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2 ABREVIATURAS y SÍMBOLOS  

3-AT: 3-amino-1,2,4-triazol  

ABA: Ácido Abscísico  

ABRC: Centro de Recursos Biológicos de Arabidopsis (Arabidopsis Biological 

Resource Center)  

AD: Dominio de Activación  

ADN: Ácido desoxirribonucleico  

ADNc: Ácido desoxirribonucleico copia  

ADNss: Ácido desoxirribonucleico simple cadena  

ADN-T: ADN de transferencia  

ARN: Ácido ribonucleico  

ARNasa: Ribonucleasa  

ARNm: Ácido ribonucleico mensajero  

ATP: Adenosina trifosfato  

BD: Dominio de unión  

BSA: Albúmina de suero bovino  

CaMV: Virus del mosaico de la coliflor  

Co-IP: Co-inmunoprecipitación  

Col-0: Ecotipo Columbia  

cm: Centímetros  

D-Bodies: Corpúsculos nucleares de procesamiento de pri-miARNs (Dicing 

bodies)  

dNTP: Desoxinucleótidos trifosfato (mezcla equimolar de dATP, dCTP, dGTP,  

dTTP)  

ds: Doble cadena (double stranded)  

dsRBD: Dominio de unión a ARN doble cadena  

DL: día largo (16 horas luz/8 horas oscuridad) 

DTT: Ditiotreitol  
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DO: Densidad óptica  

EDTA: Ácido etilen diamino tetraacético  

FT: Factor de Transcripción 

g: Gravedad o gramos  

g/l: Gramos de soluto en un litro de solución  

eGFP: Proteína verde fluorescente mejorada  

HRP: Horseradish peroxidase  

IgG: Inmunoglobulina G  

l: Litro  

LB: Luria-Bertani  

DL: Día largo (long day)  

M: Molar  

m2: Metros cuadrados  

mg: Miligramo  

mg/l: Miligramo de soluto en un litro de solución  

miARN: Micro ARN  

miliQ: Agua calidad miliQ  

ml: Mililitro  

mM: Milimolar (milimoles/litro)  

mm: Milímetros  

MS: Medio de cultivo Murashige-Skoog  

NLS: Señal de localización nuclear (nuclear localization signal)  

ng: Nanogramos  

nm: Nanómetros  

nt: Nucleótido  

pb: Pares de bases  

PCR: Reacción en cadena de la polimerasa  
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PM: Peso molecular  

PMSF: Fluoruro de fenil metil sulfonilo 

pri-miARN: Transcripto primario de micro ARN  

PTGS: Silenciamiento génico post-transcripcional (Post-Transcriptional Gene 

Silencing)  

PVDF: Polifluoruro de polivinilideno  

p/v: Gramos de soluto en 100 ml de solución  

qPCR: PCR cuantitativa en tiempo real  

RIP: Inmunoprecipitación de ARN (RNA inmunoprecipitation)  

RIP/RT-PCR: Inmunoprecipitación de ARN seguido de transcripción reversa y 

PCR  

RISC: Complejo de silenciamiento inducido por ARN (RNA-induced silencing 

complex)  

RT: Retrotranscripción  

RT-qPCR: RT seguida de PCR cuantitativa en tiempo real.  

SDS: Dodecil sulfato de sodio  

SDS-PAGE: Electroforesis en gel de poliacrilamida desnaturalizante  

sARNs: ARNs pequeños  

siARNs: ARNs pequeños de interferencia (small interfering RNAs)  

TAE: Tris Acético EDTA  

TBE: Tris Boro EDTA  

tasiARNs: Trans-acting siRNAs  

TEMED� ✁✂✁✂✁✄✂✁✄✂-tetrametilendiamina  

Tm: Temperatura de disolución (temperature of melting)  

Tris: Tris(hidroximetil)-aminometano  

U: Unidad/es  

UV: Ultravioleta  

v/v: Militros de soluto en 100 ml de solución  
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✂�✁ Micromolar  

✂✄✁ Microlitros  

V: Volts  

WT: Ecotipo salvaje (Wild Type)  
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Nomenclatura  

Nomenclatura de genes: HYL1, gen HYL1.  

Nomenclatura de proteínas: HYL1, proteína HYL1.  

Nomenclatura de mutantes: hyl1-2, mutante en el gen HYL1, alelo 2.  

Nomenclatura de promotores: PromHYL1, promotor del gen HYL1.  

Nomenclatura de construcciones: Prom35S::eGFP-HYL1, promotor del virus del 

mosaico de la coliflor fusionado a la secuencia codificante de la proteína verde 

flourescente (eGFP) y a la secuencia codificante de la proteína HYL1. 
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3 RESUMEN  

Las plantas son organismos foto-autótrofos, por lo que dependen de la luz para 

vivir. Su condición sésil hace que las mismas estén continuamente expuestas a 

variaciones en la cantidad y calidad de luz, entre otros factores ambientales, que 

desafían su supervivencia. Para superar estas fluctuaciones ambientales, las plantas 

son capaces de reprogramar su desarrollo para ajustar su crecimiento en busca de una 

fuente de luz adecuada. Tal plasticidad está orquestada a nivel transcripcional por la 

expresión armoniosa, tanto temporal como espacial, de factores de transcripción 

específicos. A su vez, y debido a una preferencia evolutiva, estos factores de 

transcripcion son frecuentemente blancos de silenciamiento mediado por micro ARNs 

(miARNs), proceso necesario para adaptar el desarrollo de la planta, en particular su 

crecimiento, dependiendo del medio ambiente. La regulación de la biogénesis de 

miARNs es un proceso que las plantas usan comúnmente para modificar los niveles de 

miARNs maduros en un tejido o condición ambiental específica. En plantas, como en 

todos los organismos eucariotas, las modificaciones postraduccionales de las proteínas 

juegan un papel crucial como mecanismos reguladores en la mayoría de los procesos 

celulares. En particular, la fosforilación de proteínas es una de las modificaciones 

postraduccionales reversibles centrales que regulan el metabolismo celular, las 

interacciones proteína-proteína y su degradación, así como las actividades enzimáticas. 

En este trabajo de tesis mostramos que las plantas disparan la inhibición de la 

biogénesis de miARNs durante largos períodos de luz limitada, seguido de una 

recuperación rápida después de la restauración de luz, para orquestar el desarrollo de 

la planta en respuesta a la transición oscuridad/luz. En cuanto al mecanismo subyacente 

a esta regulación, la forma activa del factor de biogénesis de miARNs HIPONASTIC 

LEAVES1 (HYL1) es degradada durante la privación de luz, mientras que una reserva 

inactiva de proteína fosforilada permanece protegida dentro del núcleo. La degradación 

del componente activo de HYL1 conduce a la liberación de silenciamiento génico que 

desencadena las características de desarrollo características de la respuesta de la 

planta a oscuridad. Tras la restauración de la luz, una desfosforilación rápida de las 

reservas de HYL1 conduce a la reactivación de la biogénesis de miARNs, un cambio en 

el programa de desarrollo y la activación de la respuesta fotomorfogénica. Por lo tanto, 

nuestros hallazgos definen un mecanismo regulador único y rápido que controla la 

maquinaria de silenciamiento de la planta durante la respuesta a la luz. La naturaleza 

rápida del mecanismo de reactivación de HYL1 proporciona uno de los pocos ejemplos 

en los que la regulación postraduccional de un componente central en la biogénesis de 

miARNs media un cambio rápido entre respuestas de desarrollo opuestas.  
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Además, encontramos que la fosforilación de HYL1 en su dominio C-terminal 

podría tener funciones reguladoras en la proteína, probablemente modificando su 

afinidad para interactuar con componentes de la vía de biogénesis de miARNs o de las 

vías de señalización de luz azul. También encontramos que la variación en la longitud 

de este dominio afecta la interacción con un componente central de la vía de 

señalización de luz azul. Hasta la fecha, se pensaba que el dominio C-terminal de HYL1 

era inútil para la actividad de la proteína. Aquí mostramos que por más que pueda ser 

prescindible para la actividad de HYL1 en la biogénesis de miARNs, podría ser 

responsable de la participación de esta proteína en otras vías celulares. 
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4 ABSTRACT 

As photo-autotrophic and sessile organisms, plants depend on light, a resource 

that may become scare in nature. To overcome such environmental fluctuations, plants 

reprogram their development to adjust their growth in search for a proper light source. 

The developmental plasticity of plants is orchestrated at the transcriptional level by the 

harmonious temporal and spatial expression of specific transcription factors, which in 

turn are common targets of miRNA-mediated silencing. The regulation of the miRNA 

biogenesis is not an unusual phenomenon. Thus, plants can alter the steady levels of 

mature miRNAs in a given tissue/condition to balance many developmental processes, 

including growth, depending on the environment. In plants, as in any Eukaryotic 

organism, protein post-translational modifications play a crucial role as regulatory 

mechanisms in most cellular processes. Particularly, protein phosphorylation is one of 

the central reversible post-translational modifications that regulate cellular metabolism, 

protein�protein interactions, enzyme activities, and protein degradation. In this thesis, 

we show that plants rely on a microRNA (miRNA) biogenesis shutdown during long 

periods of limited light, followed by a quick recovery after light restoration, to orchestrate 

the plant development in response to the dark/light transition. Mechanistically, an active 

form of the miRNA biogenesis factor HYPONASTIC LEAVES 1 (HYL1) is degraded 

during light deprivation while an inactive pool of phosphorylated protein remains 

protected inside the nucleus. Degradation of the active HYL1 component leads to the 

release of gene silencing, triggering the developmental features characteristic of the 

plant response to dark. Upon light restoration, a quick dephosphorylation of the HYL1 

reserve pool leads to the reactivation of miRNA biogenesis, a switch in the 

developmental program and the activation of the photomorphogenic response. Our 

findings thus define a unique and fast regulatory mechanism controlling the plant 

silencing machinery during plant light response. Remarkably, the quick nature of the 

HYL1 reactivation mechanism provides one of the few examples where post-

translational regulation of a central player in miRNA biogenesis mediates a fast switch 

between opposite developmental responses.  

Additionally, we found that the phosphorylation of the C-terminal region of HYL1 

also appears to have regulatory roles on the protein activity. Such protein modification 

impacts the affinity of HYL1 with other interacting partners of either the miRNA or the 

blue light signaling pathways. We also found that the variation in length of this domain 

also affects the interaction with a component of the blue light signaling pathway. To date, 

the HYL1 C-terminal domain was thought to be dispensable for the protein activity, 

premise that we challenged in this thesis. Here, we show that it may be dispensable for 
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HYL1 activity in the miRNA biogenesis, but it might be responsible for the participation 

of this protein in other cellular pathways.  
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5 INTRODUCCIÓN  

Al ser organismos foto-autotróficos, las plantas dependen de la luz para su 

crecimiento, un recurso que, dada su naturaleza sésil, puede volverse limitante en 

algunas condiciones. En este sentido no solo los ciclos estacionales modifican la 

cantidad y calidad de luz disponibles. Por ejemplo, las semillas pueden germinar debajo 

de la superficie del suelo y quedar en completa oscuridad por días; sus órganos aéreos 

pueden quedar enterrados por alteraciones en el suelo, por objetos inanimados o por 

material senescente de otras plantas; así mismo, la llegada de luz solar puede estar 

limitada por la presencia de plantas vecinas. Para compensar la falta de movilidad, las 

plantas poseen programas de desarrollo increíblemente adaptables [1]�[3]. Así, ante la 

ausencia de luz reprimen el programa de crecimiento fotomorfogénico, cambiándolo por 

el de escotomorfogénesis, y ante la sombra de plantas vecinas activan el programa 

conocido como síndrome de evasión a la sombra. Tanto la escotomorfogénesis como el 

síndrome de evasión a la sombra tienen como objetivo superar la limitación de luz 

mediante cambios en el desarrollo destinados a alcanzar fuentes lumínicas adecuadas. 

Esta plasticidad y capacidad de las plantas de flexibilizar su programa de desarrollo 

según el medio que las rodea es orquestada a nivel molecular mediante un armonioso 

balance entre la expresión y represión de factores de transcripción (FTs) implicados en 

la regulación de genes importantes para el desarrollo [4]. En este sentido, los 

mecanismos de silenciamiento post-transcripcional de genes (PTGS, del inglés post-

transcriptional gene silencing) son esenciales para lograr modificar los niveles de FTs 

rápidamente, tanto espacial como temporalmente, para permitir los cambios necesarios 

para adaptarse al entorno cambiante [5]. El PTGS, que forma parte del conjunto de 

procesos conocido como silenciamiento génico, usa ARNs pequeños (sARNs, del inglés 

small RNAs) para guiar a el complejo efector RISC (del inglés RNA-Induced Silencing 

Complex) hacia ARNs mensajeros (ARNm) blanco disparando su degradación, 

bloqueando su traducción o alterando su estabilidad [6].  

5.1 El descubrimiento de los ARNs pequeños 

No fue hasta hace unas tres décadas atrás que comenzó a vislumbrarse la 

existencia, diversidad e importancia de la regulación mediada por sARNs en organismos 

eucariotas. Llamativamente los primeros indicios del fenómeno de silenciamiento génico 

comenzaron a apreciarse en la década del 90, en trabajos realizados en plantas [7]. En 

un estudio realizado por Matzke y col. en 1989 [8], se introdujeron dos ADN-T (ADN de 

transferencia) en el genoma de Nicotiana tabacum que codificaban dos marcadores de 
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selección diferentes. Los autores reportaron que el marcador de selección codificado 

por el primer ADN-T transformado se volvió inactivo en un subconjunto de su población 

luego de introducir el segundo vector. La inactivación observada del transgén fue 

correlacionada con la metilación de la secuencia promotora que controlaba la expresión 

del gen de selección. Los autores sugirieron que la homología compartida por los dos 

vectores, incluyendo dos copias del mismo promotor, pudo ser la causa de la metilación 

del primer vector.  

El año siguiente, trabajos realizados con plantas de petunia (Petunia hybrida) 

proporcionaron indicios adicionales de la existencia de mecanismos de silenciamiento 

génico dependiente de la homología. Las mismas se modificaron para llevar copias 

adicionales del gen de pigmentación en flores, chalcona sintasa (CHS), con el objetivo 

de obtener plantas con flores de color violeta intenso. Sin embargo, el resultado fue casi 

el opuesto, obteniendo plantas con flores color violeta intenso, flores con patrones de 

violeta y blanco, y otras completamente blancas. Análisis moleculares de las 

poblaciones transformadas revelaron que en algunas líneas de plantas tanto el gen 

introducido como el endógeno de CHS se encontraban silenciados en diferentes grados, 

�✁ ✂✁ ✄�✁☎✆�✁✝ ✞✂� ✟✝✠ ✡✂☛✝☞�✠ ✌�✁✝✆✍✁✡☞✝✁ ✎✏✝-✠✂✑☞�✠✍☎✁✒ [9], [10]. 

