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La senescencia es la última etapa en la vida de una planta. Durante este proceso, los nutrientes acumulados se
redistribuyen hacia las partes reproductivas, como las semillas. Este reciclaje es fundamental para asegurar un
buen rendimiento en los cultivos. En particular, el nitrógeno, que se encuentra mayormente en forma de proteínas
dentro de las hojas, debe ser degradado para ser reutilizado. Los cloroplastos, responsables de la fotosíntesis,
contienen la mayoría de estas proteínas, por lo que su descomposición es clave.
Aunque la senescencia natural es necesaria, condiciones adversas como la sequía pueden adelantar este proceso,
lo que reduce la producción. Por eso, muchos investigadores buscan formas de hacer que las plantas resistan el
estrés sin afectar su desarrollo normal. Sin embargo, si se retrasa la senescencia de forma general, también se
puede afectar el proceso natural, lo cual puede ser perjudicial. Por eso, estas estrategias deben aplicarse con
mucho cuidado.
La soja, uno de los cultivos más importantes del mundo, sufre especialmente por la falta de agua durante su
crecimiento en verano. Nuestro equipo estudió genes involucrados en la degradación de proteínas durante el
estrés. Descubrimos dos genes clave, llamados CV1 y CV2. CV1 se activa principalmente cuando la planta está bajo
estrés, mientras que CV2 actúa en la senescencia natural. Esto nos llevó a pensar que, si eliminamos CV1,
podríamos hacer que la planta resista mejor la sequía sin alterar su ciclo normal.
Con esta idea, generamos plantas de soja editadas genéticamente sin el gen CV1. Estas plantas se desarrollan
normalmente, florecen y producen granos como siempre. Ahora estamos analizando si realmente resisten mejor el
estrés por falta de agua. Los resultados podrían ayudar a mejorar el rendimiento y la calidad de la soja frente al
cambio climático.
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Molecular Vegetal

Palabras clave: Fuente-fosa / Rutas vesiculares de degradación / Vesiculación Cloroplástica /

La soja es la principal oleaginosa producida a nivel mundial, y la mayor parte de su producción ocurre en el
continente americano (USDA, 2020). La sequía es la principal restricción que limita la producción de cultivos y la
soja no es la excepción debido a que se cultiva durante el verano principalmente con prácticas agrícolas de secano
(Cattivelli, 2008). El rendimiento de un cultivo está definido por todo su ciclo de vida y se ve afectado por la cantidad
de luz interceptada por las hojas y la acumulación de biomasa a través de la fotosíntesis. La sequía afecta tanto la
acumulación de biomasa como el crecimiento de las plantas, afectando la fotosíntesis y la transpiración (Tardieu,
2018). La sequía también puede desencadenar una senescencia prematura, lo que compromete aún más la
acumulación de biomasa en las especies cultivadas (Reguera, 2013).

La senescencia es la última etapa del desarrollo de la planta y generalmente culmina con la muerte a nivel celular,
de tejido, de órgano o de toda la planta. Es un proceso complejo que involucra varios eventos moleculares y
fisiológicos controlados a nivel genético y modificados por las condiciones ambientales. Durante este proceso, las
plantas reciclan los nutrientes desde sus órganos de origen hasta sus órganos reproductivos (Gepstein, 2013).
Durante la senescencia de la hoja, los cloroplastos, que contienen el 75% del nitrógeno (N) de la hoja (50% del cual lo
aporta RubisCO; Díaz, 2005), son los primeros organelos en degradarse, mientras que las mitocondrias y el núcleo
permanecen activos hasta la culminación de la muerte celular para permitir la expresión de genes y la producción
de energía metabólica que permite la progresión de la senescencia (Buchanan, 2005). En este proceso se produce
la degradación de la clorofila, proteínas y lípidos. Las membranas de los tilacoides son una fuente muy abundante
de carbono (C) que se removiliza. El N aparece principalmente en forma de proteínas, por lo que los pasos de
proteólisis son esenciales para la removilización. El reciclaje de N es especialmente importante durante la etapa
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reproductiva (James, 2019).

