proteina PBS1 como blanco potencial para
modificaciones genéticas se realizaron andlisis bioinforméticos de distintas
especies de plantas, y se investigaron proteinas relacionadas a la respuesta de

defensa como RLK.

Las RLK estan presentes en todas las viridiplantae (estreptofitas y clorofitas),
comparten varios subdominios tipicos de cinasa y son inducidos por estrés
abidtico y biotico (Delaux et al., 2015; Shankar et al.,, 2015). Las proteinas
involucradas en la respuesta de defensa tienden a ser mas diversas que las
proteinas involucradas en el crecimiento y desarrollo (Jose et al., 2020). Los
RLCK, un subgrupo de RLK, pertenecen a la familia RLK/Pelle y son agrupados en
la superfamilia de serina/treoninaltirosina cinasas en eucariotas (Shiu S. H. y
Bleecker, 2001). RLCK y PBS1 en patrticular, evolucionaron a partir de RLK por la
eliminacion de un dominio extracelular (Shiu S. H. y Bleecker, 2001).

La divergencia de estos genes podria haber resultado de su eventual duplicacion,
con ambos tipos de proteinas que responden a conjuntos de estimulos diferentes
y parcialmente superpuestos. De hecho, los RLK tienen una menor capacidad de
respuesta al estrés bidtico en comparacion con los RLCK. La expansion de los
genes RLCK fue seguida de la divergencia de las plantas terrestres ancestrales
(Lehti-Shiu et al., 2009) . De hecho, PBS1 y proteinas PBS1-like, como BIK1 y
PBL1, juegan un papel importante en sefializacion de los receptores inmunitarios
de la superficie celular, pero puede que no desemperiie una funcion esencial en la

sefalizacion de PTI, convirtiéndose en un sefiuelo al mimetizar objetivos de
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proteinas de virulencia para desencadenar ETI (Lu et al.,, 2010; Zhang et al.,
2010). PBS1 tiene una actividad cinasa (autofosforilacion) que activa HR mediada
por RPS5 en A. thaliana, pero también PBS1 de N. benthamiana puede fosforilar
NbREM4 (proteina remorina) in vitro, permitiendo la interaccibn con HopZla
(proteina efectora localizada en la membrana plasmética de la célula huésped)
gue desencadena la HR dependiente de ZAR1 en N. benthamiana (Albers et al.,
2019; DeYoung et al.,, 2012). PBS1 de A. thaliana se agrupa dentro de la
respuesta de estrés universal ya que el transcriptoma incluye genes que son
inducidos por diversas condiciones, como choque osmético, frio, salinidad, heridas
y estrés bidtico, lo que indica que PBS1 responde tanto al estrés abidtico como al
biético (Ma S. y Bohnert, 2007). Se conoce poco acerca de la filogenia y posible
origen de PBS1 y otros RLCK.

Las proteinas PBS1 se caracterizan por la presencia de motivos GDK y SEMPH
en A. thaliana (Block et al., 2008); que estan ausentes en clorofitas y pteridofitas,
asi como en la mayoria de las plantas terrestres. En particular, el motivo GDK (y
los motivos GDKSHV y GDKTHYV) esta presente principalmente en dicotiledoneas
y monocotiledéneas, asi como en algunas gimnospermas, licofitas y briofitas, lo
gue sugiere que este motivo (y, por lo tanto, potencialmente el mecanismo
sefiuelo) surgio en el ancestro comun de estreptofitas. Sin embargo, el motivo de
reconocimiento de resistencia (RRM) es muy diverso. La secuencia de este motivo
es SEMPH en PBS1 de A. thaliana y otros ortélogos estrechamente relacionados;
sin embargo, el presente estudio mostré que el motivo STRPH esta presente en
diversas especies de embriofitas. Evidencia actual indica que un residuo de
aminoacido cargado negativamente (glutamato en el motivo SEMPH) es requerido
para el reconocimiento de PBS1 por RPS5 (Sun et al.,, 2017). Sin embargo,
cuando el motivo STRPH se encuentra en PBS1, la union de RPS5 se debilita,
pero sigue siendo funcional (Shiu S.-H. et al., 2004). La estructura proteica
tridimensional de PBS1 sugiere la importancia de este residuo para la interaccion
PBS1-RPS5 (Sun et al., 2017).
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La funcion de "sefiuelo” de PBS1 se ha informado solo para RPS5 de A. thaliana y
PBR1 de Hordeum vulgare (Kim S. H. et al., 2016). Sin embargo, en este ultimo
caso, el analisis filogenético de PBR1 indica que no esta estrechamente
relacionado con RPS5. Por lo tanto, es posible que las proteinas PBS1 que
contienen un motivo RRM no candnico interactian con una amplia gama de
proteinas NLR. Dado que las RLCK también pueden mediar las respuestas al
estrés abidtico, otros factores podrian interactuar con proteinas PBS1-like de

diversos taxones.

