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INTRODUCCION

La expresion génica se encuentra regulada en todos los niveles del proceso, desde la sintesis
del ARNm hasta la produccién de proteinas. Un importante punto de control esta asociado a
la conformacién tridimensional de la cromatina. La cromatina es la asociacion entre el ADN y
proteinas histonas que le permiten, a pesar de su longitud, entrar dentro del niucleo. Una
estructura interesante que adopta la cromatina son los loops o bucles, ya que tienen la
particularidad de permitir la interaccion de elementos que en la secuencia lineal se encuentran
distantes (Huang et al., 2020; Gagliardi and Manavella, 2020).

Tanto el ADN como las histonas pueden ser marcados epigenéticamente regulando el grado
de compactaciéon de la cromatina ademas de otros procesos. Algunas de las marcas
epigenéticas involucran metilaciones las cuales son centrales en el control de los elementos
transponibles (TEs). Los genomas de las plantas son particularmente ricos en TEs que tienen
la capacidad de “saltar” e insertarse en nuevos sitios de la hebra de ADN. Los TEs son
generalmente activados como consecuencia de la exposicion al estrés y otros estimulos
ambientales (Dubin et al., 2018). Para proteger la integridad del genoma, las células vegetales
mantienen los TEs silenciados mediante la via de metilacion de ADN dependiente de ARN
(RdDM, Matzke et al., 2015). Esta metilacién lleva a la condensacion de los nucleosomas,
compactacién de la cromatina y el consecuente silenciamiento de la region. El 20% del
genoma de la planta modelo Arabidopsis thaliana contiene TEs y otros elementos repetitivos
y, sorprendentemente, muchos de ellos se encuentran cercanos a genes codificantes (Ahmed
et al., 2011). Muchos tipos de TEs contienen repeticiones invertidas (IRs), que les proveen la
capacidad de producir siRNAs de 24 nts a partir de un ARN con estructura de hairpin, en una
manera dependiente de la ARN polimerasa Il y, de esa forma, inducir la metilacion del ADN
(Cuerda-Gil and Slotkin, 2016). Sorprendentemente, se han encontrado IRs cercanos a genes
gue actuan regulando su expresion, ya sea positiva 0 negativamente y en algunos casos
involucrando la formacién de loops de cromatina (Arce et al., 2023; Gagliardi et al., 2019).

En un trabajo anterior (Arce et al., 2023) se identificaron IRs dentro del genoma de Arabidopsis
cercanos a genes que codifican proteinas y se analizaron los siRNAs(sRNAseq), la expresion
génica (RNA-Seq), la metilacion del ADN (BS-Seq) y el cambio de conformacién de la
cromatina (Capture-C). En el presente trabajo y con el fin de profundizar en el rol regulador
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de los IRs, se utiliz6 la informacién previamente obtenida para seleccionar genes que podrian
estar siendo regulados por los IRs y se realizaron diversos ensayos para analizar su
comportamiento.

OBJETIVOS

Caracterizar repeticiones invertidas de origen transposoénico capaces de regular la expresiéon
génica mediante la regulacion de la estructura tridimensional de la cromatina, utilizando
diferentes metodologias experimentales y bioinformaticas.

METODOLOGIA

Se utilizd el lenguaje de programacion R, dentro del entorno Rstudio, para realizar un analisis
y filtrado de datos sobre los IRs y los genes cercanos. Se considerd la variacion de la
expresion génica, de los niveles de sRNAs, de la metilacion del ADN y de conformacion
tridimensional de la cromatina en los loci. Este andlisis se hizo comparando la variedad de
referencia, Col-0, con mutantes de la via de RdDM, otras variedades de Arabidopsis thaliana,
y diversas caracteristicas de genes ubicados cercanos a los IRs. En base a toda esta
informacién, se seleccionaron genes de interés para luego analizar su comportamiento
experimentalmente. Para el andlisis y visualizacién de los datos también se utilizaron
programas como: Integrative Genomics Viewer (IGV), Integrated Genome Browser (IGB) y
SnapGene.

