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Regulacion epigenética de la familia de genes Asr en tomate
(Solanum lycopersicum)

En el presente trabajo, se estudio la epigenética asociada al estrés por falta
de agua en dos genes de tomate (Asr1y Asr2), que pertenecen a una familia génica

involucrada en la tolerancia a distintos estreses abidticos.

Se analiz6 la regién codificante del gen Asr1 en hojas y se detectd la
presencia de metilacion en todos los contextos: CG, CNG y CNN. Al someter las
plantas a estrés hidrico, se observé un ligero aumento de la metilacién en contexto
CG y una marcada disminucion en la metilacion asimétrica (CNN). También se
detectd, en histonas, una marca represiva de la expresion: H3K27me3, la cual
disminuy6 como consecuencia del estrés impuesto. Concomitantemente, se registrd

un marcado aumento en el nivel de transcripto de Asr1.

También se analizaron las regiones regulatoria y codificante de Asr2 en
raices. En este sistema, se hallaron elevados niveles de metilacién en citosinas en
todos los contextos sobre la regidn regulatoria, registrandose una ligera disminucién
en la metilacién asimétrica como consecuencia del estrés impuesto. En cambio,
sobre la regién codificante so6lo se hall6 metilacion CG, la cual no vari6 como
consecuencia del estrés. Solo se detectd la marca represiva H3K27me3 sobre una
regién ubicada 800 pb rio arriba del gen, permaneciendo la misma invariable al
aplicar el estrés. Estos hallazgos fueron concomitantes con una disminucién
generalizada de la transcripcion, manteniéndose casi constantes los niveles de

transcripto de Asr2.

Palabras Clave:

Tomate - Epigenética — Metilacion asimétrica (CNN) — Técnica de Bisulfito —
Inmunoprecipitacion de la Cromatina (ChlP).



Epigenetic regulation of the Asr gene family in tomato (Solanum
lycopersicum)

In this work, we studied the epigenetics associated with water stress in two
tomato genes (Asr1 and Asr2), belonging to a gene family involved in tolerance to
various types of abiotic stress.

The Asr1 gene coding region in leaves was analyzed. The presence of
methylation in all contexts (CG, CNG and CNN) was detected. When subjecting
plants to water stress, a slight increase in methylation in CG context and a marked
decrease in asymmetric methylation (CNN) were observed. An expression-
repressive histone mark was also detected: H3K27me3, which decreased as a result
of the stress imposed. Concomitantly, a marked increase in the level of Asri1
transcript was registered.

The regulatory and coding regions of Asr2 in roots were analyzed as well. In
this system, high levels of cytosine methylation in all contexts were found on the
regulatory region and a slight decrease in asymmetric methylation due to the stress
imposed was recorded. By contrast, on the coding region, only stress-independent
CG methylation was found. Only the repressive H3K27me3 mark on a region located
800 bp upstream of the gene was registered, remaining unchanged when the same
stress was applied. These findings were concomitant with a general decrease in

transcription, remaining the Asr2 transcript levels almost constant.

Keywords:

Tomato - Epigenetics - Asymmetric methylation (CNN) - — Asr genes - Bisulfite

technique - Chromatin immunoprecipitation (ChlIP).
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RESUMEN

En este trabajo estudiamos la epigenética asociada con el estrés por falta
de agua en dos genes (Asr1 y Asr2) de tomate (Solanum lycopersicum) que
pertenecen a una familia génica involucrada en la tolerancia a varios tipos de
estreses abidticos como la sequia, las bajas temperaturas y la alta salinidad. Esta
familia génica es exclusiva del reino Plantae y esta ampliamente distribuida entre
las gimnospermas, las monocotiledéneas y las dicotileddneas, sin embargo, esta
ausente en la planta modelo Arabidopsis.

El estudio implico la deteccién de marcas de metilacion en 1) citosinas del
ADN mediante el uso de la técnica de bisulfito sobre ADN gendmico total, y Il)
lisinas de histonas empleando el procedimiento de inmunoprecipitacién de la
cromatina (ChlIP). También estimamos los niveles de expresion de ARN mensajero
mediante transcripcién reversa seguida de PCR en tiempo real. Todos estos
ensayos se hicieron tanto en condiciones basales como a diferentes tiempos de
deprivacion de agua.

Para el estudio de Asr1, se eligieron hojas, dado que estudios previos
indicaban que este 6rgano mostraba induccion de este gen como resultado del
estrés hidrico. Por lo tanto, analizamos la regién codificante de este gen y
encontramos niveles significativos de metilacion en citosinas en todos los
contextos descriptos: CG, CNG y el menos explorado, CNN, usualmente
concentrados en genes de transposones y en elementos repetitivos no
codificantes. Observamos un incremento en el nivel de metilacién de tipo CG vy
una reduccion significativa en la metilacién asimétrica (CNN) como consecuencia
del tratamiento de estrés. El andlisis de las marcas de histonas revel6 la presencia
de la marca represiva H3K27me3, la cual disminuyd significativamente como
consecuencia del estrés. Estos hallazgos fueron concomitantes con un marcado

aumento en la expresion del gen a nivel de ARN mensajero.
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Paralelamente, se investigbé el gen Asr2 en raices de tomate, previamente
reportado como el érgano en el cual este gen se enciende como consecuencia del
estrés hidrico. En este caso fuimos capaces de analizar tanto la region regulatoria
como el cuerpo del gen. La metilacién en citosinas fue evidente en los tres
contextos a lo largo de la region regulatoria, donde ocurrié una ligera disminucién
de la metilacion asimétrica (CNN) cuando se aplico el estrés hidrico. Por el
contrario, sobre el cuerpo del gen, so6lo se detecté metilacién en el contexto CG, la
cual permanecio sin cambios después de estresar las raices por periodos cortos
de tiempo. No se hallé6 asociacion entre los patrones de metilaciéon en citosinas y
en histonas (H3K4me3 y H3K27me3) sobre la regidon codificante del gen. No
obstante, si se detectd la presencia de la marca represiva H3K27me3 sobre una
regién ubicada a 800 pb rio arriba del gen, la cual no varié como consecuencia del
estrés. Sorprendentemente, se detecté un marcado descenso en la transcripcion
de genes de expresidn constitutiva luego de la deprivacion de agua, pero no en

Asr2, el cual se mantuvo aproximadamente constante.

No se hallaron marcas de metilacion en lisinas de histonas sobre el cuerpo
de gen de actina, un gen de expresion constitutiva; pero si se hallaron sobre un
elemento transponible (ToRTL 1), que a priori se esperaba que se encuentre
silenciado. En este ultimo caso, se hallaron concomitantemente ambas marcas de

activacién y represién, las cuales disminuyeron como consecuencia del estrés.

En resumen, encontramos una nueva locacion para la atipica metilacién
asimétrica CNN: el cuerpo de un gen activo, Asri1, el cual no es un elemento
repetitivo ni un transposén. Este tipo de marca covalente mostré variacion debida
a un estimulo ambiental (falta de agua) y fue concomitante con un incremento en
los niveles de ARN mensajero, sugiriendo la presencia de un nuevo mecanismo
para la regulacion de la expresién génica. Finalmente, la regulacién de la
expresion de Asr2 en raices también parece estar asociada a modificaciones
epigenéticas como la metilacion en contexto CNN, aunque en menor medida que
Asr1y asociada a la regién promotora en lugar del cuerpo del gen. La marca en

histonas, represiva de expresion génica (H3K27me3) parece estar vinculada a la
9
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expresién de Asr1 solamente, ya que en el caso de Asr2, s6lo se la detectd sobre

la regidn promotora y no varioé al someter a la planta a estrés hidrico.

10
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ABSTRACT

In this work we studied epigenetics associated with water deficit stress in
two tomato (Solanum lycopersicum) genes (Asr1 and Asr2) belonging to a family
involved in tolerance to various types of abiotic stresses such as drought, low
temperatures and high salinity. This gene family is unique to the kingdom Plantae
and is widely distributed among gymnosperms, monocots and dicots, although
absent in the model plant Arabidopsis.

The study involved detection of methylation marks in 1) DNA cytosines
through the use of the bisulfite technique on total genomic DNA and Il) histone
lysines by employing the procedure of chromatin immunoprecipitation (ChIP). We
also estimated the expression levels of mMRNA by reverse transcription followed by
real-time PCR. All these assays were done both in basal conditions and at different
times of water withholding.

For the study of Asri1, leaves were chosen, because previous studies
indicated that this organ exhibits induction of this gene as a result of water stress.
Therefore, we analyzed the coding region of this gene and found significant levels
of methylation at cytosines in all contexts described: CG, CNG and the less
explored CNN, preferentially concentrated in transposon genes and non-coding
repetitive elements. We observed an increase in the level of CG methylation type
and a significant reduction in asymmetric methylation (CNN) as a consequence of
the stress treatment. The analysis of histone marks showed the presence of the
repressive H3K27me3 mark, which decreased significantly as a result of stress.
These findings were concomitant with a marked rise in gene expression at the
mRNA level.

In parallel, a scrutiny on Asr2 was performed on tomato roots, previously
reported to be the site of its turning on by water stress. In this case, we were able
to analyze both the regulatory region and the gene body. Cytosine methylation was
evident in the three contexts throughout the regulatory region, where a slight

11
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decrease of asymmetrical methylation (CNN) occurred when the water stress was
applied. In contrast, on the gene body, only methylation in the CG context was
detected, which remained unchanged after stressing the roots for shorts periods of
time. No association was found between cytosine methylation and histone
(H3K4me3 and H3K27me3) patterns on the coding region of the gene. However,
we detected presence of repressive H3K27me3 mark on a region located 800 bp
upstream of the gene, which did not vary as a result of stress. Surprisingly, there
was a marked decrease in the transcription of housekeeping genes after water
withdrawal, but not in Asr2, which remained approximately constant.

No histone lysine methylation marks were found on the body of the actin
gene, a constitutive expression gene, but they were found on trasponible element
(ToRTL 1) which a priori we expected to be muted. In the latter case, the two
marks were found concomitantly, the activation and repression marks, which

decreased as the result of stress.

In summary, we found a new location for the atypical asymmetric CNN
methylation: the body of an active gene, Asr1, which is neither a repetitive element
nor a transposon. This type of covalent mark showed variation due to an
environmental stimulus (water deprivation) and was concomitant with increased
MRNA levels, suggesting the occurrence of a new epigenetic mechanism for
regulation of gene expression. Finally, regulation of Asr2 expression in roots also
appears to be associated with epigenetic modifications such as methylation in the
CNN context, although to a lesser extent than Asr? and associated with the
promoter region instead of the body of the gene. The gene expression repressive
mark on histone (H3K27me3) appears to be linked to Asr1 expression only, as in
the case of Asr2, it was detected only on the promoter region and did not change
by subjecting the plant to water stress.

12
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INTRODUCCION

EL ESTRES HIDRICO

Debido a que el agua (tanto de lluvia como por irrigacion artificial) es un
factor determinante en el rendimiento de los cultivos [1], la optimizacién de los
recursos hidricos en general es medular dentro de uno de los mas grandes
desafios de este siglo: la alimentacion sustentable de 9 mil millones de personas
en un mundo de clima cambiante donde la lluvia y la temperatura son cada vez

mas erraticas (figura 1).

AREAS DE ESCASEZ FISICA Y ECONOMICA DE AGUA

. Escasez fisica de

agua
Aproximandose a la
D escasez fisica de agua

. Escasez econdmica de
agua

El No estimada-

Figura 1. Niveles de escasez de agua a nivel mundial. Segin el Instituto Internacional de
manejo del Agua. Adaptado de Marris, 2003.

La urgencia en resolver estas cuestiones a nivel mundial obliga a generar
debates periddicos en foros internacionales. Un ejemplo es la Fourth World

Conference on The Future of Science, organizada en Venecia, ltalia en

13
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septiembre de 2008. El tema del congreso en dicha oportunidad fue “Alimento y
Agua para la vida” [2]. Los participantes fueron cientificos de muchas disciplinas,
asi como también politicos y economistas. Como las ciencias de los vegetales
estan relacionadas con la alimentacion y la agricultura, los cientificos que trabajan
con plantas hablaron sobre cédmo su propia investigacion puede ayudar a
asegurar alimento adecuado y mejorar la nutricion en el mundo del siglo XXI.

En este contexto general y con la motivacién de solucionar el problema a
largo plazo, la adaptabilidad de cultivos de importancia alimentaria en zonas aridas
(estimada midiendo la “eficiencia de uso de agua”, water-use efficiency en inglés)
ha interesado a muchos cientificos, tanto a nivel basico como aplicado. En este
marco, las respuestas celulares al estrés provocado por pérdida de agua han sido
estudiadas mediante diferentes estrategias experimentales, no solamente en
plantas sino a varios niveles de organizaciéon bioldgica, dada la conservacién

evolutiva de las moléculas involucradas [3].
LA PLANTA DE TOMATE (Solanum lycopersicum)

El tomate (Solanum lycopersicum) pertenece a la familia de las solanaceas.
Las especies silvestres son originarias del oeste de Sudamérica, extendiéndose a
lo largo de la cordillera de los Andes desde Ecuador hasta el norte de Chile.
Crecen en una gran diversidad de entornos ambientales: desde el nivel del mar
hasta los 3300 metros de altura y tanto en zonas aridas de la costa del océano
Pacifico y de las altiplanicies andinas, como en los valles de los rios que drenan
hacia el Pacifico. Los diversos entornos en los que se desarrollan, asi como el
aislamiento geografico de las diferentes poblaciones han contribuido notablemente
a la gran diversidad que presentan las especies de tomate silvestres [4]. Su
domesticacidon comenzd en América, por parte de las culturas precolombinas y se
cree que los primeros cultivos se desarrollaron en Pert o en México. No obstante,
el cultivo de la planta tal como la conocemos hoy se desarrollé a partir del siglo
XVI con su introduccion en Europa hasta llegar a la actualidad en donde existen

14
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gran cantidad de cultivares morfolégicamente diferentes, los cuales fueron
obtenidos en su mayoria por cruzamientos de plantas de S. lycopersicum [5].