Es concebible que, durante la evolucién, no hubo restricciones a la diversificacion
de las RRM; sin embargo, el motivo SEMPH candnico esta presente solo en A.
thaliana, Capsella rubella, Arabidopsis lyrata, Eutrema salsugineum, Camelina
sativa, Microthlaspi erraticum, Arabis nemorensis, Brassica campestris y Brassica
oleracea capitata agrupadas en un clado. Cabe sefalar que todas estas son
especies estrechamente relacionadas. Los ortélogos de PBS1 en plantas
terrestres contienen subdominios de cinasa conservados y el motivo GDK, pero el
motivo RRM puede permitir la interaccion con diferentes NLR. Esto esta

respaldado por el analisis filogenético aqui presentado.

Los RLCK evolucionaron para reconocer efectores microbianos solo en algunos
taxones. En consecuencia, algunas especies contienen secuencias PBS1-like.
Ademas, algunos de estos se encuentran en clados que incluyen taxones
evolutivamente divergentes, apoyando la nocién de tasas de sustitucion
desiguales en estos, a pesar de que PBS1 es una de las proteinas mas
conservadas en angiospermas (Carter et al., 2019). En clorofitas, AthPBS1 esta
mas relacionado con una tirosina cinasa de C. subellipsoidea y dos proteinas
hipotéticas de C. eustigma y Trebouxia sp., respectivamente. El motivo GDK esta
ausente en estos ortélogos de PBS1. Ademas, los ortélogos de PBS1 de clorofitas
y estreptofitas analizadas comparten subdominios de cinasa conservados, lo que
sugiere un ancestro comun para estas secuencias. Las algas verdes (es decir,
Charales, Zygnematales y Coleochaetales) contienen proteinas serina/treonina

cinasas, asi como MAPKKKS3 (del inglés mitogen-activated protein kinase kinase
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kinase 3) y 4 cinasas asociadas al receptor de interleuquina-1 (IRAK4), todos
pertenecientes a la familia RLK. Esto sugiere que la expansion de estos genes ha
permitido una evolucion acelerada en los dominios involucrados en las sefiales

recibidas por las cinasas (Afzal et al., 2008; Kim H. S. et al., 2016).

Mediante andlisis filogenético de PBS1-like se identificaron dos grandes grupos
que contienen el motivo GDK. Un grupo contiene diversas cinasas y proteinas
hipotéticas estrechamente relacionadas a PBS1 en diferentes estreptofitas y
carofitos (angiospermas, briéfitas, gimnospermas, licofitas y el alga cardéfita N.
axillaris). El segundo grupo consta de diversos estreptofitos, que incluyen cinasas
distantes con PBS1, como CDL1-like serina/treonina-proteina cinasas, proteinas
cinasas similares a receptores LRR, familia de receptores strubbelig 8, proteinas
hipotéticas que contienen dominio de proteina cinasa, y proteinas receptoras de
brasinoesteroides. La proteina STRUBBELIG participa en la sefalizacion durante
la morfogénesis del tejido (Jose et al., 2020) y CDL1-like serinal/treonina-proteina
cinasa regula positivamente la sefializacion y el crecimiento de los
brasinoesteroides. Esto sugiere en—algunos—eases la evolucion convergente de
esta proteina. Otro clado que incluye cinasas que carecen de GDK, como
fototropina y el fotorreceptor neochrome, proteinas que contienen el dominio LOV
y fueron identificadas en pteridofitas. Estos estan relacionados con los
fotorreceptores de luz azul (que, a diferencia de los RLCK, muestran un dominio
transmembrana), importantes en la regulacion del ciclo circadiano y la floracion
fotoperidodica (Christie, 2007; Ito et al., 2012). Por lo tanto, PBS1 y proteinas
relacionadas han sido cooptadas durante la evolucion para cumplir diversas
funciones, que van desde la sefializacion en el sistema inmune a las respuestas
relacionadas con desarrollo y crecimiento a la luz (Furukawa et al., 2020).
Ademas, los miembros del mismo linaje segun la evidencia taxon6mica se
encuentran en diferentes clados, lo que sugiere que la presencia de especies no
relacionadas en clados comunes podria atribuirse a las caracteristicas de las

secuencias analizadas debido a la presion selectiva generada por el entorno.
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De acuerdo con el presente andlisis, las proteinas PBS1-like surgieron antes de la
divergencia de embriofitas de algas estreptofitas. El hecho de que secuencias
similares a PBS1 carezcan de estos motivos caracteristicos apoya esta nocion.
Por lo tanto, PBS1 evolucion6 a partir de cinasas preexistentes en linajes
ancestrales. Para obtener mas informacion sobre la evolucion de las proteinas

PBS1, se realiz6 un analisis ancestral de ortdlogos de PBS1 en plantas terrestres.

