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INTRODUCCION

Las repeticiones invertidas (IR) se encuentran en la mayoria de los transposones de
clase Il o en elementos derivados de transposones, creados cuando un fragmento de
ADN se inserta dos veces, y con orientaciones opuestas, en posiciones muy proximas
del genoma. La transcripcidn de estas secuencias repetidas genera ARN con una regién
bicatenaria casi perfecta, que puede ser reconocido por DCL3 y producir ARN pequenos
que pueden controlar la formacion de bucles de cromatina de corto alcance y, por ende,
la expresion génica en cis. En nuestro grupo, identificamos mas de 750 regiones con
IRs capaces de producir ARN pequefios ubicadas en una ventana de 3.000 pb aguas
arriba o abajo de genes anotados en Arabidopsis thaliana. Ademas, muchas de estas
regiones contienen al menos una region adicional de mapeo de ARN pequefio en su
proximidad, convirtiéndolas en buenas candidatas para formar bucles reguladores en la
cromatina. Dentro de estos genes se encuentra DELTA1-PYRROLINE-5-
CARBOXYLATE SYNTHASE 1(P5CS1). Este gen codifica para una enzima limitante en
la via de biosintesis de prolina, un aminoacido que cumple diversas funciones en el
desarrollo normal de plantas y ademas posee un rol fundamental en mecanismos de
respuesta a estrés salino debido a su capacidad de actuar como agente osmoprotector
(Lehmann et al. 2010). Asi, frente al sensado de estrés por parte de la planta, se dispara
la expresion de P5CS1y la consecuente sintesis y acumulacién de prolina para afrontar
la situacion (Jun et al, 2016 y Funck et al, 2020).

La salinidad es el mayor estrés abiético que perjudica la productividad y calidad de las
cosechas (Ingram & Yambao, 1988). Las cantidades excesivas de sal en el suelo
afectan de manera adversa el crecimiento y desarrollo de las plantas. Procesos
biolégicos como la germinacion de la semilla y su vigor, crecimiento vegetativo, floracién
y desarrollo del fruto son afectados por las altas concentraciones de sales (Ren et al.,
2005). Aproximadamente el 20% del area cultivada a nivel mundial y cerca de la mitad
de las tierras irrigadas son afectadas por este factor (Hasegawa et al., 2000).

Lo expuesto anteriormente vuelve a P5CS1 un candidato interesante para el estudio de
la regulacion de su expresién y por ello, nos proponemos analizar la regulacion de la
expresion génica de P5CS1 asociada a la presencia del elemento IR y su impacto en la
topologia del genoma.
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OBJETIVOS

Estudiar el rol de elementos derivados de transposones en la regulacion de la expresién
génica de la enzima de sintesis de prolina P5CS1, mediante la modulaciéon de la
topologia del genoma mediada por siRNA en Arabidopsis thaliana y su consecuente
impacto en la respuesta a estrés salino.

METODOLOGIA

Para comenzar con el estudio, se identificaron y aislaron variedades naturales de
Arabidopsis thaliana que contienen o no el elemento IR. Esto se realizé mediante el
andlisis de los genomas por reaccidbn en cadena de la polimerasa (PCR), con
oligonucledtidos especificos disefiados para ello. Luego, se procedié a estudiar el
impacto de la presencia o ausencia del elemento IR sobre la expresion de P5CS1y en
parametros relacionados a la funcion de P5CS1 en contexto de estrés salino. Para ello,
plantulas de doce dias fueron sometidas a tratamientos con 200mM de NaCl durante
tres tiempos diferentes, para luego analizar los niveles de transcripto de P5CS1
mediante RT-PCR en tiempo real (RT-gPCR).

Por otro lado, se disefd una estrategia basada en la tecnologia de CRISPR con el fin
de obtener lineas de plantas que contengan deleciones parciales del IR. Para esto se
utilizé un vector, previamente construido en el laboratorio, el cual contiene la Caspasa
9y dos ARN guias, que dirigen especificamente el corte de la hebra de ADN eliminando
los fragmentos deseados. Para esta actividad, se transformaron con dicho vector
bacterias competentes de Agrobacterium tumefaciens mediante electroporacién, las
cuales fueron utilizadas para transformar ecotipos naturales de Arabidopsis que
contienen el elemento IR, mediante inmersién floral. Una vez obtenidas las primeras
filiales de transformantes (T1), se seleccionaron las plantas positivas para la insercion,
mediante la deteccion de fluorescencia roja evidenciada por microscopia.
Posteriormente, se extrajo ADN de cada una de estas plantas para identificar la
presencia de alelos mutantes mediante PCR, utilizando oligonucle6tidos especificos.
También, se evalué el impacto causado por la presencia o ausencia del elemento IR en
la topologia del genoma del loci de P5CS1 mediante la técnica de “captura de
conformacion cromosémica” (3C) en variedades naturales de Arabidopsis. Esta técnica
permite el estudio de interacciones especificas que se producen entre dos regiones de
interés en el genoma. Luego, la intensidad de dichas interacciones puede ser
determinada de forma cuantitativa mediante RT-qPCR, utilizando primers especificos
que hibridan con las regiones en estudio. Para este ensayo, las plantas fueron
previamente sometidas al mismo tratamiento del ensayo en el que se evalué la
expresion de P5CS1.