Los mecanismos inherentes a estas enigmáticas observaciones, los primeros 

indicios del silenciamiento génico, permanecieron sin descifrarse por varios años. En el 

año 1993 una serie de descubrimientos fueron fundamentales para el posterior 

descubrimiento del PTGS. Por un lado, los laboratorios de Victor Ambros y Gary Ruvkun 

identificaron en simultáneo los primeros ARNs pequeños derivados del gen lin-4 de 

Caenorhabditis elegans, los cuales eran complementarios y podían regular al gen lin-14 

del mismo organismo [11], [12]. Por otro lado, el laboratorio del Dr. William Dougherty 

✝✓✠�☞✔☎ ✞✂� �✟ ✄�✁☎✆�✁✝ ✌� ✎✏✝-✠✂✑☞�✠✍☎✁✒ ☛✡✆✓✍✕✁ ✝✏✂☞☞✖✡ �✁ ✑✟✡✁☛✡✠ ✆✝✌✍✄✍✏✡✌✡✠ ✑✡☞✡

expresar secuencias codificadas por genomas virales. Las plantas que expresaban 

proteínas virales generalmente eran resistentes al virus del cual derivaban las 

secuencias o a cepas relacionadas [13]. Los análisis moleculares de tejidos infectados 

mostraban que los genes virales eran transcriptos activamente, pero el ARNm 

correspondiente no se acumulaba. Estas observaciones llevaron a los autores a 

especular que la co-supresión iniciada por el transgén, la cual llamaron silenciamiento 

del gen, y el desencadenante viral estaba localizada en el citoplasma y ocurría a nivel 

post-transcripcional. Además, los autores propusieron que este proceso era iniciado por 

altos niveles de ARN en el citoplasma, y que una la hebra de ARN complementaria 

iniciaba el proceso de degradación del ARN viral [13]. 
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Hasta 1995 se aceptaba que ARNs antisentidos, complementarios a un ARNm, 

bloqueaban la traducción del mismo produciendo el fenómeno de co-supresión. Sin 

embargo, en ese año Guo y Kemphues [14] observaron que tanto la introducción de 

ARN sentido como antisentido al ARNm de par-1 en C. elegans resultaba en la 

degradación del mismo. Este descubrimiento accidental, en el que la transformación con 

la hebra sentido estaba pensada como un control negativo, llevó a los científicos a 

replantear el modelo vigente en ese momento. En los siguientes tres años numerosos 

descubrimientos fueron hechos en relación al proceso de PTGS. En particular, el 

laboratorio del Dr. Baulcombe en Cambrige fue pionero en estos trabajos. Mediante 

estudios de defensa de plantas contra virus confirmaron que el ARN no solo era el 

blanco del silenciamiento, pero también el origen. Postularon que en particular el ARN 

doble cadena era la causa del silenciamiento e incluso que el silenciamiento podría ser 

una señal móvil en la planta [15]�[19].  

En 1998 un estudio realizado por Fire y col. [20] en Caenorhabditis elegans 

reveló que los dsARNs largos, y no los simple cadena sentido o antisentido, son los que 

confieren un silenciamiento efectivo y específico de secuencia de genes endógenos en 

un proceso que se denominó silenciamiento de ARNs [20]. Con otro estudio realizado 

con transgenes en plantas, Hamilton y Baulcombe descubrieron que este silenciamiento 

de ARNs era causado por moléculas de ARN pequeñas [21]. Este descubrimiento se 

originó de la observación que, aun cuando era aceptado que un intermediario dsARN 

del ARNm era necesario para iniciar el silenciamiento, esta molécula completa no podía 

ser detectada. Esto llevó a los autores a buscar formas más cortas del ARN antisentido 

derivadas del dsARN, detectando ARN antisentido de una longitud aproximada de 25 

nucleótidos (nt). Sugirieron que esta era la longitud necesaria para disparar el 

silenciamiento especifico de ARNs [21]. El año siguiente, dos grupos independientes de 

bioquímicos utilizaron extractos de células de Drosophila para identificar el intermediario 

del silenciamiento. Ambos grupos encontraron ARNs de 21-23 nt, sugiriendo que el 

dsARN era convertido a intermediarios más cortos, ARNs pequeños de interferencia 

(siARNs, del inglés small interfering RNA), capaces de unirse a ARNm homólogo blanco, 

llevando al clivaje del transcripto [22], [23]. En 2001 se encontraron decenas de miARNs 

en varias especies animales mediante clonación directa [24]�[26]. En el año 2006 el 

premio Nobel de Medicina fue otorgado a Andrew Fire y Cragi Mello por el 

descubrimiento del ARN de interferencia, galardón que para muchos ignoró la inmensa 

contribución y descubrimientos hechos previamente en plantas [27]. 
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Desde entonces, los ARNs pequeños han sido identificados en la mayoría de los 

organismos eucariotas y se los ha vinculados a diversos mecanismos de regulación 

génica y controlando diversos procesos biológicos. 

5.2 ARNs pequeños de plantas 

✎�✁✁ ✑�✞✂�✂✝✒ �✠ ✂✁ ☛✕☞✆✍✁✝ quizás un poco arbitrario, ya que previamente fue 

utilizado para otros ARNs no codificantes, tal como los ARNs pequeños nucleares 

(snARNs) y ARNs de transferencia (tARNs) [28]. ARNs cortos regulatorios de bacterias 

también han sido referidos como ARN pequeños, aunque no están relacionados a los 

ARNs pequeños eucarióticos. Lo que distingue y define a los sARNs eucarióticos en la 

vía de silenciamiento génico es su rango de tamaño limitado (~20�30 nt) y su asociación 

con proteínas de la familia Argonauta [28]. Esta familia puede ser agrupada además en 

dos clados: las subfamilias Ago y Piwi. En animales se pueden encontrar al menos tres 

clases de sARNs, basados en el mecanismo de biogénesis y el tipo de proteína 

Argonauta con la que se asocian: miARNs, ARNs pequeños de interferencia endógenos 

(endo-siARNs) y los ARNs que interactúan con Piwi (piARNs) [28]. Los sARNs 

endógenos de plantas están constituidos por dos clases principales, los miARNs y los 

siARNs. Aunque no poseen la tercera clase de sARNs encontrados en animales, los 

piARNs, las plantas han expandido su repertorio de siARNs, algunos de los cuales 

cumplen funciones moleculares y de desarrollo similares a las de los piARNs en 

animales [29]. 

En plantas los sARNs están involucrados en modular su desarrollo y 

reproducción, en reprogramar y mantener la estabilidad del genoma, en la defensa 

contra organismos patógenos, en particular virus, y en proveer a las plantas de su 

enorme capacidad adaptativa. En general, se acepta que las vías de regulación 

mediadas por sARNs evolucionaron como un mecanismo de defensa celular contra virus 

de ARN y para controlar elementos transponibles, y luego se adaptaron para regular la 

expresión de genes endógenos [30]. Esto es consistente con el hecho de que la mayoría 

de las clases de sARNs tienen un rol reconocido tanto en las respuestas de defensa 

como en la regulación epigenética, pero su importancia relativa y superposición entre 

las vías varía entre las distintas especies de plantas [31].  

A diferencia de los sARNs animales, que son producidos por la acción 

combinada de Dicer y Drosha (miARNs), de Dicer (endo-siARNs) o de forma 

independiente a éstas (piRNAs) [28], la mayoría de los sARNs de plantas se producen 

como moléculas de ARN de 20 a 24 nt como resultado de la actividad exclusiva de 

proteínas DICER-LIKE (DCL) [32], [33]. La planta modelo Arabidopsis thaliana tiene 
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cuatro proteínas DCL (DCL1-4) con funciones específicas, jerárquicas y superpuestas 

en la biogénesis de sARNs. Estas endonucleasas reconocen ARNs de doble cadena 

que se forman por el plegamiento sobre sí misma de una hebra con secuencia 

complementaria, por el apareamiento de ARNm transcriptos en ambos sentidos, o por 

la síntesis de una segunda hebra sobre un ARN simple cadena mediada por una ARN 

polimerasa dependiente de ARN (RDR, del inglés RNA-DEPENDENT RNA 

POLYMERASE). Usando estos moldes, las enzimas DCL producen dúplex de sARNs 

doble cadena de distinto largo según la enzima actuante. A diferencia de los miARNs y 

endo-siARNs de animales, pero de forma similar a los piARNs [28] y los sARNs cargados 

en dAGO2 en Drosophila [34], el dúplex generado por DCL es metilado por la ARN 

metiltransferasa HUA ENHANCER1 (HEN1), protegiéndolos de la uridilación y 

subsecuente degradación [35], [36]. Al igual que en animales, una de las hebras del 

dúplex, denominada hebra guía, se carga en una proteína ARGONAUTA (AGO), 

mientras la otra hebra (pasajera) es normalmente degradada, aunque ocasionalmente 

puede ser funcional [37]. Las proteínas ARGONAUTA recibieron este nombre por 

Bohmert y col. (1998) [38] dada la semejanza de la planta mutante en el gen que codifica 

AGO1 en la especie modelo Arabidopsis thaliana, con los tentáculos del molusco 

Argonauta. En animales, las proteínas Argonauta se separan en los dos clados en base 

a la homología a con AGO1 de Arabidopsis o con la proteína PIWI de Drosophila [39]. 

Las proteínas Argonauta se encuentran conservadas entre especies, y muchos 

organismos expresan familias con muchos miembros, que van desde 1 en 

Schizosaccharomyces pombe, 5 en Drosophila, 8 en humans, 10 en Arabidopsis hasta 

27 en C. elegans [39]. 

 En plantas, el complejo dado por la asociación de un sARN, AGO y proteínas 

accesorias se denomina comúnmente RISC (RNA-induced silencing complex), 

independientemente de qué tipo de sARN involucrado, y es el responsable de llevar a 

cabo los diversos procesos de silenciamiento génico [30]. El mecanismo inherente al 

silenciamiento de un gen depende de la naturaleza del transcripto blanco, de la proteína 

AGO involucrada y del origen del sARN. Entre las 10 proteínas AGO de Arabidopsis, 

AGO8 presenta niveles de expresión indetectables en todos los estadios y tejidos de 

Arabidopsis estudiados, por lo que es considerado un pseudogen sin función alguna. El 

resto ha sido asociado funcionalmente con varias clases de sARNs [40], [41]. 

En función de las características de los precursores, los sARNs de plantas 

pueden ser divididos en dos grandes grupos. Por un lado, encontramos a los derivados 

de precursores formados por la hibridación intermolecular de dos hebras 

complementarias de ARN, o la síntesis de una hebra complementaria sobre un ARN 





23 

 

y por ende con la represión de los loci de ADN blanco [42], [43]. La mayoría de los 

siARNs heterocromáticos son de 23-24 nt de longitud, dependen de RDR2 y DCL3 para 

su biogénesis y tienen afinidad especifica por AGO4 y AGO6. Estas características los 

distinguen fácilmente de las otras clases de sARNs endógenos, que en su mayoría 

tienen 20-22 nt y se unen a otras proteínas AGO, principalmente AGO1  [31]. 

Los siARNs secundarios, por su parte, derivan de precursores doble cadena 

cuya síntesis es iniciada luego del reconocimiento de un ARN blanco por uno o más 

sARNs. El reconocimiento por parte de sARNs, generalmente de 22 nt de longitud, de 

algunos transcriptos permite el reclutamiento de la proteína RDR6, la síntesis de la 

hebra complementaria de ARN, y el posterior procesamiento del ARN doble cadena 

resultante en siARNs secundarios por acción de las enzimas DCL2 o DCL4 [44], [45]. 

Los siARNs resultantes pueden a su vez asociarse con AGO1 y silenciar genes blancos 

en trans (trans acting siARN o tasiARNs) o actuar sobre su propio locus y mensajero de 

origen (siARN secundarios o siARN en fase, phasiARN). Las dos clasificaciones 

terciarias, phasiARNs y tasiARNs, generalmente aplican al mismo locus: muchos de los 

tasiARNs conocidos también actúan como phasiARNs [31]. Esta clase de sARNs está 

implicada en diferentes aspectos del desarrollo y defensa de la planta [31] 

Al contrario de los otros tipos de siARNs, que dependen de una RDR para 

sintetizar el precursor doble hebra, los precursores de los nat-siARNs surgen de la 

hibridación de ARNs endógenos que comparten complementariedad de secuencia con 

otros transcriptos (Figura 1). Este tipo de siARN ha sido identificado en múltiples 

eucariotas, incluyendo humanos, ratones, levaduras, arroz y Arabidopsis [46]. Los ARNs 

que forman el precursor pueden o no codificar para proteínas, aunque lo más común es 

que sean no codificantes [47]. Además, cuando éstos provienen del mismo locus pero 

de hebras opuestas, se forman regiones complementarias perfectas que dan lugar a la 

generación de cis-nat-ARNs (Figura 1). Alternativamente, los trans-nat-siARNs se 

originan de hibridaciones entre ARNs transcriptos de diferentes localizaciones 

genómicas, formando ARNs doble hebra imperfectos (Figura 1) [31], [46].  

5.2.2 micro ARNs  

En plantas, la enorme mayoría de los siARNs clasificados como hpARNs 

pertenecen a la subclasificación de miARNs (Figura 1). Los miARNs difieren del resto 

de los hpARNs en que su estructura de tallo y bucle con apareamiento imperfecto 

generalmente solo produce un dúplex de miARN bien definido y conservado entre 

especies [48], [49]. 
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Aunque en general los miARNs de plantas son similares a los de animales, la vía 

de silenciamiento mediada por estos sARNs muestra varias diferencias sustanciales. En 

primer lugar, en animales los miARNs están codificados mayoritariamente dentro de 

otros genes codificantes, mientras que en plantas los loci que producen miARNs son 

generalmente unidades transcripcionales independientes. Mientras que en animales la 

biogénesis es bi-compartimentalizada, con etapas en el núcleo y en el citoplasma, y 

requiere de dos tipos de endonucleasas de tipo III (Drosha y Dicer), en plantas, la 

biogénesis es llevada a cabo enteramente en el núcleo y solo requiere un tipo de 

endonucleasa de tipo III. También se destaca que, a diferencia de animales, los 

precursores de miARNs de plantas tienen estructuras y tamaños variables. Además, los 

miARNs maduros de plantas tienen complementariedad casi perfecta con los sitios 

blanco de sus blancos, a diferencia de animales, donde la complementariedad está dada 

principalmente en la región raíz del miARN. Otra particularidad es que, en animales, los 

miARNs generalmente reconocen varias secuencias blanco en las regiones no 

traducidas de los ARNm (UTR del inglés untranslated region) y causan su inhibición 

traduccional y desestabilización, mientras que en plantas los miARNs generalmente 

reconocen un solo sitio en sus blancos, en la región codificante, y guían el clivaje del 

ARNm. Adicionalmente, mientras en animales es común que un miARN regule la 

expresión de numerosos ARNm blanco, y a su vez un mismo ARNm sea regulado por 

varios miARNs [50], los miARNs de plantas tienen generalmente un conjunto definido 

de ARNm blanco [51]. 