Varios insultos pueden desencadenar la senescencia prematuramente. La senescencia prematura inducida por
estrés es la principal causa de pérdidas de biomasa y de llenado de grano, debido a la pérdida de la capacidad
fotosintética. No solo afecta negativamente el rendimiento y la calidad de las especies cultivables, sino que también
es responsable de la corta vida poscosecha de muchas hortalizas, frutas y flores. Estos factores potencian las
pérdidas mundiales de alimentos y representan una importante amenaza para la seguridad alimentaria (Reguera,
2013).
Retrasar la senescencia se ha utilizado como estrategia para mejorar la tolerancia al estrés ambiental (Rivero,
2007; Reguera, 2013; Sade, 2018). Se ha demostrado que la senescencia de la hoja se puede retrasar en plantas de
tabaco transgénicas que expresan isopenteniltransferasa (IPT), una enzima clave para la síntesis de citoquinina
(CK), bajo el control de promotores inducibles por senescencia. En condiciones de privación de agua, las plantas
montaron una poderosa respuesta de aclimatación, con estimulación de la tasa fotosintética, mayor eficiencia en el
uso del agua (WUE) y pérdidas mínimas de rendimiento, incluso cuando el riego alcanzó el 30% del requerimiento
óptimo (Rivero, 2007). La estimulación de la producción de CK bajo el control de promotores inducibles por
senescencia mejora la captación de ROS y promueve el mantenimiento de la capacidad fotosintética (Rivero, 2010;
Ha, 2012) gracias a un aumento en la estabilidad de los cloroplastos (Rivero, 2009).

Dentro de los mecanismos que operan para degradar los componentes celulares, la autofagia es el más estudiado.
Se han caracterizado dos tipos de autofagia: micro y macroautofagia. En la microautofagia, las pequeñas vesículas
citosólicas son engullidas por invaginaciones del tonoplasto, formando pequeñas vesículas intravacuolares que
luego son degradadas por hidrolasas vacuolares (Klionsky, 1999). En la macroautofagia (a partir de ahora,
autofagia), los componentes citosólicos son engullidos por una estructura especializada de doble membrana, el
autofagosoma, que transporta los componentes reciclables a la vacuola (Xie, 2015). Varios componentes de la
maquinaria autofágica se han identificado en plantas (Doelling, 2002; Hanaoka, 2002; Thompson, 2005; Phillips, 2008;
Li, 2015; Wang, 2017, Svenning, 2011; Vanhee, 2011; Zientara-Rytter, 2011; Liu, 2012; Michaeli, 2014; Rogov, 2014;
Marshall, 2015; Li, 2012; Kilonsky, 2014). Los RCB, por Rubisco Containing Bodies, son vesículas autofágicas que
transportan proteínas del estroma del cloroplasto a la vacuola (Chiba, 2003; Izumi, 2011).

Un segundo mecanismo que opera en la degradación de proteínas cloroplásticas está mediado por vacuolas
asociadas a la senescencia (SAV). Mientras que los autofagosomas se encuentran en hojas y raíces, los SAV solo
aparecen en células que contienen cloroplastos (Otegui, 2005). Al igual que los RCB, las SAV contienen proteínas
cloroplásticas como RubisCO y GS2 (Martínez, 2008). Además, se han detectado algunas proteínas tilacoidales, como
PsaA y Lhcas, en SAV, pero no se han encontrado proteínas PSII, como D1 o proteínas antena PSII (LHCII) (Martínez,
2008; Gomez, 2019). Las SAV muestran una alta actividad proteolítica, no constituyendo solo vesículas de transporte
sino que son compartimentos líticos en sí mismos. En estos compartimentos se acumula la cisteína proteasa SAG12
(Senescence associated gene 12), entre otras proteasas (Otegui, 2005; Buet, 2019). Recientemente, se demostró que
los SAV también participan en la degradación de la clorofila durante la senescencia (Gomez, 2019).