Se seleccionaron y encargaron las variedades naturales de Arabidopsis con variaciones en la
presencia de IRs y plantas mutantes por T-DNA y sobreexpresantes para el estudio de los
genes. Las distintas semillas fueron cultivadas en tierra y genotipadas mediante PCR
utilizando primers especificos.

Se realizaron andlisis de nivel de transcripto mediante RT-gPCR. Se partié de ARN extraido
de hojas de plantas adultas al cual se le realizé una retrotranscripcion utilizando oligos dT y
retrotranscriptasa reversa. El ADNc obtenido fue el material con el que se realiz6 la PCR
cuantitativa (QPCR). Ademas, en la reaccion de gPCR se utilizaron oligonucledtidos que
hibridan sobre los genes a analizar, los cuales fueron disefiados utilizando el programa
QuantPrime. Como Housekeeping se utiliz6 la actina.

Para uno de los genes seleccionados, ABI4, se realizdé un ensayo de floracién en el cual se
monitored el nimero de hojas y la altura del tallo en diferentes tiempos en distintos genotipos
crecidos en condiciones de crecimiento controladas de dia largo.

Debido al rol preponderante que tiene ABI4 en la germinacion, se usé la hormona ABA, que
actua inhibiendo la germinacién, para evaluar la sensibilidad de las plantas al tratamiento. Se
evalud el tiempo de germinacidén de las distintas variantes que se tienen para analizar el
comportamiento del gen ABI4. Para ello, se sembraron semillas de cada variante previamente
esterilizadas, en placas con agar MS suplementado con 0,5% de sacarosa y con distintas
concentraciones de la hormona ABA. Se incubaron en oscuridad y se comenz0 el ensayo al
transferirlas a camara de cultivo controlada de dia largo. Cada 24 hs se realiz6 el conteo de
semillas germinadas.

RESULTADOS Y CONCLUSIONES

Para elfiltrado y seleccidén de genes se tuvieron en cuenta aquellos para los que se observaba
mayor cambio de expresion, mayor cambio en la estructura de la cromatina y relevancia en
base a la cantidad de publicaciones asociadas al gen. Finalmente, los genes seleccionados
para su estudio fueron: AT1G57630 (Toll-Interleukin-Resistance (TIR) domain family protein,
abreviacion: AT1), AT4G19520 (disease resistance protein (TIR-NBS-LRR class) family,
abreviacion: AT4) y AT2G40220 (ABI4: ABA insensitive 4). Los dos primeros genes



corresponden a genes de respuesta a patdgenos y el tercero es un gen de respuesta a la

hormona ABA.

Para el estudio de los genes seleccionados se adquirieron las siguientes variedades naturales
de Arabidopsis: Baa-1, Rd-0 y Pla-0. El IR cercano al gen AT1 falta en la variedad Pla-0 y el
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IR cercano al gen
AT4 falta en todas
las variedades
(excepto en Col-
0). Para el gen de
ABl4 se
obtuvieron plantas
de  Arabidopsis
mutantes por T-
DNA en el IR
cercano y
sobreexpresantes
de este IR, estas
tltimas se
llamaron  RmO1
13, Rm01 15 y

RmO1 16.
Ademas, se
adquirio una

version sobreexpresante de ABI4 (OE: over expressed). Todas las plantas que se utilizaron

fueron genotipadas exitosamente.

El analisis de nivel de transcripto permitié observar
que la presencia de los respectivos IRs en las
cercanias de los genes AT1G57630 y AT4G19520
parecen provocar una disminucion en la
transcripcién de dichos genes, regulandolos
negativamente (Fig. 1y 2).

Para el caso de ABI4, las plantas sobreexpresantes
del IR cercano al gen mostraron un comportamiento
similar a la planta sobreexpresante del gen, por lo
que, en este caso, el gen podria estar siendo
regulado positivamente (Fig. 3).
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Nuestros resultados apuntan a la existencia de una
regulacion transcripcional de los genes en estudio

transcripto del gen de ABI4 para las
distintas mutantes evaluadas.

causada por la presencia de los IRs. Es de nuestro interés seguir profundizando el analisis

del mecanismo por el cual podrian estar actuando.
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