Las secuencias de miARNs no están conservadas entre animales y plantas, 

aunque sí están altamente conservada dentro de cada reino, y esta conservación 

evolucionaria es una de las características que los definen [52]. Se han identificado 

muchos miARNs animales involucrados en una gran variedad de roles tales como el 

tiempo de desarrollo, proliferación y muerte celular, hematopoyesis, definición del patrón 

del sistema nervioso e incluso en la respuesta a estímulos ambientales [53]. Los 

miARNs de plantas conocidos tienen una notable preferencia por silenciar familias de 

genes que codifican factores de transcripción, particularmente aquellos con roles 

asociados al patrón de desarrollo o la diferenciación celular [54]. Esta preferencia es la 

causa principal de que mutaciones en la maquinaria de biogénesis lleven a importantes 

defectos morfológicos en las plantas, e incluso a causar la letalidad de embriones [55]. 

Así, los miARNs de plantas cumplen funciones importantes en el desarrollo de órganos, 

tal como morfogénesis de hojas, identidad de órgano floral y desarrollo de raíces, así 

como en regulaciones retroactivas en la vía de ARNs pequeños y la biogénesis de 
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algunos siARNs. Además, están involucrados en la respuesta a varios tipos de estrés 

tanto bióticos como abióticos [56]. 

5.3 Biogénesis de miARNs en plantas 

Los miARNs son componentes esenciales de la maquinaria de silenciamiento de 

genes en la mayoría de los organismos eucariotas y por lo tanto su biogénesis está 

altamente regulada. 

Los componentes centrales de la vía de biogénesis de miARNs de plantas, como 

DCL1, HYPONASTIC LEAVES1 (HYL1) y SERRATE (SE), fueron los primeros en ser 

identificados y sirvieron como base para la confección de los primeros modelos de 

biogénesis de miARNs [57]. Lejos de los modelos simplificados, la complejidad de esta 

vía hoy resulta evidente, especialmente su plasticidad, regulación e interrelación con 

otros procesos biológicos [58]. La producción de miARNs es un proceso específico de 

tejido, está estrechamente asociado con la transcripción y el splicing de ARNm, e incluso 

varía entre los precursores de miARNs [58]. A fin de facilitar la comprensión de la 

biogénesis de miARNs resulta útil dividir el proceso, las proteínas participantes y los 

eventos particulares en distintas etapas. 

5.3.1 Eventos transcripcionales tempranos y ensamblado del complejo de 

procesamiento  

Como se mencionó anteriormente, la mayoría de los miARNs de plantas están 

codificados en unidades transcripcionales independientes. Por lo tanto, cada gen MIR 

en el genoma contiene su propio promotor, regiones regulatorias, terminador e incluso 

algunos contienen intrones [59]. Como para cualquier ARNm codificante, los genes MIR 

son transcriptos por la ARN polimerasa II (RNAPII, del inglés RNA polymerase II) en un 

proceso regulado por el complejo MEDIATOR y por la fosforilación, dependientes de 

ciclinas (CDKF1 y CDKDs), del dominio C-terminal de la subunidad más grande de 

RNAPII (RNAPII-CTD) [60], [61]. Al igual que cualquier ARN codificante, los transcriptos 

primarios de los precursores de miARNs (pri-miARNs) son protegidos de la degradación 

por la adición de la caperuza (CAP� �✁ ✠✂ �✁☛☞�✆✝ ✂✄✂ ✑✝✟✍✡✌�✁✍✟✡✌✝✠ �✁ ✠✂ �✁☛☞�✆✝ ✄✄✂

y en aquellos casos que contengan intrones, los mismos son eliminados mediante 

splicing [62]. 

De manera similar a la regulación transcripcional de genes codificantes, la 

expresión de cada gen individual de miARN es controlada por FTs específicos. La 

mayoría de estos casos no ameritan una introducción ampliada ya que actúan de forma 

general tanto para miARNs como para otros genes. Sin embargo, un conjunto de 
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proteínas que regulan o forman parte de la maquinaria de transcripción ha sido 

estrechamente ligado a la transcripción de miARNs. Estos factores incluyen a ELP2 y 

ELP5 del complejo Elongator [63], el factor de transcripción NEGATIVE ON TATA LESS 

2 (NOT2) [64], la proteína de unión a ADN CELL DIVISION CYCLE 5 (CDC5) [65], la 

proteína ribosomal SHORT VALVE 1 (STV1) [66], PROTEIN PHOSPHATASE 4 (PP4) 

[67], el factor de splicing SMALL1 (SMA1) [68], la ATPasa CHROMATIN 

REMODELLING FACTOR 2 (CHR2) [69], el homólogo a la Exportina 5 HASTY (HST) 

[70], las proteínas asociadas al poro nuclear THO/HRP1 PHENOTYPE 1 (THP1) y 

SUPPRESSOR OF ACTIN 3A (SAC3A) del complejo TREX-2 [71]. En mutantes con 

pérdida de función de estas proteínas, los niveles de pri-miARNs, la actividad de los 

promotores MIR y/o la ocupancia de RNAPII se encuentran reducidos, sugiriendo que 

estas proteínas modulan la transcripción de los genes MIR promoviendo el reclutamiento 

de RNAPII a sus secuencias promotoras, ya sea de manera directa o indirecta [72]. 

Adicionalmente, algunas proteínas regulan negativamente la transcripción de genes 

MIR. Por ejemplo, La disrupción de la proteína F-Box CONSTITUTIVE EXPRESSER OF 

PR GENE 1 (CPR1) aumenta los niveles de transcripto de SUPPRESSOR OF npr1-1, 

CONSTITUTIVE 1 (SNC1), resultando en una transcripción reducida de pri-miARNs 

[73]. A su vez, algunos factores pueden actuar en ambos sentidos, activando y 

reprimiendo la transcripción. Tal es el caso de CYCLING DOF TRANSCRIPTION 

FACTORS 2 (CDF2), cuya mutación en Arabidopsis aumenta la transcripción de algunos 

genes MIR, mientras reprime la de otros [74].  

Por mucho tiempo se pensó que la transcripción y procesamiento de pri-miARNs 

en plantas eran dos procesos separados, producidos de manera secuencial uno a 

continuación del otro. Sin embargo, se ha encontrado que muchas de las proteínas que 

regulan específicamente la transcripción de genes MIR son capaces de interactuar con 

algunas de las proteínas centrales del procesamiento de pri-miARNs [58]. Esto sugiere 

que los dos procesos, transcripción y procesamiento de pri-miARNs, están 

estrechamente asociados, produciéndose el ensamblado del complejo de 

procesamiento durante la transcripción. Una de las líneas de evidencia más sólidas fue 

el descubrimiento de la asociación de DCL1 y SE con loci de miARNs de forma 

dependiente del complejo Elongator, el cual a su vez también es necesario para la 

ocupación de la RNAPII en estos loci [63]. Esto sugiere que DCL1, y probablemente SE, 

son reclutadas al pri-miARN naciente co-transcripcionalmente, probablemente durante 

la elongación del transcripto. En línea con esta idea, las fosfatasas C-TERMINAL 

DOMAIN PHOSPHATASE-LIKE 1 y 2 (CPL1 y CPL2) interactúan tanto con RNAPII 

como con SE [75]. Posteriormente se han encontrado otras proteínas que se asocian 
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tanto con la maquinaria basal de transcripción como con componentes del complejo de 

procesamiento de miARNs [58]. Entre ellas, CDC5 [65] y varios componentes del 

complejo asociado a MOS4 (MAC), incluyendo a PRL1 (PLEIOTROPIC REGULATORY 

LOCUS1) [76], MAC3 [77], MAC5 [78] y MAC7 [79], cumplen roles en la estabilización 

del pri-miARN naciente, e interactúan con DCL1 para promover su actividad [72]. Entre 

otras proteínas, varios factores de procesamiento de pre-ARNm, como CAP-BINDING 

PROTEIN 20 (CBP20) y CBP80 [80], SMA1 [68], STABILIZED1 (STA1) [81], HIGH 

OSMOTIC STRESS GENE EXPRESSION 5 (HOS5) [82], ARGININE/SERINE- RICH 

SPLICING FACTOR 40 (RS40) y RS41 [82], la subunidad  U1 snRNP LETHAL UNLESS 

CBC 7 RL (LUC7rl) [83], THO2 en el complejo THO/TREX [84], GLYCINE- RICH RBP 7 

(GPR7) [85], SICKLE (SIC) [86], PRE-MRNA-PROCESSING PROTEIN (PRP)39b, 

PRP40a, PRP40b [83], que también interactúan con DCL1 y regulan positivamente el 

procesamiento de pri-miARNs. 

5.3.2 Procesamiento de miARNs 

Incluso cuando la maquinaria de biogénesis es reclutada temprano durante la 

transcripción, esto no implica que el procesamiento de pri-miARNs tome lugar co-

transcripcionalmente [58]. Desde su descubrimiento se sugirió que la maduración de los 

pri-miARNs ocurre en cuerpos nucleares denominados dicing bodies (D-Bodies) [87], 

[88]. Esta hipótesis se fundamenta en que la mayoría de los componentes de 

procesamiento de miARNs localiza en dichos cuerpos nucleares [58]. Al menos dos 

proteínas, MODIFIER OF SNC1 2 (MOS2) y el complejo THO/ TREX, parecen estar 

involucradas en el transporte/ensamblado de los componentes de los D-Bodies. Tanto 

MOS2 como THO2 (componente del complejo THO/TREX) están a su vez involucradas 

en la producción de miARNs [84], [89]. A diferencia de la mayoría de los cofactores de 

biogénesis de miARNs, ninguna de estas proteínas interactúa con la maquinaria de 

procesamiento de miARNs ni co-localiza dentro de los D-Bodies. En cambio, MOS2 y 

THO2 se unen a los pri-miARNs, facilitando su reclutamiento por HYL1. A pesar que 

todo sugiere que los D-Bodies son el lugar del procesamiento de miARNs, no se 

descarta que tengan funciones alternativas como, por ejemplo, que sean un sitio de 

reserva de proteínas inactivas, o que estén marcando los sitios de ensamblado de la 

maquinaria de biogénesis, y no necesariamente donde los pri-miARNs son procesados. 

Esto es apoyado por el hecho de que las plantas deficientes en componentes del 

complejo Elongator muestran una reducción drástica del número de D-Bodies que 

contienen a DCL1 [63]. Recientemente se demostró que tres regiones intrínsecamente 

desordenadas en SE median la separación de fase de este factor causando la formación 
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de los D-Bodies, proceso asociado directamente a la eficiencia de procesamiento de 

miARNs [90].  

Sea dentro de los D-Bodies o libre en el nucleoplasma de la célula, el 

procesamiento de los miARNs comienza con el reconocimiento de la estructura de 

horquilla del transcripto primario de los genes MIR por parte de DCL1. La liberación 

precisa del miARN maduro desde el precursor es un aspecto clave de la biogénesis de 

miARNs, y altamente relevante para la regulación específica de sus ARNs blanco. Los 

precursores de miARNs son muy variables en forma y tamaño, y aun así son 

precisamente procesados para liberar secuencias específicas [91]�[93]. Se han 

identificado determinantes estructurales presentes en los precursores que guían a la 

maquinaria de procesamiento para producir cortes específicos a lo largo de las 

secuencias [91]�[98]. Se ha establecido que coexisten cuatro mecanismos diferentes de 

procesamiento, dependiendo de la naturaleza del pri-miARN, su tamaño y estructura. 

DCL1 es capaz de reconocer regiones desapareadas en el precursor e iniciar el 

procesamiento desde el bucle o desde la base del pri-miARN (procesamiento del bucle 

a la base, o de la base al bucle, respectivamente). A su vez, estos dos tipos de 

procesamiento pueden ser simples, en los casos en los que el dúplex miARN/miARN* 

es liberado con dos cortes de DCL1, o secuenciales, cuando la enzima debe realizar 

tres o más cortes sucesivos hasta liberar el dúplex de miARN funcional [93]. 

Adicionalmente, se ha encontrado que la identidad de los nucleótidos localizados en las 

posiciones no apareadas del precursor puede tener un gran impacto en la eficiencia de 

procesamiento. Ciertos pares de nucleótidos enfrentados en el tallo de los pri-miARNs, 

tales como C-C y G-G, están en gran parte excluidos de las estructuras de los 

precursores, especialmente de los sitios de clivaje por DCL1, y su presencia en los pri-

miARNs resulta perjudicial para su procesamiento [99]. 

Debido a la enorme diversidad de secuencias y estructuras entre todos los pri-

miARNs [100], DCL1 requiere de los cofactores SE y HYL1 para encontrar el sitio 

preciso de corte y liberar así un miARN funcional [101], [102]. Estudios realizados en 

plantas crecidas a diferentes temperaturas sugieren que, a bajas temperaturas, estos 

cofactores son necesarios para el procesamiento pri-miARNs de mayor complejidad, 

mientras el corte correcto de pri-miARNs por DCL1 podría ser independiente de HYL1 y 

SE para precursores cortos procesados desde la base hacia el bucle [103]. En el año 

2010 se hipotetizó que HYL1 posee afinidad sólo por estructuras específicas, y no por 

secuencias [104]. Sin embargo, en un trabajo reciente se encontró que los pri-miARNs 

de plantas dicotiledóneas tienen un mayor contenido de GC en la región del 

miARN/miARN* [105]. Este enriquecimiento se da en posiciones especificas dentro del 
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miARN, y los precursores de miARNs con estas características son unidos con mayor 

especificidad por HYL1 [105]. Por lo tanto, HYL1 podría contribuir al corte preciso de los 

precursores por DCL1 no solo reconociendo patrones estructurales, sino también ciertas 

✎�☛✍✞✂�☛✡✠✒ �✁ ✟✡ ✠�✏✂�✁✏✍✡ ✏✝☞☞�✠✑✝✁✌✍�✁☛� ✡✟ ✆✍�✁✁�✆✍�✁✁✁✂ Esta hipótesis además 

se sustenta en la capacidad de HYL1 de unir específicamente la región miARN/miARN*, 

y permanecer unida al dúplex maduro luego de ser procesado. 