Se han caracterizado otros dos tipos de vesículas de tráfico de proteínas cloroplásticas: a saber, mediadas por
ATI1 (ATG8 interacting protein 1) y CV (Chloroplast Vesiculation). La proteína ATI1 participa en el tráfico vesicular
desde el restículo endoplásmico (Honig, 2012) y los cloroplastos (Michaeli, 2014) hacia la vacuola central. ATI1 se
puede detectar dentro de los plástidos y también en el citosol, asociado con vesículas que contienen una GFP de
localización cloroplástica (ATI1-PS). La generación de ATI-PS no requiere una maquinaria autofágica funcional,
pero se requiere autofagia funcional para la internalización en la vacuola central (Michaeli, 2014). ATI1 interactúa
con varias proteínas cloroplásticas, muchas de las cuales se encuentran en los tilacoides. Entre ellas, varias están
involucrados en la fotosíntesis: LHCA4, PsbS, PrxA, FNR1 y APE1 (Michaeli, 2014).

La vía de vesiculación de cloroplastos, descrita más recientemente, involucra una proteína llamada CV, que
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participa en la senescencia natural y la senescencia inducida por estrés. La proteína CV se encuentra en los
cloroplastos donde interacciona con otras proteínas, principalmente tilacoidales. La vía de degradación mediada
por CV es independiente de la autofagia y permanece activa en mutantes atg5 (Wang y Blumwald, 2014). CV provoca
la formación de vesículas dentro del cloroplasto, llamadas CCV (CV que contiene vesículas), que se desprenden del
cloroplasto y se mueven hacia la vacuola central. La sobreexpresión de CV constitutiva es letal. No obstante, la
sobreexpresión de CV inducible promueve la formación de CCV y acelera la senescencia, lo que afecta el contenido
de proteínas de los fotosistemas (PsaB, PsaA, PsbO) y el estroma (GS2). Además, el silenciamiento de CV promueve
la estabilidad de los cloroplastos y retrasa la senescencia inducida por el estrés (Wang y Blumwald, 2014; Sade,
2018).

Es interesante la existencia de varios sistemas vesiculares aparentemente independientes para la degradación de
proteínas. Esto podría deberse a que cada sistema es responsable de la degradación de proteínas específicas, lo
que otorga a la célula flexibilidad para degradar de forma independiente el estroma o las proteínas tilacoides o las
proteínas PSI frente a PSII en diferentes momentos dependiendo, por ejemplo, de las condiciones ambientales
(Buet, 2019).

Se han llevado a cabo varios intentos para producir plantas con senescencia retardada. Sin embargo, la
senescencia tardía puede tener efectos contrastantes según la especie. Por ejemplo, en el tabaco, la longevidad
prolongada de las hojas da como resultado una mayor acumulación de biomasa y rendimiento tanto en condiciones
normales (Madoka, 2002) como en condiciones severas de déficit de agua (Rivero, 2007). Por el contrario, en trigo y
arroz, donde el llenado efectivo del grano finaliza antes de la culminación de la senescencia foliar, un retraso en la
senescencia, es decir, una restricción en la removilización de C y N, puede reducir el índice de cosecha y la tasa de
llenado del grano (Gong., 2005; Chang, 2017). 
En este trabajo, se estudiaron las rutas vesiculares de degradación de proteínas de soja y se caracterizó
preliminarmente los genes CV (GmCV). En ese trabajo, estas respuestas fueron estudiadas en condiciones de estrés
hídrico. Se pudo evidenciar que la ruta CV es la que mayor contribución tendría en la removilización de nutrientes
durante el estrés. Asimismo, se determinó que soja presenta dos genes CV con regulación marcadamente diferente,
lo que sugiere cierta especialización funcional (Fleitas et al., 2023). 