Es una planta herbacea, perenne, que en la naturaleza se comporta como
anual debido al congelamiento o a la sequia, que pueden matar a la planta. El tallo
inicialmente es erecto, pero con el crecimiento se cae y resulta en una planta
postrada con capacidad de enraizar en los nudos de los tallos. Sus hojas son
imparipinnadas con 2 a 6 pares de hojuelas sésiles o pecioladas opuestas o sub-
opuestas. Las flores son amarillas, gamosépalas en la base y gamopétalas.
Existen especies autocompatibles y autoincompatibles. Los frutos son muy
variables en cuanto a su color, su tamafo y su pubescencia. Su clasificacion
taxondmica ha sido muy controvertida: Linneo en su obra Species Plantarum
(1753), clasifico al tomate dentro del género Solanum. Sin embargo,
posteriormente fue incluido en un nuevo género, Lycopersicum, basandose en su
fruto multilocular. Actualmente, con los estudios realizados a nivel molecular, se ha

vuelto a incluir bajo el género Solanum [4].

A nivel molecular, presenta un genoma compuesto por 950 Mpb,
distribuidos en 12 cromosomas. Su nivel de ploidia es mayormente diploide
(2n=2x=24), aunque en algunos casos puede ser tetraploide (2n=4x=48). La
abundancia de recursos genéticos como bancos de germoplasma, disponibilidad
de diversos mutantes y la secuenciacion de su genoma, lo hacen un modelo ideal
para el estudio de plantas con frutos carnosos
(http://solgenomics.net/organism/1/view/).

A diferencia de Arabidopsis, la planta modelo por excelencia, el genoma del
tomate es unas 10 veces mas grande y contiene gran cantidad de elementos
repetitivos. La reciente finalizacién del proyecto de secuenciacion del genoma del
tomate [6], permite explorar las regiones regulatorias de los diferentes genes con
facilidad.

La planta de tomate es un importante cultivo a nivel global y por ende de

gran importancia econdémica. Es la hortaliza mas difundida alrededor del mundo y
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la de mayor valor econémico. Su demanda aumenta constantemente y con ella su
cultivo, produccién y comercio. El consumo promedio mundial de tomate oscila
alrededor de 12 kg per capita por afo. Es el cuarto cultivo vegetal a nivel mundial,
siendo China su principal productor [7]. La produccién mundial actual es de unos
100 millones de toneladas de fruta fresca que se cultivan en 3,7 millones de
hectareas. (FAOSTAT, 2001). (http://www.fao.org/nr/water/cropinfo tomato.html).

En la Argentina se producen alrededor de 700000 toneladas de tomate al afo
(segun la FAO), lo que lo convierte en la hortaliza con mayor nivel de produccion.
Cabe destacar que los principales paises productores de tomate, no poseen el
clima ideal, ni destinan grandes extensiones de tierra para este cultivo. La mayor
parte de su produccién proviene de cultivos bajo condiciones controladas en

invernadero.

El tomate es una gran fuente de nutrientes. El tomate fresco posee una
gran cantidad de agua y su contenido cal6rico es bajo. Son una fuente importante
de vitaminas Ay C, y de minerales, siendo de gran importancia en la dieta humana

[7].
LA FAMILIA DE GENES Asr

La familia de proteinas ASR (llamada asi por abscicic acid, stress y
ripening) es exclusiva del reino vegetal y esta ampliamente distribuida. Se han
encontrado miembros de esta familia génica en un gran abanico de especies
vegetales, algunas de ellas de gran importancia econémica tales como uva [8],
papa [9], banana [10], arroz [11], frutilla [12] y maiz [13] entre otras. En tomate
(Solanum lycopersicum), esta familia de genes estd compuesta por cuatro
miembros: Asr1, Asr2, Asr3 y Asr4, los cuales estan muy conservados y se
expresan diferencialmente bajo estrés hidrico [14], [15]. Se los puede encontrar en
pino (gimnosperma ancestral) y en maiz (monocotiledénea). No obstante, estos
genes no se encuentran presentes en Arabidopsis, planta modelo en la biologia

molecular de plantas [14]. Estos genes han sido estudiados extensivamente a
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nivel de ADN [14], ARN [15] y proteina [16], [17]; y en términos de funcién
fisiolégica [18] y evolucion [14].

La historia evolutiva de esta familia génica se remonta a las gimnospermas
[14], las primeras plantas con semilla, que aparecieron durante el periodo
Carbonifero tardio, por lo menos hace 300 millones de anos. En este escenario,
propiedades de resistencia a la sequia propias de las coniferas (como el pino)
deben haber sido criticas durante su evolucion en el periodo Pérmico, cuando la

Tierra continental se volvié fria y seca.

La primera secuencia nucleotidica reportada de un gen Asr es la del gen
Asr1 de tomate [19]. Fue descubierta mediante hibridizacion diferencial sobre una
biblioteca gendmica de tomate, utilizando como sonda cDNA proveniente de
hojas de plantas estresadas por falta de agua o de frutos maduros. La proteina
codificada por esta secuencia posee una masa de 13 kDa con un punto
isoeléctrico de 7,9. Dicha proteina se detect6 tanto en hojas estresadas como en
pericarpo de frutos maduros. Se determiné que subcelularmente se ubica en el
nucleo. Experimentos posteriores mostraron que la expresion de Asr1 también
aumenta como consecuencia del estrés osmatico, tanto a nivel de mRNA como
de proteina; asi como también mediante el tratamiento con ABA [20]. La
secuencia de Asr1 fue utilizada para realizar un nuevo screening sobre una
biblioteca gendmica, detectandose otra secuencia, denominada Asr2 [21]. Esta
secuencia presenta una homologia del 73% con Asri a nivel nucleotidico y del
85% a nivel proteico. Se analiz6 su promotor [22], el cual presenta probables
motivos de respuesta a ABA y un elemento en la regién 3' UTR similar al del gen
de poligalacturonasa, que también se expresa durante la maduracién del fruto. Se
demostré que dicho promotor es funcional y que es estimulado por ABA, al
menos en papaya y tabaco [23]. Un tercer miembro de la familia se hallé luego
[24] y se determin6 que los tres loci mapean juntos y se encuentran

estrechamente ligados en el cromosoma 4.
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Se establecieron los patrones de expresion de los genes Asri y Asr2:
Mientras que ambos genes se expresan ante disecacién en hojas, Asr2 es el
unico que se expresa en raices bajo condiciones de estrés [15]. A nivel tisular,
Asr1 se expresa en todo el tejido vascular de la hoja tanto en condiciones
normales como de estrés hidrico, mientras que Asr2 se expresa especificamente
en células acompanantes del floema y se expande hacia células del mesoéfilo en
condiciones de estrés [25]. También se ha demostrado que la proteina ASR1 se
acumula en semillas durante la embriogénesis, érgano sometido a disecacion

fisiolégica [17].

A nivel proteico, se encontré6 que ASR1 también se halla en el citoplasma
[26] y que es intrinsecamente desestructurada, monomérica, y que en presencia
de zinc forma homodimeros. [27]. En el nucleo es capaz de unirse a ADN de
forma zinc dependiente [26]. También es capaz de formar homodimeros y de
unirse a ADN tanto en forma monomérica como dimérica [17]. Recientemente se
demostr6 que ASR1 se encuentra tanto en forma monomérica como dimérica
tanto en citosol como en nucleo. La proteina puede ser traslocada al ndcleo en
forma pasiva, por simple difusién a través de los poros nucleares, tanto en su

forma monomérica como dimérica [28].

Respecto de su funcién, se ha demostrado que es capaz de actuar como
chaperona, estabilizando proteinas para evitar su desnaturalizacion frente al calor
y al congelamiento [16]. También se ha probado que confiere tolerancia al estrés
osmoético cuando se expresa de manera heter6loga en levaduras [18] y se
encontrd que en este sistema su ubicacion es mayoritariamente citoplasmatica
[29]. Respecto a su funcidn putativa como factor de transcripcién, hasta la fecha
se ha demostrado que al sobreexpresar ASR1 de tomate en Arabidopsis, ésta
compite con una proteina enddgena, ABI4, por el sitio de unién al ADN y que
reduce la expresion de los genes regulados por esta proteina [30]. En uva (Vitis
vinifera) se ha encontrado que el gen homdlogo de Asr1 (VVMSA) se une a
regiones promotoras de genes que codifican para transportadores de azucares

[8].
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También se han estudiado los aspectos evolutivos de esta familia de
genes, determinandose que todos los miembros de la familia presentes en tomate
se ubican en el mismo cluster en el arbol filogenético. Se ha determinado que
Asr1 es un gen muy conservado [14] y que Asr2 presenta evidencias de seleccién
positiva en especies adaptadas a ambientes aridos, tales como Solanum
chilense, que crece en el desierto de Atacama, Chile [31], [32]. Estos estudios
han llevado al descubrimiento del cuarto miembro de la familia, Asr4 [14], y de un
quinto miembro (Asrb) presente en especies adaptadas a ambientes aridos como

Solanum chilense 'y Solanum peruvianum [33].

Las proteinas ASR han sido recientemente clasificadas como un nuevo tipo
de proteinas de la familia LEA (Late Embyogenesis Abundant), dado que
comparten algunas propiedades tales como una elevada expresién durante el
desarrollo temprano del embrién, pequeno peso molecular, el grado de
hidrofilicidad y patrones 6rgano - especificos de expresion [3], [34].

EPIGENETICA EN PLANTAS

Las modificaciones epigenéticas son modificaciones covalentes en el ADN
0 en la cromatina asociada, que no implican alteraciones en la secuencia del ADN,
pero que tienen gran influencia sobre la expresién génica. Ocurren como
consecuencia de complejas maquinarias enzimaticas, son mitética vy
meidticamente estables y pueden ser adquiridas o perdidas como consecuencia
de factores ambientales externos [35]. Esto otorga mayor plasticidad a los
organismos, que pueden adaptarse con mayor rapidez a su entorno.

Durante la ultima década, la investigacion en epigenética se ha enfocado
principalmente en los mamiferos, mientras que las plantas han recibido menos
atencién. La informacion disponible sobre epigenética en plantas se centra en la
planta modelo Arabidopsis [36], [37], en arroz [38] y maiz [39].

En plantas, las modificaciones epigenéticas son de suma importancia, ya

que al llevar una vida sésil, no pueden moverse en busca de nutrientes 0 mejores
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condiciones ambientales. Las modificaciones epigenéticas en las plantas, pueden
ser transmisibles a la linea germinal y por ende, ser heredadas
transgeneracionalmente [40]. Entre las modificaciones epigenéticas que podemos
encontrar se hayan las metilaciones en citosinas del ADN, que en plantas se las
puede hallar en tres contextos diferentes: el clasico contexto CG y también en
contextos CNG y CNN (asimétrica), exclusivos de plantas, que estan vinculados

generalmente con el silenciamiento de transposones y elementos repetitivos [41].

La regulacién epigenética, a nivel de metilacién en el nucleétido citosina del
ADN en plantas es mucho mas compleja que la descripta previamente en
animales mamiferos. Estudios realizados en la planta modelo Arabidopsis
revelaron que la metilacién en ADN no sélo ocurre en las regiones promotoras,
sino también sobre la propia region transcribible del gen. La regulacion de la
expresion génica varia segun la regiéon en que se halle la metilacion: la metilacién
de tipo CG reprime la expresion génica cuando se halla sobre las regiones
regulatorias, pero la estimula cuando se halla sobre el cuerpo del gen. En efecto,
se han hallado altos niveles de metilacion de tipo CG sobre el cuerpo de genes
housekeeping [42].

Hasta el momento, se ha logrado establecer parte de la maquinaria
enzimatica responsable de los diferentes contextos de metilacion en plantas: se
sabe que MET1, una enzima ortéloga a la DNA metiltransferasa 1 mamaliana es la
encargada de mantener la metilacion del ADN en el contexto CG [43]. Por otra
parte, la cromometilasa 3 (CMT3), una metiltransferasa exclusiva de plantas es la
responsable del mantenimiento de la metilacion en el contexto CNG [44].
Finalmente, se ha demostrado por medio de andlisis de mutantes, que la
metilacion asimétrica (CNN) se debe a la metilasa DRM2 [45], homdloga a la
metiltransferasa de novo mamaliana DNMT3 en conjunto con pequerios ARNs de
interferencia [46].

Otros tipos de modificaciones epigenéticas son aquellas que se pueden
hallar sobre las histonas. Hasta el momento se han detectado numerosas
modificaciones sobre las diferentes histonas: acetilaciones, metilaciones,
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fosforilaciones, ubiquitinaciones, sumoilaciones y ADP ribosilaciones entre otras
[47]. Estas modificaciones actian como un lenguaje propio de las histonas que es
decodificado por una gran bateria de proteinas. Estas marcas son muy dinamicas
y se han reportado una gran cantidad de enzimas involucradas en el agregado y
remocion de las mismas [48]. Entre las modificaciones mas estudiadas se
encuentran las acetilaciones en las lisinas 9 y 27 de la histona 3, las cuales se
ubican preferentemente hacia el extremo 5' de los genes y correlaciona siempre
con activacién transcripcional. Las metilaciones de histonas pueden ocurrir tanto
en residuos de lisinas como de argininas y puede diferir el nimero de grupos
metilo que se agregan. En la histona 3, tanto la trimetilacion en lisina 4 (H3K4me3)
como la di- (H3K36me2) o trimetilacion en lisina 36 (H3K36me3) correlacionan con
un aumento de la actividad transcripcional, aunque éstas no se encuentran en las
mismas regiones: mientras que H3K4me3 se halla sobre los promotores y region
5' de los genes, H3K36me2 y me3 se halla sobre la region transcribible de los
genes [49]. Otra marca de metilacion en histonas con correlato en los niveles de
transcripto es la trimetilacién en la lisina 27 de la histona 3 (H3K27me3), la cual se
halla sobre el cuerpo de los genes a los que regula y correlaciona con muy bajos
niveles de expresion. Es de destacar que, al menos en maiz, esta marca se halla
principalmente sobre genes de expresion tejido especifica y genes implicados en
el desarrollo, y que se excluyen mutuamente con la metilacion en citosinas del
ADN, pese a que ésta es también una marca represiva [39]. Por ultimo, la
dimetilacién en lisina 9 de la histona 3 se ha reportado como una marca de
heterocromatina en Arabidopsis [50], sin embargo estudios encarados por nuestro
grupo arrojaron que ésto pareciera no ser asi al menos en tomate, ya que dicha
marca se hallé sobre el cuerpo de genes de expresién constitutiva tales como
ubiquitina 3 (Ubi3) y factor de elongacion 1 (EF-1) [51].
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LA METODOLOGIA DEL BISULFITO SOBRE ADN GENOMICO TOTAL

La metodologia mas empleada en el analisis de la metilacion en citosinas
del ADN es la técnica de bisulfito, dado que permite identificar el estado de
metilacion de cada citosina particular a nivel de cada nucleétido. Esta técnica fue
desarrollada en 1992 por Frommer [52], y se basa en la reaccidn diferencial de las
citosinas no metiladas y metiladas con el bisulfito, para dar origen a uracilo.
Mientras que la reaccion de las citosinas no metiladas ocurre con cierta rapidez,
las citosinas metiladas son mucho menos reactivas. Esto permite que, bajo
condiciones adecuadas se puedan diferenciar aquellas citosinas metiladas de las
que no lo estan. Los uracilos resultantes de la conversion por bisulfito de las
citosinas no metiladas son reemplazadas por timinas durante la posterior
amplificacion por PCR y se observan como tales luego de la secuenciacion;

mientras que las citosinas metiladas no sufren ningin cambio [53].