Alternativamente, se ha propuesto que DCL1 podría no ser la única 

endonucleasa encargada de cortar los precursores de miARNs. Cho y col. [106] 

identificaron una endonucleasa que denominaron HYL1-interacting GIY-YIG-like 

endonuclease (HIGLE). La misma es capaz de procesar precursores de miARNs en 

fragmentos cortos in vitro, aunque su actividad es suprimida por la asociación con HYL1 

y SE. Así, HIGLE podría estar encargada del corte de precursores que adoptan forma 

de horquilla, pero escapan a los determinantes estructurales de los sustratos de DCL1. 

Algo similar ha sido descripto para DCL3, quien es capaz de procesar pri-miARNs en 

siRNAs de 24 nt no funcionales, pero solo en aquellos casos o tejidos donde DCL1 no 

está activa. 

La vía de biogénesis de miARNs es representada esquemáticamente en la 

Figura 2.  

5.3.3 Etapas post-procesamiento 

✄✁✡ ✔�☎ ✟✍✓�☞✡✌✝ �✟ ✌✆✑✟�✁ ✌� ✆✍�✁✁✂ ✠✂✠ �✁☛☞�✆✝✠ ✄✄ ✠✝✁ ✆�☛✍✟✡✌✝✠ ✑✝☞ ✟✡ ✆�☛✍✟

transferasa HEN1 [35], [36] y posteriormente una de sus hebras es cargada en AGO1 

para formar el complejo efector RISC. HEN1 localiza tanto en núcleo, donde metila 

miARNs e interacciona con DCL1 y HYL1 [107], como en citoplasma, donde podría 

metilar otros tipos de sARNs [87]. Además, se ha demostrado que HEN1 y SE 

interaccionan en la misma región de la proteína DCL1 [107], implicando que SE debe 

disociarse del complejo de procesamiento para permitir la unión de HEN1. Por otro lado, 

la evidencia sugiere que HYL1, como un dímero, se une a la región miARN/miARN* del 

pri-miARN, y se mantiene unida al dúplex de miARN maduro luego de su procesamiento 

[104], [108]. Esto sugiere que HYL1 podría estabilizar al miARN hasta ser transferido a 

la proteína efectora AGO1, en un proceso que implica a la recientemente identificada 

proteína CARP9 [109]. 

Por mucho tiempo se asumió que una vez procesados los miARNs eran 

exportados fuera del núcleo por la proteína HASTY (HST) y luego cargados en AGO1 

en el citosol. Esta asunción se basó en la homología de HST con a Exportina 5 de 

humanos, quien se encarga de exportar pre-miARNs de núcleo a citoplasma. Este 
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Por otro lado, se descubrió que la misma proteína AGO1 es capaz de ingresar al 

núcleo, asociarse a los miARNs y regresar a citoplasma donde cumplen su función 

regulatoria [110]. En línea con estos resultados, se identificó al complejo TREX-2 como 

un componente de la maquinaria que exporta al citoplasma los complejos AGO1:miARN 

formados en el núcleo [111]. Sin embargo, experimentos de exclusión molecular han 

demostrado que también existe una considerable cantidad de miARNs no asociados a 

AGO1 en el citoplasma [112] lo que sugiere que estas moléculas pueden salir del núcleo 

por otro mecanismo aún desconocido. Se ha demostrado que los miARNs, así como los 

siARNs, pueden actuar como señales móviles [113]�[118]. Esta movilidad parece estar 

regulada, ya que es direccional en algunas interfaces entre células [119]. Un trabajo 

reciente muestra que los microtúbulos participan en la movilización de miARNs 

citoplasmáticos no cargados hacia otras células [120]. En los tejidos de origen, los 

mismos inhiben la carga de miARNs en AGO1 para permitir su movilización, y por lo 

tanto acción en tejidos diferentes del cual fueron producidos [120]. 

A fin de cumplir su función, la proteína AGO1 asociada con un miARN forma un 

complejo con las proteínas HEAT SHOCK PROTEIN 90 (HSP90) [121] y SQUINT (SQN) 

[122] para dar lugar al complejo RISC maduro. Durante este proceso de formación del 

complejo RISC, AGO1 remueve una de las dos hebras del dúplex de miARN:miARN*, 

permitiendo a la hebra restante hibridar con el ARNm blanco. El mecanismo preciso por 

el cual AGO1 selecciona específicamente una de las hebras es un aspecto de la vía 

pobremente comprendido, aunque se han identificado algunas características que 

podrían explicar el fenómeno [123], [124]. Sí se ha establecido que HYL1 es un elemento 

importante para la selección de la hebra guía por AGO1 [125]. Esto sugiere que la 

selección de hebras podría ocurrir dentro del núcleo, donde se ha detectado interacción 

HYL1-AGO1 [58], [87] o en citoplasma, donde HYL1 es abundante y su función 

mayoritariamente desconocida. En un trabajo reciente se encontró que el pool 

citoplasmático de HYL1 interacciona con AGO1, y esta interacción resulta importante 

para la localización de AGO1 en polisomas, así como para llevar a cabo el mecanismo 

de inhibición traduccional [126]. 

En plantas, el PTGS puede llevarse a cabo mediante la inhibición de la 

traducción, o por corte y degradación del ARNm blanco, siendo este último el más 

frecuente. La tendencia de los miARNs de plantas a clivar a sus ARNm blancos es 

consecuencia de la alta complementariedad de secuencia entre las moléculas, sobre 

todo entre los nt 10 y 11, un requerimiento para un corte catalizado por las proteínas 

AGO [127], [128]. Uno de los dominios de las proteínas AGO, denominado PIWI, forma 

un pliegue similar a una RNasa-H con actividad endonucleasa, capaz de escindir los 
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ARNs blanco que son complementarios con la hebra guía cargada. Esta actividad de 

corte fue demostrada en Arabidopsis para AGO1, AGO2, AGO4, AGO7, y en menor 

medida para AGO10 [57]. 

Si bien es ampliamente aceptado que en plantas el silenciamiento mediado por 

miARNs ocurre mayoritariamente por el mecanismo de corte, hay evidencia suficiente 

para asegurar que la inhibición traduccional mediada por miARNs es considerable y 

tiene un impacto importante sobre el transcriptoma de plantas [129]�[134]. Asimismo, 

se ha demostrado que algunos transcriptos pueden ser silenciados tanto por inhibición 

de la traducción como por degradación [129], [132], [134]. Este es un hecho importante, 

ya que mientras el corte y degradación por miARNs es un efecto permanente, la 

inhibición traduccional representa un proceso potencialmente reversible. 

5.5 Acciones jerárquicas en la vía 

Se han descripto varios casos de acciones jerárquicas e incluso redundancia 

entre los componentes de la vía de miARNs. Algunos de los casos más prominentes 

son las fosfatasas CPL1 y 2, muchos miembros de la familia de proteínas AGO, las 

enzimas DCLs y las proteínas de unión a ARN doble cadena (DRBs, del inglés double-

stranded (ds) RNA-binding proteins) que incluyen a la proteína HYL1 [58]. 

En Arabidopsis hay 5 miembros en la familia de proteínas DRB [135], [136]. 

Mientras que HYL1, también conocida como DRB1, es un factor ampliamente estudiado 

de la biogénesis de miARNs, las otras DRBs tienen funciones menos conocidas [137]. 

Estudios en mutantes simples y múltiples de los genes que codifican las proteínas DRBs 

sugirieron que solo HYL1 actúa en la vía de miARNs dado que solo mutantes en este 

gen presentaban alteraciones en los niveles de miARNs y un fenotipo asociado. Sin 

embargo, un análisis de acumulación de miARNs en mutantes de DRB centrado solo en 

los tejidos donde se expresan estas proteínas, reveló que DRB2 actúa, en algunos 

tejidos de manera antagonista y sinérgica con HYL1 para un subconjunto específico de 

miARNs [138]. En estos tejidos DRB2 reprime la expresión de HYL1 e induce la 

inhibición de la traducción mediada por miARNs de genes blanco [139]. A pesar de no 

afectar la producción de miARNs, DRB3 y DRB5 cooperan con DRB2 en el 

silenciamiento de genes [140]. DRB3 y DRB5 podrían también modular la inhibición de 

la traducción mediada por DRB2, debido a que ambas proteínas localizan en el 

citoplasma, donde se espera que tenga lugar la inhibición de la traducción mediada por 

DRB2. 
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5.6 HYPONASTIC LEAVES1: Características y regulación post-
traduccional  

Considerando el importante rol de los miARNs en la regulación de genes, no es 

sorprendente que plantas mutantes en los genes que codifican proteínas involucradas 

en esta vía, como DCL1 y AGO1, sean inviables y aborten a nivel embrionario. En este 

sentido, plantas mutantes en el gen que codifica para HYL1 presenta marcados defectos 

en el desarrollo, una reducida fertilidad y una fuerte caída en los niveles de miARNs, 

pero son viables. Estas características hacen de HYL1 un interesante candidato para 

estudiar los mecanismos de regulación de la biogénesis y función de miARNs, y en 

particular su regulación post-traduccional. La modificación post-traduccional de 

proteínas es un mecanismo de regulación común encontrado en la mayoría de los 

procesos celulares. La fosforilación de proteínas es una de las modificaciones post-

traduccionales centrales y reversibles que regulan el metabolismo celular, interacciones 

entre proteínas y su degradación, así como la actividad de enzimas [141]. La vía de 

biogénesis de miARNs también está sujeta a este tipo de regulación, siendo HYL1 una 

de las proteínas más reguladas. 

HYL1 está compuesta por dos dominios de unión a ARN doble hebra (DRBMs, 

double stranded-RNA binding motifs), el DRBM1, responsable de la interacción con pri-

miARNs y el DRBM2, que permite la interacción con tras proteínas [104]. Hacia la región 

C-terminal se encuentra una señal de localización nuclear (NLS) seguida de un dominio 

compuesto por 6 repeticiones de 28 aminoácidos con una alta conservación de 

secuencia, incluso a nivel nucleotídico (Figura 3A) [142]. Se ha demostrado que la región 

de HYL1 que contiene los dominios DRBM1 y 2 es suficiente para rescatar el fenotipo 

morfológico y molecular de la mutante hyl1-2, sugiriendo que la región C-terminal no es 

necesaria para la función de esta proteína [143]. Sin embargo, un estudio de fosfo-

proteómica descubrió que las repeticiones localizadas en el extremo C-terminal de HYL1 

se encuentran fosforiladas, sugiriendo que esta región podría tener importantes 

funciones regulatorias [144]. En el mismo estudio se demostró que la fosforilación de 

dos serinas, de entre 7 serinas potencialmente fosforilables fuera de la región C-

terminal, regulan la actividad de HYL1 [144]. En este sentido, la fosforilación de las 

serinas S42 y S159, localizadas en los DRBM1 y DRBM2 respectivamente, inhibe la 

actividad de HYL1 impactando negativamente la producción de miARNs [144], [145] 

(Figura 3A). La desfosforilación y, por lo tanto, activación, de HYL1 es mediada 

principalmente por CPL1 y en menor medida por CPL2. Se encontró que CPL1 no 

interactúa de forma directa con HYL1, sino formando un complejo en el que ambas 

proteínas interaccionan con SE [144]. Contrarrestando la actividad de CPL1/2, se ha 



34 

 

reportado que la quinasa MITOGEN ACTIVATED PROTEIN KINASE 3 (MPK3) fosforila 

a HYL1 in vitro [135]. Adicionalmente, se encontró que miembros funcionalmente 

redundantes de la familia de quinasas SnRK2 (SNF1-related protein kinase) son 

capaces de fosforilar a HYL1 y SE in vitro, y que los niveles de proteína de HYL1 

disminuyen en mutantes de esta familia de quinasas bajo estrés [146]. En ambos casos, 

es incierto si MPK3 y/o los miembros de SnRK2 son necesarias y suficientes para 

catalizar la fosforilación de HYL1 in vivo. 

CPL1 también desfosforila a RCF3, una proteína involucrada en la biogénesis de 

miARNs y en el splicing. Se ha encontrado que, en algunos tejidos, específicamente en 

el meristema vegetativo apical del vástago, primordios de hojas jóvenes y hojas nuevas 

emergentes, la desfosforilación de HYL1 depende de RCF3 [145]. Adicionalmente, el 

estado de fosforilación de ambas proteínas afecta su localización sub-nuclear, 

observando que solo las versiones no fosforiladas de ambas se ubican en D-Bodies 

[144], [145]. 

 
Figura 3. (A) Representación de los dominios de HYL1 y las serinas fosforilables importantes 

para su regulación. En las repeticiones C-terminales, los rectángulos verdes más oscuros 

representan el péptido fosforilable que se repite en cada una de ellas [71]. (B) Representación 

gráfica de la regulación post-traduccional de HYL1 (figura modificada de Achkar y col., 2016 [33]). 
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HYL1 localiza tanto en núcleo como en citoplasma, siendo KETCH1 la proteína 

responsable del transporte activo de HYL1 al núcleo [147]. En este compartimento HYL1 

cumple su función en la biogénesis de miARNs, mientras que se ha sugerido que en el 

citoplasma participa en la inhibición de la traducción de ARNm unidos a miARNs [126]. 

Por otro lado, se encontró que la fracción citoplasmática de HYL1 es degradada 

activamente por una proteasa aún desconocida cuando la planta se encuentra en total 

oscuridad por periodos prolongados [148]. Esta degradación es regulada por la proteína 

CONSTITUTIVE PHOTOMORPHOGENIC 1 (COP1). La misma cambia su localización 

subcelular con los cambios en la luz que percibe la planta. Durante el día COP1 se 

encuentra en el citoplasma, en donde protege a HYL1 de la degradación. Durante las 

horas de oscuridad, COP1 ingresa al núcleo, y así la proteasa es capaz de degradar la 

fracción citoplasmática de HYL1 [148] (Figura 3B). 

Adicionalmente, el complejo SMEK1/PP4 también es necesario para la 

desfosforilación y activación de HYL1 [149]. Además, en la planta mutante smek1 los 

niveles proteicos de HYL1 se encuentran disminuidos, y en lisados celulares de la 

misma mutante la degradación de HYL1 parece producirse más rápido que en el control, 

sugiriendo que la ausencia de SMEK1 aumenta la velocidad de degradación HYL1 y 

que la fosforilación de HYL1 impacta en su estabilidad [149]. 