Nos proponemos estudiar cuál es la contribución de estas rutas durante la senescencia natural y determinar si
existe alguna correlación entre la preponderancia de alguna de estas rutas y el contenido de proteína en grano.
Asimismo buscamos evaluar si es posible eliminar uno de los genes CV de soja, el cual presenta un claro perfil de
respuesta a estrés, para generar plantas con senescencia retrasada en condiciones de estrés hídrico pero cuya
senescencia natural se encuentre inalterada. 

El objetivo general de este proyecto consiste en determinar cuál es la contribución de las rutas vesiculares que
participan en la degradación de componentes celulares durante la senescencia natural de la soja. Por un lado
buscamos evaluar si existe una correlación entre qué ruta se encuentra más representada y el contenido de
proteína en el grano. En este sentido, se compararán dos genotipos de soja del mismo grupo de madurez y
rendimiento similar, pero cuyo contenido de proteína en grano es contrastante. Se analizará progresión de la
senescencia natural en la etapa reproductiva de plantas de soja nodulada y se analizarán simultáneamente las
rutas vesiculares de degradación. Asimismo, con el fin de profundizar en el rol de los genes CV de soja, proponemos
evaluar si es posible eliminar uno de los genes CV de soja, GmCV1, el cual presenta un claro perfil de respuesta a
estrés, para generar plantas con senescencia retrasada en condiciones de estrés pero cuya senescencia natural se
encuentre inalterada. 

Objetivo específico 1:
Determinar si existe una correlación entre la activación de todas o alguna de las rutas vesiculares de degradación
de componentes celulares en los distintos órganos de la planta, con las relaciones fuente-fosa y el contenido de
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proteína en el grano. 

Objetivo específico 2:
Determinar si la eliminación del gen GmCV1 repercute retrasando la senescencia inducida por estrés, sin afectar la
senescencia natural.

El primero de los objetivos de este trabajo consistió en evaluar si existe una correlación entre las rutas
vesiculares de degradación de componentes celulares y el contenido de proteína en grano. El abordaje inicialmente
previsto consitía en partir de dos genotipos de soja del mismo grupo de madurez y rendimiento similar proveniente
de una misma población de RILs y analizar la progresión de la senescencia en plantas de soja nodulada durante su
estadío reproductivo y analizando simultáneamente las rutas vesiculares.
Sin embargo, esta población de RILs no se pudo conseguir, y se trabajó con 10 variedades con contenido de proteína
en grano contrastante: SJC13621, SJC13625, SJC14511, DM 6.8i, 5958 RSF IPRO, SJC14508, NA 5509 RG, GE 590 CI,
62R63 RSF, NA 5909 RG. Se analizó el contenido de proteína en tres zafras de producción, y todos los genotipos se
crecieron en cámara de cultivo para observar su crecimiento. Las plantas se crecieron en invernadero utilizando un
fotoperíodo de 16 h de luz y un régimen de luz de 1000 ?mol fotón m2 s-1 hasta alcanzar estadíos fenológicos R5-R7,
correspondientes a etapas de llenado de grano. Las plantas fueron inoculadas con Bradyrhizobium elkanii al
momento de la siembra y en etapas vegetativas tempranas (7-14 días luego de la siembra). Se determinó que la
fenología avanzara de manera similar y que los parámetros fotosintéticos y de transpiración fueran similares entre
genotipos. Se seleccionaron tres genotipos para realizar la toma de muestras. Se crecieron los genotipos PI
458.256 (contenido de proteína: 44.6 %, origen: japón), ENREI (contenido de proteína: 44.7 %, origen: korea) y 5351
RSF (contenido de proteína: 37.1 %, origen: grupo Don Mario, Argentina) hasta el estadío reproductivo R6. Se realizó
la toma de muestras de nódulos, raíz, tallos, hojas, vainas para realizar medidas de expresión génica y bioquímicas
en plantas en estadío R6 y de plantas en estadío vegetativo V3. Estas muestras serán utilizadas para estudiar el
avance de la senescencia, las relaciones fuente-fosa y para realizar estudios de expresión génica para determinar
la expresión de genes relacionados a las distintas rutas de degradación de componentes celulares.

