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INTRODUCCION

Los microARNs (miARNs) son moléculas de ARNs pequefias, de entre 20 y 22 nucleétidos de
largo, que juegan un rol importante en el silenciamiento génico post-transcripcional en
organismos superiores (Bologna y Voinnet, 2014). Cumplen su funcién al ser cargados por la
proteina ARGONAUTA (AGO), formando el complejo efector RISC, por sus siglas en inglés
“‘RNA-Induced Silencing Complex” (Fang y Qi, 2015). El complejo RISC reconoce ARNs
mensajeros (ARNm) degradandolos o inhibiendo su traduccion. En plantas, la caracteristica
central que hace a los miARNs fundamentales, es su preferencia evolutiva a silenciar factores
de transcripcion (Axtell et al. 2008).

Los miARNs estan codificados por genes MIRNA (MIRs), los cuales son transcriptos por la
ARN polimerasa Il (ARNPIl) dando lugar a transcriptos primarios denominados pri-miARNSs.
Los pri-miARNs son procesados por la proteina DICER-LIKE1 (DCL1) la cual, en asociacion
con HYPONASTIC LEAVES 1 (HYL1) y SERRATE (SE), forman el complejo de
procesamiento (Achkar et al 2016; Mencia et al 2022). El procesamiento de los pri-miARNS,
el cual finaliza con la liberacion de los miARNs maduros, puede llevarse a cabo luego de la
transcripcion, cuando el pri-miARN se encuentra en el nucleoplasma, el cual se conoce como
procesamiento post-transcripcional, o durante la transcripcién, donde el pri-miARN naciente,
aun asociado a ARNPII, es reconocido y procesado por el complejo procesador, este
mecanismo es conocido como procesamiento co-transcripcional. A su vez, se ha demostrado
la existencia de un balance entre ambos mecanismos de procesamiento, que podria depender
de la etapa de desarrollo de la planta y de las condiciones de crecimiento de la misma
(Gonzalo et. al 2022). En el mismo estudio, se demostr6 que el procesamiento co-
transcripcional es promovido por la formacion de un hibrido ADN:ARN (R-loop) cercano al sitio
de inicio de la transcripcion, generado por un ARN anti-sentido al gen. Llamativamente, se ha
encontrado que miARNs que poseen la capacidad de moverse, ya sea célula a célula via
plasmodesmo o a través del floema a otros érganos de la planta, tienden a procesarse
mayormente de forma co-transcripcional. (Gonzalo et al. 2022).
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e Generacién de vectores binarios con la secuencia del ARNInc capaz de inducir la
formacion del R-loop in vivo.

e Produccion de plantas transgénicas que porten la construcciéon promSUC2:amiRSUL
junto con la construccién del ARNInc.

e Evaluar la movilidad del amiRSUL en las plantas generadas mediante el incremento de
la clorosis y reduccion de la acumulacién de clorofila.

METODOLOGIA

Se realizaron recombinaciones por el método Gateway de vectores destination y pEntry,
anteriormente generados en el laboratorio, para dar lugar a los vectores binarios pJF01, pJF02
y pJF03. Estos ultimos, contienen la construccion 35S::IncSUC2 y le confieren a la planta
resistencia al antibiético kanamicina. Con estos vectores se transformaron células de
Escherichia coli DH5a. Las bacterias resultantes fueron chequeadas por PCR de colonia.
Luego, a las colonias que dieron positivas a la reaccion, se les realiz6 extracciéon de ADN
plasmidico y se corroboré nuevamente la integridad del clon por reacciones de PCR, corte
con enzimas de restriccion y secuenciacion. Los clones que brindaron resultados positivos
para todos los chequeos fueron utilizados, en segunda instancia, para transformar
Agrobacterium tumefaciens GV3101. Finalmente, mediante la técnica Floral-Dip, utilizando las
células de Agrobacterium previamente mencionadas, se transformaron plantas de Arabidopsis
thaliana, tanto la linea promSUC2::amiRSUL (pSUC2::amiRSUL) como Col-0. Las semillas
obtenidas de estas plantas fueron seleccionadas por resistencia al antibiético kanamicina que
les otorgé la construccion. A su vez, la linea pSUC2::amiRSUL también fue seleccionada por
el fenotipo de clorosis en sus nervaduras. A las plantas que pasaron la seleccién por
antibidtico, se les extrajo ADN gendmico para, mediante reacciones de PCR, corroborar que
posean la construccion de interés. En el genotipado de estas plantas se utilizaron como
controles positivos los plasmidos utilizados en el Floral-Dip y como controles negativos ADN
gendmico extraido de plantas Col-0 y pSUC2::amiRSUL sin transformar. En la actualidad, nos
encontramos llevando a cabo la cuantificacion de la clorosis de las nervaduras y la medicién
de clorofila de las plantas seleccionas, las cuales contienen las construcciones
pSUC2::amiRSUL/35S::IncSUC2.