La reconstruccion ancestral es una poderosa herramienta para adquirir
conocimientos sobre la evolucién y las relaciones taxonGmicas modernas con sus
ancestros potenciales, asi como el proceso evolutivo involucrado (Garrido-Bigotes
et al., 2019; Joy et al., 2016), basado en una comparaciéon de proteinas homélogas
existentes para inferir la secuencia de proteinas precursoras en especies
ancestrales (Thornton, 2004). La reconstruccién ancestral de ort6logos de PBS1
se analizd6 con las secuencias de aminoacidos (estados de caracteres

ancestrales).

Primero, el arbol ancestral mostré6 cinco nodos ancestrales principales, lo que
indica un posible origen en pteridofitas. El siguiente nodo ancestral se origina de
una gimnosperma (Pinus taeda) correspondiente a plantas productoras de
semillas, como las pteridofitas. Curiosamente, el siguiente nodo ancestral incluia
una cardfita (N. axillaris). Finalmente, el nodo (negro) ancestral se separ6 en
diferentes especies de plantas terrestres, incluyendo caroéfitas, briéfitas, licofitas,
gimnospermas y angiospermas; las dicotiledéneas se separaron del ultimo nodo
ancestral. Por lo tanto, proponemos que el ancestro de PBS1 contenia motivos
GDK y SEMPH. Sin embargo, estos motivos no son conservados en pteridofitas,
P. taeda o N. axillaris. Una especie importante que sobresale del cuarto nodo
ancestral es Amborella trichopoda. Esta planta es considerada una especie
hermana de las plantas con flores (Albert et al.). Curiesamente; Otra rama del
mismo nodo ancestral corresponde a Ch. braunii. El ortélogo PBS1 de esta
clorofita corresponde a una proteina hipotética que contiene motivos putativos
modificados. Durante la evolucion, el motivo GDK mostré cambios minimos en los

residuos de aminoacidos, probablemente un reflejo de presion selectiva que
116



mantuvo su funcion. Los motivos extendidos GDKSHV y GDKTHV son los mas
conservados en PBS1, en donde la serina y la treonina son intercambiables. Como
se menciond anteriormente, el motivo SEMPH mostr6 un bajo grado de
conservacion. Los aminoacidos que son probablemente mas relevantes para la
interaccion con RPS5 son glutamato (posicion 297) y metionina (posicion 298).
Segun el estado ancestral, la treonina es el caracter ancestral mas conservado en
la posicion 297, procedente de N. axillaris. En el caso de la posicion 298, el
caracter ancestral mas conservado es la arginina. Su divergencia en algunas
especies a un aminoacido hidrofébico sugiere una funcion diferente de estos
motivos (Harms y Thornton, 2013; Sun et al., 2017). Las secuencias de PBS1 que
contienen motivos TDMPH, SDRPH y GDRPH se identificaron en dicotiledoneas;
donde un residuo de aspartato sustituye al residuo de glutamato con carga
negativa similar, lo que sugiere funciones similares de estos motivos (Shiu S.-H. et
al., 2004). En resumen, aunque los motivos mas conservados son GDKSHV vy
STRPH, algunas proteinas PBS1 tienen residuos de aminoacidos con propiedades
bioguimicas diferentes o similares, lo que puede tener implicaciones en la

especificidad de la funcién sefiuelo de PBS1.

El modelado de la estructura proteica de PBS1 en nueve especies diferentes
permitid un analisis relevante de los motivos para su funcién. EI motivo GDK se
encuentra visible en un bucle, que seria accesible por su hendidura. Ninguna
proteina ortologa de C. reinhardtii y L. linearis alberga un motivo GDK; mas bien,
la secuencia LGA y AER se encuentran en su posicion, respectivamente. Se
desconoce la funcién de estas proteinas; sin embargo, basado en su similitud con
las cinasas descritas, es probable que participen en la transduccion de sefales
ambientales y de desarrollo. Esto también ilustra la diversidad de funciones de
esta familia de proteinas, siendo la funcién sefiuelo en ETI una evolucion tardia.
En los modelos PBS1 analizados en este estudio, los motivos STQPQ estan
separados de el motivo GDK y estan expuestos en un bucle, lo que sugiere que no
hay impedimento estérico por su reconocimiento por RPS5. No se sabe si el