El segundo objetivo consistió en determinar si las plantas editadas para GmCV1 presentan una senescencia
retrasada en condiciones de estrés pero mantienen inalterada su senescencia natural. Para abordar este objetivo
se han generado plantas transgénicas de la variedad Williams que contienen una construcción que permite la
expresión de la proteína Cas9 optimizada para su expresión en soja y tres RNAs guía que dirigen la acción de la
proteína hacia el gen GmCV1. Las plantas fueron genotipadas para determinar la presencia de mutaciones en
GmCV1. Se realizaron extracciones de ADN de las plantas regeneradas (T1) y se analizó la presencia de mutaciones
en el locus mediante HRFA (high resolution fragment analysis. En las plantas knock out, se observó la senscencia
natural y proximamente se continuará con el genotipado de las próximas generaciones y se realizarán ensayos de
estrés hídrico para determinar si las plantas editadas presentan mayor tolerancia al estrés.

Se obtuvieron diez variedades de soja de grupo de madurez similar pero de contenido de proteína en grano
contrastante (5 de alto contenido de proteína, y 5 de bajo contenido de proteína). Todos los genotipos se crecieron en
cámara de cultivo para observar su crecimiento. Se determinó que la fenología avanzara de manera similar y que
los parámetros fotosintéticos y de transpiración fueran similares entre genotipos. Se seleccionaron tres genotipos
para realizar la toma de muestras. Se crecieron los genotipos PI 458.256 (contenido de proteína: 44.6 %, origen:
japón), ENREI (contenido de proteína: 44.7 %, origen: korea) y 5351 RSF (contenido de proteína: 37.1 %, origen: grupo
Don Mario, Argentina) hasta el estadío reproductivo R6. Se realizó la toma de muestras de nódulos, raíz, tallos,
hojas, vainas para realizar medidas de expresión génica y bioquímicas en plantas en estadío R6 y de plantas en
estadío vegetativo V3. No obstante, algunas de estas muestras se perdieron debido a problemas eléctricos en
Facultad de Ciencias, por lo que se tuvo que realizar nuevos ensayos y no fue posible realizar las medidas que
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estaban programadas en el lapso de este proyecto. 
Se analizaron las diferentes líneas transgénicas regeneradas a partir de embriones somáticos bombardeados, pero
aunque se obtuvieron varias líneas resistentes a higromicina, no se pudo determinar la presencia de las mutaciones
en las plantas regeneradas ni la presencia de las construcciones completas lo que puede atribuirse a
fracionamineto de las construcciones debido al proceso de bombardeo. Entendiendo de que sería extremadamente
difícil obtener plantas editadas utilizando esta estrategia de transformación se realizaron actividades no previstas.
Como forma alternativa de profundizar en el rol del gen CV1 en soja y se procedió a generar una construcción que
permite la expresión de la Cas9 y de los sgRNAs en soja pero que presenta además un gen reportero DsRED, lo que
permite la detección de raíces transgénicas en el sistema de expresión transitorio de hairy roots mediado por
Agrobacterium rhizogenes. Se puso a punto la transformación de soja mediada por A. rhizogenes y se regeneraron
plantas quiméricas con raíces transgénicas y editadas y parte aérea silvestre. En este tipo de sistema es posible
estudiar el rol de CV en procesos asociados a la raíz, como la percepción del estrés hídrico y la nodulación. Se
determinó la presencia de mutaciones en las raíces transgénicas mediante HRFA. Se determinó que los tres
sgRNAs en la construcción son eficientes para promover cortes en el locus de CV1, obteniendo raíces editadas con
una eficiencia del 80 %.
Asimismo, se realizó una pasantía en la empresa LaSemilla, albergada en la Universidad Nacional de Seúl para
ganar conocimiento sobre la transformación de soja medaida por Agrobacterium tumefaciens. Se realizaron tres
ensayos de transformación, con 245, 240 y 229 explantes, respectivamente, transformando un total de 714 medias
semillas, utilizando el protocolo de transformación de Paz et al., 2006, Plant Cell Rep 25:206-213 y modificado por