El estudio de la regulación post-traduccional de HYL1, y en particular cómo la 

fosforilación de esta proteína impacta su actividad y degradación son los ejes centrales 

de esta tesis doctoral. En este trabajo de tesis nos propusimos estudiar cómo la 

fosforilación de HYL1 afecta su función, si este proceso está involucrado en el control 

de la degradación de la proteína y su concomitante efecto fisiológico, así como estudiar 

la función del dominio C-terminal de HYL1 y en particular el rol de su fosforilación.  
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6 HIPÓTESIS Y OBJETIVOS 

La regulación génica post-transcripcional es un proceso fundamental para lograr la 

expresión precisa, tanto espacial como temporal, de un gen. El silenciamiento de genes 

mediado por micro ARNs (miARNs) se ha convertido en uno de los principales 

mecanismos de regulación post-transcripcional en estudio. Para poder lograr un 

correcto balance entre la expresión de un gen y su silenciamiento, es crítico modular la 

abundancia de los miARNs. Los mecanismos de regulación de la biogénesis y la acción 

de estas moléculas son, en gran parte, desconocidos, y su estudio se perfiló 

recientemente como un tema de suma importancia. 

Nuestra hipótesis es que la fosforilación de HYL1, en sus serinas 42 y 159, afecta su 

capacidad de interaccionar con el ARN y proteínas, respectivamente. Además, 

hipotetizamos que el estado de fosforilación de HYL1 y, por ende, su actividad, cambia 

naturalmente en plantas de Arabidopsis. Este cambio podría darse en tejidos 

específicos, durante distintos estadios del desarrollo o bajo ciertos estímulos, a fin de 

modular su actividad. De esta manera, se obtendría una mayor o menor producción de 

miARNs según la necesidad. Creemos que existe en la célula un reservorio latente de 

HYL1 en su estado fosforilado. En casos de ser requerida una mayor producción de 

miARNs, por ejemplo, durante la germinación, CPL1 desfosforila esta reserva de HYL1, 

haciéndola activa. 

Nuestro objetivo general es identificar los mecanismos involucrados en la regulación 

de la actividad de miARNs. Para esto usamos plantas de Arabidopsis thaliana como 

sistema modelo para estudiarla regulación de las etapas de síntesis y de acción de los 

miARNs. En esta propuesta centramos nuestros esfuerzos en comprender cómo 

modificaciones post-traduccionales afectan la actividad del cofactor de la biogénesis de 

miARNs HYL1, y el impacto que esto tiene sobre la producción de estos pequeños 

ARNs. 

6.1 Objetivos específicos 

� Establecer el impacto del cambio de estado de fosforilación de HYL1 en su 

capacidad de formar dímeros e interaccionar con SERRATE, su proteína 

asociada más conocida. 

� Establecer el impacto del cambio de estado de fosforilación de HYL1 en su 

capacidad de interaccionar con los precursores de miARNs. 

� Determinar los tejidos, etapas del desarrollo y estímulos externos que modifican 

el estado de fosforilación de HYL1. 
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� Explorar la estabilidad proteica, y la degradación especifica de HYL1, según su 

estado de fosforilación. 

� Determinar los patrones de localización subcelular de HYL1 en sus distintos 

estados de fosforilación. 
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7 MATERIALES Y MÉTODOS  

7.1 Análisis de ADN 

7.1.1 Plásmidos 

�✁✂✄☎✆✝✞-TOPO®: vector de entrada (life Technologies) que permite el 

clonado direccional de productos provenientes de reacciones de amplificación en 

cadena (PCR) con extremos romos. Para tal fin, es necesario agregar la secuencia de 

✟ ✁✂✏✟�☎☛✍✌✝✠ ✠�✠✠✂ �✁ �✟ �✁☛☞�✆✝ ✂✄ ✌�✟ ✏�✓✡✌✝☞ ✠�✁☛✍✌✝✂ ✏✝✆✑lementario al extremo 

sobresaliente GTGG del vector, permitiendo una única orientación de clonado. El vector 

lineal contiene en cada extremo una enzima Topoisomerasa I del virus Vaccinia unida 

covalentemente que liga el fragmento de PCR al vector. El sitio de clonado direccional 

TOPO® está flanqueado por las regiones de homología attl1 y attl2 para permite la 

recombinación lR en vectores Gateway de destino. Este vector posee el gen de 

resistencia a kanamicina como marcador de selección en E. coli. 

pFK247: vector de destino Gateway de la serie pFK derivado del plásmido 

pGREEN-IIS [150] en el cual se reemplazó el gen de resistencia a kanamicina por el de 

espectinomicina. Posee dos orígenes de replicación, uno para E. coli, y otro para 

Agrobacterium tumefaciens, organismo con el cual se transformaron las plantas. Parte 

de las secuencias necesarias para la replicación, como el gen de la replicasa RepA, se 

encuentran en el plásmido pSoup, que provee la funcionalidad necesaria para la 

replicación del vector pGREEN-II en A. tumefaciens, por lo que se debe co-transformar 

con ambos vectores. Este vector posee el promotor constitutivo del virus del mosaico de 

coliflor 35S CaMV, seguido de la secuencia codificante de la proteína verde fluorescente 

mejorada (eGFP, del inglés enhanced Green Fluorescent Protein), y se lo utilizó para 

expresar ectópica y constitutivamente las diferentes versiones de HYl1 con una fusión 

amino-terminal a eGFP en plantas de Arabidopsis transformadas de manera estable, y 

para evaluar la localización subcelular en hojas de Nicotiana benthamiana 

transformadas transitoriamente. Confiere resistencia a glufosinato de amonio para la 

selección de plantas transformadas eficientemente. 

pPM415: vector de destino Gateway derivado del plásmido pGREEN-IIS. Posee 

dos orígenes de replicación, uno para E. coli, y otro para Agrobacterium tumefaciens, 

un gen de resistencia a espectinomicina para la selección de bacterias y a glufosinato 

de amonio para la selección de plantas y la región reguladora de HYl1. Se lo utilizó para 

expresar las diferentes versiones de HYl1 bajo el control del promotor nativo en plantas 

mutantes hyl1-2.  
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pAS017: vector de destino Gateway de la serie pAS derivado del plásmido 

pGREEN-IIS. Posee dos orígenes de replicación, uno para E. coli, y otro para 

Agrobacterium tumefaciens, un gen de resistencia a espectinomicina para la selección 

de bacterias y a glufosinato de amonio para la selección de plantas, el promotor 

constitutivo del virus del mosaico de coliflor 35S CaMV y la secuencia codificante del 

receptor de glucocorticoides (GR) para una fusión C-terminal. Se utilizó para transformar 

plantas mutantes hyl1-2 de manera estable.  

pProExHta-lR-phi: vector de destino Gateway (Invitrogen) utilizado para la 

expresión de proteínas en E. coli. Posee un origen de replicación para E. coli, un gen de 

resistencia a ampicilina, un promotor inducible lacIq, la secuencia codificante de un tag 

6xHis amino-terminal, seguido del sitio de corte para la enzima TEV. Se utilizó para 

expresar diferentes versiones de HYl1 de manera recombinante. 

pSoup: Este vector aporta la secuencia del locus pSa que actúa en trans en la 

replicación de los plásmidos de la serie pGREEN-IIS [209] y sus derivados en A. 

tumefaciens. 

�✞✁�✄✆✁✁✂ Es un vector de destino Gateway (Invitrogen) que permite la fusión 

de una proteína de interés al dominio de activación de la proteína GAl4 (GAl4AD). Posee 

un origen de replicación para E. coli basado en el de los vectores pUC, y el gen de 

resistencia a ampicilina como marcador de selección en bacterias. Contiene la 

secuencia ARS4/CEN6 de replicación y mantenimiento de bajo número de copias en 

levaduras, y el gen TRP1 como marcador de selección en medios carentes de triptofano 

para las levaduras transformadas eficientemente. El gen de interés fusionado al GAl4AD 

se expresa bajo el control del promotor y el terminador de la alcohol deshidrogenasa de 

levaduras (ADH1). Este vector se utilizó en los ensayos de doble híbrido para el estudio 

de interacciones proteína-proteína. 

�✞✁�✄✆✄✁✂ Es un vector de destino Gateway (Invitrogen) que permite la fusión 

de una proteína de interés al dominio de unión a ADN de la proteína GAl4 (GAl4BD). 

Posee un origen de replicación para E. coli basado en el de los vectores pUC, y el gen 

de resistencia a gentamicina como marcador de selección en bacterias. Contiene la 

secuencia ARS4/CEN6 de replicación y mantenimiento de bajo número de copias en 

levaduras, y el gen lEU2 como marcador de selección en medios carentes de leucina 

para las levaduras transformadas eficientemente. El gen de interés fusionado al GAl4BD 

se expresa bajo el control del promotor y el terminador de la alcohol deshidrogenasa de 

levaduras (ADH1). Este vector se utilizó en los ensayos de doble híbrido para el estudio 

de interacciones proteína-proteína. 
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7.1.2 Construcciones genéticas  

Para crear las construcciones Pro35S::eGFP-HYl1, ProHYl1::HYl1 y 

ProADH1::GAl4AD-HYl1 fosfo-miméticas/nativa, se recombinaron los vectores de entrada 

que contienen las fosfo-mímicas de HYl1 previamente utilizados en el trabajo de 

Manavella y col. (2012)[144]  con los vectores de destino pFK247, pPM415 y pDEST22 

(Thermo Fisher), respectivamente. Para crear las construcciones ProHYl1::eGFP-HYl1 

fosfo-miméticas y nativa, las fusiones de eGFP-HYl1 se amplificaron mediante PCR con 

la ADN polimerasa Pfu (Thermo Fisher Scientific), se clonaron en p-ENTR-D-TOPO 

(Thermo Fisher Scientific) y luego se recombinaron con pPM415. Para crear 

ProHYl1::HYl1-GR, primero se obtuvo la fusión HYl1-GR mediante la recombinación de 

los vectores pPM060 (vector de entrada que contiene la secuencia codificante de HYl1 

sin el codón de terminación) y pAS017. La fusión HYl1-GR fue clonada en un vector 

pENTR-D-TOPO y luego recombinada con pPM415.  

Para crear las versiones de HYl1 que contienen de 0 a 5 repeticiones en el 

dominio C-terminal (HYl1D6 a HYl1D1, respectivamente), se utilizó un oligonucleótido 

que hibrida al final de cada repetición con el agregado de un codón de terminación, y 

uno que hibrida desde el codón de inicio de la secuencia codificante de HYL1. Así, 

mediante una PCR se obtuvieron todas las versiones, que fueron separadas en un gel 

de agarosa al 2% y clonadas en un vector p-ENTR-D-TOPO. Luego de su secuenciación 

fueron recombinadas en los vectores pFK247, pPM415 y pProExHta-lR-phi, para 

obtener las construcciones Pro35S::eGFP-HYl1D, ProHYl1::HYl1D y 6xHis-HYl1D, 

respectivamente.  

Las versiones fosfo-miméticas en cada repetición del dominio C-terminal, se 

sintetizaron comercialmente (Bio Basic Inc) cambiando los codones de serina 

potencialmente fosforilables por codones de alanina o ácido aspártico. Debido a la alta 

repetición de secuencia, para poder sintetizar este fragmento se tuvo que modificar el 

uso de codones, resultando en una secuencia de nucleótidos diferente a la nativa, pero 

conservando la secuencia de aminoácidos de la proteína salvaje excepto en las serinas 

mutadas. Para evaluar si este cambio tendría consecuencias en la expresión de HYL1, 

también hicimos sintetizar la versión S>S, esto es, la versión nativa en secuencia de 

aminoácidos, pero modificada a nivel nucleotídico. Los fragmentos de HYL1 sintetizados 

y correspondientes a la región C-Terminal fueron unidos a la region N-terminal de la 

proteína salvaje mediante overlapping PCR utilizando Pfu (Thermo Fisher Scientific) y 

posteriormente clonados en pENTR-D-TOPO. Nuevamente, fueron recombinadas en 

los vectores pFK247, pPM415 y pProExHta-lR-phi, para obtener las construcciones 
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Pro35S::eGFP-HYl1C-termS>A/D/S, ProHYl1::HYl1C-termS>A/D/S y 6xHis-HYl1C-termS>A/D/S, 

respectivamente.   

Todas las reacciones de recombinación se realizaron utilizando Gatewa�✁ ✂✁

✠✟✝✁✡✠�✁ ✄✄ ☎✁☎�✆� ✆✍✁ (TermoFisher Scientific). 

En la Tabla 1 del Anexo 1 se detallan las construcciones utilizadas en este 

trabajo, y en la Tabla 2 del mismo anexo, los cebadores de oligonucleótidos utilizados 

en esta tesis.  

7.1.3 Amplificación de fragmentos de ADN mediante PCR (Reacción en 

Cadena de la Polimerasa)  

La amplificación de fragmentos de ADN para clonados, análisis de líneas 

tansgénicas, y chequeo de construcciones obtenidas ya sea directamente sobre 

colonias de bacterias transformadas o sobre ADN plasmídico, se llevó a cabo mediante 

PCR. En cada reacción se utilizó solución amortiguadora de reacción provista por el 

fabricante de la enzima, dNTP 0,2 mM y 0,4 ✆✝ ✌� ✏✡✌✡ ✝✟✍✞✝✁✂✏✟�☎☛✍✌✝ �✠✑�✏✖✄✍✏✝✂ �

esta mezcla de reacción se le incorporó el ADN molde y luego se le agregó 0,3 U de 

enzima Taq ADN polimerasa (AP Biotech) para reacciones de chequeo, o Pfu ADN 

polimerasa (Thermo Scientific) para amplificaciones de fragmentos a ser clonados, por 

✏✡✌✡ ✟✠ ✆l de volumen de reacción. L✝✠ ✔✝✟✆✆�✁�✠ ✄✍✁✡✟�✠ ✌� ☞�✡✏✏✍☎✁ ✄✂�☞✝✁ ✌� ✡✠ ✆l 

✑✡☞✡ ✏☛�✞✂�✝✠✂ ✝ ✂✠ ✆l para amplificaciones de fragmentos a clonar. Finalmente se 

procedió con la reacción de amplificación según los objetivos del experimento. Las 

reacciones se llevaron a cabo en un termociclador T100TM Thermal Cycler (Bio-Rad) y 

en general se utilizó el siguiente programa: [30 segundos 94° C, 30 segundos (Tm - 5) 

º C, t a 72° C] x 35 ciclos + 7 minutos a 72° C, donde la temperatura de hibridación se 

estableció de acuerdo a la composición de bases de los oligonucleótidos utilizados 

[Tm=2(A+T)+4(G+C)], y el tiempo (t) de extensión varió dependiendo del largo del 

fragmento a amplificar. Para las reacciones con Taq ADN polimerasa el tiempo se 

estimó en 1 minuto por cada 1000 pb a amplificar, mientras que para Pfu ADN 

polimerasa el tiempo estimado fue de 2 minutos por cada 1000 pb. Los productos de 

amplificación fueron resueltos y visualizados en geles de agarosa de concentración 

variable según el tamaño del fragmento de ADN y usando el marcador de peso 

molecular Trans2k Plus II (AP Biotech) como referencia como se detalla en el punto 

7.1.5. 
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7.1.4 Overlapping PCR 

Para unir dos fragmentos de ADN se utilizó una variante de la PCR tradicional 

[151]. Se diseñaron oligonucleótidos quiméricos de tal manera que los últimos 10-18 nt 

✌�✟ ✄☞✡✞✆�✁☛✝ ✂✄ hibriden con los primeros 10-18 nt del fragmento 3✄✂ Para esto cada 

cebador quimerico tiene 20 nt complementarios al fragmento a amplificar y 10-18 nt 

complementarios al inicio/fin del otro fragmento. Se realizaron PCRs con el protocolo 

detallado previamente amplificando cada fragmento por separado. Posteriormente se 

purificaron los fragmentos, se mesclaron en cantidades equimolares y sirvieron como 

molde para una nueva ronda de PCR usando cebadores estandar disceñados al 

principio y fin de la quimera a obtener. 

