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Resumen

El descubrimiento y caracterizacion de los transposones ha implicado una
revolucion en el conocimiento sobre la composicion y el potencial del material genético
de todos los organismos. Fueron descubiertos en maiz (Zea mays) por Barbara
McClintock y desde entonces se han descrito multiples de familias de transposones
(auténomos y no autonomos), capaces de mover dentro y entre cromosomas, alterando la
expresion génica o funcionando como sitios de ruptura o reordenamiento cromosémicos.
Estos elementos pueden permanecer en estado de latencia y ser activados en condiciones
de estrés bidtico o abidtico. Ademas, la expresion de estos genes bajo dichas condiciones
puede crear nuevos promotores, nuevos genes o modificar genes de la planta y su
estructura por duplicacién, movilizacion o recombinacion de fragmentos. Asi mismo, los
transposones pueden generar transcritos alternativos, todo esto implicando que actiian
como agentes mutagenos y alteran las funciones del genoma de la planta. En este trabajo
se revisa la contribucion de los transposones al genoma vegetal, asi como las principales
respuestas a nivel gendmico y fisioldgico asociadas con los transposones y el estrés

abiotico.
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Abstract

The discovery and characterization of transposons has led to a revolution of the
understanding of the composition and potential of the genome in all organisms. They
were discovered in maize (Zea mays) by Barbara McClintock and since then, several
families and superfamilies of autonomous and non-autonomous transposons have been
described, being able to move within and between chromosomes, altering gene expression
or serving as sites of chromosome breakage or rearrangement. These elements can remain
in a latent state and be activated by biotic and abiotic stress conditions. Furthermore, the
expression of these genes in these conditions can create new promoters, new genes or
modify plant genes and their structure by duplication, mobilization and recombination of
gene fragments. Also, transposons can create alternate transcripts that act as mutagen and
alter the functionality of the plant genome. In this work, the contribution of transposable
elements to the plant genome is revised, as well as the main responses at genomic and

physiological level associated with transposons and abiotic stress.
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1. Introduccion

Los transposones (0 elementos transponibles) son secuencias de ADN capaces de
cambiar su posicion en el genoma, siendo fuente de mutaciones y de reordenamientos
cromosomicos capaces de alterar la identidad celular, regular otros genes y modificar el
tamano del genoma, entre otros (Bourque et al., 2018; Makatowski et al., 2019). Forman
parte del moviloma (elementos genéticos moviles que pueden moverse dentro de un
genoma o entre genomas distintos) junto con los plasmidos, los bacteriéfagos (o fagos) y
los parasitos moleculares de autoensamblaje (como ciertos intrones o endonucleasas
homing) (Siefert, 2009). Su distribucién es practicamente ubicua en los genomas
eucariotas (Pritham, 2009).
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Figura 1: (A) Barbara McClintock en el laboratorio Cold Spring Harbor en 1947 (Nueva York,
EE. UU.). (B) Granos de maiz mostrando fenotipos resultantes de la interaccion del gen P. La
insercion del elemento Ds en la regidn codificante del gen P causa la interrupcion de su expresion.
Ademas, cuanto mas temprano se escinda el transposon del gen que interrumpe, mas grandes
seran los parches en el tejido capaz de sintetizar el pigmento. Adaptado de (Feschotte et al., 2002).

Su descubrimiento se remonta a mediados del siglo pasado, gracias a los trabajos
sobre ruptura cromosomica en maiz de Barbara McClintock (Figura 1A) (McClintock,
1942). Tras perfeccionar las técnicas de tincion para los cromosomas de maiz e identificar
los grupos de enlace de su genoma logrd las primeras evidencias experimentales de la
idea propuesta por Thomas H. Morgan dos décadas antes: los genes estaban fisicamente

posicionados en los cromosomas (Morgan, 1911). Consecuentemente, fue posible la
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descripcion de los fendmenos de crossing-over o recombinacion genética (Ravindran,
2012).

Durante la década de los 40, observd que en una serie de variedades de maiz
aparecian frecuentes rupturas cromosémicas en el cromosoma 9, y todas en una posicién
particular. Estas rupturas son anomalias cromosémicas que implican fracturas en el ADN
y que pueden generar translocaciones, inversiones o deleciones de secuencias en el
cromosoma, causando fenotipos inestables (granos de maiz moteados, pigmentados o
despigmentados en la mazorca de maiz) debido a la interaccion entre un transposén y un
gen que actua como regulador transcripcional de la biosintesis de flobafeno (pigmento
purpura o rojo) en la aleurona (Figura 2) (Grotewold et al., 1994). McClintock describio
una serie de factores genéticos (o0 elementos controladores) asociados a esta ruptura
caracteristica: Ds (Disociacion) ubicado en el lugar de la ruptura cromosomica; y As
(Activador) fundamental para activar la ruptura del cromosoma 9 en el locus Ds
(Feschotte etal., 2002). Finalmente, concluyé que los patrones de pigmentacion
moteados eran el resultado de la inestabilidad debida a la transposicion del locus Ds fuera
del gen en el que esta inserto, y que Ac y Ds eran elementos genéticos moviles en el
genoma de la planta (Figura 2) (McClintock, 1950).

Fenotipo
_|:|_ pigmentado

despigmentado
[‘* Transposicion

Fenotipo

Figura 2. Gréfico que explica el modo de accion de los elementos transponibles Ac y Ds y su
efecto en la pigmentacién del grano de maiz. EI gen P (cajas grises) es responsable de la sintesis
del pigmento purpura. Cuando estd intacto, los granos tienen color purpura. Cuando es
interrumpido por Ds, los granos pierden la pigmentacién. Cuando esta Ac presente, se produce la
transposicion o movilizacion del elemento Ds en algunos células de la aleurona, pero no en otras;
si ese ese el caso, cesa la interrupcion de la expresion de Py esas células produciran el pigmento,
obteniendo un aspecto moteado. Adaptado de (Griffiths, 2008).



Los resultados e hipotesis de McClintock no fueron bien recibidos por la
comunidad cientifica en el momento. En concreto, la idea de la transposicion de la
informacion genética no encajé con el marco conceptual de la genética de los 40: en
primer lugar, contradijo la nocion del “genoma constante”, demostrando que las células
disponen de sistemas capaces de reestructurar su genoma; en segundo lugar, este hallazgo
desafia el concepto unitario de gen, de manera que un locus genético deja de ser una serie
de alelos alternativos indivisibles para ser entendido como un mosaico complejo que
puede ser modificado por la adicidn y la eliminacion de elementos genéticos especificos.
Por ultimo, su trabajo desafio el concepto de locus como unidad autonoma, en vista de
que la insercion de elementos controladores de la misma familia en dos loci separados
fisicamente causaban que se expresaran bajo el mismo control (Shapiro, 1995).