No obstante las ventajas del método, la puesta a punto del mismo es un
gran desafio. En primer lugar, la reaccién de las citosinas con el bisulfito para dar
uracilo, ocurre solamente sobre ADN simple cadena, por esto es necesario la
desnaturalizacion del mismo para que la reaccion tenga lugar. Para facilitar el
paso de desnaturalizacion, es necesario obtener fragmentos de ADN cuyo tamano
oscile entre 500 y 2000 pb. Esto puede lograrse o bien mediante sonicado del
ADN o mediante el corte con alguna enzima de restriccion de corte frecuente. Si
se elige la segunda opcién hay que verificar que la region de interés no contenga
el sitio de corte de la enzima, ya que si asi fuera, no se podra amplificar luego
mediante PCR.

La reaccién con bisulfito (Figura 2) consta de dos etapas [53]: una etapa de
conversion con bisulfito (sulfonacion y desaminacién) a pH=5, de parametros
variables segun la concentracion del ADN a tratar; y una segunda etapa de
desulfonacién en medio alcalino (NaOH 0.3 M, pH=13) a 37°C.
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Figura 2. Esquematizacion de las etapas de la reaccion del bisulfito sobre citosinas no
metiladas. Paso 1: Etapa de sulfonacién, Paso 2: Etapa de desaminacién y Paso 3: Etapa de
desulfonacion. Las primeras se llevan a cabo a pH = 5 y a temperaturas y tiempos variables segun
la cantidad de ADN a tratar. La desulfonacién se realiza a 37°C entre 15 y 20 minutos a pH=13.
(Adaptado de Hayatsu et Al.,2008).

Uno de los principales desafios de la técnica es la puesta a punto de la
etapa de conversion. Durante esta etapa hay que considerar que una gran
proporcién del ADN de partida se degrada a consecuencia del bisulfito [53], [54]
(Figura 3) y que si las temperaturas y el tiempo de la reaccion no son los
adecuados, se corre el riesgo de que queden citosinas no metiladas sin convertir a
uracilo y de esta forma, considerar metilada una citosina que no lo esta. Para
evitar estos inconvenientes es necesario poner a punto las condiciones de
temperatura y duraciéon de la reaccién, la cual siempre debe ser un compromiso
entre el menor nivel de degradacioén posible y el mayor nivel de conversion de

citosinas no metiladas [55].
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Figura 3. Niveles de degradacion del ADN al tratarlo con bisulfito a 55°C. ADN remanente
luego de diferentes tiempos de reacciéon determinando la concentracion de dNMP’s por
cromatografia. (Adaptado de Grunau et Al., 2001).

Una vez finalizada la reaccion, y antes de realizar cualquier ulterior analisis,
es necesario amplificar el fragmento de interés mediante PCR, dado que la
cantidad de ADN convertido remanente es generalmente menos del 5% del ADN

de partida y es insuficiente para cualquier reacciéon de secuenciacion.

En este punto surge un nuevo desafio: el disefio de los primers. En primer
término, el producto convertido por bisulfito presenta un alto contenido de A+T y
bajo contenido de C+G (aproximadamente 75 % A+T y 25 % C+G), resultando en
primers con alto contenido de A+T que presentan temperaturas de melting muy
bajas (en muchos casos menores a 50°C). A consecuencia de esto, las reacciones
llevadas a cabo con estos primers pueden no amplificar ningun producto (por falta
de apareamiento de los primers al templado), o bien, amplificacion de un gran
namero de productos inespecificos, como resultado de utilizar bajas temperaturas
de annealing para tratar de que la reacciéon amplifique el producto deseado. En
segundo lugar, el hecho de que el ADN tratado con bisulfito esté compuesto

mayoritariamente por tres bases (A, T y G), produce que haya una mayor
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repetitividad de secuencias, haciendo que los primers anillen en varios sitios

simultaneamente dando como resultado productos espurios.

Por otro lado, se debe procurar evitar que los primers disefiados sean
capaces de amplificar templados que puedan haber quedado sin convertir, ya que

esto resultaria en una gran sobreestimacion de la metilacién.

Para zanjar estos inconvenientes, se tuvieron en cuenta algunos
parametros adicionales a los habituales para el disefio de primers, los cuales se
indican en [56]. Se busc6 que los primers tuvieran en su secuencia, timinas
derivadas de la conversién de citosinas, en particular en su extremo 3’, a fin de
garantizar la amplificacion exclusiva de las moléculas de ADN convertidas por la
reaccion de bisulfito. Asimismo, se buscé que los oligos tuvieran el mayor

porcentaje de C+G posible, para favorecer su annealing al templado.
OBIJETIVOS

Los objetivos planteados en este trabajo fueron:

a) Estudiar las modificaciones epigenéticas presentes sobre los genes Asr1 y
Asr2. Las marcas de metilacion en citosinas del ADN se estudiaron mediante
el empleo de la técnica de bisulfito sobre ADN gendémico total, mientras que
las marcas sobre histonas se estudiaron mediante la técnica de

inmunoprecipitacién de la cromatina (ChlP).

b) Determinar si estas marcas varian como consecuencia de factores

ambientales externos, en este caso por estrés hidrico.

c) Determinar si existe una correlacion entre las variaciones de las marcas

epigenéticas y los niveles de expresion de estos genes frente a estrés hidrico.
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MATERIALES Y METODOS

CULTIVO DE PLANTAS DE TOMATE

Las semillas comerciales de tomate fueron sometidas a un tratamiento de
blanqueo, para lo cual se las dej6 en una solucidon de lavandina (20 g/l de
hipoclorito de sodio) por 30 minutos, luego de lo cual se las enjuagd con agua
destilada. La germinacion de las semillas se realiz6 sobre papel secante
humedecido, manteniéndolas por 72 a 96 horas en oscuridad total. Transcurrido
ese tiempo, se las colocd en una camara de cultivo a 23°C, con un fotoperiodo de
12 horas luz — 12 horas oscuridad, por 4 o 5 dias mas, luego de lo cual se
procedié6 a su transplante. Las plantas se cultivaron sobre un sustrato soélido,
compuesto por 4 partes de tierra, 2 partes de turba, 1 parte de perlita y 1 parte de
vermiculita, manteniéndolas en la misma camara y bajo las mismas condiciones

descriptas anteriormente.
INDUCCION DE ESTRES HiDRICO

Se utilizaron plantas de entre 3 y 4 semanas, las cuales fueron removidas
de su sustrato cuidadosamente y sus raices se limpiaron hasta que no quedaron
restos de tierra. A la mitad de las plantas se les cortaron las hojas y/o raices y se
congelaron inmediatamente en nitrogeno liquido. La otra mitad fue sometida a
estrés hidrico por diferentes tiempos que oscilaron entre los 10 minutos y las 6
horas, para lo cual se colocaron sus raices sobre un papel absorbente. En algunos
casos, las raices se colocaron ademas, bajo una lampara incandescente. Luego
de transcurrido el tiempo requerido, se procedioé a cortar las hojas y/o raices y se
congelaron inmediatamente en nitrégeno liquido. Se verific6 en todos los casos
que los fenotipos de marchitez observados fueran reversibles, volviendo a colocar

las plantas estresadas en un recipiente con agua corriente.
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EXTRACCION DE ADN GENOMICO

El ADN gendmico de hojas se extrajo siguiendo el protocolo de Peralta [57]
con algunas modificaciones. Para esto, se tomaron las hojas y se molieron en
mortero con nitrogeno liquido. Una vez molido el tejido, el polvo resultante se
resuspendié en 30 ml de Buffer de Extraccion (ver composicion en apéndice)
conteniendo CTAB como detergente, el cual es mas eficaz dado el alto contenido
de azucares y polifenoles presentes en la planta de tomate. El extracto resultante
se calentd a 65°C por 20 minutos, tras lo cual se anadieron 10 ml de cloroformo y
se agitd en un agitador tipo vaivén a temperatura ambiente. Luego se centrifugd
por 20 minutos a 5000 rpm a 4 °C. El sobrenadante obtenido se pas6 a un tubo tipo
Falcon y se agreg6 0.7 volumenes de isopropanol. Se incub6 a -20°C por 30
minutos, tras lo cual se centrifugd por 30 minutos a 5000 rpm a 4°C. Se descart6
el sobrenadante y el pellet se resuspendié en 1 ml de buffer TE. Se trasvaso el
contenido a un Eppendorf de 1.5 ml y se agregaron 10 pl de RNAsa A. Se dejé
actuar por 30 minutos a 37°C, tras lo cual se agregd 0.5 ml de fenol: cloroformo:
isoamilico (25:24:1), se centrifugd a 5000 rpm por 10 minutos y se tomo el
sobrenadante. Luego se realizé otra extraccion con cloroformo Unicamente para
extraer todo resto de fenol que pudiera haber quedado. Al sobrenadante se agregd
0.7 volumenes de isopropanol y se dejé por 30 minutos a -20°C, tras lo cual se
centrifugé por 20 minutos a 12000 rpm. Luego se realiz6 un lavado con etanol
70% y se sec6 en estufa a 37°C por 10 minutos. Se resuspendié en 50 pl de agua
mQ.

La extraccion de ADN gendémico de raices result6 mas dificultosa dado la
gran cantidad de pigmentos que se extraen con él y cuya eliminacion mediante
extraccion organica es muy dificil. Se siguié un protocolo adaptado de Khan [58],
para el cual se cortaron 2 gramos de raices en trozos de no mas de 2 mm con un
bisturi, tras lo cual se molieron en mortero con nitrégeno liquido. Se agregaron 8
ml de Buffer de Extraccion (ver composicién en apéndice) y se colocd en un tubo
Falcon de 50 ml. Se incub6 a 70°C por 30 minutos, tras lo cual se dejé enfriar a
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temperatura ambiente. Se agreg6 un volumen de cloroformo: isoamilico (24:1), se
mezcl6 y se centrifugé 10 minutos a 12000 rpm. Luego se transfirié la fase acuosa
a otro tubo y se le agregaron 0.6 volimenes de isopropanol helado, se dej6é
precipitando por 30 minutos a -20°C. Se centrifugd a 12000 rpm por 10 minutos a
4°C y se descartd el sobrenadante. El pellet resultante se lavé con etanol 80% vy
se secd por 10 minutos en bloque seco a 37°C. Se redisolvié el pellet en 400 pl de
buffer TE (ver composicion en apéndice), se agregd 1ul de RNAsa A y se incubé
por 10 minutos a 37°C. Al cabo de ese tiempo, se agregd nuevamente un volumen
de cloroformo: isoamilico (24:1), se mezcld bien y se centrifugé por 10 minutos a
8000 rpm a 4°C. La fase acuosa se transfiri6 a otro tubo y nuevamente se
agregaron 0.6 volumenes de isopropanol helado y se dej6 precipitando por 10
minutos a -20°C. Posteriormente se centrifugd a 8000 rpm por 5 minutos a 4°C. Se
descart6 el sobrenadante, y el pellet se lavd dos veces con etanol 80%, se dejé

secar a 37°C por 10 minutos y se resuspendi6é en 50 yl de agua mQ.

Luego, el ADN extraido se pasé por un tamiz molecular (Sephadex G-100,
GE), colocando la muestra sobre la parte superior de la columna y centrifugando
por 1 minuto a 700 g. Este procedimiento se repiti6 tres veces, eliminando

eficazmente los pigmentos presentes en la raiz.
ESTIMACION DEL NIVEL DE METILACION SOBRE EL GENOMA DE HOJAS

Se trataron 100 ng de ADN gendmico total con enzimas de restriccién que
presentan diferente sensibilidad a la metilacion en citosinas (Tabla 1). Las
incubaciones se realizaron a 37°C por 4 horas, empleando 5 U enzimaticas en un
volumen final de 20 pl.
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Enzima | Sitio de Reconocimiento | Sensibilidad a la metilacién
Aci 1 5'-CCGC-3' Sensible a metilacion CG
Bfal 5'-CTAG-3' Insensible

BstU I 5-CGCG-3' Sensible a metilacion CG
Cfol 5-GCGC-3' Sensible a metilacion CG
Hae Il | 5'-GGCC-3' Insensible

Msp I 5'-CCGG-3' Sensible a metilaciéon CNG
Sau3A 1 | 5-GATC-3' Insensible

Tabla 1. Lista de enzimas empleadas para determinar el nivel de metilacion a nivel
genémico. Se incluye informacion sobre el sitio de corte y su sensibilidad a los distintos tipos de
metilacién.

A modo de control, se realizaron restricciones en paralelo con el pladsmido
comercial pBluescript (Stratagene) bajo las mismas condiciones que el ADN
genomico, como chequeo de la eficiencia de corte de las enzimas. Los productos
de las restricciones se sometieron a electroforesis en gel de agarosa 1% por una
horaa 75 V.

DETECCION DE MARCAS DE METILACION EN CITOSINAS DEL ADN POR MEDIO DE
LA TECNICA DE BISULFITO SOBRE ADN GENOMICO TOTAL

REACCION DEL ADN GENOMICO CON BISULFITO DE SODIO

En primer lugar, se fragmenté el ADN en fragmentos de entre 500 y 2000
pb en promedio, mediante el empleo de enzimas de restriccion, con el objeto de
favorecer su desnaturalizacion. Se realizaron ensayos previos con diferentes
enzimas de restriccion para evaluar el resultado final sobre el ADN. Finalmente,
para los experimentos con Asr1 en hoja se utilizé la enzima Bfal (Fermentas) y

para los experimentos con Asr2 en raices se utiliz6 la enzima Dral (New England
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Biolabs). En ambos casos, la reaccion se llevé a cabo colocando 5 ug de ADN con

10 U de una u otra enzima en un volumen final de 20 ul.

La reaccidén con bisulfito se realizé siguiendo los parametros previamente
establecidos por Clark [59] con algunas modificaciones que se detallan a
continuacién. La primera etapa consiste en la desnaturalizacion del ADN, para lo
cual se coloc6 en un Eppendorf de 1,5 ml, 18 pyl de ADN (entre 500 ng y 1 ug
totales) y 2 ul de una solucién de hidréxido de sodio 3 M. Luego se incubd por 20
minutos a 37°C en estufa y se le dio un pulso de 2 minutos a 90°C. Finalmente se
coloco en hielo por 5 minutos y se realiz6 un centrifugado breve a 13000 rpm y a
4°C.