motivo STQPQ cumple una funcion similar a SEMPH y STRPH, es decir, unién a
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RPS5. En proteinas ortélogas PBS1 de S. polyrhiza, P. patens, L. linearis, y C.
reinhardtii, se encuentra una secuencia diferente en lugar del motivo SEMPH
(NARAA, NSRAA, SERAA y QVVSYV, respectivamente), que forma una hélice alfa,
y por lo tanto seria inaccesible a la union de un homélogo putativo de RPS5.
Interesantemente, la proteina hipotética de P. pinaster contiene el motivo GDK y el
motivo NNRAA expuesto en un bucle. Por otro lado, el Ch. braunii presenta
GGETHV (potencialmente equivalente a los motivos GDK y SEMPH). Se
desconoce la funcion de estos motivos, pero su mecanismo de accion podria ser
diferente de PBS1, dada la disimilitud de secuencia. Un estudio en el que el motivo
SEMPH de AthPBS1 fue reemplazado por el motivo NSRAA de P. patens da como
resultado una pérdida de HR en A. thaliana, lo que demuestra que sus funciones
son diferentes (Qi et al., 2014). Proteinas HvPBS1-1 y HYPBS1-2 de cebada son
ortdlogos de AthPBS1 y son escindidos por AvrPphB (Carter et al., 2019).
Interesantemente, una proteina lejana relacionada con RPS5, PBR1, reconoce
AvrPphB, apoyando la idea, en primer lugar, de que las proteinas que reconocen
los efectores microbianos, en varios casos han experimentado evolucién
convergente; segundo, que diferentes proteinas del huésped pueden reconocer el
mismo efector (y estan bajo una fuerte seleccion de equilibrio en diferentes
genotipos); y finalmente, el mecanismo de interaccién de PBR1 con los homélogos
de PBS1 difiere de RPS5 (Carter et al., 2019).

Las proteinas con repetidos ricos en leucina del dominio de union a nucleotidos
(NBS-LRR), como RPS5, son una categoria importante de receptores del sistema
inmune (DeYoung y Innes, 2006). Un analisis gendmico comparativo en plantas
sugiere que los NBS-LRR estan presentes en cardfitos (Gao et al., 2018), plantas
terrestres y 2 de 24 especies de clorofitas (Shao et al., 2019). El origen de las
NBS-LRR se puede rastrear hasta un antepasado anterior de la divergencia de las

algas verdes y las plantas terrestres (Gao et al., 2018; Shao et al., 2019).

Estos datos sugieren que PBS1 y RPS5 han evolucionado a partir de especies
ancestrales, adquiriendo motivos Utiles para la respuesta de defensa. En las

proteinas NBS-LRR, incluida la RPS5, la ganancia y la pérdida de dominios, asi
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como la duplicacion de genes y los eventos de translocacion han ocurrido con
frecuencia durante la evolucion, lo que resulta en una alta variabilidad requerida
para el reconocimiento de patdégenos en la evolucion. RPS5 es, por lo tanto, una
proteina altamente polimorfica, lo que sugiere que equilibrar la seleccién tiene un
papel importante en su evolucion (Gao et al., 2018; Han, 2019; Meyers et al.,
2003; Upson et al., 2018).
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9. Conclusiones

La soya es tetraploide y recalcitrante a la transformacion, siendo complicado y
tardado obtener una planta modificada. Por lo tanto, esta investigacion
proporciona condiciones adecuadas para el método de transformacion, asi como
la utilidad de la edicion del genoma mediante el uso de CRISPR/Cas9. Empleando
el gen PBS1 como objetivo para su edicién, se demostr6 mediante analisis
moleculares la presencia del gen cas9, asi como la modificacién del gen PBS1 en
la generacion TO y sélo la presencia del gen cas9 en la generacion T1. Por lo
tanto, se proporcionan datos alentadores para la generacion de modificaciones
genéticas en soya; sin embargo, no se sabe si esta modificacion genera
resistencia a P. pachyrhizi. De acuerdo con nuestros analisis bioinformaticos es

muy probable que pueda ocurrir este evento.

Interesantemente, se identificaron conjuntos de proteinas ortdlogas a PBS1 en
angiospermas, bridfitas, gimnospermas, hepaticas, licofitas, pteridofitas, carofitas y
clorofitas. Los analisis bioinforméaticos en PBS1 indican la presencia del motivo
GDK en especies ancestrales, tales como briéfitas, carofitas, hepaticas y licofitas,
pero no en clorofitas y pteridofitas, o que sugiere que PBS1 podria haber surgido
en la evolucion de un grupo hermano de estas especies ancestrales, pero este
PBS1 ancestral posiblemente tenia una funciéon no relacionada con la respuesta
de defensa. Puede haber adquirido el motivo SEMPH posteriormente en
dicotiled6neas, y haber dado origen a PBS1 que esta implicado en la respuesta a
P. syringae. RPS5 esta dentro de un grupo de proteinas de resistencia que, como
PBS1, han evolucionado a partir de especies ancestrales a través de la

confrontacion con varios patdégenos para desencadenar ETI.
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