La importancia del descubrimiento de McClintock no seria apreciada hasta la
Ilegada de los primeros estudios sobre transposones en bacterias. EI descubrimiento del
fago Mu y su capacidad de insertar su profago en el cromosoma de Escherichia coli
causando mutaciones. A esto se suma el hallazgo de las secuencias de insercion (IS) tras
distintos estudios sobre la regulacion de la expresion génica de los operones gal y lac por
parte de Szybalski y su grupo (Fiandt et al., 1972), que fueron acontecimientos clave para
entender la importancia de estos elementos en la reorganizacion genémica bacteriana y la
transferencia de ADN (Shapiro, 1995; Biémont, 2010). Otros autores pusieron de
manifiesto que las IS tendrian una funcion analoga a los elementos controladores ya
descritos en maiz por McClintock (Fiandt et al., 1972; Makatowski et al., 2019).

En este sentido, los estudios sobre conjugacion y transduccion bacteriana
establecieron las bases conceptuales necesarias para entender el genoma como una
entidad fluida y compleja (Shapiro, 1995). Con el avance de las técnicas de analisis de
ADN y ARN vy el hallazgo de la implicacién de los elementos genéticos moviles en la
evolucidn, el trabajo de McClintock fue finalmente reconocido, recibiendo el Premio
Nobel en 1983 “por su descubrimiento de los elementos genéticos mdviles” entre otros
reconocimientos (Nobel Media AB, 2020).

En lo que se refiere a la clasificacidn y sistematica de los transposones, su estudio
comienza con los trabajos realizados por Finnegan (Finnegan, 1989), basados
principalmente en la clasificacion propuesta en modelos de Saccharomyces cerevisiae,
Drosophila melanogaster y humanos. La primera base de datos publica dedicada a

elementos transponibles llega de la mano de Jerzy Jurka y su grupo en 2005 (RepBase),
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proponiendo también una serie de modificaciones a la planteada inicialmente por
Finnegan (Jurka et al., 2005). La clasificacion mas aceptada en la actualidad surgi6 en
2007, tras la Conferencia PAG (Plant and Animal Genome) en San Diego, California,
cuyo objetivo principal fue definir un consenso para la clasificacion de todos los
elementos transponibles eucariotas y, con ello, la definicidn de criterios consistentes en
la caracterizacion de las principales superfamilias y familias asi como la proposicion de
un sistema nominal (Wicker et al., 2007). Esta, se basa en que los transposones pueden
ser clasificados en dos clases en base a su mecanismo de transposicion (Figura 3), que a
su vez se dividen en subclases (u drdenes) segun su mecanismo de integracion
cromosOmica. Estas subclases son divididas en subgrupos (o superfamilias) que
generalmente se encuentran en un amplio espectro de organismos pero que comparten un
origen monofilético. Por Gltimo, el nivel més detallado de clasificacion son las familias o
subfamilias, que pueden ser definidas como grupos de elementos altamente afines entre
si y que son descendientes de una Unica unidad ancestral, es decir, se dividen en base a
su filogenia (Bourque et al., 2018).

Los elementos de clase | (también denominados retrotransposones) consisten en
una molécula de ARN que codifica proteinas estructuralmente homologas a las proteinas
retrovirales gag y pol, haciendo posible su transcripcion inversa que resulta en una copia
de ADNc que se integra en otro lugar del genoma. Este proceso es denominado
generalmente como un mecanismo de “copia y pega”, pudiendo aumentar el nimero de
copias del elemento (Kejnovsky et al., 2012). El siguiente nivel de clasificacion se basa
en la ausencia o presencia de LTRs (elementos flanqueados por repeticiones terminales
largas): retrotransposones LTR, cuya integracion cromosomica ocurre en una reaccion de
ruptura y transferencia de hebra, catalizada por una integrasa y retrotransposones no-LTR
(que incluyen a los SINEs y LINEs, o elementos nucleares dispersos cortos y largos,
respectivamente) que poseen un mecanismo de integracion cromosémica acoplados a la
transcripcion inversa, denominado transcripcion inversa mediada por diana (Bourque
etal., 2018; Piégu et al., 2015).



CLASE | - RETROTRANSPOSONES CLASE Il - TRANSPOSONES DE ADN

—
" &t Escision
43¢ Transcripcion
T Integracion
) 43¢ Transcripcion inversa
— Sitio inicial — - —E—
---------
3¢ Integracion

Figura 3. Clasificacion grafica de los elementos transponibles y su mecanismo de transposicion.
El panel izquierdo muestra los transposones de clase | y el derecho los de clase Il. ET: Elemento
Transponible.

Por otro lado, los elementos de clase Il (también denominados transposones de
ADN) se transponen sin un ARN intermediario y segin un mecanismo analogo a un
proceso de “corta y pega”, en el que la reparacion del sitio de ADN inicial se lleva a cabo
usando la crométida hermana u homologa como patron, de forma que no se detecta
escision neta. Dentro de esta clase, se dividen segln la ausencia o presencia de TIRs
(repeticiones terminales invertidas) que sirven como sitio de escisién y reintegracion
cuando son reconocidas por una transposasa codificada por el propio elemento (Finnegan,
1989). La subclase que carece de TIRs se caracteriza por un proceso de transposicion y
replicacion que no implica una ruptura de doble hebra, sino el desplazamiento de una
Unica hebra. Cabe mencionar que el orden Helitron se incluye en esta subclase por la
ausencia de un ARN intermediario, no por filogenia, y que involucra un modelo de
replicacion en circulo rodante (Wicker, 2012; Bennetzen & Wang, 2014).

Cada clase de transposones contiene elementos autbnomos y no autonomos: los
elementos autbnomos poseen marcos abiertos de lectura (u ORF por sus siglas en inglés
Open Reading Frame) que codifican productos requeridos para la transposicion, mientras
que los elementos no autdbnomos no tienen capacidad codificante significativa pero
retienen secuencias diana que son reconocidas por productos de elementos autonomos,
Ilevando a cabo su transposicion. La integracion de practicamente todos los elementos

transponibles resulta en la duplicacion de una secuencia en el sitio de insercion, siendo
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variables en tamafio y/o secuencia entre las distintas superfamilias y familias (Feschotte
etal., 2002).