La siguiente etapa es la de sulfonacién y deaminacién hidrolitica. Para esta
etapa se prepard una solucion disolviendo 7,6 g de bisulfito de sodio en 15 ml de
agua mQ estéril y se llevd a pH=5 con una solucién de hidréxido de sodio 10 M. A
los 20 pl de la etapa anterior se le agregaron 208 pl de la solucién de bisulfito y 12
Ml de una solucién de hidroquinona 10 mM. Luego, se agregaron dos gotas de
aceite mineral, se mezclaron bien los reactivos y se colocaron las muestras en una
termocicladora MJ PTC-100 (MJ Research) con un programa de 16 ciclos de 5
segundos a 90°C y 1 hora a 55°C. Finalmente se centrifugd brevemente y se

descarté el aceite mineral.

La ultima etapa es la de desalado y desulfonacién alcalina, para lo cual se
juntaron dos tubos de reaccién de la etapa anterior y se agregé 1 ml de resina del
kit comercial Promega Wizard DNA Clean-Up (Promega); se mezclé por 5 minutos
utilizando un agitador y se colocé la mezcla en una jeringa de 3 ml, previamente
unida a una columna del kit. Luego se insert6 el émbolo y se empuj6 la resina
junto con la muestra a través de la columna. Se separé la columna de la jeringa,
se extrajo el émbolo y se volvieron a unir. Se agregaron 2 ml de isopropanol 80% y
se hizo pasar a través de la columna para lavarla. Se separd la columna de la
jeringa y se coloc6 sobre un Eppendorf de 1,5 ml y se realizé un centrifugado por

dos minutos a maxima velocidad, para secar la resina. La columna se transfirié a
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un nuevo tubo y se agregbé 50 ul de buffer TE (ver composicion en apéndice)
previamente calentado a 70°C en un bafo seco. Se dejé reposar a temperatura
ambiente por 5 minutos y se realiz6 un centrifugado a maxima velocidad por 30
segundos para colectar el eluido. Al eluido se le agregé 5,5 pl de hidréxido de
sodio 3 M y se incubd por 20 minutos a 37°C para que se produzca la
desulfonacién. Luego de la desulfonacién se centrifugd brevemente y se agreg6 1
Ml de tRNA (10 mg/ml) (Biodynamics), 93,5 pl de agua mQ), 105 ul de isopropanol y
15 ul de acetato de sodio 3 M, pH=5,3. Se colocd a -20°C por 3 horas o durante
toda la noche para precipitar el ADN. Al cabo de ese tiempo, se centrifugé 20
minutos a 15000 rpm a 4°C, se descart6 el sobrenadante y se colocaron 100 ul de
etanol 70% para lavar, se agité vigorosamente y se centrifugé por 20 minutos a
15000 rpm a 4°C. Se removio el etanol y se sec6é por 10 minutos a 37°C en un
bano seco. Se resuspendio el pellet en 50 ul de agua mQ y se almacen6 a -20°C.

AMPLIFICACION DE LAS ZONAS DE INTERES POR MEDIO DE REACCION EN
CADENA DE LA POLIMERASA (PCR)

Los primers se disefiaron considerando los parametros descriptos por
Wojdacz [56], y otras consideraciones generales, tales como formacién de
dimeros intra e inter primers, formacion de horquillas (hairpins), repeticiones de
secuencias, etc. Para esto se utilizaron los programas Beacon Designer
(http://www.premierbiosoft.com/molecular_beacons/index.html), Kismeth [60] vy
Primer3 [61].

Asrl EN HOJAS:

Para el analisis de la regidn codificante de Asr1, se realizé una PCR semi-

nested utilizando para la primer ronda de amplificacion los siguientes primers:
Forward Primer: 5' - ATAGAGGATTTGATAAGATTATATTTG- &'
Reverse Primer:5' - CTTTTTTCTCATAATACTCATAA- 3'

El producto esperado de esta reaccion de PCR es un amplicén de 1044 pb.
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Luego se realizd una segunda reaccién de PCR en la cual se utilizd el
mismo primer reverse, pero se utilizd el siguiente primer forward, rio abajo del

primero:
Forward Primer (2):5' - GGAGGAGGAGAAATATTATTATT- 3'
El producto final de esta reaccion de PCR fue un amplicon de 966 pb.

Las reacciones se llevaron a cabo en una termocicladora MJ PTC-100 (MJ
Research) bajo las siguientes condiciones: Desnaturalizacién inicial: 2 minutos a
94°C; 40 ciclos conformados por desnaturalizacion a 94°C por 30 segundos,
annealing a 50°C por 30 segundos y elongacién a 72°C por 90 segundos. La
elongacion final fue de 10 minutos a 72°C.

En ambas reacciones de PCR se utilizaron 0,625 U de Tag DNA
Polymerase (Invitrogen); 6 mM de cloruro de magnesio; 0,2 yM de una mezcla de
dNTPs (Fermentas) y 0,2 uM de cada uno de los primers. El volumen final fue de
50 pl. Para la primera reaccién se utilizaron 5 yl de ADN previamente tratado con

bisulfito como templado, y para la segunda, 5 ul de la primera reaccion de PCR.
Asr2 EN RAICES:

Para el andlisis de la region regulatoria de Asr2, se realizaron dos rondas

de PCR utilizando para ambas rondas de amplificacion los siguientes primers:
Forward Primer:5' -TTATGAGGAATATGTAATGGAGAAG - 3'
Reverse Primer: 5' -TATAAACAACCAATAACTTAAATTAACC - 3
El producto esperado de esta reaccion de PCR es un amplicén de 968 pb.

Las reacciones se llevaron a cabo en una termocicladora Techne TC-3000-
G (Techne Inc.) bajo las siguientes condiciones: Desnaturalizacién inicial: 2
minutos a 94°C; 40 ciclos conformados por desnaturalizacién a 94°C por 30
segundos, annealing a 61°C por 30 segundos y elongacién a 72°C por 90

segundos. La elongacién final fue de 10 minutos a 72°C.
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Dado que la reaccién arrojé como resultado muy poca masa de producto
especifico, se realizaron entre 10 y 20 reacciones de PCR idénticas, se juntaron y
se concentraron por centrifugacion en vacio, hasta alcanzar un volumen final de
50 ul. Las muestras se sometieron a una electroforesis en gel de agarosa 1% por
45 minutos a 80 V, tras lo cual se recortd la banda especifica y se purifico el ADN
mediante el empleo del kit comercial QiaQuick Gel Extraction Kit (Qiagen). Este
producto de PCR purificado se utiliz6 como templado para la segunda ronda de

amplificacion.

Para el analisis del cuerpo del gen Asr2, también se realizaron dos rondas
de PCR utilizando para ambas rondas de amplificacion los siguientes primers:

Forward Primer: 5' -GGTTAATATTTTTGGATATTGTTTATAT- 3'
Reverse Primer:5' -AACAAAACATAAAATCCATAAATACC - 3
El producto esperado de esta reaccion de PCR es un amplicén de 602 pb.

Las reacciones se llevaron a cabo en una termocicladora MJ PTC-100 (MJ
Research) bajo las siguientes condiciones: Desnaturalizacién inicial: 2 minutos a
94°C; 40 ciclos conformados por desnaturalizacion a 94°C por 30 segundos,
annealing a 58°C por 45 segundos y elongacién a 72°C por 45 segundos. La
elongacion final fue de 10 minutos a 72°C.

Para este amplicdn también se realizaron dos rondas de amplificacion,
siguiendo el mismo procedimiento que para el amplicén anterior, a fin de aumentar

la masa del mismo y obtenerlo libre de otros productos espurios de la reaccién.

En ambos casos, las concentraciones de los reactivos para cada reacciéon

fueron las mismas que las empleadas para la amplificacion del gen Asr1.
SUBCLONADO Y SECUENCIACION

Con el fin de poder detectar diferentes alelos de metilacién, se procedi6 a
realizar un subclonado de los productos obtenidos por PCR. Para el clonado, se
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utilizé el vector pGEM-T Easy Vector (Promega), realizando una ligacién a 4°C
durante toda la noche y empleando una relacion molar inserto:vector de 3:1. Se
transformaron por electroporacion células competentes de E. coli cepa BH5-a, con
el producto de la reaccion de ligado. Esto se llevé a cabo mediante el empleo de
un electroporador (Gene-Pulser, Biorad), utilizando el programa "Ec2" y cubas de
electroporacién de 2 mm de paso. Luego de la electroporacién, las bacterias se
recuperaron en medio SOB (ver composicién en el apéndice) por 40 minutos en
estufa a 37°C. Se seleccionaron los clones positivos en placas conteniendo LB
Agar (ver composicion en apéndice), Ampicilina, X-Gal e IPTG. Sobre las colonias
que contenian el inserto (blancas), se realiz6 una colony PCR, utilizando los
primers universales T7 y SP6 (Biodynamics), para corroborar la presencia y el
tamano del inserto. Una vez corroborado esto, se realizaron cultivos en medio LB
liquido (ver composicidon en apéndice) con ampicilina, durante toda la noche a
37°C de las colonias positivas. Luego, se realizé un protocolo de extraccion de
ADN plasmidico (miniprep) utilizando el kit comercial GenedJet Plasmid Miniprep Kit
(Fermentas) para diez clones obtenidos en cada uno de los diferentes tiempos de
estrés ensayados. Una vez purificados, los plasmidos fueron enviados al servicio
de secuenciaciéon de la FCEyN o a Macrogen (Corea) para ser secuenciados
siguiendo el método de Sanger.

ANALISIS DE LOS RESULTADOS

Los resultados obtenidos en la secuenciacién fueron analizados mediante el
software Kismeth [60]. Dicho software compara las secuencias obtenidas con la
secuencia original (o sea sin tratar con bisulfito) y determina el estado de
metilacion en cada citosina de la secuencia a analizar. Estos datos fueron
traducidos manualmente a un sistema binario (0 = no metilado, 1 = metilado) y se
volcaron en el software GraphPad. De esta forma se estimaron los porcentajes de
metilacion por sitio y también agrupandolos por regién de interés (promotor,
exones e intrones). El analisis estadistico se realizé mediante el test de Mann-

Whitney con un 95% de confianza.
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CONTROLES DE CONVERSION POR BISULFITO

Como control, utilizamos el plasmido pBluescript (Stratagene), el cual fue
previamente metilado utilizando la metilasa mHaelll (New England Biolabs)
siguiendo las instrucciones del fabricante. Esta enzima metila la citosina interna
del sitio 5-GGCC-3’. Como control de la correcta metilacion, se sometié al
plasmido a restriccion con la enzima Haelll, verificando que la misma no lo cortara
en ningun sitio. Luego se realizo6 el tratamiento con bisulfito a diferentes tiempos, y
finalmente se realiz6 una PCR, utilizando un par de primers especificos para
amplificar solamente el fragmento convertido por el bisulfito, y asi minimizar la
amplificacion del ADN no convertido. Para verificar el grado de conversion, se
chequed la misma digiriendo el producto de PCR con la enzima de restriccion Bfa
I. El fragmento amplificado por PCR presenta un sitio de corte para esta enzima
(5’-CTAG-3’) que se pierde cuando es convertido por bisulfito (pasa a ser 5'-
TTAG-3’) y la enzima deja de cortar. Ademas este fragmento contiene un sitio 5’-
GGCCAG-3’, donde las primeras cuatro bases corresponden al sitio de metilacién
de la metilasa mHae Ill. De modo que esta secuencia cuando esta metilada (5’-
GG™CCAG-3) y es tratada con bisulfito, da origen a la secuencia 5-GGCTAG-3’,
donde las ultimas cuatro bases corresponden ahora con un nuevo sitio de corte
para la enzima Bfa I. Entonces, el patrén de bandas es diferente en una muestra
no tratada con bisulfito, una muestra tratada con bisulfito pero no metilada
previamente y una muestra metilada y tratada luego con bisulfito. Con un
tratamiento con bisulfito de 16 horas a 55°C, obtuvimos este patron de bandas
diferenciales al cortar con Bfa | (Figura 4).
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mHaelll bisulfito PCR (383 bp)
pBluescript —_— > >
5’-GGCCAG-3’ 5’-CTAG-3’

, l , Bfal (5°-
5"GGH1CCAG—3’ 5 -TTAG-3 CTAG_3’)
5’-GGCTAG-3’

+mHaelll - mHaelll +mHaelll - mHaelll -Bfa
. . . . . . . —A
+ Bisulfito + Bisulfito - Bisulfito - Bisulfitor™ ~

L |

— — — R

Figura 4. Esquema del procedimiento empleado para verificar la conversion por bisulfito y
resultados obtenidos. En la fotografia del gel de agarosa se aprecian los patrones de bandas
obtenidos en cada tratamiento, coincidente con el esperado previamente. Se muestra la
desaparicion de los sitios de corte originales de Bfal como consecuencia del tratamiento con
bisulfito y la aparicién de un nuevo sitio, por acciéon de la metilasa mHaelll seguida de una
reaccion de bisulfito.

DETECCION DE MARCAS DE METILACION EN CITOSINAS DEL ADN MEDIANTE EL
USO DE ENZIMAS DE RESTRICCION ISOESQUIZOMERAS CON DIFERENTE SENSIBILIDAD A
LA METILACION

RESTRICCION DEL ADN GENOMICO CON Mspl o Hpall

Se utilizaron las enzimas Hpall (5-CCGG-3’), la cual es sensible a
metilacion CG y la enzima Mspl (5°-CCGG-3’), la cual no es sensible a la
metilacion CG, pero si es sensible a la metilacidén en la citosina externa del sitio de
corte, siendo indicativa de metilacion CNG [62].
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Las restricciones se realizaron durante toda la noche (o por un minimo de 4
horas) a 37°C, empleando 100 ng de ADN gendmico total y 5 U de una u otra

enzima de restriccién en un volumen final de 20 pl.