RESULTADOS Y CONCLUSIONES

En este trabajo se utilizaron plantas transgénicas de la linea pSUC2::amiRSUL, las cuales
cuentan con el miARN artificial, amiRSUL, que puede reconocer el ARNm de la proteina
CHLORINA 42 (CH42 o SUL), necesaria en la sintesis y acumulacién de clorofila, y clivarlo
para evitar su traduccién. A su vez la expresion de este miARN artificial se encuentra bajo la
influencia del promotor SUC2, el cual se expresa Unicamente en las células acompanantes
del floema. Las plantas que expresan esta construccién poseen un fenotipo de clorosis en su
sistema vascular (Felippes et al. 2011) (Figura 1). Un estudio realizado en los ultimos afos,
determiné que el amiRSUL posee capacidad de movimiento, pudiendo desplazarse célula a
célula via plasmodesmo (Brioudes et al. 2021). El objetivo de este trabajo es obtener plantas
pSUC2::amiRSUL capaces de expresar un ARN largo no codificante (Inc, por sus siglas en
inglés) que pueda formar un R-loop cercano a la region de inicio de la transcripcion. El objetivo
de fomentar un R-loop en la zona mencionada es para estimular el aumento del procesamiento
co-transcripcional del pri-amiRSUL y con ello favorecer el movimiento del amiRSUL maduro,
y asi estudiar mas en profundidad la correlacién existente entre procesamiento co-
transcripcional y movimiento de miARNs anteriormente mencionada en la introduccion
(Gonzalo et al 2022). Con este fin, se generaron dos vectores, denominados pJF01 y pJF03,
con la construccién 35S::IncSUC2, que codifican para dos ARNInc capaces de formar los R-
loop 1y R-loop 2, respectivamente (Figura 2).
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pSUC2::amiRSUL
Figura 1. Fenotipo de clorosis. m

Figura 2. Formacion de R-loops.

Se pudieron obtener con éxito las construcciones esperadas. Llamativamente, también se
detect6 un clon que posee una insercion de mas de 400 pares de bases (bp). Esta insercion
genera un ARNInc que tendra el doble del largo previsto, por lo que podria generar problemas
a la hora de formar el R-loop. Igualmente, se decidié sumar este clon al estudio de los dos
anteriores, el cual se denominé pJFO02.

Se utilizaron los tres plasmidos para transformar plantas de Arabidopsis, tanto la linea
pSUC2::amiRSUL como Col-0. Para verificar que las plantas obtenidas contengan la nueva
construccion, se realizd el genotipado de las lineas resultantes, obteniendo los resultados
mostrados en la Figura 3. Todas las plantas genotipadas evidencian la incorporacion de la
construccion de interés a su genoma y, por lo tanto, serian potencialmente capaces de
producir los respectivos ARNInc. En lo que respecta a las plantas pJFO1 (Figura 3A), se
observaron dos bandas, correspondientes a dos productos de PCR. Se determiné que la
banda correspondiente a la construccidn es la que posee un tamafo aproximado a 400bp
(banda inferior), dado a que en el control positivo se observa una banda tenue del mismo
tamano, el cual era el esperado. A su vez, el producto de aproximadamente 500 bp, se puede
observar en los controles negativos, por lo que este producto seria inespecifico. Es de interés
destacar que los oligonucleétidos utilizados en pJF02 (Figura 3B) y pJF03 (Figura 3C) son los
mismos, ya que estas construcciones solo difieren en la insercion manifestada en el pJF02.
Esto ultimo, explica que el producto del primer juego de oligonucle6tidos posee el doble de
tamano en pJFO2. Se seleccionaron plantas pSUC2::amiRSUL que ademas de dar positivo
en el genotipado, presentaron el fenotipo de clorosis. Estas fueron: lineas 8,9y 11 (contienen
pJFO1) y lineas de la 15 a la 20 (contienen pJF03). La linea 13 (con pJF02), aunque fue
positiva en el genotipado, no presento el fenotipo de clorosis, por lo que no se continuara con
su analisis. Actualmente estamos analizando estas lineas para comprobar si se produjo una
alteracion en el patrén de clorosis, lo que estaria indicando una mayor movilidad del amiRSUL.
Lo estamos abordando por dos técnicas diferentes: cuantificacion de los niveles de clorofila 'y
determinacion de la expansion de la clorosis por andlisis de imagenes con un programa
informatico. Los datos obtenidos de las lineas pSUC2::amiRSUL/ARNInc se compararan con
los obtenidos de las plantas de la linea pSUC2::amiRSUL.
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Figura 3. Genotipado de lineas transformadas con: pJF01, plantas 1-11 (A);
pJF02, plantas 12-13 (B) y pJF03, plantas 14-20 (C)
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