En lo que respecta a las plantas superiores, son organismos con una gran
flexibilidad en su crecimiento y desarrollo, capaces de adaptarse rapida y continuamente
a cambios ambientales, especialmente durante su desarrollo post-embrionario (Jirgens,
2003). Para soportar las condiciones de estrés biotico y abidtico, las plantas requieren
variacion genética: desde polimorfismos de un Unico nucleédtido (Morgil et al., 2020)
hasta la duplicacion de su genoma entero junto a la contribucion de la variacion
epigenética (Vicient & Casacuberta, 2017).

Dicho esto, los transposones (que pueden llegar a constituir mas del 70% del
genoma, como en Zea mays (Schnable etal., 2009)) son una evidente fuente de
mutaciones y cuya activacion puede afectar a la estructura y funcion del genoma, asi
como modificar la regulacion y expresion de genes a distintos niveles (Sahebi et al.,
2018), o alterar su estado epigenético (Lisch, 2009). Igualmente, pueden generar
informacion genética nueva, movilizar genes del genoma huésped y regular la respuesta
a distintos niveles al estrés abidtico y bidtico (Negi etal., 2016). Por consiguiente,
contribuyen a la generacién de nuevos e interesantes fenotipos (tolerancia al estres, color
y forma del fruto, entre otros) siendo evidente su importante papel en la evolucion
(Makatowski et al., 2019).

La activacion de estos elementos bajo condiciones de estrés fue reconocida por
primera vez en 1985 en Zea mays, en respuesta a la infeccion por el virus del mosaico
estriado de la cebada (0 BSMV por sus siglas en inglés) (Johns et al., 1985), y desde
entonces numerosos estudios han demostrado no solo su capacidad de activarse en estas
condiciones sino la posibilidad de otorgar memoria tras la adaptacion a condiciones
estresantes (Avramova, 2015; Kinoshita & Seki, 2014). De esta manera, los transposones
facilitan la adaptacion al estrés y consecuentemente la evolucién, asi como modifican la
expresion de genes en respuesta a estimulos como el estrés abiotico en distintos drganos
(Sabot et al., 2006; Pecinka et al., 2010; Woodrow et al., 2010; Ito et al., 2011; Lu et al.,
2011; Ishiguro et al., 2014) y los principales experimentos y conclusiones relacionados

con este fendmeno son revisados en este trabajo.
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2. Metodologia

El objetivo principal de este trabajo es realizar una revision bibliografica sobre
los elementos transponibles vegetales, con especial atencion a aquellos implicados en
procesos de tolerancia a estrés abiotico, a fin de concebir nuevos conocimientos que
permitan formular una hipotesis de trabajo firme en torno a la que disefiar nuevos
experimentos.

Durante la elaboracion de este texto se han utilizado distintas bases de datos,
buscadores y programas informéticos para recopilar informacion facilmente a partir
articulos de investigacion, libros, revisiones, etcétera. En concreto, se ha recurrido a:

e Google Scholar, buscador especializado en literatura académica y cientifica en
distintas disciplinas.

e Research Gate, herramienta de bldsqueda de revistas cientificas que, ademas,
ofrece foros y grupos de discusién para investigadores cientificos para colaborar
en proyectos o realizar preguntas.

e Web of Science (WoS), servicio en linea que permite el acceso a diferentes bases
de datos bibliograficas que contienen citas de revistas cientificas y libros, entre
otros.

e Zotero, gestor de referencias bibliograficas en forma de aplicacién web y de
escritorio que permite organizar, reunir y citar informacion de diversa indole.
Como términos de busqueda se utilizaron las palabras clave elegidas, permitiendo

conseguir un extenso conjunto de articulos, al que se aplicé un criterio de inclusion o
exclusion en base a la lectura del titulo y abstract, descartando los articulos que mostraban
escasa 0 nula relacion con el tema. Dado el gran avance de las técnicas de analisis
gendémico y secuenciacion, se ha dirigido mayor atencién a articulos publicados en las

dos Gltimas décadas. La busqueda de informacion se detuvo en septiembre de 2020.

3. Estructura de la revision bibliografica

La informacion obtenida se ha agrupado en 4 puntos: generalidades y diversidad
de los transposones vegetales, estudio de la relacion entre los transposones y la tolerancia
al estrés y la adquisicion de plasticidad fenotipica, regulacion de la actividad de los
elementos transponibles bajo estrés abidtico y el potencial de estos transposones en

programas de mejora de cultivos.
_____________________________________________________________________________________________________|
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3.1. Transposones en los genomas vegetales. Generalidades,

estructura y diversidad

Una vez fue aceptado el concepto de movilidad genética introducido por
McClintock en la comunidad cientifica, los transposones fueron inicialmente catalogados
como ADN “parasito” o “egoista”, debido a que contienen la informacion genética
suficiente como para replicarse y/o transponerse en el genoma, pudiendo comprometer la
estabilidad gendmica del huésped y causar efectos negativos (Orgel & Crick, 1980). Sin
embargo, analisis sistematicos en genomas eucariotas han revelado su papel en la
regulacion de la expresion génica y en la evolucion (Lisch, 2013). Actualmente existen
tres principales hipotesis sobre la funcion de estos elementos en el genoma:

1. El surgimiento de los procesos epigenéticos en la evolucién como mecanismos de
defensa ante elementos transponibles y virus, sugiriendo un proceso de
coadaptacién mutua entre el genoma huésped y los transposones (Slotkin &
Martienssen, 2007).

2. Los transposones como principales agentes de innovacion evolutiva y plasticidad
fenotipica (Fedoroff, 2012) .

3. La existencia de elementos transponibles como “moddulos de control genémico”
(Bui & Grandbastien, 2012), una vision similar a la hipétesis del “Elemento
Controlador” ya postulada por McClintock (McClintock, 1984).