ESTIMACION DEL NIVEL DE CORTE DE LAS ENZIMAS MEDIANTE PCR EN
TIEMPO REAL (REAL-TIME PCR)

Después de cada reaccién enzimatica se realiz6 una PCR en tiempo real
para cuantificar el amplicbn de 169 pb generado por los siguientes primers

flanqueantes al sitio de corte de las enzimas:
Forward Primer: 5-ATGGAGGAGGAGAAACACC-3
Reverse Primer: 5-GATTATATCAACGTACCAAGGC-3’

Las reacciones se llevaron a cabo en una termocicladora MJ Engine
Opticon (Biorad) utilizando Sybr Green (Roche) como fluor6foro. Se utilizaron
0,625 U de Taq DNA Polymerase (Invitrogen), 3 mM de cloruro de magnesio, 2 yM
de una mezcla de dNTPs (Fermentas) y 0,2 uM de cada uno de los primers (IDT
Inc.). Para cada reaccion, se utilizdé 1 ul (5 ng) de templado y su volumen final fue
de 25 pl.

Las condiciones de ciclado fueron 40 ciclos de desnaturalizacion por 30
segundos a 94°C, annealing por 30 segundos a 67°C y elongacion por 45
segundos a 72°C. La curva de melting se realizé entre 70 y 95°C, cada 0,5°C.
Todas las reacciones de PCR se realizaron por duplicado y se incluyeron 4
controles negativos (sin templado). Se realizd una curva estandar para validar el
rango lineal de la PCR, la sensibilidad y el limite de deteccion. El andlisis de los
datos se realizd mediante el sofftware Opticon Monitor, provisto por el fabricante

del equipo.

En todos los casos, la especificidad del producto de PCR se confirmé
analizando la curva de melting y mediante una electroforesis en gel de agarosa
2% por 1 horaa 80 V.
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La ocurrencia de corte casi total, debido a la ausencia de metilacion fue
inferida si se detectaba amplificacién tardia del fragmento. Por el contrario, el ADN
metilado y por ende no cortado, se detecté mediante la amplificacién temprana del
fragmento, bajo las mismas condiciones. Los valores de C(t) se relativizaron a un
amplicén no relevante, que carecia del sitio de corte de la enzima. Para esto
utilizamos un par de primers correspondiente al gen de actina, el cual originé un
amplicon de 185 pb bajo las mismas condiciones de ciclado y concentraciones de
reactivos. Los primers de actina utilizados para este propésito fueron los

siguientes:
Forward Primer: 5-GGGATGATATGGAGAAGATATGG-3’
Reverse Primer: 5-AAGCACAGCCTGGATAGC-3’

Se calcularon los valores de AC(t) entre las muestras tratadas y no tratadas
con las enzimas de restricciéon. Si el nivel de metilacion era alto, el valor de AC(t)

era menor y viceversa.

DETECCION DE MARCAS DE METILACION EN LISINAS DE HISTONAS MEDIANTE EL
USO DE LA TECNICA DE INMUNOPRECIPITACION DE LA CROMATINA (ChIP)

INMUNOPRECIPITACION DE LA CROMATINA EN TOMATE

Para llevar a cabo la inmunoprecipitacion de la cromatina se sigui6 el

protocolo desarrollado en nuestro laboratorio con algunas modificaciones [51].

Se parti6 de 4 gramos de hojas, tratando de elegir las mas jévenes o, en
caso contrario, se las corté en fragmentos de 1 cm?; o bien 4 gramos de raices
que se cortaron en fragmentos de 1 cm de largo. Las hojas o raices se dividieron
en 4 tubos tipo Falcon con un gramo de tejido en cada uno. Se agregaron 37 ml de
Buffer de Extraccién 1 (ver composicién en apéndice) y 1 ml de formaldehido, para
realizar el crosslinking (entrecruzamiento de acidos nucleicos y proteinas). Se
chequebé que las hojas o raices quedaran perfectamente sumergidas en la
solucion y se aplicé vacio por 10 minutos. Se cort6é el vacio a intervalos de dos
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minutos aproximadamente, para favorecer la penetraciébn de la solucion de
crosslink. A los 5 minutos se detuvo el vacio y se mezclaron los tubos por
inversion con el fin de eliminar las burbujas de aire que impiden el crosslink. El
crosslinking se detuvo agregando 2,5 ml de glicina 2 M y haciendo vacio por 5
minutos adicionales. Luego, las hojas o raices se enjuagaron con agua destilada 2
o 3 veces para eliminar los restos de buffer y se secaron sobre papel absorbente.

El material vegetal crosslinkeado se moli6 bien fino en un mortero con
nitrégeno liquido, de a un gramo por vez. El polvo resultante se resuspendi6 en 30
ml de Buffer de Extraccion 1 y se filtr6 primero por una malla de nylon de 80 ymy
luego por otro de 11 um. El filtrado se centrifugd por 20 minutos a 2880 g a 4°C en
una centrifuga Hermle Z323K. Se descarté el sobrenadante, y el pellet se
resuspendié en 50 ml de Buffer de Extraccidn 2 (ver composicion en apéndice). Se
dej6é a 4°C por 10 minutos con agitacion lenta, a fin de eliminar los plastidos.
Luego se centrifugdé por 30 minutos a 2100 g en la misma centrifuga. Se descarté
el sobrenadante y se resuspendié el pellet en 4 ml de Buffer de extraccién 2 con
inhibidores de proteasas sin EDTA (Complete EDTA Free, Roche). La muestra se
dividié en 4 tubos Eppendorf y se centrifugd por 10 minutos a 12000 g en una
centrifuga Hitachi Koki. Se descart6 el sobrenadante y se resuspendi6 el pellet en
1 ml de Buffer con Percoll (GE Healthcare) 95% (ver composicién en apéndice).
Se centrifugd por 10 minutos a 12000 g en la misma centrifuga. Se tomo la fase
superior (que contiene los nacleos), minimizando tomar el Percoll y luego se diluyé
5 veces en Buffer de Resuspensién Nuclear (ver composicion en apéndice). Se
centrifugd por 10 minutos a 12000 g, se descartd el sobrenadante y se
resuspendio el pellet en 1 ml de Buffer de Resuspension Nuclear. Se centrifugé
nuevamente a 12000 g por 10 minutos, se descartd el sobrenadante y se
resuspendio el pellet en 500 ul de Buffer de Lisis Nuclear (ver composicion en
apéndice). Se agregaron inhibidores de proteasas con EDTA (Invitrogen). Se
sonicd la muestra por 20 minutos a maxima potencia en un sonicador de bafo
Bioruptor, en dos tandas de 10 minutos cada una, separadas por un intervalo de

30 minutos. A continuacion, se centrifugd por 5 minutos a 21000 g, se tomé el
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sobrenadante y se cuantificé el ADN presente en la muestra mediante el empleo
del kit comercial Qbit (Invitrogen), utilizando 1 pl de muestra.

Por otra parte, se prebloquearon 40 ul de esferas magnéticas conjugadas a
proteina A (Dynabeads Protein A, Invitrogen) durante 1 hora con 1 ul de ADN de
esperma de salmén (10 mg/ml) y 2 pyl de BSA. Se llevé a 1 ml de volumen final con
Buffer de Dilucién de ChIP (ver composicién en apéndice). Luego, las esferas se
lavaron 3 veces con Buffer de Dilucion de ChIP, para lo cual se utilizé una gradilla
magnética (MagnaRack, Invitrogen). Se agregd a las esferas la cromatina obtenida
anteriormente y se incub6 por 1 hora a 4°C con agitacién suave. Se colectaron las
esferas con la gradilla magnética, se tomo el sobrenadante y se dividio la muestra
de modo tal de obtener 8 ug de ADN total por cada ensayo a realizar y se
reservaron 2 ug de ADN a modo de input (muestra de partida). Para cada ensayo,
la cromatina se diluy6 1/10 en Buffer de Dilucién de ChIP con inhibidores de
proteasas con EDTA (Invitrogen). Por cada ensayo se colocaron 2 pl de anticuerpo
anti - H3K4me3 o H3K27me3 (Abcam) y se dej6 un tubo al que no se le colocé
ningun anticuerpo (control negativo). Tanto con cada uno de los anticuerpos como
para el control, los ensayos se hicieron por duplicado. Se incub6 durante toda la
noche a 4°C con agitacion suave.

Al dia siguiente, se incorpor6 a cada tubo, 40 ul de esferas magnéticas
Dynabeads Protein A, previamente prelavadas 3 veces en Buffer de Dilucion de
ChIP. Se incubé por 20 a 25 minutos a 4°C con agitacion suave. Se pelletearon las
esferas con la gradilla magnética y se descartd el sobrenadante. Se lavd con 1 ml
de Buffer Baja Sal (ver composicién en apéndice) y se agité por 10 minutos a 4°C,
se repitio el procedimiento lavando con 1 ml de Buffer Alta Sal (ver composicién en
apéndice) y luego con 1 ml de Wash Buffer LiCl (ver composicién en apéndice).
Finalmente se realizaron dos lavados con Buffer TE. Las proteinas adheridas a las
esferas se eluyeron con 250 pl de Buffer de Elusion (ver composicién en apéndice)
recién preparado. Se vortexed y se incubd por 15 minutos a 65°C. Se repitié una
vez mas la elusiéon y se juntaron ambos sobrenadantes. Por otra parte, el input que

estaba reservado, se llevo a un volumen final de 500 ul con Buffer de Elusién. A
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todas las muestras, incluyendo al input, se agregé 20 ul de cloruro de sodio 5 My
se incubé a 65°C durante toda la noche, para revertir el crosslinking. Esto se
realiz6 en un bano termostatico y con los tubos totalmente sumergidos para

impedir la evaporacion de la muestra.

Al dia siguiente, se agregaron 10 yl de EDTA, 20 ul de Tris-HCI pH=6,5 y
1,5 ul de proteinasa K (14 mg/ml) y se incubd durante 1 hora a 45°C, para
degradar las proteinas. Se agregaron 500 ul de fenol: cloroformo: alcohol
isoamilico (25:24:1) y se mezclé fuertemente por inversion. Se centrifugd por 5
minutos a 7000 g en una centrifuga Hitachi Koki. Se tomaron 400 ul de la fase
acuosa sin arrastrar nada de interfase. Se agregaron 40 ul de acetato de sodio 3
M pH=5,3; 310 pl de isopropanol y 0,5 ul de tRNA (Biodynamics), y se dej6é
precipitando el ADN por 2 horas (al menos) a -20°C. Luego se centrifugd por 15
minutos a 21500 g a 4°C, se descarté el sobrenadante y se dio un breve
centrifugado para eliminar la mayor parte de liquido posible. Se dej6 secando en
un bloque seco por 10 minutos a 45°C y se resuspendié en 30 ul de buffer TE con
10 ug/ml de RNAsa A y se dejé nuevamente en el bloque por 10 a 20 minutos para
qgue se degrade el ARN, tras lo cual se resuspendio bien el pellet.

ESTIMACION DEL NIVEL DE ENRIQUECIMIENTO DE LOS GENES Asrl Y Asr2
MEDIANTE PCR EN TIEMPO REAL (REAL-TIME PCR)

La PCR en tiempo real cuantitativa se realizd en un equipo Stratagene
Mx3000P, utilizando las siguientes condiciones de ciclado: 2 minutos de
desnaturalizacion a 94°C seguido de 40 ciclos de 30 segundos de
desnaturalizacién a 94°C, 30 segundos de annealing a 67°C y 30 segundos de
elongacion a 72°C cada uno. La curva de melting se realizd entre 65°C y 95°C,
con lecturas cada 0,5°C.

Se utilizaron 0,625 U de Maxima Hot Start Taq (Fermentas), 3 mM de
cloruro de magnesio, 2 yM de una mezcla de dNTPs (Fermentas) y 0,2 uM de
cada uno de los primers (IDT Inc.). Para cada reaccién, se utilizaron 2 pl de
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templado y su volumen final fue de 25 ul. Como fluoréforo se utilizdé Sybr Green®
(Roche).

Los primers utilizados fueron los siguientes:

Actina -185 pb-:

Forward Primer: 5-GGGATGATATGGAGAAGATATGG-3’
Reverse Primer: 5’-AAGCACAGCCTGGATAGC-3’

ToRTL ORF3 (To3) -127 pb-.

Forward Primer: 5'-ATGAAGAGGAAGAAGAATACCG-3'
Reverse Primer: 5-TGGCAATGATGAGTGAAGAG-3'

Asr1 Reqion codificante (Exén 1) -169 pb-:

Forward Primer: 5-ATGGAGGAGGAGAAACACC-3’
Reverse Primer: 5-GATTATATCAACGTACCAAGGC-3’

Asr2 Reqion requlatoria lejana (820 pb rio arriba) - 168 pb-:

Forward Primer: 5-GCTGATTGATTGCTTGGATGAC-3’
Reverse Primer: 5°-TGGTGAAGAGGATGTAATCTGAAG-3’

Asr2 Reqidn requlatoria cercana (207 pb rio arriba) -110 pb-:

Forward Primer: 5-GATGGCTTGGGAGTAGGATGC-3
Reverse Primer: 5-CTCGTTGTGATTATCTTCTGCTTCC-3

Asr2 Reqidén codificante (Exén 1) -108 pb-:

Forward Primer: 5-CACCACAAGAACAAGGAGGATGAGG-3
Reverse primer: 5-ACCAGCAGCAACAGCACCAAG-3’
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ANALISIS DEL NIVEL DE EXPRESION DE LOS GENES Asr1 Y Asr2
EXTRACCION DE ARN TOTAL

La extraccion de ARN total se realiz6 mediante el empleo del kit comercial
Trizol (Invitrogen). Se molieron 200 mg de tejido procedente de hojas (para Asr1) o
de raiz (para Asr2) en un mortero con nitrégeno liquido. El polvo resultante se
colecté en un tubo Eppendorf de 1,5 ml y se agregé 1 ml del reactivo Trizol. Se
incubé 5 minutos a temperatura ambiente y se centrifugd a 12000 g por 10
minutos. El sobrenadante fue transferido a otro tubo y se agregaron 200 ul de
cloroformo. Se agité en un vértex unos 15 segundos y se incub6 a temperatura
ambiente por 3 minutos mas. Se centrifugé a 12000 g por 15 minutos a 4°C y se
transfirié la fase acuosa a un tubo limpio. Se agregaron 500 ul de isopropanol y se
incubé a temperatura ambiente por 10 minutos. Nuevamente se centrifugé a
12000 g por 10 minutos a 4°C y se descart6 el sobrenadante. El pellet resultante
se lavé con etanol 75%, agregando 1 ml de etanol 75%, vortexeando y se
centrifugd a 7500 g por 5 minutos a 4°C. El pellet se sec6 en un bafo seco a 37°C
por 5 a 10 minutos y se resuspendié en 50 ul de agua libre de nucleasas
(Promega).