Por ultimo, se analizd el fendbmeno de “splicing alternativo” que, segun bibliografia
consultada (Kesari et al., 2012), se produce de forma exacerbada en el ecotipo Sha en
comparacion con Col-0 y es responsable de la formacién del gen P5CS1 no funcional,
con una consecuente disminucidén de la respuesta al estrés salino. Dicho analisis se
llevd a cabo mediante la cuantificacién de niveles de expresion del gen en cada ecotipo
por RT-gPCR, sometidos al ensayo de estrés.
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RESULTADOS Y CONCLUSIONES

Los andlisis por PCR realizados sobre los extractos gendmicos de quince variedades
naturales de Arabidopsis evidencio la presencia del elemento IR en nueves de estas
variedades. De ellas, fueron elegidas dos con elemento IR, Columbia (Col-0, originaria
de Estados Unidos, América del Norte) y Uod (Uod-1, originaria de Austria, Europa
Central), y una sin elemento IR, Shahdara (Sha, originaria de Tadjikistan, Asia Central),
para su posterior analisis.

Respecto al estudio del impacto de la presencia del IR en la respuesta, por parte de la
planta, al estrés salino; luego de los tratamientos durante 30, 60 y 180 minutos, los
resultados mostraron que los niveles de expresion de P5CS1 eran mayores en aquellos
ecotipos que presentaban el elemento IR en su genoma respecto del que no. Ademas,
como es de esperar segun la bibliografia, se observaron mayores niveles de expresion
en el tratamiento salino mas prolongado (180 minutos). Esto indicaria entonces, que el
elemento IR ejerceria una regulacion positiva sobre el gen P5CS1.

Resulta interesante, ademas, observar que mayores niveles de expresion del gen, se
condicen con una mayor acumulacién de Prolina, aminoécido para el cual la enzima
P5CS1 resulta limitante en su biosintesis. Esto, segun un ensayo realizado donde se
midié dicho parametro fenotipico, en las plantas sometidas al tratamiento salino antes
mencionado. Lo que indicaria entonces que la mayor expresion del gen implica una
mayor respuesta fisiolégica en estas condiciones de estrés.

En cuanto a las filiales transformantes (T1) generadas mediante CRISPR, en ninguno
de los individuos obtenidos a partir de la transformacién de los ecotipos Col-0 y Uod-1
fue posible detectar la presencia del alelo CRISPR, todos presentaron el alelo salvaje.
Debido a esto planteamos redisefar la estrategia con el fin de obtener alelos mutantes.
El impacto causado por la presencia o ausencia del elemento IR en la topologia del
genoma del loci de P5CS1, medido mediante la técnica 3C, solo puede analizarse en
plantas controles hasta el momento; la gPCR realizada sobre los genémicos de los
ecotipos en estudio, obtenidos por la técnica antes mencionada, mostré la formacién de
dos interacciones diferentes que involucran distintas regiones del gen. A estas
interacciones se las denominé “loop 1” y “loop 2” y se observaron dos situaciones:
niveles de formacién relativos de “loop 1” fueron mayores en Sha mientras que, niveles
de formacién relativos de “loop 2” fueron mas altos en los ecotipos con presencia del
elemento IR; Col-0 y Uod-1. Estos resultados indicarian que la presencia del IR se
relaciona con la formacion del loop 2, el cual podria favorecer la transcripcion del gen.
Asimismo, un estudio reciente (Kesari et al.,2012) describe la existencia del fenémeno
de splicing alternativo, particularmente exon-skipping, para el gen P5CS71. Este
fendbmeno se ve exacerbado en el ecotipo Sha, lo cual pudimos corroborar en nuestros
experimentos y podria estar relacionado con la menor expresién del gen en este ecotipo.
Sumado a lo descrito anteriormente, y poniendo en dialogo nuestros resultados,
hipotetizamos que la ausencia del IR y el consecuente aumento de formacién de “loop
1” podria estar relacionado al fenémeno de splicing alternativo. La conformacion
tridimensional que adopta la cromatina sobre el loci podria afectar la velocidad de
transcripcién de la Polimerasa |l favoreciendo el splicing alternativo o interferir en la
actividad del complejo de spliciosoma.

En conclusion, este estudio provee otro ejemplo de como los elementos derivados de
transposones son capaces de alterar la expresibn de genes vecinos aportando
finalmente a la adaptacion de las especies a su entorno natural.
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