Estos transposones forman la mayor fraccion de “ADN basura” del genoma, que
son segmentos de ADN sin una funcion reguladora relevante para el organismo o sin una
region que codifique proteinas a primera instancia (Dubin et al., 2018). Asimismo, los
transposones son elementos ubicuos, habiéndose encontrando en todos los organismos
analizados salvo escasas excepciones como en Plasmodium falciparum (Gardner et al.,
2002). Més adn, existe una correlacion positiva entre el contenido de elementos
transponibles y el tamafio del genoma (Tabla 1), aunque la abundancia de los diferentes
tipos de transposones en distintos organismos es muy variable (El Baidouri et al., 2014).
En algunas plantas superiores, como en Arabidopsis thaliana, la seccion del genoma
formada por elementos transponibles es excepcionalmente pequefia (solo el 14%) (The
Arabidopsis Genome Initiative, 2000) mientras que en otras angiospermas con genomas
de gran tamarfio (como el género Lilium con entre 30 y 40 millones de kilobases) sobrepasa
el 90% (Leeton & Smyth, 1993; Gonzalvo, 2005).

1
12



Modelo de Tamafio del genoma | % ETsde | % ETs de | % Otros | % ADN no
estudio clase | clase 1l ETs repetitivo

Arabidopsis 125 MB 6,9 6,7 1,4 85
thaliana
Arroz 389 MB 19 13 2 66
Sorgo 730 MB 54,52 7,46 0,02 38
Tomate 0,9GB 61,8 1 0 37
Maiz 2,3GB 75 9 1 15
Cana de azucar 10 GB 40,86 7,93 0,6 51,2

Tabla 1. Comparacion de la estructura gendémica de distintas plantas modelo y de estudio.
Mayores genomas estdn positivamente correlacionados con mayores fracciones de ETS
(Elementos Transponibles), sobre todo en especies como el sorgo o el maiz. Adaptado de (Negi
etal., 2016)

En lo que se refiere a elementos de clase | autonomos, los transposones LTR son
los més abundantes en el genoma vegetal (Todorovska, 2007). Se dividen en cinco
superfamilias, estando presentes en plantas dos de ellas: los elementos Ty1-Copiay Ty3-
Gypsy, que a su vez se dividen en multiples familias (Wicker et al., 2007). Como las
siglas de su nombre indican, los transposones LTR se caracterizan por la presencia de
repeticiones terminales largas, variando en tamario desde 100 pares de bases (como los
elementos Tos17) hasta mas de 5 kilobases (elementos Sukkula) (Gribbon et al., 1999;
Shirasu et al., 2000) que, ademas, estan flanqueados por dianas de insercién denominadas
TSD (Target Site Duplication). Los genes gag (que codifica una capside proteica) y pol
(que codifica la maquinaria enzimatica para la transcripcion inversa e integracion en el
genoma huésped), comparten homologia estructural con genes de retrovirus, y la principal
diferencia entre los elementos Tyl-Copia y Ty3-Gypsy es la posicion fisica de los
dominios codificantes del gen pol (Figura 4a y 4b) (Makatowski et al., 2019). Se han
encontrado secuencias pertenecientes al grupo Copia en algas unicelulares, briofitos,
gimnospermas y angiospermas. Por otrolado, elementos de tipo Gypsy han sido
reportados en varias plantas de interés agronémico como en maiz, tomate, arroz y pifia,

asi como en otras angiospermas y gimnospermas (Friesen et al., 2001).
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Figura 4. Representacion gréfica de la estructura de los elementos transponibles de clase | en
plantas. Dentro de esta clase, se encuentran en los genomas vegetales elementos Copia (a), Gypsy
(b), TRIMs y LARDs (c), DIRS (d), LINEs (e), SINEs (f) y PLEs (g). TSD: duplicaciones del
sitio diana; LTR: repeticiones terminales largas; PR: proteasa; INT: integrasa; RT: transcriptasa
inversa; RH: ribonucleasa H; PBS: sitio de unién del primer; PPT: tracto central de polipurinas;
YR: tirosina-recombinasa; ORF: marco abierto de lectura; poliA: cola de poliA; A/B: cajas Ay
B; EN: endonucleasa.

Otros transposones LTR son elementos no auténomos, como los TRIMs
(retrotransposones en miniatura con repeticiones terminales) y los LARDs (derivados
largos de retrotransposones). Los primeros fueron descubiertos por primera vez en un
intrén del gen de la ureasa de Solanum tuberosum (Witte et al., 2001) y los segundos, en
cebada (Kalendar et al., 2004). Los elementos no autdbnomos son incapaces de codificar
las proteinas necesarias para su transposicion (Figura 4c), dependiendo de otros
elementos autbnomos que reconocen sus secuencias LTR para su posterior movilizacion
(Havecker et al., 2004). Estos dos grupos se diferencian por su tamafio: la secuencia de
los elementos TRIMs ocupa desde cientos de bases hasta 4 kilobases y la de los LARDs
supera siempre las 4 kilobases (Orozco-Avrias et al., 2019). En plantas, han sido descritos

en varios grupos, desde hongos y algas (Labbé et al., 2012) hasta varias familias de
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plantas superiores, con especial diversificacion en Brassicaceae (Gao etal., 2016),
aungue su pequefio tamafio hace dificil su anotacion.

Los elementos DIRS (Dictyostelium Intermediate Repeat Sequence) representan
un orden de retrotransposones presentes en la gran mayoria de organismos, incluyendo
plantas y hongos (Wicker et al., 2007; Makatowski et al., 2019) y su estructura denota un
mecanismo de integracion distinto al resto de retrotransposones (Figura 4d), pero que aun
no se ha descrito (Orozco-Arias et al., 2019).

En relacion con los transposones no-LTR, son elementos generalmente escasos en
el genoma vegetal en comparacion con los transposones LTR (Schulman, 2012). Aun asi,
se caracterizan por estar flanqueados por TSDs y terminar en una cola poli-A. Estos
elementos se subdividen en LINEs y SINEs. Los LINEs poseen dos marcos abiertos de
lectura (Figura 4e) y son considerados elementos autdnomos dado que codifican su propia
maquinaria necesaria para la retrotransposicion. En contraste, los SINEs estan
compuestos por ARNt y ARNr principalmente, poseyendo unas cajas A 'y B en su
secuencia que sirven como promotores para la ARN polimerasa Il (Figura 4f) (Orozco-
Arias et al., 2019). Sin embargo, carecen de marco abierto de lectura, dependiendo de la
maquinaria de los LINEs para su movilizacion en el genoma, por lo que son elementos
no auténomos (Schmidt, 1999). Los SINEs se han encontrado en hongos (Wicker et al.,
2007) y en plantas superiores como el tabaco, arroz y especies de Brassica (Schmidt,
1999).