RETROTRANSCRIPCION

El ARN total fue tratado con DNAsel (12,5 U) por 30 minutos a 37°C. La
retrotranscripcién se realizé6 usando 200 ng (2 pl) de ARN, 50 U de la enzima
MMLV-RT (Promega), 50 pmoles de oligo-dT, y, para prevenir la degradacién del
ARN, se agregaron 10 U de RNAseOUT (Invitrogen); en un volumen final de 25 ul,
por una hora a 42°C.

ESTIMACION DEL NIVEL DE EXPRESION MEDIANTE PCR EN TIEMPO REAL
(REAL-TIME PCR)

Se realiz6 una PCR en tiempo real empleando primers especificos para
Asri, Asr2 y para Actina, como ejemplo de un gen de expresién constitutiva. En
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todos los casos los primers fueron disefiados mediante el software Beacon

Designer.

Los primers utilizados para Asr1 fueron los siguientes:
Forward Primer: 5-CAGATGGAGGAGGAGAAACAC-3
Reverse Primer: 5-TAGAAGAGATGGTGGTGTCCC-3’
Este par de primers amplifica un producto de 337 pb.

Los primers utilizados para Asr2 fueron los siguientes:
Forward Primer: 5-AAGAACAAGGAGGATGAGGGTGGAC-3'
Reverse Primer: 5'-TCTCGAGATGGCTGTGGTGCT-3'
Este par de primers amplifica un producto de 170 pb.

Los primers utilizados para actina fueron los siguientes:
Forward Primer: 5-GGGATGATATGGAGAAGATATGG-3
Reverse Primer: 5-AAGCACAGCCTGGATAGC-3'
Este par de primers amplifica un producto de 185 pb.

En los tres casos se utilizd el mismo equipo, condiciones de ciclado y
concentraciones de reactivos que en la PCR en tiempo real realizada para el
ensayo con enzimas de restriccion con diferente sensibilidad a la metilacién. Para
cada tratamiento se analizaron 4 réplicas biolégicas y 2 reacciones de PCR en
tiempo real para cada una de ellas. Se realiz6 una curva estandar con el objeto de
estimar la eficiencia de la reaccion, la cual se consideré aceptable si superaba el
95 %.

Los niveles de transcripto se estimaron segun el método descripto por Livak
& Schmittgen [63]. Luego los niveles de transcripto de Asr1 o Asr2 se relativizaron
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a los de actina y cada uno de estos valores se relativizd al valor obtenido para las

plantas control.

DETERMINACION DE LA VIABILIDAD CELULAR EN RAICES FRENTE A CONDICIONES
DE ESTRES HIDRICO MEDIANTE TINCION CON EVANS BLUE.

Se siguié el protocolo descripto por Tamas [64], con algunas
modificaciones. Se tomaron plantas estresadas por diferentes periodos de tiempo
y se les cortaron sus raices, las cuales se trozaron en fragmentos de 5 mm
aproximadamente con un bisturi. Luego de esto, se pesaron las raices antes del
procedimiento. Luego se agreg6 una soluciéon de Evans Blue (Biopack) 0,25 % vy
se dejo en agitacion por 15 minutos. A continuacion se realizaron 3 lavados con
agua mQ por 10 minutos cada uno, con agitacién. Posteriormente se incubd por
una hora con dimetilformamida, siempre con agitacion, tras lo cual se centrifugd a
21500 g por 5 minutos y se tomé el sobrenadante. Se midi6 la absorbancia a 595
nm utilizando un lector de Elisa (Biorad) y se relativiz6 la absorbancia a la masa de
raices de partida.
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RESULTADOS

ESTIMACION DEL NIVEL DE METILACION A NIVEL GENOMICO

Se hallaron importantes niveles de metilacién tanto en el contexto clasico
CG como en el contexto CNG (Figura 5). Esto ultimo nos motivd a seguir
investigando particularmente los contextos no clasicos de metilacién, haciendo

énfasis en los genes modelo.
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Figura 5. Resultado de las restricciones sobre ADN gendémico total con enzimas con
diferentes sensibilidades a la metilacion. Se aprecia un elevado nivel de metilacién en contexto
CG (Tratamiento con Cfo I, BstU I y Aci I) e, inesperadamente, un alto nivel de metilacién en
contexto CNG (Tratamiento con Msp I).
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MARCAS DE METILACION EN CITOSINAS DEL ADN DE LOS GENES Asr1 Y Asr2
Asrl EN HOJAS

Se analiz6é una region de 966 pb, la cual comprende al exén 1, el intrén y
una porcion 5' del exdn 2 del gen. La cantidad de citosinas analizadas,
correspondientes a los distintos contextos de metilacion y por cada regiéon génica
se detallan en la figura 6:

oo
—

— 966 pb
CG: 11 sitios CG: 13 sitios CG: O sitios
CNG: 5 sitios CNG: 8 sitios CNG: 6 sitios
CNN: 29 sitios CNN: 73 sitios CNN: 8 sitios

Figura 6. Representacion esquematica de la region analizada del gen Asrl. Se muestra la
cantidad de citosinas presentes en cada contexto de metilacidn y en cada region génica.

En todas las regiones estudiadas se hallaron niveles significativos de los
tres tipos de metilacién (CG, CNG y CNN) en condiciones normales, sin estrés
hidrico. Sorprendentemente, se encontré metilacion de tipo CNN pese a que Asr1
no es un trasposoén, sino un gen que no contiene elementos repetitivos. Por ende,
constituye una nueva ubicacion para este tipo de metilaciéon, donde la metilacién

de tipo CNN se concentra principalmente en el intron (Figuras 7 y 8).
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Figura 7. Region codificante de Asrl en condiciones basales. Cada citosina se presenta
como un circulo lleno cuando se halla metilada y como un circulo vacio cuando no lo esta
(Software Kismeth). Las posiciones sefialadas (32 y 33) corresponden a las citosinas
ensayadas mediante enzimas de restriccion con diferente sensibilidad a la metilacion.
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Figura 8. Nivel de metilacion en cada contexto y en cada region del gen, en condiciones
basales. Las observaciones de citosinas individuales se agruparon por regién génica para el
andlisis estadistico.

Cuando las plantas se expusieron a condiciones de sequia por el lapso de 2
horas, se observd un aumento del nivel de metilacion de tipo CG en el exén 1
(p<0.08) y simultdneamente una pérdida de las marcas de metilacion asimétrica
en 75 de los 110 sitios estudiados. (Figura 9). Este escenario de desmetilacién fue
estadisticamente significativo, como se muestra a continuacioén: Exén 1 (p<0.005),
intrén (p<0.0001) y ex6n 2 (p<0.05) (Figura 10).
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Figura 9. Region codificante de Asrl luego de dos horas de estrés hidrico. Cada citosina se
presenta como un circulo lleno cuando se halla metilada y como un circulo vacio cuando no lo
estd (Sofware Kismeth). Las posiciones sefialadas (32 y 33) corresponden a las citosinas
ensayadas mediante enzimas de restriccién con diferente sensibilidad a la metilacion.
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Figura 10. Niveles de metilacion agrupados por regiéon génica y contexto de metilacion
en condiciones basales y luego de dos horas de estrés hidrico. Se observaron diferencias
significativas en el contexto CG en el exdn 1 y en la metilacién asimétrica CNN en todas las
regiones analizadas. *p<0.08, **p<0.05, ***p<0.001, ****p<0.0001.

El analisis de metilacién de dos citosinas particulares, mediante enzimas de
restriccibn con diferente sensibilidad a la metilaciéon, arroj6 un resultado
coincidente con el obtenido mediante bisulfito para esas citosinas particulares, con
un aumento significativo de la metilacién en la citosina ubicada en contexto CG
(p<0.01) y la ubicada en contexto CNG (p<0.0001) (Figura 11).
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Figura 11. Niveles de metilacion en dos sitios particulares del exén 1 de Asrl estimados
mediante enzimas de restriccion con diferente sensibilidad a la metilacion seguido de real-
time PCR. Se observaron diferencias significativas luego de dos horas de estrés hidrico,
coincidente con lo observado para esos sitios particulares empleando la técnica de bisulfito.
*p<0.05, **p<0.01.

Asr2 EN RAICES
Regidn regulatoria:

Se analiz6 una region de aproximadamente 1 Kpb rio arriba del gen Asr2,
ubicada entre las posiciones -1342 y -374. El numero total de citosinas en los

diferentes contextos se detallan en la figura 12:
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Figura 12. Representacion esquematica de la porcion analizada de la region regulatoria del
gen Asr2. Se muestran la cantidad de citosinas presentes en cada contexto de metilacion.

En condiciones basales, se encontraron elevados niveles de metilacion en
todos los contextos analizados (cercano al 90%). Al cabo de 2 horas de estrés, no
se observaron variaciones en los niveles de metilacion. Sin embargo, luego del
chequeo de viabilidad celular (ver luego), se decidi6 repetir el experimento con
s6lo 30 minutos de estrés (Figura 13) (donde se probé que la viabilidad celular era
de mas de 90%) y entonces se hallé una disminucion significativa de la metilacién
en el contexto CNN (Figura 14).
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Figura 13. Region regulatoria de Asr2 luego de 30 minutos de estrés hidrico. Cada citosina

se presenta como un circulo lleno cuando se halla metilada y como un circulo vacio cuando no lo
esta (Sofware Kismeth).
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Figura 14. Niveles de metilacion en la region regulatoria de Asr2, agrupados por contexto
de metilacion en condiciones basales y luego de 30 minutos o dos horas de estrés hidrico.
Se observaron diferencias significativas en los contextos CG y CNN entre las condiciones
basales y los 30 minutos de estrés asi como entre los 30 minutos y las dos horas. (* p<0,05; **
p<0.005)

Cuerpo del gen:

Se analizé una regién de aproximadamente 600 pb, entre las posiciones
+1144 y +1746, comprendiendo la porcion 3' del extremo 5' UTR, la regién
codificante completa y la porcién 5' del extremo 3' UTR. La cantidad de citosinas

en cada contexto presentes en la region se muestran en la figura 15:
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Figura 15. Representacion esquematica de la porcion analizada del cuerpo del gen Asr2. Se
muestran la cantidad de citosinas presentes en cada contexto de metilacion.

Se hallaron niveles importantes de metilacion de tipo CG y muy escasa
metilacion en los contextos CNG y CNN. Dichas condiciones no variaron
significativamente luego de 30 minutos de estrés (Figuras 16 y 17) ni luego de 2

horas de estrés hidrico (Figura 17).
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Figura 16. Cuerpo del gen Asr2 luego de 30 minutos de estrés hidrico. Cada citosina se
presenta como un circulo lleno cuando se halla metilada y como un circulo vacio cuando no lo
esta (Sofware Kismeth).
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Figura 17. Niveles de metilacion en el cuerpo del gen Asr2, agrupados por contexto de
metilacion en condiciones basales y luego de 30 o 120 minutos de estrés hidrico. Se observd
metilacién en el contexto CG, el cual no vari6 significativamente como consecuencia del estrés,
mientras que no se observé metilacién en ningtin otro contexto estudiado tanto en condiciones
basales como de estrés.

METILACION EN LISINAS DE HISTONAS
Asrl EN HOJAS

El experimento de inmunoprecipitacion de la cromatina arrojé la presencia
de histona 3 trimetilada en la lisina 27, la cual es una probada marca de represiéon
de la transcripcién [49]. Dicha marca epigenética mostr6 una disminuciéon
significativa concomitante con el tratamiento de estrés hidrico por 2 horas. No se
hallé la marca de activacion (lisina 4 trimetilada en la histona 3) en este gen, bajo
ninguna condicion (Figura 18). Como control, se investigaron las mismas marcas
sobre la regidén codificante del gen de actina, no hallandose las mismas bajo
ninguna condicién ensayada.
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Figura 18. Niveles de las marcas H3K4me3 (activadora) y H3K27me3 (represora) en la
region codificante de Asrl, expresados como % respecto del input. Se observé una disminucién
significativa de la marca represora H3K27me3 luego de dos horas de estrés. No se detectd la
presencia de la marca activadora H3K4me3 en ningtin caso. Se muestran las mismas marcas sobre
actina como control (p<0,05).

Asr2 EN RAICES

En los ensayos de inmunoprecipitacion de la cromatina en raices, no se
detecté asociacion de ninguna de ambas marcas de metilacion en lisinas de
histonas con la regién codificante del gen Asr2. Para ambas marcas de metilacién
en histonas ensayadas, no se detectaron diferencias significativas con respecto a
la muestra no tratada con ningun anticuerpo tanto en condiciones basales como

luego de 30 minutos de estrés (Figura 19).
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Figura 19. Niveles de las marcas H3K4me3 (activadora) y H3K27me3 (represora) en la
region codificante de Asr2, expresados como % respecto del input. No se observé asociacion
de ninguna de estas marcas de metilacidn en lisinas de histonas con esta region del gen Asr2 en
raices.

Con respecto al analisis de las marcas de metilacion en lisinas de histonas
sobre la regién regulatoria de Asr2, no se detectdé ninguna de las marcas de
metilacion en estudio en la regidn cercana al inicio de la transcripciéon del gen (200
pb rio arriba) (Figura 20). Por el contrario, en una regién mas alejada del inicio de
la transcripcidén (800 pb rio arriba) se encontr6 asociacién con la marca represiva
H3K27me3 tanto en condiciones basales como luego de 30 minutos de estrés. No
obstante, esta marca no sufri6 cambios como consecuencia del estrés impuesto
(Figura 20).
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Figura 20. Niveles de las marcas H3K4me3 (activadora) y H3K27me3 (represora) en la
region regulatoria de Asr2, expresados como % respecto del input. No se observé asociacion
de ninguna de estas marcas de metilacion en lisinas de histonas con la regién mds préxima al gen
de la regién regulatoria. En la regién mds distal se hall6 asociacién con la marca represiva
H3K27me3, pero la misma no varié como consecuencia del estrés. * p<0.05, ** p<0.01.