7.1.5 Electroforesis de ADN en geles de agarosa  

Los productos de amplificación de ADN obtenidos por PCR fueron separados y 

visualizados mediante electroforesis horizontal en geles de agarosa [152]. Para esto, se 

preparó agarosa en solución amortiguadora TAE 1X en una concentración de 1 al 2 % 

(p/v) de acuerdo al tamaño de los fragmentos a separar. Los productos de amplificación 

se suplementaron con 1/10 de volumen de solución de siembra de ADN conteniendo 

una dilución 1/1000 del agente intercalante Gel Red (Biotium®). Se sembraron en el gel 

de agarosa y se realizó la corrida electroforética en una solución TAE 1X a un voltaje 

constante entre 1 y 5 V/cm de gel durante 20-40 min. Para corroborar el tamaño de los 

fragmentos obtenidos, se sembró el marcador de peso molecular de ADN Trans2K® 

Plus II (Transgen Biotech). Una vez finalizada la separación electroforética, la 

visualización de los fragmentos de ADN se realizó en un transiluminador de luz UV 

ENDURO GDS (Labnet, CA, USA). 

TAE 1X: Tris 5,5 g/l, EDTA 0.75 g/l, ácido acético glacial 0,1% (v/v).  

Solución de siembra: Glicerol 30% (v/v), Xyleno cianol 0,25% (p/v), Azul de bromofenol 0,25% 

(p/v) y Gel Red 1/1.000 (Biotium®). 

7.1.6 Purificación de fragmentos de ADN  

Cuando el objetivo de la electroforesis fue la purificación del fragmento de ADN, 

se cortó la banda de interés del gel de agarosa y se realizó la extracción del producto 

de PCR utilizando el kit comercial GeneJET Gel Extraction (Thermo Scientific) según las 

instrucciones del fabricante. 
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7.1.7 Introducción de moléculas de ADN en vectores de entrada Gateway  

En los casos en los que se utilizó como vector de clonado el plásmido de entrada 

✑☎✁�✁✁�✁-TOPO® (life Technologies), se siguió el protocolo descripto por el 

✄✡✓☞✍✏✡✁☛�✂ ✂☞�✔�✆�✁☛�✂ ✠� ✆�☎✏✟✡✁ ✡✂✄ ✆l ✌�✟ ✑☞✝✌✂✏☛✝ ✌� ✄✠✁ ✑✂☞✍✄✍✏✡✌✝✂ ✠✂✡ ✆l del 

✔�✏☛✝☞ ✌� �✁☛☞✡✌✡ ✑☎✁�✁✁�✁-TOPO®, � ✠✂✂ ✆l de solución salina provista con el vector. 

Se incubó a temperatura ambiente de 30 minutos a 2 h, y se transforman células de E. 

coli electrocompetentes inmediatamente. 

7.1.8 Recombinación Gateway en vectores de destino  

Los clonados por recombinación Gateway en los vectores de la serie pGREEN 

IIS, ☎✆✝✞✟✠ (Invitrogen), pAS017 y pProExHta-lR-phi (Invitrogen) utilizando la enzima 

l✁ ✠✟✝✁✡✠�✁ ✡✄✁✔✍☛☞✝✞�✁� ✠� ☞�✡✟✍☎✡☞✝✁ ✠�✞✆✁ ✟✡✠ ✍✁✌✍✏✡✏✍✝✁�✠ ✌�✟ ✄✡✓☞✍✏✡✁☛� ✌� ✟✡

enzima. Brevemente, se mezclaron 150 ng del vector de entrada con el fragmento a 

☞�✏✝✆✓✍✁✡☞✂ ✟✠✠ ✁✞ ✌�✟ ✔�✏☛✝☞ ✌�✠☛✍✁✝✂ ✠✂✂ ✆l de l✁ ✠✟✝✁✡✠�✁✂ � ✠� ✟✟�✔✡ron a volumen 

✄✍✁✡✟ ✄ ✆l con solución amortiguadora TE 1X. Se incubaron a temperatura ambiente de 2 

a 4 h, y se procedió a la transformación de bacterias. 

TE 1X: Tris 5,5 g/l, EDTA 0.75 g/l. 

7.1.9 Transformación de bacterias de E. coli con ADN plasmídico  

La preparación de células de E. coli competentes para trasformación por el 

método de electroporación se realizó según las recomendaciones del fabricante del 

�✞✂✍✑✝ ✌� �✟�✏☛☞✝✑✝☞✡✏✍☎✁ ✡✝✍✏☞✝ ✄✂✟✠�☞✁✂ ✂✍✝-Rad laboratories Inc., USA). El pulso 

eléctrico se realizó en cubetas de 0,2 cm (Bio-Rad) ajustando las variables de 

electroporación según las recomendaciones del fabricante. Inmediatamente luego del 

choque eléctrico, las células de E. coli se recuperaron en 1 ml de medio LB y se 

incubaron durante 1 hora a 37°C. A continuación, el cultivo de células se centrifugó a 

✟✂✠✠ ✞ ✌✂☞✡✁☛� ✂ ✆✍✁✂ ☎✟ ✠�✌✍✆�✁☛✝ ✏�✟✂✟✡☞ ✠� ☞�✠✂✠✑�✁✌✍☎ �✁ ✟✠✠ ✆l de medio LB y se 

sembró en placas de Petri con medio LB-agar suplementado con el antibiótico 

correspondiente. Las placas se incubaron durante toda la noche (o hasta la aparición de 

colonias) a 37 °C. Finalmente, se realizó PCR en colonia como se describió 

anteriormente, con el fin de identificar colonias transformadas con la construcción de 

interés. Las colonias que fueron positivas (la PCR amplificó un amplicón del tamaño 

correcto), fueron repicadas en medio LB líquido para realizar posteriormente mini-

preparación de ADN plasmídico.  



46 

 

Medio LB: Peptona de carne 10 g/l, extracto de levadura 5 g/l, NaCl 10 g/l.  

Medio LB sólido: Medio LB, agar 15 g/l. 

7.1.10 Transformación de bacterias de A. tumefaciens con ADN plasmídico  

La preparación de células competentes de A. tumefaciens se realizó siguiendo 

las recomendaciones del fabricante del equipo de electroporación descripto para E. coli 

✡✝✍✏☞✝ ✄✂✟✠�☞✁✂ ✂✍✝-Rad laboratories Inc., USA). A las células competentes se les 

✡✌✍✏✍✝✁☎ ✟ ✆l ✌�✟ ✑✟�✠✆✍✌✝ ✌� ✍✁☛�☞✕✠ � ✠✂✄ ✆l del plásmido pSoup. Inmediatamente luego 

del pulso eléctrico en cubetas de 0,2 cm (Bio-Rad), las bacterias se recuperaron en 1 

ml de LB y se incubaron durante 2 horas a 28 °C. A continuación, se centrifugaron a 

1500 g durante 5 minutos � �✟ ✑�✟✟�☛ ✄✂� ☞�✠✂✠✑�✁✌✍✌✝ �✁ ✟✠✠ ✆l de medio LB. Se sembró 

en placas de Petri con lB-✡✞✡☞ ✠✂✑✟�✆�✁☛✡✌✝ ✏✝✁ ✞�✁☛✡✆✍✏✍✁✡ ✡✂ ✆✞�✆✟� y rifampicina 

✡✂✠ ✆✞�✆✟�, por la resistencia cromosomica de las bacterias, ☛�☛☞✡✏✍✏✟✍✁✡ ✡✂✠ ✆✞�✆✟� ✑✡☞✡

el plásmido pSoup, y el antibiótico correspondiente al plásmido de interés con el que se 

transformó. Las placas fueron incubadas a 28 °C hasta la aparición de colonias (48-72 

h). Para la identificación de las colonias transformadas se realizó PCR en colonia 

siguiendo la misma metodología explicada para E. coli. 

7.1.11 Minipreparación de ADN plasmídico  

La preparación de ADN plasmídico a partir de células de Escherichia coli 

transformadas se realizó según el método de la lisis alcalina [153]. Las células 

transformadas se cultivaron hasta saturación en medio lB suplementado con el 

antibiótico correspondiente. Para cada preparación se centrifugaron 1,5 ml del cultivo 

✠✡☛✂☞✡✌✝ ✡ ✂✠✠✠ ✞ ✌✂☞✡✁☛� ✂ ✆✍✁✂ � �✟ ✠�✌✍✆�✁☛✝ ✏�✟✂✟✡☞ ✄✂� ☞�✠✂✠✑�✁✌✍✌✝ �✁ ✟✠✠ ✆✟ ✌�

solución 1 de minipreparación. Luego de 5 minutos de incubación a temperatura 

✡✆✓✍�✁☛�✂ ✠� ✡✞☞�✞✡☞✝✁ ✡✠✠ ✆✟ ✌e solución 2 de minipreparación, los tubos se agitaron 

por inversión y se incubaron en hielo durante 5 min. Posteriormente, se adicionaron 150 

✆✟ ✌� ✠✝✟✂✏✍☎✁ 3 y la mezcla se incubó nuevamente en hielo durante 5 minutos antes de 

ser centrifugada a 13000 g por 10 minutos a 4 ºC. El sobrenadante se recuperó y se le 

realizó una extracción con 1 volumen de una mezcla de fenol saturado en Tris-HCl (pH 

8,0) y cloroformo (1:1) a fin de remover las proteínas de la muestra. Se centrifugó por 

10 minutos a 10000 g y a temperatura ambiente, y el ADN plasmídico presente en la 

fase acuosa fue precipitado mediante el agregado de 1 volumen de isopropanol frío. La 

mezcla se incubó a -20 ºC durante 1 hora y posteriormente se centrifugó a 13000 g por 

10 minutos a 4 ºC. El prec✍✑✍☛✡✌✝ ✄✂� ✟✡✔✡✌✝ ✏✝✁ ✂✠✠ ✆✟ ✌� �☛✡✁✝✟ ✁✠✂ ✡✔�✔� ✑✡☞✡ �✟✍✆✍✁✡☞
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las sales, y se centrifugó por a 13000 g por 5 minutos a 4 ºC. Luego se dejó secar a 

☛�✆✑�☞✡☛✂☞✡ ✡✆✓✍�✁☛� � ✄✍✁✡✟✆�✁☛� ✠� ☞�✠✂✠✑�✁✌✍☎ �✁ ✄✠ ✆✟ ✌� ✡✞✂✡ ✓✍✌�✠☛✍✟✡✌✡ �✠☛✕☞✍✟✂

Para los casos en que fue necesario eliminar el ARN, las minipreparaciones se trataron 

✏✝✁ �✁✁✡✠✡ � ✡✄☞✝✆�✞✡� �✁ ✂✁✡ ✏✝✁✏�✁☛☞✡✏✍☎✁ ✄✍✁✡✟ ✌� ✠✂✂ ✆✞�✆l a 37 ºC por 1 h.  

Cuando se necesitó preparar ADN plasmídico de alta calidad para reacciones de 

determinación de secuencia o para la purificación de vectores con fines de clonado y 

transformación, se realizaron minipreparaciones con el kit comercial GeneJET Plasmid 

Miniprep (Thermo Scientific) siguiendo las instrucciones del fabricante. 

7.1.12 Determinación de la secuencia de moléculas de ADN  

Para determinar la secuencia de ADN de las distintas construcciones realizadas, 

se utilizó el servicio provisto por Macrogen Sequencing System en Seúl, Corea. Se 

�✁✔✍✡☞✝✁ ✡✠ ✆✟ ✌� ✑✟�✠✆✍✌✝ ✡ ✂✁✡ ✏✝✁✏�✁☛☞✡✏✍☎✁ ✌� ✟✠✠ ✁✞�✆✟ �✂✁☛✝ ✏✝✁ ✟✠ ✆✟ ✌� un 

✝✟✍✞✝✁✂✏✟�☎☛✍✌✝ �✠✑�✏✖✄✍✏✝ ✡✂ ✆✝�. Las muestras fueron procesadas por un secuenciador 

automático ABI3730Xl. Los datos de las secuencias y sus respectivos cromatogramas 

fueron provistos en forma electrónica y analizados usando el software Snapgene. 

7.1.13 Extracción de ADN genómico de plantas de Arabidopsis thaliana  

La extracción de ADN genómico se realizó sobre una hoja de roseta la cual fue 

disgregada dentro de un tubo Eppendorf de 1,5 ml con un pilón plástico a temperatura 

ambiente. Lue✞✝ ✠� ✡✌✍✏✍✝✁✡☞✝✁ ✄✠✠ ✆l de solución de extracción, se mezcló en vórtex 

durante 15 segundos y se centrifugó a 16000 g durante 10 minutos a temperatura 

ambiente. Se trató el sobrenadante con 1 volumen de una mezcla de fenol saturado en 

Tris-HCl (pH 8,0) y cloroformo (1:1) a fin de remover las proteínas de la muestra. Se 

centrifugó por 10 minutos a 10000 g y temperatura ambiente, y el ADN genómico 

presente en la fase acuosa se precipitó con 1 volumen de isopropanol. Luego se 

centrifugó a 16000 g durante 15 minutos a 4 °C. Finalmente, el pellet con el ADN 

✞�✁☎✆✍✏✝ ✠� ✠�✏☎ � ✠� ☞�✠✂✠✑�✁✌✍☎ �✁ ✂✠ ✆l de agua miliQ estéril.  