Los elementos PLE (Penelope-Like Elements) son otro grupo de transposones con
una amplia distribucion (hongos, metazoos, coniferas, entre otros) y que son considerados
un grupo separado de las dos clases tradicionales de transposones (Evgen’ev &
Arkhipova, 2005), debido a diferencias estructurales en sus regiones codificantes (Figura
4¢). En 2016, analisis bioinformaticos concluyeron que estos elementos son el resultado
de una transferencia de genes horizontal de artrépodos a coniferas (Lin et al., 2016).
Algunos ejemplos excepcionales por su abundancia en plantas son el LINE Del2 con hasta
250.000 copias en Lilium (Leeton & Smyth, 1993) o el SINE TS con mas de 50.000 copias
en tabaco (Yoshioka et al., 1993).

Por lo que se refiere a los elementos de clase 11 (o transposones de ADN) forman
una pequefia porcion de moviloma del genoma vegetal en comparacion con los
retrotransposones, a causa de la naturaleza de su mecanismo conservativo (o de “corta y

pega”) de transposicion. Se dividen segln la ausencia o presencia de secuencias TIR: los
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transposones TIR (que codifican una transposasa que actla como proteina de union al
ADN y como endonucleasa, aparte de estar flanqueados por secuencias TIR) y los
transposones no-TIR (Makatowski et al., 2019), ambos pudiendo ser autdnomos (Figura
5a) 0 no auténomos (Figura 5b). Un ejemplo notable es el sistema Ac/Ds descrito por
McClintock (McClintock, 1950) en el que Ac es el elemento autdbnomo capaz de activar
a Ds, o los MITEs (elementos transponibles miniatura con repeticion invertida, no
autdbnomos) que constituyen una excepcion en cuanto a la proporcion de elementos de
clase I, como mPing en arroz (Naito et al., 2009) y mPIF en maiz cuyo nimero de copias
llega a los 6.000 (Zhang et al., 2001).

TIR TIR
a) —p TPasa <
TIR TIR
b) —» <«
c) TC RepHel CTRR
TIR TIR
d) —>» INT | ATPasa| PR | pol

Figura 5. Representacion gréafica de los elementos transponibles de clase Il descritos en plantas.
La clase Il agrupa a elementos auténomos (h) y no auténomos (i) flanqueados por TIRs, asi como
a los Helitrones (j) y a los elementos Maverick (k). TPasa: transposasa; RepHel: replicasa-
helicasa; TIR: repeticiones terminales invertidas; PR: proteasa; pol: gen que codifica ADN
polimerasa.

Dentro de los transposones de clase Il también se incluyen elementos con
mecanismos de replicacion inusuales, sin ruptura de doble hebra como los Helitrones (que
involucran replicacion en circulo rodante) o los Maverick (cuya escision es mediada por
rupturas de una sola hebra aunque contengan secuencias TIR) (Makatowski et al., 2019).
Los Helitrones pueden ser considerados autbnomos o no auténomos segun contengan el
dominio Rep/Hel (Figura 5c), que codifica una proteina con funcion de helicasa (Hel) y
de iniciadora de la replicacion en circulo rodante (Rep). Estos elementos no producen
TSDs durante la transposicion (Sahebi et al., 2018) y estan ampliamente distribuidos en
plantas, hongos y animales (Makatowski etal., 2019). Los elementos Maverick se
distinguen del resto en el conjunto de proteinas que requieren para su transposicion

(Figura 5d), entre las que se encuentran ADN polimerasa, integrasa retroviral, cistein-
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proteasa y ATPasa, a lo que se suma su capacidad de secuestrar fragmentos génicos del
genoma huésped (Kim, 2017). A pesar de que no se han aislado en plantas superiores, se
encuentran en hongos, como en el género Glomus (Pritham et al., 2007).

3.2. Importancia de los transposones en la tolerancia al estrés
abidtico y la plasticidad fenotipica
Se puede definir el estrés como cualquier factor, de origen bidtico (patdgenos,

cultivo in vitro de tejidos, infecciones fungicas, etc.) o abidtico (exceso o defecto de luz,
agua, sales, temperatura, nutrientes, etc.) que disminuye la tasa de uno o varios procesos
fisiologicos por debajo de la tasa maxima que la planta mantendria en condiciones mas
favorables (Gull et al., 2019). Como resultado, cualquiera de estos factores externos o una
combinacion de estos puede afectar negativamente al crecimiento, desarrollo y
productividad de las plantas (Verma et al., 2013). De la misma forma que el estrés dafia
a la planta a distintos niveles, esta puede generar una respuesta que se manifiesta en
maultiples niveles de organizacion (molecular, histoldgico, anatdémico y morfoldgico),
como ajustes en el sistema de membranas celular, cambios en la arquitectura de la pared
celular, modificaciones transcripcionales o respuestas metabdlicas (Negi et al., 2016). Las
respuestas de las plantas al estrés abiodtico son decisivas para su supervivencia dada su
naturaleza sésil, que hace que se enfrenten a altos niveles de radiacion, salinidad, sequia,
hipoxia o metales pesados, entre otros (Hirayama & Shinozaki, 2010).

La activacion de transposones bajo estrés biodtico y abidtico en plantas es un
fendmeno reportado y estudiado, inicialmente descubierto en maiz, bajo estrés bidtico
(infeccion del virus de mosaico estriado). En concreto, se report6 la transposicion del
elemento Bsl en la region codificante del gen Adhl, que codifica la enzima alcohol
deshidrogenasa 1, causando plantas infectadas capaces de generar granos de polen
resistentes a alcohol alilico (Johns et al., 1985). La hip6tesis de que la activacion de
elementos transponibles en respuesta al estrés fue propuesta inicialmente por Barbara
McClintock (McClintock, 1984) y fue confirmada gracias al avance de las técnicas de
secuenciacion, que permitieron descubrir cémo algunas familias de transposones
contienen elementos de respuesta al estrés o0 SREs en sus promotores. Consecuentemente,
los transposones no solo son capaces de activarse ante factores externos como el estrés
abidtico y bidtico, sino conferir capacidad de respuesta a estos factores en genes
codificantes cercanos al sitio de insercién o integracién (Cavrak et al., 2014).
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Figura 6. Distintas condiciones de estrés abidtico inducen la transposicion y/o regulacién de
genes cercanos fisicamente a las secuencias de los transposones. El estrés abiotico induce la
activacion transcripcional de los elementos transponibles (ET, cajas rosas) que contienen SRES o
elementos de respuesta al estrés (bordes azules) presentes en el genoma. Este pico de expresion y
amplificacién de ADN ectépico al cromosoma resulta en nuevas inserciones en diferentes
localizaciones. Si se inserta en el promotor de la region codificante de una proteina, transfiere su
capacidad de induccién al estrés. Consecuentemente, si el producto es beneficioso en la tolerancia
al estrés abidtico, la planta adquiere capacidad de respuesta y resistencia al factor o combinacion
de factores estresantes a los que es capaz de responder el transposén. Adaptado de (Dubin et al.,
2018)