Como control, se evalud la presencia de estas marcas de metilacién sobre
el cuerpo de un gen de expresidon constitutiva, como Actina y sobre un elemento
transponible que se haya silenciado (La subregion To3 del retrotransposon
ToRTL). Sobre el gen de actina no se hall6 la presencia de ninguna de estas
marcas, tanto en condiciones basales como de estrés (Figura 21), al igual que lo
hallado en hojas (Figura 18). Sobre el elemento transponible ToRTL, se esperaba
hallar la marca de represion de la expresiéon, H3K27me3, tanto en condiciones
basales como luego de aplicado el estrés. Sin embargo, se hallaron ambas
marcas de metilacién, la represiva y la activadora (H3K4me3), las cuales estaban

presentes en condiciones basales, pero desaparecen como consecuencia del
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estrés aplicado (Figura 21). Esto constituyé un hallazgo inesperado, por cuanto
esperabamos a priori que dicho elemento se encuentre permanentemente

silenciado.
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Figura 21. Niveles de las marcas H3K4me3 (activadora) y H3K27me3 (represora) sobre un
gen de expresion constitutiva (Acfina) y sobre un elemento transponible (ToRTL)
expresados como % respecto del input. No se observé asociacién de ninguna de estas marcas
de metilacién en lisinas de histonas sobre el cuerpo de gen de actina. Sobre el elemento
transponible ToRTL se hall6 asociacién con ambas marcas (H3K4 me3 y H3K27me3), las cuales
se perdieron como consecuencia del estrés. * p<0.05, ** p<0.01.
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NIVEL DE EXPRESION DE LOS GENES Asr
NIVEL DE EXPRESION DE Asr1 EN HOJAS

Se observd un marcado incremento en el nivel de expresion de Asr1 con
respecto a varios genes de expresion constitutiva, tales como la actina. Luego de
dos horas de estrés hidrico, el incremento de la expresién alcanzé unas 7 veces
con respecto a la expresion basal, alcanzando unas 36 veces luego de 6 horas de
estrés, tiempo hasta el cual se pudo comprobar que el fenotipo de marchitez era

reversible (Figura 22).
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Figura 22. Nivel de expresion de Asr1 relativo al nivel de expresion de Actina a diferentes
tiempos de estrés. A las dos horas, ya se observo un incremento de 7 veces en el nivel de
expresion, alcanzando unas 36 veces a las 6 horas de estrés hidrico.
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NIVEL DE EXPRESION DE Asr2 EN RAICES

Al relativizar el nivel de expresion de Asr2 al de diversos genes de
expresién constitutiva, se encontré que la expresidon aumenta levemente a lo largo
del tratamiento de estrés hidrico (se ensayaron entre 30 y 120 minutos de estrés)
(Figura 23).

0.0 T T T T 1
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Incremento de la transcripciéon de Asr2/Actina

Estrés Hidrico (minutos)

Figura 23. Nivel de expresion de Asr2 relativo al nivel de expresion de Actina a diferentes
tiempos de estrés. Se observa un discreto aumento de su expresion ya a los 30 minutos de estrés
y luego de 2 horas de estrés el nivel de expresion relativo a actina llegé a duplicarse.

Sin embargo, al analizar la expresion de cada gen por separado, se
encontrd una leve disminucion de la expresion de Asr2 y una muy marcada
disminuciéon en los niveles de expresion de todos los genes de expresion
constitutiva ensayados (Se muestra la expresiéon de actina como ejemplo) (Figura
24).
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Figura 24. Cantidades de transcripto amplificadas de Asr2 y Actina. Se observa una
disminucién generalizada de la transcripcidn, siendo esta mds marcada en los genes de expresion
constitutiva (Actina en este caso) que en Asr2.

Por este motivo, para poder discernir si el efecto era como consecuencia de
una disminucién generalizada de la transcripcion, manteniendo la expresién sélo
de los genes que confieren tolerancia al estrés; o bien, debido a un aumento de la
expresion de Asr2 concomitante con un marcado nivel de muerte celular; se
realiz6 el ensayo de viabilidad celular que se describe luego, en la correspondiente

seccion.
VIABILIDAD CELULAR EN RAICES

Se determiné la fraccion de células vivas en la raiz al cabo de diferentes
tiempos de estrés hidrico, mediante tincion con el colorante vital Evans Blue [64].
No se hallaron diferencias significativas al cabo de 30 minutos de estrés, sin
embargo, luego de 60 minutos de estrés la fraccion de células muertas se

incrementd hasta alcanzar un 82%, porcentaje que se mantuvo al cabo de dos
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horas de estrés (Figura 25). Por este motivo, se realizaron los ensayos de
metilacion sobre el ADN a tiempos mas cortos (30 minutos) (Figuras 13 y 16) que

los empleados primeramente (2 horas).
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Figura 25. Absorbancia a 595 nm debida al Evans blue a distintos tiempos de estrés. Entre
los 30 y los 60 minutos se observa un marcado incremento, del 82%, debido a muerte celular.
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DISCUSION

Los resultados de metilacion a nivel de citosinas del ADN en el gen Asr1 en
hojas revelaron que es posible hallar metilaciéon en contextos no CG sobre el
cuerpo de un gen activo y cuya secuencia no es repetitiva. Esto es una novedad,
ya que reportes previos en Arabidopsis indican que estos contextos de metilacién
se hallan asociados a secuencias repetitivas y a transposones [65]. Mas aun, la
metilacion de tipo asimétrica (CNN) mostré variaciones como consecuencia del
estrés hidrico. Este resultado podria indicar mecanismos de regulacion
epigenética diferentes en plantas con genomas de gran tamafo, como el tomate
[66]. Por otra parte, el incremento en la metilacion de tipo CG en la region
codificante de Asri, se condice con los resultados previos en Arabidopsis [42]
segun los cuales existe una extensa metilacion de tipo CG sobre el cuerpo de
genes de expresion constitutiva y que esto favorece su expresion. Ademas, el
hallazgo de una marca represiva en lisinas de histonas, tal como la trimetilacién en
la lisina 27 de la histona 3, y su disminucién como consecuencia del estrés hidrico,
se halla en concordancia con los reportes previos [49]. Estos hallazgos, sumados
al notable incremento en la expresion del mensajero de Asr1, dejan entrever un
probable mecanismo de regulacion de la expresibn como consecuencia de
factores ambientales externos, en este caso el estrés provocado por la deprivacion
de agua. Restan por establecer los mecanismos por los cuales esta sefial externa
se transduce y provoca los cambios a nivel epigenético, tales como los hallados en
este trabajo, todos los cuales en conjunto llevarian al aumento de expresion del
gen, también reportado aqui. En resumen, el estrés hidrico parece gatillar la
metilacion de tipo CG y la desmetilacion en el contexto asimétrico,
concomitantemente con una disminucion de la marca represiva en histonas

H3K27me3, lo cual llevaria al aumento en los niveles de transcripto observados.

El estudio de la regulacidn epigenética de Asr2 en raices como
consecuencia del estrés hidrico, arrojo resultados muy diferentes de los hallados

para Asri1. Los resultados muestran que la expresion de Asr2 en raices no sufre
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un gran incremento a nivel de ARN mensajero, cuando la planta sufre la falta de
agua (resultados luego de 30 minutos de estrés), lo que podria indicar que
probablemente el mecanismo de regulacion sea post-transcripcional, ya que
previamente se reportdé un incremento de la proteina ASR2 [15]. No obstante, el
status epigenético de este gen, aun en condiciones basales, resulté ser muy
diferente del de Asr1, ya que el cuerpo del gen sélo mostré metilacién en el
contexto clasico CG y no en contextos CNG ni CNN. Mas aun, pareciera haber
cierta preferencia por algunas citosinas en particular, las cuales estan mayormente
metiladas, mientras que otras no se encuentran metiladas bajo ninguna
circunstancia (Figura 16). Por otra parte, la regién regulatoria de este gen,
presentd elevados niveles de metilacion en todos los contextos, siendo esta
siempre superior al 80%, con una ligera baja en el nivel de metilacion asimétrica
(CNN) como consecuencia del estrés, los cuales serian compatibles con un estado
reprimido del gen, segun lo reportado hasta ahora en plantas. En este punto, es
menester aclarar que se traté de analizar la region regulatoria del gen Asr1 en
hojas, no siendo esto posible debido a la complejidad de la técnica,
particularmente del diserio de los primers para la amplificacion del ADN post
tratamiento con bisulfito (ver Materiales y Métodos). Un ulterior andlisis de esta
region podria revelar algun mecanismo de regulacion mediante metilacién fuera de

la region transcribible del gen.

Estos resultados, tomados en su conjunto podrian demostrar que los
mecanismos de regulacion epigenética son locus y/o tejido especifico, ya que el
comportamiento de estos genes es muy diferente: mientras uno se encuentra
metilado sobre su cuerpo en todos los contextos, el otro sélo lo esta en el contexto
CG. Para clarificar si estas diferencias son debidas al tejido o a cada gen en
particular, un estudio posterior de la regulacién epigenética de Asr1 en raices y de
Asr2 en hojas, deberia ser encarado.

Recientemente se han publicado los primeros datos preliminares del
proyecto epigenoma del tomate (http://ted.bti.cornell.edu/epigenome) en el cual se

determiné el estado de metilacién a nivel de cada citosina mediante tratamiento
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con bisulfito seguido de secuenciacion masiva del genoma (high-throughput
sequencing). Este proyecto busca establecer las variaciones epigenéticas a lo
largo del desarrollo y maduracién del fruto. Los datos de metilacion publicados en
este proyecto permite conocer en particular el estado de metilaciéon de los genes
Asr1y Asr2 en frutos en diferentes estadios de desarrollo, siendo ese trabajo junto
con el presentado aqui, los unicos reportes de metilacién a nivel de nucleétido

unico realizados sobre los genes de esta familia.

Comparando estos datos con los obtenidos aqui, se puede apreciar que los
patrones de metilaciébn de Asr1 en fruto (figura 26) son muy diferentes a los
hallados en hoja. En hojas se hallé metilaciéon en todos los contextos superior al
50% tanto en condiciones basales como de estrés (figura 10), mientras que en
fruto la metilacién se centra en el introbn y la misma no supera el 20%. Esto
demuestra que las modificaciones epigenéticas, al menos sobre Asr1, son tejido
especificas. Es de notar también, que la metilacién asimétrica detectada en hojas
no presenta correlato en fruto, donde la misma es escasa y limitada al intrén. Por
otra parte, de los resultados obtenidos en fruto se observan elevados niveles de
metilacion rio abajo del gen, lo que podria indicar otra forma de regulacion de la
expresion, no testeada en este trabajo, pero merecedora de ser encarada.
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Figura 26. Metilacion del locus Asrl en diferentes contextos, en frutos de 17 dpa. Se aprecia
que los porcentajes mds significativos de metilacion se hallan rio abajo de la regién codificante
del gen, y en menor medida sobre la region promotora y el intrén.

Con respecto a Asr2, en fruto (figura 27) también difiere bastante de lo
hallado en raices (figuras 14 y 17). La principal diferencia la hallamos a nivel de la
regidbn promotora, extensamente metilada en hojas, pero poco significativa en
raices, evidenciandose una nueva diferencia tejido especifica. No obstante, la
presencia de metilacion en contexto CG sobre el cuerpo del gen (particularmente
sobre el intrén) es un punto de coincidencia entre los dos tejidos, ya que en ambos
casos la metilacion en la regién codificante resulté ser muy pobre, a excepcion de
este tipo de metilacion. En ambos casos, las pocas citosinas en este contexto que
se hallan sobre el cuerpo del gen tienden a encontrarse metiladas, aun en
condiciones de estrés. Esto podria tratarse de una marca constitutiva en el gen
Asr2, o bien, una indicacibn de que este gen podria tener algun patrén de
expresién comun a ambos tejidos. Finalmente, también en este gen se detectaron
altos niveles de metilacion tanto en la region 3' UTR como rio abajo de la misma,

reforzando la idea de un posible sitio de regulacién epigenética rio abajo del gen.
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Figura 27. Metilacion del locus Asr2 en diferentes contextos, en frutos de 17 dpa. Se aprecia
que los porcentajes mds significativos de metilacion se hallan sobre la regién 3' no traducible y rio
abajo de la region codificante del gen. Sobre el cuerpo del gen, la metilacién se halla restringida al
contexto CG vy limitada al intrén.

La observacién de que todos los genes de expresion constitutiva disminuian
notablemente su expresion como consecuencia del estrés hidrico, pero no Asr2,
nos llevé a preguntarnos si esto podria deberse a que las células bajo estrés
reprimen la transcripcion de manera general, manteniendo sélo la de aquellos
genes que le permiten adaptarse a la situacién de estrés; o bien, si Asr2 aumenta
su transcripcidn, pero esta es enmascarada por un alto nivel de mortalidad celular.
El ensayo de tincion vital con Evans Blue revelé que la mortalidad celular se elevo
el 82% luego de 60 minutos de estrés, lo cual deja abierta la posibilidad de la
segunda alternativa, que implicaria que existe una regulacién transcripcional de
Asr2, que tal vez ocurre en la naturaleza a lo largo de tiempos mas largos en que
la planta va estresandose. La metodologia encarada en este estudio, donde el
estrés hidrico es abrupto, produce una masiva muerte celular que dificilmente
ocurra en la naturaleza, lo cual enmascara e impide interpretar correctamente los

mecanismos de regulacion epigenética subyacentes.
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El hallazgo de metilaciéon en citosinas en contextos asimétricos (CNN) y su
probable papel como regulador del nivel de transcripcion en estos genes, llevan a
preguntarse por el papel de la maquinaria de metilacion en este contexto, la
metiltransferasa DRM2 [45]. Muy pocos estudios se han realizado al respecto [67],
y en todos los casos se han realizado mediante el analisis de mutantes, restando
aun realizar una caracterizacion de estas proteinas a nivel bioquimico vy
estructural. Al mismo tiempo, se ha reportado que este tipo de metilacién se halla
en estrecha correlacién con la presencia de pequerios ARN de interferencia
(siRNA) [68], lo cual abre la puerta al estudio de las vias por las cuales se gatilla
este tipo de metilacidon y la relevancia de todos los posibles actores intermedios.

Este trabajo abre las puertas a seguir investigando en dos lineas: la primera
de ellas tendiente a dilucidar los mecanismos de la reversibilidad de este proceso,
tanto a nivel de reversion del estatus epigenético como de los probables
mecanismos inherentes a la desmetilacién del ADN; mientras que la segunda hace
hincapié en la posibilidad de que estas modificaciones epigenéticas puedan ser
heredadas transgeneracionalmente, dando mayor posibilidad de adaptaciéon a

ambientes hostiles a las futuras generaciones.

Respecto de la primera linea, cabria realizar estudios en plantas que, luego
de haber sido sometidas a diferentes tiempos de estrés, son vueltas a colocar en
un medio donde no haya escasez de agua. El objetivo de estos ensayos seria
determinar si las modificaciones epigenéticas descriptas luego del tratamiento con

estrés son reversibles a las presentes en condiciones basales.