Yeon-Hee Lee, LaSemilla, Universidad Nacional de Seul, Corea del Sur. Para estos ensayos se obtuvieron 18, 29 y 2
plantas transgénicas, representando porcentajes de transformación del 7.3, 12 y 0.87 %. En este último experimento
el bajo porcentaje fue causado por una gran contaminación. Aún así, la eficiencia global de transformación fue del
6.9 %, lo cual es un porcentaje elevado y acorde a los protoclos reportados. 35 de estas plantas presentaron
mutaciones en el gen GmCV1 observadas mediante HRFA, lo que representa un porcentaje de edición del 71.4 %.
Esto permite evidenciar la enorme ventaja que presenta la trasnformación mediada por agrobacterium por sobre la
biolística para llevar adelante la edición génica en soja. Las plantas editadas no presentan diferencias fenotípicas
respecto a las plantas silvestres, su senescencia natural, floración y llenado de semillas, transcurre con
normalidad. Próximamente se evaluará la respuesta a estrés en plantas en las que se haya logrado segregar el
transgen, es decir, sean editadas pero no transgénicas.
Es importante destacar que estas actividades transformación mediadas por Agrobacterium tumefaciens y
rhizógenes, no eran tareas inicialmente previstas en este proyecto y fueron muy costosas desde el punto de vista
del tiempo, pero constituyen resultados fundamentales e insumos valiosos para el trabajo futuro de nuestro grupo.
Un protocolo optimizado para la transformación genética de la soja puede también repercutir positivamente sobre
el trabajo realizado por el programa de mejoramiento de la soja del INIA.
Finalmente, pero no menos importante, este proyecto permitió la publicación del artículo: “Functional specialization
of chloroplast vesiculation (CV) duplicated genes from soybean shows partial overlapping roles during stress-
induced or natural senescence”.En este estudio, encontramos que la expresión de CV1 se incrementó
diferencialmente por el estrés hídrico en genotipos contrastantes de soja que presentan fenotipos de
marchitamiento lento (tolerantes) o rápido (sensibles). CV1 alcanzó niveles de inducción más altos en plantas de
marchitamiento rápido, lo que sugiere una correlación negativa entre la expresión de CV1 y la tolerancia a la
sequía. En cambio, los genes de autofagia (ATG8) y ATI-PS (ATI1) se indujeron a niveles más altos en plantas de
marchitamiento lento, lo que respalda un papel pro-supervivencia de estos genes en la respuesta de la soja al
estrés hídrico. La función biológica de los genes CV de soja en la degradación de cloroplastos fue confirmada
mediante el análisis del efecto de la sobreexpresión condicional de fusiones CV2-FLAG sobre la acumulación de
proteínas cloroplásticas específicas. La especificidad funcional de CV1 y CV2 se evaluó mediante el análisis de la
actividad de sus promotores en Arabidopsis transgénica que expresaba el gen reportero GUS bajo el control de los
promotores de CV1 o CV2. El promotor de CV1 respondió principalmente a estímulos abióticos (hiperosmolaridad,
salinidad y estrés oxidativo), mientras que el promotor de CV2 fue predominantemente activo durante la
senescencia natural. Ambos promotores respondieron fuertemente a la auxina, pero solo CV1 respondió a otras
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hormonas relacionadas con el estrés, como ABA, ácido salicílico y metil jasmonato. Además, la expresión de CV2
inducida por oscuridad, a diferencia de CV1, fue fuertemente inhibida por citoqinina, lo que indica similitudes en la
regulación de CV2 con la expresión informada de los genes CV en Arabidopsis y arroz. Finalmente, reportamos la
expresión de los genes CV1 y CV2 en raíces de soja y Arabidopsis transgénica, lo que sugiere un papel de las
proteínas codificadas en los plastidios de raíz. En conjunto, los resultados indican roles diferenciales para CV1 y
CV2 en el desarrollo y en las respuestas al estrés ambiental, y señalan a CV1 como un posible blanco para la
edición genética orientada a mejorar el rendimiento del cultivo bajo condiciones de estrés sin afectar el desarrollo
natural.