El papel mas claro de los transposones en la regulacion génica es su movilizacién
e insercion en regiones reguladoras (como promotores), que facilitan la expresion de
genes inducibles por estrés (Figura 6). Un ejemplo clasico es la activacion bajo estrés por
bajas temperaturas del gen Ruby Myb (activador de la sintesis de antocianinas y
responsable del color rojo del fruto en condiciones de bajas temperaturas) en la naranja
roja o sanguina (Citrus x sinensis) que estd mediada por la insercion del retrotransposon
Tcs1, que adquiere una segunda copia (Tcs2) del mismo elemento en orientacion inversa
en variedades chinas de esta planta (Butelli etal., 2012). Por otro lado, el genoma
referencia del arroz posee decenas de elementos mPing, aunque el cultivar EG4 (cultivar
Gimbozu) contiene mas de mil de estos elementos que, a dia de hoy, siguen activos,

confiriendo induccidn de respuesta al estrés salino o por bajas temperaturas a distintos
I ——
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genes. Se demuestra asi como los elementos transponibles pueden producir variacion
fenotipica en pocas generaciones, respondiendo a estreses que causan una fuerte presion
selectiva (Naito et al., 2009).

La naturaleza mutagénica de los transposones hace que sean capaces de crear
variaciones genéticas en los loci de insercion, que pueden ser neutrales, fatales o
beneficiosas para el genoma de la planta (Kim, 2017). Este hecho se puede traducir en el
surgimiento de fenotipos tolerantes o sensibles a diferentes tipos de estrés abiotico (Negi
etal., 2016). Por ejemplo, la tolerancia a metales como el aluminio (un rasgo
caracteristico de las raices) en plantas de sorgo (Sorghum spp.) estd asociada con la
insercion de estos elementos. Concretamente, la principal diferencia entre cultivares
sensibles y tolerantes al aluminio en sorgo es la presencia de un elemento Tourist en la
secuencia del gen AltSB, que codifica un transportador de citrato inducible por aluminio.
Las plantas tolerantes al aluminio muestran una expresion especifica de tejido en la raiz
gracias a la activacion de este elemento de tipo MITE (Magalhaes etal., 2007).
Asimismo, también se ha reportado su efecto deletéreo en ciertos genes de respuesta al
estrés vegetal: la comparacion de los cultivares de soja Tiefeng 8 (tolerante a altos niveles
de salinidad) y 85-140 (planta paterna Tiefeng 8, sensible a altos niveles de salinidad)
demostrd que en el cultivar sensible se producia un transcrito truncado del producto del
gen GmSALTS3, debido a la disrupcién causada por un retrotransposon de tipo Tyl-Copia
en el tercer exdn del gen. EI gen GmSALT3 codifica una proteina localizada en el reticulo
endoplasmico que contribuye a la exclusion de sodio en los brotes de soja, cuyo producto
esta truncado en el cultivar 85-140 (Guan et al., 2014).

Los elementos LTR son los més abundantes en plantas y estan envueltos en
distintas respuestas al estrés abidtico (Bui & Grandbastien, 2012). Experimentos bajo
condiciones de estrés salino y luminico reportaron la activacion del elemento Ttdla en
Triticum durum, que posee un promotor con similitudes estructurales a los dominios de
activacion transcripcional de genes de respuesta de defensa vegetales (Woodrow et al.,
2010). En plantulas de Arabidopsis thaliana se demostrd la activacion del elemento
At2G06045 bajo distintas condiciones de estrés (estrés salino, osmatico, tratamientos de
frio, calor y de ABA (&cido abscisico)), causando la induccion transcripcional de genes
de respuesta a estos estreses que codifican TF o proteinas LEA, entre otros (Zeller et al.,
2009). Asimismo, las heridas, estrés salino y el cultivo de células de hojas de limon

(Citrus limon) activaron al elemento CLCoy1, que, dada su presencia en distintas especies
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del género Citrus, se postula que puede haber sido uno de los principales motores de
variabilidad gendmica durante su domesticacion (De Felice et al., 2009). En lo que refiere
a elementos de clase Il, cabe mencionar a los elementos MITE y su relacion con la
respuesta al estrés en arroz. Altas dosis de radiacion gamma, bajas temperaturas y alta
salinidad generan la transposicion y amplificacion de elementos mPing con una alta
selectividad, evitando regiones exonicas (Naito et al., 2014).

Otra forma en la que los transposones pueden generar nuevos fenotipos es a través
de la exaptacion. Desde un punto de vista evolutivo, la exaptacion es la subversion de una
serie de caracteristicas adaptativas seleccionadas naturalmente para lograr una funcién
nueva (Hoen & Bureau, 2012). Las secuencias de los elementos transponibles pueden ser
directamente exaptadas por funciones fenotipicas especificas en la planta, y existen
algunos ejemplos en plantas que, si bien son escasos, juegan un papel critico en el
crecimiento y desarrollo vegetal (Negi et al., 2016). Los TFs (factores de transcripcién)
FAR1 y FHY3 son esenciales en la sefializacion del fitocromo PHYA y fueron
domesticados a partir de elementos de tipo MULE (Mutator-like elements) (R. Lin et al.,
2007). Asimismo, el gen DAY SLEEPER de Arabidopsis thaliana, que codifica un TF
esencial en el desarrollo, procede de los elementos de clase Il hAt, con notoria similitud
estructural (Bundock & Hooykaas, 2005). Otro ejemplo es el gen MUG1-8 derivado
también de la superfamilia MULE, que juega un papel importante en el desarrollo floral
y aptitud reproductiva (Joly-Lopez et al., 2012).