Otro aspecto a tener en cuenta es que en este trabajo se describe un
fendmeno de desmetilacion, siendo méas notorio en este caso sobre un contexto de
metilacion asimétrica. Esto abre el interrogante acerca de los mecanismos
subyacentes a este fendmeno, bastante poco conocidos en plantas. En los dltimos
anos se han descripto los mecanismos subyacentes a la desmetilacién de
citosinas del ADN en mamiferos, en los cuales dicho proceso ocurre mediante los
mecanismos habituales de reparacién del dano en ADN, en el cual la base
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nitrogenada es escindida por completo [69]. Este proceso, llevado a cabo por la
enzima Thymine DNA Glycosylase (TDG) implica la formaciéon de varios
compuestos intermediarios, tales como la 5-hidroximetilcitosina, la 5-formilcitosina,
la 5-carboxilcitosina y el 5-hidroximetiluracilo [70], [71]. Si bien la mayoria de estos
compuestos se producen en baja proporcién, o bien tienen una vida media muy
corta [70], la 5-hidroximetilcitosina se ha detectado en cantidades significativas.
Esta modificacién epigenética es indistinguible de la 5-metilcitosina mediante la
metodologia del bisulfito [72], por lo cual no es posible determinar si las
metilaciones detectadas son tales, o bien 5-hidroximetilcitosinas. Para poder
distinguir entre estos dos escenarios, se podria estudiar la presencia de 5-
hidroximetilcitosinas mediante anticuerpos especificos (disponibles
comercialmente) siguiendo la metodologia de inmunoprecipitacion de la cromatina
descripta en este trabajo. Recientemente se ha presentado una nueva tecnologia
de secuenciacion sobre molécula unica, en tiempo real (SMRT), la cual no
requiere de la modificacion con bisulfito y permite distinguir a nivel de un

nucledétido las distintas variantes epigenéticas [73].

El conocimiento del mecanismo de desmetilacion de citosinas en plantas es
aun mucho menor. En Arabidopsis, se han caracterizado las ADN glicosilasas
responsables de escindir el nucleétido citosina modificado. Pertenecientes a la
familia DEMETER (DME), se han descripto y caracterizado cuatro miembros:
DME, DML2, DML3 y ROS1, todas éstas necesarias en procesos vitales tales
como el imprinting [74], [75]. En la misma direccién se ha realizado un trabajo en
arroz que muestra la importancia de las glicosilasas de ADN en la desmetilacion y
transposicién de elementos méviles [76]. Recientemente se ha descubierto un
vinculo entre desmetilacion en el ADN y modificaciones en las histonas
adyacentes, donde una acetilasa de histonas facilita el acceso al ADN de las
enzimas necesarias para la desmetilacion [77]. También se ha logrado determinar
la presencia de 5-hidroximetilcitosina en hojas y flores de Arabidopsis [78], no
obstante los mecanismos, intermediarios y enzimas intervinientes en el proceso de

desmetilacion no han sido develados aun.
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Por todos los motivos expuestos, seria necesario encarar estudios
tendientes a poder distinguir entre todas las diferentes modificaciones
epigenéticas que se pueden encontrar en citosinas del ADN, ya que estudios
realizados mediante la metodologia del bisulfito como el que se presenta en este
trabajo no permiten realizar esta distincion. Por otra parte, dichos estudios podrian
echar luz sobre los mecanismos subyacentes al proceso de desmetilacion del
ADN en plantas.

Un dltimo aspecto a destacar es la posibilidad de que las modificaciones
epigenéticas descriptas en este trabajo puedan ser transmitidas a la linea germinal
y ser heredadas transgeneracionalmente, otorgando de esta forma un nivel de
tolerancia al estrés mayor a las plantas hijas. Esta posibilidad es mas probable en
plantas, ya que en las mismas, las células germinales se producen tardiamente
por diferenciacién terminal de células somaticas [79]. Para que esto ocurra, las
marcas epigenéticas deben mantenerse no sélo durante la meiosis, sino también
durante las mitosis haploides postmeibticas, la diferenciacién del gametofito, la
fertilizacion y la embriogénesis [40]. Se ha encontrado herencia transgeneracional
de marcas epigenéticas que se han mantenido hasta por ocho generaciones,
correlacionando estos epialelos con la herencia de caracteres morfologicos tales
como tiempo de floracion y peso de la planta [80]. También se hallé6 que cambios
epigenéticos tales como acetilacion de histonas, mediados por factores
ambientales tales como temperatura y radiacién UV, pueden ser transmitidos de
una generaciéon a otra, aunque limitados a un pequeno namero de células y sélo
hasta dos generaciones como maximo. Ademas se comprobé que si las semillas

envejecen antes de germinar, dichas modificaciones se pierden [81].

El estudio de la herencia transgeneracional de modificaciones epigenéticas
ha planteado la posibilidad de que dichas marcas sean importantes evolutiva y
ecoldgicamente. Aun no esta claro si los cambios epigenéticos inducidos por el
ambiente son el reflejo de una aclimatacién temporaria a nuevas condiciones
ambientales o si puede tener consecuencias evolutivas [79]. Se ha postulado que

la adaptacién al medio puede estar mediada por diferentes epialelos y no sélo
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mediante variacion a nivel genético [82]. No obstante, poder discernir entre ambos
factores no es sencillo. Las modificaciones epigenéticas traen aparejados cambios
a nivel genético: la tasa de mutacién de la 5-metilcitosina (su conversion a timina)
es mayor que la de la citosina no metilada; la variacion de las marcas epigenéticas
sobre elementos transponibles, lleva a su movimiento con la consecuente
alteracion del nuevo entorno en el cual se insertan y, finalmente, las
modificaciones en histonas que llevan a una descompactacién de la cromatina,
facilitan el acceso al ADN de agentes mutagénicos y a los sistemas de
recombinacién y reparacion del mismo [83]. No obstante esto, varios trabajos se
han realizado sobre poblaciones naturales tendientes a buscar una correlacion
entre los diferentes estados de metilacion tanto en ADN como en histonas, con
diferentes caracteres morfolégicos y/o condiciones ambientales que deben
afrontar las plantas [82], [84]. Uno de estos estudios fue realizado en la Argentina
sobre una especie de solanacea endémica de la region de Cuyo, Solanum ruiz-
lealii, 1a cual mostr6é una importante correlacion entre los patrones de metilacién en

citosinas y un fenotipo de floracién anormal [85].

Por todo lo expuesto, seria de gran importancia el estudio de la probable
herencia transgeneracional en tomate, comprobando las marcas epigenéticas
estudiadas en este trabajo sobre la descendencia de plantas sometidas a
condiciones de estrés. Esto permitiria determinar si las plantas hijas estan mejor
adaptadas al ambiente en el que han debido desarrollarse sus progenitores; asi
como también, en caso de que las condiciones ambientales vuelvan a ser
favorables, si las mismas son capaces de borrar dicha informaciéon epigenética

preestablecida.
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CONCLUSIONES

SOBRE EXPERIMENTOS REALIZADOS EN HOJAS.

e Se hallaron importantes niveles de metilacion tanto en contexto CG como
CNG a lo largo del genoma, mediante el empleo de enzimas de restriccion
con diferente sensibilidad a la metilacion.

e Se hall6 metilacién en citosinas del ADN en todos los contextos sobre la
region transcribible de Asr1. La distribucion de estos sitios de metilacion
reveld la presencia de diferentes epialelos, tanto en condiciones basales

como de estrés.

e Se observd un importante nivel de metilacién en contextos no clasicos, tales
como CNG y CNN, los cuales fueron concomitantes con una pobre
expresion del gen Asr1 en condiciones basales.

e Se observd un incremento de la metilacién en contexto CG en Asr1 cuando

las plantas fueron sometidas a estrés hidrico, particularmente en el exén 1.

e Se observo una disminucién marcada de la metilacion asimétrica (CNN) en
todas las regiones del gen Asr1 analizadas (ex6n 1, intrdn y exon 2) bajo

condiciones de estrés hidrico.

e Se detectd la presencia de la marca represiva en histonas H3K27me3
asociada a la region codificante de Asri, la cual disminuy6é cuando se

sometié a la planta a condiciones de estrés hidrico.

¢ No se hallé ninguna de las marcas en lisinas de histonas sobre el gen de

actina.

e Los ultimos 3 items resultaron concomitantes con un marcado aumento del
nivel de expresion de Asr1, el cual aument6é unas 7 veces, al cabo de dos

horas de estrés hidrico y 36 veces al cabo de 6 horas.
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SOBRE EXPERIMENTOS REALIZADOS EN RAICES

e Se hallaron elevados niveles de metilacién en todos los contextos sobre la
region regulatoria del gen Asr2 en condiciones basales.

e La metilacidén en contexto asimétrico CNN sobre la regién regulatoria de
Asr2, disminuy6 al someter a las plantas a estrés hidrico. Los contextos

simétricos de metilacién (CG y CNG) se mantuvieron sin variacién.

e Se hall6 un moderado nivel de metilacion en contexto CG sobre el cuerpo
del gen Asr2 en condiciones basales. Esta metilacién resultdé especifica de
ciertas citosinas puntuales, mientras que otras se hallaban siempre

desmetiladas. No se hall6 metilacion en los contextos CNG ni CNN.

e El status de metilacion sobre el cuerpo del gen Asr2 no vari6 como

consecuencia del estrés hidrico impuesto.

¢ No se hall6 asociacién del cuerpo del gen Asr2 con las marcas en histona
H3K4me3 (activadora) ni H3K27me3 (represiva).

e Se hallé la marca represiva H3K27me3 sobre la region distal de la region
regulatoria de Asr2 (-800 pb aproximadamente). La misma no mostro

variaciones como consecuencia del estrés.

e No se hallé6 ninguna de las marcas en lisinas de histonas sobre el gen de

actina.

e Se detectaron ambas marcas de metilacion sobre el elemento transponible
ToRTL1 en condiciones basales. Ambas marcas se perdieron como

consecuencia del estrés hidrico de 30 minutos impuesto a las plantas.

e Se detectd una marcada disminucidn en la expresion de genes de
expresion constitutiva, concomitante con el estrés hidrico impuesto a las

plantas.
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e En comparacién con los genes de expresidén constitutiva, la expresion de
Asr2 se mantuvo practicamente constante, con una ligera tendencia a la
baja.

¢ Se detectaron altos niveles de mortalidad celular, al cabo de 60 minutos de
estrés por falta de agua.
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APENDICE

Soluciones empleadas en las diferentes
durante este trabajo.

EXTRACCION DE ADN GENOMICO DE HOJAS

Buffer de Extraccion:

Tris-HCI (pH=8) 50 mM
EDTA 20 mM

CTAB 10%

NaCl 100 mM
B-Mercaptoetanol 1,5 mM

EXTRACCION DE ADN GENOMICO DE RAICES

Buffer de Extraccion:
Tris-HCI (pH=8) 100 mM
EDTA (pH=8) 25 mM
CTAB 3%

NaCl2 M
PVP 5%

B-Mercaptoetanol 4%

Buffer TE:

Tris-HCI (pH=8) 10 mM
EDTA (pH=8) 1 mM

SUBCLONADO Y SECUENCIACION

Medio LB:
Tripteina Bacteriol6gica 10 g/l
Extracto de Levadura 5 g/l

Lic. Rodrigo Matias Gonzalez

metodologias desarrolladas
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NaCl 10 g/l

Medio LB Agar:
Tripteina Bacteriol6gica 10 g/l
Extracto de Levadura 5 g/l
NaCl 10 g/l
Agar-Agar 79/l

Medio SOB:
Tripteina Bacteriol6gica 20 g/l
Extracto de Levadura 5 g/l
NaCl 0,5 g/l
MgCl, 10 mM

INMUNOPRECIPITACION DE LA CROMATINA

Buffer de Extraccion 1:
Sacarosa 0,44 M
Tris-HCI (pH=8,0) 10 mM
B-Mercaptoetanol 5 mM*
PMSF 0,1 mM*

Lic. Rodrigo Matias Gonzalez

*Estos componentes deben agregarse al momento de utilizar la solucién.

Buffer de Extraccion 2:
Sacarosa 0,25 M
Tris-HCI (pH=8,0) 10 mM
MgCl>10 mM
Tritén X-100 1%*
B-Mercaptoetanol 5 mM*
PMSF 0,1 mM*

Inhibidores de proteasas SIN EDTA*
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*Estos componentes deben agregarse al momento de utilizar la solucién.

Buffer 95% Percoll
Sacarosa 0,25 M
Tris-HCI (pH=8,0) 10 mM
MgCl> 10 mM
Percoll 95%
Triton X-100 1%*
B-Mercaptoetanol 5 mM*
PMSF 200 uM*
Inhibidores de proteasas SIN EDTA*

*Estos componentes deben agregarse al momento de utilizar la solucién.

Buffer de Lisis Nuclear
Tris-HCI (pH=8,0) 50 mM
EDTA 10 mM
SDS 1%
PMSF 0,1 mM*
Inhibidores de proteasas CON EDTA*

*Estos componentes deben agregarse al momento de utilizar la solucién.

Buffer de Dilucion de ChIP
Tris-HCI (pH=8,0) 16,7 mM
Tritén X-100 1,1%

EDTA 1,2 mM
NaCl 100 mM

Buffer de Resuspension Nuclear
Glicerol 20%
Tris-HCI (pH=8,0) 50 mM
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MgClz 5 mM

B-Mercaptoetanol 5 mM*

PMSF 0,1 mM*

Inhibidores de proteasas CON EDTA*

*Estos componentes deben agregarse al momento de utilizar la solucién.

Buffer de Elucion
SDS 1%
NaHCO; 0,1 M

Buffer Baja Sal
Tris-HCI (pH 8,0) 20 mM
NaCl 150 mM
SDS 0,1%
Tritén X-100 1%
EDTA2 mM
PMSF 0,1 mM*

*Estos componentes deben agregarse al momento de utilizar la solucién.

Buffer Alta Sal
Tris-HCI (pH=8,0) 20 mM
NaCl 500 mM
SDS 0,1%
Triton X-100 1%
EDTA2 mM
PMSF 0,1 mM*

*Estos componentes deben agregarse al momento de utilizar la solucién.

Buffer LiCl
Tris-HCI (pH=8,0) 10 mM
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LiCl 0,25 M

NP-40 1%

Deoxicolato de sodio 1%
EDTA 1 mM

PMSF 0,1 mM*

*Estos componentes deben agregarse al momento de utilizar la solucién.
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