El objetivo general de este proyecto consistía en determinar cuál es la contribución de las rutas vesiculares que
participan en la degradación de componentes celulares durante la senescencia natural de la soja y específicamente
1- determinar si existe una correlación entre la activación de todas o alguna de las rutas vesiculares de
degradación de componentes celulares en los distintos órganos de la planta, con las relaciones fuente-fosa y el
contenido de proteína en el grano, y 2- determinar si la eliminación del gen GmCV1 repercute retrasando la
senescencia inducida por estrés, sin afectar la senescencia natural. 

El primer objetivo no alcanzó a cumplirse. Si bien sí se pudo evaluar diferentes variedades de soja de grupo de
madurez similar pero de contenido de proteína en grano contrastante (5 de alto contenido de proteína, y 5 de bajo
contenido de proteína) en cámara, determinando que que la fenología avanzara de manera similar y que los
parámetros fotosintéticos y de transpiración fueran similares entre genotipos. Se seleccionaron tres genotipos para
realizar la toma de muestras. Se crecieron los genotipos PI 458.256 (contenido de proteína: 44.6 %, origen: japón),
ENREI (contenido de proteína: 44.7 %, origen: korea) y 5351 RSF (contenido de proteína: 37.1 %, origen: grupo Don
Mario, Argentina) hasta el estadío reproductivo R6. Se realizó la toma de muestras de nódulos, raíz, tallos, hojas,
vainas para realizar medidas de expresión génica y bioquímicas en plantas en estadío R6 y de plantas en estadío
vegetativo V3. No obstante, algunas de estas muestras se perdieron debido a problemas eléctricos en Facultad de
Ciencias, por lo que se tuvo que realizar nuevos ensayos y no fue posible realizar las medidas que estaban
programadas en el lapso de este proyecto. 

Por otra parte, el objetivo 2 pudo cumplirse parcialemente. Para este objetivo era escencial contar con plantas
editadas para el gen GmCV1. Si bien contábamos con plantas transgénicas que habían sido transformadas por
biobalística, en el proceso de genotipado se hizo evidente que aunque las plantas regeneradas eran resistentes al
antibiótico con el que se las estaba seleccionando, no habían logrado incorporar las mutaciones deseadas en los
genes CV, lo que seguramente estuviera causado por el fraccionamiento de las construcciones. Luego de optimizar
la transformación de soja mediada por Agrobacterium tumefaciens, fue posible obtener varias plantas en las que la
edición del gen GmCV1 fue confirmada. La senescencia natural de estas plantas transcurre con normalidad, su
floración y producción vainas no se vio afectada por la edición del gen. Es necesario aún realizar la segregación
del transgen para poder continuar con el análisis de la senescencia natural e inducida por estrés en profundidad.
Aunque no se logró alcanzar el objetivo a completitud, la generación de estas plantas editadas constituyó un
aprendizaje muy valioso. Luego de haber intentado realizar edición génica en soja mediante dos metodologías de
transformación diferentes, biolística de embriones somáticos y transformación de eje cotiledonar mediada por
Agrobacterium, es importante enfatizar que la selección de la metodología de transformación es fundamental para
alcanzar el éxito. La transformación mediada por Agrobacterium puede ser más laboriosa que la biolística, pero
practicamente no hay fraccionamiento de las construcciones y el número de copias insertado en el genoma es
menor, lo que facilita la edición génica y la segregación posterior de las construcciones.

Los objetivos de este trabajo siguen vigentes y guían el trabajo a realizarse a continuación ya que este trabajo
permitió generar todos los insumos de material vegetal que eran necesarios.
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