Todos los ejemplos mencionados anteriormente demuestran el papel decisivo que
juegan los elementos transponibles produciendo nuevos genotipos y fenotipos en
respuesta a perturbaciones ambientales. Estos elementos son capaces de, por medio de
sofisticados y diversos mecanismos, generar una gran fuente de variacion gendémica intra-
e inter-especifica heredable, siendo considerados a dia de hoy importantes contribuidores

en la adaptacién medioambiental (Pimpinelli & Piacentini, 2020).

3.3. Regulacion génica y epigenética de los transposones bajo

estrés abiotico
A pesar de que todavia existen lagunas en el conocimiento exacto del mecanismo

molecular por el que se regula la respuesta de los transposones bajo estrés abidtico en
planta, los estudios realizados al respecto han permitido describir una serie de procesos
comunes en diferentes sistemas (Negi et al., 2016):
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1. El control de los genes de respuesta al estrés vegetal en regiones reguladores y
codificantes (Figura 7).

2. Generacion de variabilidad genética en clisters de genes de defensa vegetales
(Figura 8A).

3. Control de la expresion génica mediante la generacion de snARNS y mecanismos
epigenéticos (como la via RADM o metilacion del ADN guiada por ARN) (Figura
8B).

4. Exaptacion de las secuencias de los transposones, que sirven como reservorio de

informacidn genética para los genes vegetales, consiguiendo nuevas funciones.
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Figura 7. Control de los genes de respuesta al estrés vegetal en regiones reguladoras y
codificantes. La insercion de elementos transponibles (cajas negras) en promotores puede
implicar la pérdida de funcién del promotor (1), amplificar o alterar la expresién y los patrones
de la misma en los tejidos y drganos (2), conferir induccion al estrés en genes de la planta sin esta
capacidad (3) o refuncionalizar promotores inactivos (cajas grises) (4). La insercion de estos
elementos en regiones exdnicas puede generar mutaciones indel (5), alterando los patrones de
poliadenilacion y su abundancia. La insercion en la zona 3’UTR puede aumentar la expresion y
estabilidad del transcrito (6). También pueden generarse nuevos patrones de splicing cuando se
insertan en regiones intronicas, y por ende, nuevas combinaciones génicas. Tomado de (Negi
etal., 2016)

Sin embargo, la faceta mas importante y estudiada del control de los transposones
esta relacionada con los mecanismos epigeneticos (Figura 6.D), con especial atencion a
la metilacion del ADN (Galindo-Gonzalez et al., 2018). Los mecanismos epigenéticos
ayudan a la planta a responder rapidamente a distintos estreses, mediante cambios
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epigenéticos transitorios o heredables. En este contexto, los transposones también
responden al estrés, y ademas ser influenciados por cambios en el estado epigenético del
genoma (bien sean transitorios o heredables). Este proceso es importante, dado que
cuando un elemento transponible se inserta en una region codificante o cerca de una, no
solo puede causar efectos negativos, sino también modificar el estado epigenético de las

regiones génicas adyacentes (de Souza et al., 2013).
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Figura 8. (A) Los grandes clUsters de genes de defensa en plantas albergan también clusters de
elementos transponibles, de forma que mdltiples ciclos de insercién y escisién en regiones
codificantes pueden facilitar su recombinacién alélica y adaptacion a condiciones abioticas y
bidticas estresantes. (B) Control mediante SncARNSs. La insercion de transposones en promotores
puede causar el silenciamiento de la expresidn génica de la planta, generando pequefios ARNs
reguladores y por la via RADM (metilacion de ADN dirigida por ARN) (1). Distintos siARNs y
el complejo Ago utilizan como diana la zona 3’UTR del transcrito, pudiendo implicar
silenciamiento post-transcripcional (2). (D) Reclutamiento de genes por parte del genoma
huésped. Las secuencias de los transposones pueden ser exaptadas por la planta consiguiendo una
nueva funcionalidad, por lo que funcionan como reservorios de informacion genética para la
evolucion de los genes vegetales (incluidos aquellos involucrados en la respuesta al estrés).

Entre los ejemplos clasicos de regulacion epigenetica de transposones bajo estrés

abidtico se encuentra el elemento ONSEN y el gen NAC.
I ——
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El estrés por altas temperaturas activa al retrotransposén ONSEN en Arabidopsis
thaliana, mediante TFs de choque térmico que se unen a la secuencia del elemento.
Experimentos con mutantes deficientes en generacion ARNs pequefios de interferencia o
siARNSs, demostraron que estas moléculas estan implicadas en su regulacion, en lugar de
la via RADM. EI gen NAC en maiz codifica TFs que regulan numerosos procesos en
plantas, entre ellos la respuesta al estrés. Estudios de asociacién de genoma completo
(GWAS), mostraron relacién entre plantas con polimorfismos sensibles a la sequia y la
insercion de un elemento MITE en el promotor de un factor de transcripcion NAC, asi
como altos niveles de metilacion del ADN a partir de la via RdADM que implic6 menor

expresion del gen y una peor tolerancia a la sequia (Mao et al., 2015).

3.4. Potencial de los elementos transponibles en programas de

mejora de cultivos
La productividad de los cultivos es vulnerable a la variabilidad climética, asi como

al cambio climatico asociado con aumentos en la temperatura, CO. y patrones cambiantes
de precipitaciones (Mall etal., 2017). En este contexto, la adquisicién de diversidad
fenotipica y genotipica es crucial, dado que una escasa plasticidad adaptativa puede
perjudicar gravemente a las especies de cultivo (Negi et al., 2016). Es por esto que los
transposones han cobrado gran importancia, sugiriéndose el desarrollo de técnicas
aplicadas basadas en la transposicion inducida y controlada para la mejora de cultivos
(Paszkowski, 2015). Estas técnicas podrian potencialmente crear y ajustar precisamente
distintas redes de regulacion inducidas por estrés abiotico, asi como generar nuevas
marcas epigenéticas. Sin embargo, se enfrentan a una dificultad: la gran fraccion que
ocupan los elementos transponibles en algunas plantas de cultivo (como el maiz) que
implica una amplia movilizacién bajo condiciones de estrés, y por ende, determina que
los mecanismos para su control requeriran un conocimiento profundo sobre los
desencadenantes ambientales, epigenéticos y evolutivos involucrados en el control

transposicional de las diferentes familias de elementos (Vitte et al., 2014).