Solución de extracción: Tris-HCl 200 mM pH 8,0; NaCl 250 mM; EDTA 25 mM; SDS 0,5% (p/v). 

7.2 Material vegetal y condiciones de crecimiento  

Las semillas de Arabidopsis thaliana ecotipo Columbia-0 (Col-0) y las semillas 

de Nicotiana benthamiana fueron compradas a lehle Seeds (Tucson, AZ, USA). La línea 

mutante insercional hyl1-2 (SALK_064863) fue adquirida del Arabidopsis Biological 

Resource Centre (ABRC), Ohio State University, OH, USA. Los ecotipos Ey1.5-
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2/ICE228, Shahdara (Sha), Lövvik-5 (Lov-5), TüWa, Burren (Bur-0), Pedriza (Ped-0), 

Leo-1 y Niederreutin (Nie1-2) fueron donados por el laboratorio del Dr. Weigel 

(Tübienge, Alemania) 

Las plantas fueron crecidas en tierra, en macetas de 8 cm de diámetro y 7 cm de 

altura, en condiciones de día largo (16 hs de luz / 8 hs de oscuridad) a 22-24 ºC y una 

intensidad lumíni✏✡ ✡✑☞✝✁✍✆✡✌✡ ✌� ✟✠✠ ✆✆✝✟✂✆�2.s�1. Luego de estratificar las semillas 

3 días en oscuridad y frío (4°C), se sembraron en superficie entre 5 y 10 semillas por 

maceta, según el ensayo y el genotipo utilizado, cubriendo las macetas con film 

autoadherente hasta la germinación de modo de mantener la humedad en la tierra.  

Para el crecimiento de Arabidopsis en placas de Petri, se utilizó medio Murashige 

y Skoog (MS) 0,5X (pH 5,7) y agar al 0,8% (p/v) esterilizado en autoclave Ficoinox, con 

un programa de 121º C durante 20 min. En los casos de selección con kanamicina y 

glufosinato de amonio, al medio MS-Agar se le adicionó ✂✠ ✆✞�✆✟ � ✟✠ ✆✞�✆✟ ✌� ✟✝✠

agentes de selección, respectivamente. Se desinfectaron las semillas superficialmente 

con etanol 70% (v/v) por 10 min, luego por 20 minutos con una mezcla de hipoclorito de 

sodio 10% (v/v) y SDS 0,1% (p/v), y se las lavó 4 veces con agua destilada estéril en 

una cabina de flujo laminar. Finalmente, las semillas fueron estratificadas en oscuridad 

a 4ºC por 3 días y a continuación, sembradas. Luego se trasladaron a la cámara de 

cultivo en las condiciones de día largo descriptas. 

7.2.1 Condiciones de luz 

Usamos tres protocolos básicos para simular tres condiciones en las que la 

fuente de luz captada por las plantas es limitada: (i) plántulas jóvenes etioladas 

enterradas en el suelo (plántulas etioladas), (ii) plantas adultas crecidas en condiciones 

normales que quedan luego enterradas en el suelo (entierro) y (iii) plantas adultas 

crecidas en condiciones normales que quedan luego en sombra por la presencia de 

plantas vecinas (sombra). Para los experimentos con plántulas etioladas, las semillas 

se estratificaron a 4°C durante 3 días, se expusieron a luz blanca durante 1 hora para 

sincronizar la germinación y se colocaron en oscuridad a 23°C. En una variante de estos 

experimentos, expusimos plántulas a luz azul unilateral porque estas condiciones de luz 

son suficientes para iniciar respuestas fototrópicas pero no para lograr la eliminación 

total de la etiolación. Para el entierro y la sombra, las plantas se cultivaron durante 10 

días bajo 16 horas de luz blanca/8 horas de oscuridad a 23ºC. Las lámparas 

fluorescentes proporcionaron una radiación fotosintéticamente activa (400-700 nm) de 

100 µmol m-2 s-1. Luego, las plantas se transfirieron a oscuridad (entierro) o sombra 

simulada. Para simular la sombra, se aplicaron filtros verdes para alcanzar una tasa de 
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fluencia de 10 µmol m-2s-1 y una relación rojo/rojo lejano=0,1, que emula la luz percibida 

por una planta en la naturaleza cuando se encuentra debajo del dosel de plantas vecinas 

[154]. Para investigar las transiciones que conducen a la eliminación de la etiolación o 

la terminación de las condiciones de entierro o sombra, repetimos estos protocolos que 

limitan la luz percibida por las plantas, seguidos por la transferencia de mismas a las 

condiciones de luz blanca descriptas anteriormente. 

7.2.2 Temperatura y tratamientos farmacológicos  

Para los tratamientos de estrés abiótico, plántulas de 10 días se sometieron a 24 

horas de oscuridad o frío (4°C). En cualquier analisis cuantitativo que usara muestras 

tomadas de plantas transgénicas, y a menos que se indique lo contrario en la figura, se 

agruparon plantas T2 de al menos 10 líneas independientes con niveles de expresión 

similares para evitar sesgos inherentes a las líneas individuales. En todos los 

experimentos se utilizaron plántulas enteras, incluidos los tejidos aéreos y las raíces, a 

menos que se indique lo contrario.  

Para los tratamientos hormonales, plántulas de 10 días se colocaron durante 12 

horas en medio MS con ácido 1-aminociclopropano-1-carboxílico (ACC) 30 µM; Ácido 

jasmónico 200 µM (JA); o ácido abscícico (ABA) 100 µM, ácido indol-3-acético (IAA), 

giberelina (GA3) o 6-bencilaminopurina (BAP).  

Para los tratamientos con cicloheximida (CHX) y 3-(3,4-diclorofenil)-1,1-

dimetilurea (DCMU), plántulas de 10 días se transfirieron a oscuridad durante los 

períodos de tiempo indicados y luego a medio MS con CHX 100 µM o DCMU 50 µM, 

dos o una hora antes de que las plántulas volvieran a la luz, respectivamente.  

Para los ensayos de escotomorfogénesis con plantas transgénicas que expresan 

fusiones HYl1-GR, las semillas se germinaron en placas MS con dexametasona 10 µM 

o solución control.  

Cuando se evaluó la respuesta de evasión de la sombra en plantas transgénicas 

HYl1-GR, plantas de 15 días crecidas en fotoperiodo de día largo se rociaron con 

dexametasona 30 µM o solución control, 2 días y nuevamente 2 horas antes de 

transferirlas a sombra simulada. 

7.3 Transformación estable de plantas de Arabidopsis thaliana  

Para la transformación estable de plantas de Arabidopsis, se utilizó la cepa 

GV3101 de Agrobacterium tumefaciens previamente transformada con las 

construcciones de interés, utilizando el método de inmersión floral (floral dip) [155]. Las 

plantas se crecieron hasta floración en las condiciones descriptas anteriormente. 
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Cuando el número de inflorecencias y la calidad de las flores fue el adecuado, se 

procedió a la transformación. Para preparar la suspensión de transformación, las células 

de A. tumefaciens se cultivaron durante 16 horas en agitación a 28 °C en un tubo de 

ensayo que contenía 3 ml de medio LB suplementado con los antibióticos 

correspondientes. Este cultivo se utilizó para inocular un Erlenmeyer que contenía 200 

ml del mismo medio suplementado con los antibióticos correspondientes. Las células se 

cultivaron hasta alcanzar la fase estacionaria (16 horas en agitación a 28 °C). Luego se 

precipitaron por centrifugación a 2000 g durante 10 minutos. Los sedimentos se 

resuspendieron en 200 ml de una solución de sacarosa 5% (p/v� ✞✂� ✏✝✁☛�✁✖✡ ✟✠ ✆✟ ✌�✟

detergente Silwet L77 (OSI Specialties, Inc.). Las plantas se sumergieron de 30 a 60 

segundos, evitando que la solución de transformación entre en contacto con la roseta 

de las plantas y la tierra. Luego, las macetas fueron ubicadas en posición horizontal en 

una bandeja, se taparon con film autoadherente y se llevaron a la cámara de cultivo. Al 

día siguiente, se retiró el film adeherente, se colocaron en posición vertical y se crecieron 

hasta el momento de la cosecha (aproximadamente a 6-8 semanas de la siembra). 

Cuando las vainas alcanzaron la maduración y se secaron, se cosecharon las semillas 

y se guardaron en cámara fría (4°C) para su posterior selección. Las semillas 

transgénicas fueron seleccionadas en placas de Petri con 50 mg/l de kanamicina y 

posteriormente transplantadas a tierra, o directamente seleccionadas en tierra con una 

dilución 1/1000 (v/v) del herbicida Basta® (Bayer) cuando el agente de selección era 

glufosinato de amonio. Se utilizaron 10 líneas transgénicas con eventos de inserción 

independientes para continuar con los ensayos que fueron necesarios. 

7.4 Transformación transitoria de plantas de Nicotiana benthamiana 

La transformación transitoria en hojas de N. benthamiana se realizó siguiendo el 

protocolo descripto por de Felippes y Weigel [156]. Para ello, se crecieron las cepas de 

Agrobacterium tumefaciens transformadas con las construcciones de interés por 16 

horas en agitación a 28 ºC. En todas las transformaciones transitorias que se realizaron, 

se incluyó una construcción que expresa la proteína viral p19, la cual actúa suprimiendo 

el silenciamiento mediado por ARNs pequeños mediante la captura de sARNs de 21-25 

nucleótidos [157], [158]. Los cultivos fueron centrifugados a 2000 g por 5 minutos a 4 

ºC, los pellets celulares fueron resuspendidos en solución amortiguadora de infiltración 

e incubados por 3-4 horas en agitación suave. Pasado ese tiempo, se llevaron todos los 

cultivos a una DO600=0,5 y se realizaron las diferentes combinaciones en una relación 

4:1 (Construcción de interés : p19) para los ensayos de localización celular. Finalmente, 



51 

 

se infiltró con cada combinación la cara abaxial de hojas de plantas de 15 a 20 días de 

Nicotiana benthamiana con jeringas de 1 ml sin aguja. 

Solución amortiguadora de infiltración: MgCl2 10 mM, MES 10 mM pH 5,7, acetosiringona 

�✁✂ ✄☎✆ 

7.5 Análisis de ARN  

7.5.1 Extracción de ARN total de plantas de Arabidopsis thaliana 

El ARN total se extrajo de plantas enteras utilizando el reactivo TRIzol según las 

instrucciones del fabricante (Life Technologies). Alternativamente, se utilizó una versión 

casera del mismo reactivo. L✡✠ �✁☛☞✡✏✏✍✝✁�✠ ✠� ☞�✡✟✍☎✡☞✝✁ ✏✝✁ ✟✠✠ ✆✞ ✌� ☛��✍✌✝ ✔�✞�☛✡✟

fresco previamente pulverizado con nitrógeno líquido, al cual se le agregó 1 ml del 

reactivo TRIzol. Se mezcló por inversión hasta que el polvo se descongeló y resuspendió 

completamente en el reactivo usando vortex, y se dejó reposar a temperatura ambiente 

por 10 minutos en la mesada. L✂�✞✝ ✠� ✡✌✍✏✍✝✁☎ ✡✠✠ ✆l de cloroformo, se agitó 

vigorosamente por 15 segundos de forma manual y se dejó reposar a temperatura 

ambiente por 2 minutos. La mezcla se centrifugó durante 15 minutos a 12000 g y 4º C, 

tomando luego la fase acuosa que se mezcló con 1 volumen de isopropanol y se dejó 

reposar por 10 minutos a temperatura ambiente. Finalmente, para precipitar el ARN total 

de la muestra, se centrifugó durante 15 minutos a 12000 g y 4º C y el pellet obtenido se 

lavó con etanol 70 % v/v el cual fue retirado luego de una centrufugación corta a maxima 

velocidad✂ ✄✁✡ ✔�☎ ✠�✏✝✂ �✟ ✑☞�✏✍✑✍☛✡✌✝ ✠� ✌✍✠✝✟✔✍☎ �✁ ✄✠ ✆l de agua miliQ estéril. Por 

último, la calidad y concentración de ARN se determinó utilizando un espectrofotómetro 

NanoDrop 2000 (Thermo Scientific).  

TRIZOl casero:  

Preparación de fenol ácido: Se fundió el fenol (guardado en freezer a ✝20 ºC) en un baño a 68 

ºC, se adicionó 0,1 % de hidroxiquinoleína (antioxidante, inhibidor de ARNasas) y agua 

bidestilada para saturar. Luego de un día de equilibrado, se cambió el agua de la fase superior 

por agua nueva, se repitió este paso una vez más. Se fraccionó en frascos y se almacenó en 

heladera. De esta manera el fenol se mantuvo estable hasta 1 año.  

Preparación de 100 ml Trizol: 38 ml fenol ácido, 0,8 M tiocianato de guanidina (9,453 g), 0,4 M 

tiocianato de amonio (3,045 g), 0,1 M NaAc (3,34 ml del stock 3 M, pH 5,0), 5% glicerol (5,75 ml 

del stock 87%), H20 hasta 100 ml. 
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7.5.2 Northern blot no radioactivo para la detección de ARNs pequeños (small 

RNA blot) 

Para la preparación de dos geles desnaturalizantes de poliacrilamida (PAA) al 

17% (m/v) se siguió la siguiente receta: en un tubo falcon de 50 ml agregar 6,375 ml de 

acrilamida/bis-acrilamida 40% (37,5:1), 6,3 g de urea, 3 ml de 5X TBE, y llevar a 15 ml 

volumen final con agua miliQ estéril. Se calentó la mezcla a 50º C hasta que la urea se 

disolvió y se dejó enfriar a temperatura ambiente. L✂�✞✝ ✠� ✡✌✍✏✍✝✁✡☞✝✁ ✡✠ ✆l de APS 

✡✂✂ � ✁✂✂ ✆l de TEMED. Armados los geles en sus respectivos soportes, se los dejó 

polimerizar por 60 minutos y luego se los pre-corrió a 180V en 1X TBE durante 60 min. 

Durante la pre-corrida, se realizó la preparación de las muestras de ARN mezclando 1 

volumen de solución de siembra de ARN 2X con 1 volumen de muestra conteniendo 2 

✆✞ ✌� �✁✁ ☛✝☛✡✟✂ ✠� ✏✡✟�✁☛✡☞✝✁ ✑✝☞ ✂ minutos a 95 ºC, se enfriaron rápidamente en hielo, 

se las mezcló en vortex durante 5 segundos y finalmente se les realizó una 

centrifugación rápida a 4 ºC. Terminada la pre-corrida, se sembraron las muestras en el 

gel, previa limpieza de los pocillos del gel con una jeringa con aguja para eliminar restos 

de PAA no polimerizada y de urea no disuelta. Se corrió el gel a 180V en 1X TBE hasta 

que el marcador del frente de corrida azul de bromofenol salió del gel, aproximadamente 

unos 90 min. Finalizada la corrida electroforética, se realizó la transferencia del ARN a 

una membrana de nylon cargada negativamente (Amersham Hybond-N+), utilizando el 

sistema de transferencia semi-seco Trans-Blot SD Semi-Dry Transfer Cell (Bio-Rad), 

durante 1 hora a 10 V y 400 mA. Luego, se secaron las membranas y se fijó 

✏✝✔✡✟�✁☛�✆�✁☛� �✟ �✁✁ ✏✝✁ ✟✂☎ ✄� ✡ ✟✡✂✠✠✠ ✆✂�✏✆✄ �✁ ✂✁ UV Crosslinker (Stratagen).  