Otra area donde el estudio de los elementos transponibles puede asistir en
programas de mejora de cultivo es a partir de marcadores moleculares, cobrando especial
importancia en reordenamientos cromosoémicos inducidos por estrés, un fendmeno comun
en cultivos poliploides (Vicient & Casacuberta, 2017). La mayoria de estos estudios se

han llevado a cabo en condiciones de estrés bidtico:
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1. IRAP (Inter Retrotransposon Amplification Polymorphism). Esta técnica usa las
secuencias LTR como sitios de unién a los cebadores de PCR, produciendo la
amplificacion de la region entre las dos secuencias LTR (Rashid et al., 2014).

2. REMAP (Retrotransposon-Microsatellite Amplified Polymorphism). La técnica
REMAP permite amplificar regiones situadas entre una region LTR y un
microsatélite, y se suele utilizar conjuntamente con IRAP (Abdollahi Mandoulakani
etal., 2015).

3. SSAP (Sequence Specific Amplification Polymorphism). Se trata de una técnica que
utiliza un cebador clasico de PCR vy otro adaptador, que se une a los fragmentos de
restriccion generados en la muestra de ADN gracias a una digestion previa con
enzimas de restriccion (Kalendar et al., 2010).

4. iPBS (inter-Priming Binding Site). Técnica que se basa en el reconocimiento de la
secuencia PBS (secuencia de 18 nucleétidos universal en los retrotransposones LTR

autdbnomos y no autdbnomos) por medio de un solo cebador (Kalendar et al., 2010).

También se ha utilizado WRGS (Whole-Genome Resequencing) junto con
KASPar (Kompetitive Allele-Specific Polymerase chain reaction) para analizar el gen
GmSALT3 en mas de un centenar de cultivares de soja, demostrando que los fenotipos
resistentes a la salinidad contenian un elevado contenido de polimorfismos asociados a
transposones (Patil et al., 2016). La téecnica KASPar permite genotipar polimorfismos de
un dnico nucleétido basandose en una PCR alelo-competitiva que puede detectar

variaciones alélicas a partir de sefiales fluorescentes (Saxena et al., 2012).

Estas técnicas (junto con otras clasicas en gendémica, como la PCR) apoyan
directamente a estudios de diversidad o mapeo genotipico-fenotipico, y hacen a los
transposones marcadores moleculares de elevada importancia, sobre todo en estudios de
estrés abidtico, dado que suelen encontrarse cerca o dentro de la secuencia de genes de

respuesta al estrés (Negi et al., 2016).

La mutagénesis por exposicion a radiacion es una técnica utilizada en programas
de mejora de cultivo, capaz de generar mutaciones a una escala global del genoma
(Oladosu et al., 2016). Durante este estado de “shock genémico” se ha demostrado como
la transposicién de elementos transponibles es uno de los eventos mas notables durante
estos experimentos. Algunos grupos han reportado este fenomeno en la obtencién de
mutantes de cafia de azucar tolerantes a altas concentraciones de azucar (Mirajkar et al.,
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2016) o altas concentraciones de sal (Nikam et al., 2015), sugiriendo un nuevo enfoque

en estos programas.

Aparte de lo comentado, todas estas técnicas pueden aportar nuevos promotores,
intensificadores y silenciadores, sobre todo en los genes cercanos a los sitios de insercion
de los transposones, permitiendo desenmascarar nuevos mecanismos reguladores ain no

conocidos en plantas (Negi et al., 2016).

4. Conclusiones

1. Los elementos transponibles son secuencias de ADN ubicuas en eucariotas capaces
de cambiar su posicién en el genoma, dando lugar a mutaciones, modificaciones
transcripcionales, reordenamientos cromosomicos, incrementos en el tamafio del
genoma o patrones de expresion inusuales, entre otros.

2. Tras ser considerados “ADN basura” y “ADN egoista”, estudios en las dos ultimas
décadas han aportado un conjunto de evidencias solidas que demuestran como
generan diversidad genotipica y fenotipica heredable, que se traduce en un importante
papel en la adaptacion ambiental y en la evolucion.

3. Estos elementos se encuentran ampliamente distribuidos en plantas y, por medio de
distintos mecanismos como la regulacion génica, patrones de splicing alternativo o la
generacion de polimorfismos y mutaciones, son capaces de reconfigurar los circuitos
transcripcionales de la planta bajo estrés abidtico, asi como moldear la arquitectura
del genoma vegetal, finalmente conduciendo a la especiacion y evolucion de las
plantas.

4. El genoma de la planta posee mecanismos epigenéticos que reprimen la actividad de
los transposones, aunque bajo condiciones de estrés abiotico, estos mecanismos se
relajan mediante la propagacion de marcas epigenéticas a los loci cercanos y mediante
la produccion de ARNs que contribuyen a regular el estado epigenético del huésped.
Tras la recuperacion, los patrones de silenciamiento y metilacion de transposones se
restablecen, lo que demuestra una dindmica importante en la epigenética vegetal
durante condiciones predominantes en las plantas por su naturaleza sésil

5. La répida plasticidad fenotipica aportada por los transposones desde la perspectiva
epigenética puede ser clave en la blasqueda de fenotipos resilientes en el actual
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contexto de cambio climatico al que se enfrenta la agricultura contemporanea.
Estudios de cruzamientos y mapas genéticos con transposones demuestran su
potencial en programas de mejora en plantas de cultivo, aunque mayor atencién debe
prestarse a los mecanismos moleculares que median su respuesta al estrés abiotico,

con el objetivo de desarrollar nuevas hipétesis y nuevos experimentos.

. Conclusions

Transposable elements are DNA sequences ubiquitous in eukaryotes able to change
their position within the genome, leading to mutations, transcriptional modifications,
chromosomal rearrangements, increases in genome size or unusual expression
patterns, among others.

Once considered “junk DNA” and “selfish DNA”, studies in the last two decades have
brought a set of solid evidences that show how they generate inheritable genotypic
and phenotypic diversity, which translates in an important role in environmental
adaptation and evolution.

These elements are broadly distributed in plants and, through several mechanisms like
genetic regulation, alternative splicing patterns or generation of new polymorphisms
and mutations, they are able to rewire transcriptional circuits of the host plant during
abiotic stress, as well as shape its genome architecture, ultimately leading to
speciation and evolution of plant genomes.

The fast phenotypic plasticity acquired by transposons from an epigenetic perspective
might be the key in the search of resilient phenotypes in the actual context of climate
change which contemporary agriculture is facing. Breeding and genetic mapping
studies with transposons show their potential in crop improvement programs, with the

goal of developing new hypotheses and new experiments
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