Una vez fijado el ARN, se realizó la pre-hibridación de las membranas con buffer 

Church por 1 hora a 38° C en rotación continua. Posteriormente, se adicionaron 5 

pmoles de sonda específica marcadas con DIG (ver Anexo 2� ✡ ✟✠✠ ✆l de buffer Church, 

y se calentó durante 10 minutos a 65°C. Inmediatamente, se enfrió en hielo y luego se 

agregó la sonda a las membranas en buffer Church, dejándolas hibridando durante toda 

la noche a 38°C en rotación constante. Posteriormente, las membranas fueron lavadas 

dos veces con SSC 4X a 38º C durante 20 min.  

Para la detección de los ARNs pequeños con las sondas marcadas con 

digoxigenina, primero se incubaron las membranas con solución de bloqueo por 30 

minutos en agitación lenta para bloquear las membranas. Luego, se incubaron por 1 

hora con la solución de anticuerpo anti-digoxigenina-fosfatasa alcalina (Roche) en 

solución de bloqueo. Previo a la detección, se lavaron las membranas 4 veces con 

solución de lavado en agitación fuerte por 10 minutos y posteriormente se equilibraron 

las membranas por 5 minutos en solución de detección. Las membranas ya equilibradas 
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se colocaron en un folio, se aplicó solución CSPD ready-to-use (Roche) en la superficie 

de cada membrana, y se incubó 10 minutos a 37°C en oscuridad para activar el reactivo. 

Se eliminaron los excesos de líquido, se selló el folio y se expuso a temperatura 

ambiente durante tiempos variables en películas radiográficas ECl Hyperfilm 

(Amersham) según la intensidad de la señal esperada. Finalmente, las películas 

radiográficas fueron reveladas con soluciones reveladora y fijadora (AGFA). 

Solución de corrida: 95% Formamida, 18 mM EDTA y 0,025% SDS, Xileno Cianol, y Azul de 

Bromofenol.  

Solución de ácido maleico: 0.1 M ácido maleico; 0.15 M NaCl; pH 7.5 con NaOH. 

Solución de bloqueo: 1% p/p Blocking Reagent (Roche) en solución de ácido maleico  

Solución de anticuerpo: 1:20.000 anticuerpo anti-digoxigenina-fosfatasa alcalina (Roche) en 

solución de bloqueo.  

Solución de lavado: solución de ácido maleico; 0.3 % v/v Tween-20.  

Solución Church: 0,25 M solución amortiguadora fosfato de sodio pH: 7,2; 1 mM EDTA pH: 8; 

1 % p/v albúmina de suero bovino (BSA) fracción V; 7% p/v SDS.  

Solución de detección: 0,1 M Tris; 0,1 M NaCl; llevar a pH 9,5 con HCl.  

Solución CSPD: sustrato quimioluminiscente CSPD ready to use (Roche).  

Solución TBE 5X (1 l): 0,45 M TRIS-Base; 0,45 M Ácido Bórico; 10 mM EDTA pH 8.  

Solución SSC 4X: 0,6 M NaCl, 0,06 M Citrato de Sodio. 

7.5.3 Marcación de Sondas  

Cada oligonucleótido a utilizar como sonda fue diseñado complementario a cada 

ARN pequeño a detectar. Para su marcación, primero se resuspendieron 100 pmoles 

✌� ✏✡✌✡ ✝✟✍✞✝✁✂✏✟�☎☛✍✌✝ �✁ ✟✠ ✆l de agua miliQ estéril tratada con pirocarbonato de 

dietilo (DEPC, inactivador de enzimas RNasas). Luego, siguiendo las indicaciones del 

fabricante, se utilizó el kit DIG Oligonucleoti✌� ✄✄-End labeling de segunda generación 

✡✁✝✏☛�� ✑✡☞✡ ✆✡☞✏✡☞ ✟✝✠ ✝✟✍✞✝✁✂✏✟�☎☛✍✌✝✠ ✌� ✟✡ ✠✍✞✂✍�✁☛� ✆✡✁�☞✡� ✡ ✟✝✠ ✟✠ ✆l de 

✝✟✍✞✝✁✂✏✟�☎☛✍✌✝ ☞�✠✂✠✑�✁✌✍✌✝ ✠� ✟� ✡✌✍✏✍✝✁✡☞✝✁ ✟ ✆l de solución de reacción 5X (Roche), 

✟ ✆l de solución de cloruro de cobalto (CoCl2), ✟ ✆l de DIG-✌✌✄�✄✂ � ✟ ✆l enzima 

transferasa terminal, manteniendo todo el tiempo los reactivos y el tubo de reacción en 

hielo. Se mezcló y centrifugó brevemente. Posteriormente se incubó durante 15 minutos 

a 37° C, e inmediatamente después de transcurrido ese tiempo, se enfrió en hielo. La 

☞�✡✏✏✍☎✁ ✌� ✆✡☞✏✡✏✍☎✁ ✠� ✌�☛✂✔✝ ✆�✌✍✡✁☛� ✟✡ ✡✌✍✏✍☎✁ ✌� ✡ ✆l de 0,2 M EDTA pH 8,0. A 

continuación, las sondas marcadas con DIG fueron purificadas utilizando una columna 

cromatográfica Bio-Gel P-6 Micro Bio-�✑✍✁✁ ✡✂✍✝ ✁✡✌) siguiendo las instrucciones del 
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fabricante. Finalmente, cada oligonucleótido marcado con DIG fue diluído hasta una 

✏✝✁✏�✁☛☞✡✏✍☎✁ ✌� ✡✂✂ ✑✆✝✟�✆l ✡✌✍✏✍✝✁✡✁✌✝ ✟� ✆l de agua miliQ estéril tratada con DEPC.  

Alternativamente, se han adquirido oligonucleótidos sintetizados y marcados con 

DIG por la empresa Alpha ADN, Montral, Canadá. 

7.5.4 Transcripción reversa (RT) 

Las reacciones de retrotranscripción se realizaron utilizando 1 ✆✞ ✌� �✁✁ ☛✝☛✡✟

tratado con DNaseI (Thermo Fisher Scientific) utilizando el kit de transcripción inversa 

RevertAid RT (Thermo Fisher Scientific) siguiendo las instrucciones del fabricante. La 

síntesis de la primera hebra de ADNc se realizó utilizando oligonucleótidos poli-dTv (un 

nucleótido variable en el extremo 5✄ ✠�✞✂✍✌✝ ✌� ✟� ✁✂✏✟�☎☛✍✌✝✠ ✌� ☛✍✆✍✁✡� ✑✡☞✡ ✡✞✂�✟✟✝✠

casos en los que se midieron niveles de ARNm por RT-qPCR o se amplificó por PCR la 

región codificante de genes a clonar, y oligonucleótidos dN6 (mezcla de oligonucléotidos 

de 6 pb con secuencias aleatorias) para medir por RT-qPCR los niveles de pri-miARNs. 

7.5.5 PCR cuantitativa en tiempo real (RT-qPCR) 

Las RT-qPCR cuantitativas se realizaron en un termociclador Mx300SP 

(Stratagene, l✡ ✂✝✟✟✡✂ ✠�✂ ✄���✂ �✁ ✂✁ ✔✝✟✂✆�✁ ✄✍✁✡✟ ✌� ☞�✡✏✏✍☎✁ ✌� ✡✠ ✆l conteniendo 

1X solución amortiguadora para Taq �✁✁ ✑✝✟✍✆�☞✡✠✡ ✡�☞✡✁✠✞�✁ ✂✍✝☛�✏☛�✂ ✠✂✡ ✆✝ ✌�

cada oligonucleótido específico (ver Tabla 2 del Anexo 1), dNTPs 0,2 mM, 1/40 

EvaGreen® (Biotium), 1/40 de la reacción de retrotranscripción, y 0,5 U de Taq ADN 

polimerasa (Transgen Biotech). La fluorescencia fue medida a 72 ºC durante 40 ciclos 

de PCR. Para todas las medidas se utilizaron tres réplicas biológicas independientes de 

pooles de plántulas. Como genes de referencia fueron utilizados ACTINA2 (At3g18780) 

y ACTINA8 (At1g49240) [159]para la normalización de los niveles de expresión de los 

transcriptos analizados. Los niveles relativos de cada ARN fueron calculados usando el 

metodo de ✁✁Ct y los resultados sugetos a analisis estadístico correspondiente, en 

general usando test-T no apareado con dos colas o test ANOVA con corrección.  

7.5.6 Ensayos de inmunoprecipitación de ARN (RIP)  

Los ensayos de RIP para detectar pri-miARN unidos a HYl1 se realizaron 

siguiendo un protocolo descripto por Carbonell (2017) [160]con algunas modificaciones 

y la reducción al 50% de los volúmenes utilizados. La inmunoprecipitación se realizó con 

4 g de tejido utilizando anti-HYl1 (Agrisera, AS06136, dilución 1:500). Se usaron beads 

✆✡✞✁✕☛✍✏✡✠ �✂☞� ✂�✡✌✠✁ ✄☞✝☛�✍✁-A (Bio Rad) para la inmunoprecipitación. Finalmente, 
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se extrajo el ARN de la fracción de IP mediante una extracción estándar con TRIzol. Las 

cuantificaciones de ARN asociadas se realizaron por RT-qPCR como se describió 

previamente. 

7.5.7 Secuenciación de ARNs y ARNs pequeños 

Las bibliotecas de ARNs pequeños se prepararon según lo indicado por el kit de 

preparación de bibliotecas TruSeq small RNA library prep kit (Illumina). Como input se 

utilizaron 50 ng de sARNs purificados con el kit ZR small-RNA PAGE Recovery Kit 

(Zymo Research). Las bibliotecas de ARNm se prepararon con 1 µg de ARN total como 

input, tal como es indicado en la segunda versión de la guía de preparación de muestras 

de TruSeq (TruSeq RNA sample prep V2 guide, Illumina). La selección de los tamaños 

de las bibliotecas de sARNs y ARNm se realizó con el sistema BluePippin (SAGE 

Science). Se llevó a cabo una secuenciacion con un equipo HiSeq3000.  

7.5.8 Análisis bioinformáticos 

Primero se procesaron las lecturas de sARNs para remover los adaptadores del 

�✁☛☞�✆✝ ✄✄ ✂✠✡✁✌✝ Trim_galore! con la opción small_rna (version 0.4.2, 

https://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/trim_galore). El mapeo se realizó 

con STAR (version 2.5.2b) con los siguientes parámetros: outFilterScoreMinOverLread 0; 

outFilterMatchNmin 16; outFilterMatchNminOverLread 0; outFilterMismatchNoverLmax 0.05; 

seedSearchStartLmax 30; alignIntronMax 1 alignEndsType Local. Se usó como referencia de 

precursores y miARNs maduros de A. thaliana la base de datos de miRBase (release 

21). Los miARNs producidos por distintos miembros de una familia y con secuencias 

idénticas fueron colapsados bajo en un único identificador de miARN. Adicionalmente, 

las lecturas fueron mapeadas al genoma de A. thaliana y a los precursores de miARNs 

de miRBase, también con el programa STAR. Para el análisis de expresión diferencial 

de miARNs, solo se consideraron las lecturas que mapeaban a los miARNs maduros 

con una longitud de 24 nt o menos, y se contaron los alineamientos primarios de lecturas 

que mapeaban a la hebra sentido (filtrado con ✎✠✡✆☛✝✝✟✠ ✔✍��-✁ ✡✁✡✒). Los recuentos 

por miARN se usaron como input para DESeq. Se descartaron los miARNs con niveles 

bajos de expresión (menos de 10 recuentos en todas las muestras) y se establecieron 

los factores de tamaño de acuerdo con el número total de lecturas mapeadas al genoma 

para cada muestra. 

Las lecturas de ARNm primero se filtraron mapeándolas al ARN ribosomal 18s 

con Bowtie2 (versión 2.2.6). Las lecturas no mapeadas luego se alinearon al genoma 

de A. thaliana (versión TAIR9) usando Tophat2 (versión 2.1.0) con la anotación de 
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genoma TAIR10 y los siguientes parámetros: no-novel-juncs, read-edit-dist 1, read-gap-

length 0, max-multihits 1. Finalmente, los genes diferencialmente expresados fueron 

encontrados cn cuffdiff (versión 2.2.1) usando los parámetros predeterminados por el 

programa.  

7.6 Análisis de proteínas  

7.6.1 Extracción de proteínas totales de Arabidopsis thaliana 

Para el análisis de muestras por western blot, se extrajeron proteínas de pools 

de plantas que variaron según el experimento. S� ✡✞☞�✞☎ ✟✠✠ ✆✟ ✌� ✠✝✟✂✏✍☎✁ ✌�

extracción de proteínas por cada 100 mg de tejido molido. Luego se centrifugó durante 

20 minutos a 16000 g y 4 ºC, y finalmente se traspasó el sobrenadante a un nuevo tubo 

Eppendorf de 1,5 ml, teniendo así los extractos proteicos listos para continuar con el 

western blot. La concentración de proteínas totales en las muestras se determinó 

mediante la técnica de Bradford [161], utilizando como patrón una solución de BSA 

(Invitrogen). Las lecturas de absorbancia se realizaron a 595 nm en un 

espectrofotómetro Novaspec Pro (Biochrom).  

Solución de extracción de proteínas: Tris 50 mM pH 7,5, NaCl 150 mM, EDTA 1 mM, glicerol 

10% (v/v), DTT 1 mM, y una tableta del Complete Protease Inhibitor Cocktail (Roche). 

7.6.2 Separación de proteínas y análisis por western blot 

La separación de proteínas en geles de poliacrilamida en presencia de SDS 

(SDS-PAGE) se llevó a cabo en geles verticales según lo descripto por Laemmli (1970) 

[162]. Las proteínas se resolvieron en geles de separación con una concentración final 

de acrilamida del 8 o 14% (p/v), con geles superiores de concentración del 6% (p/v). Los 

extractos proteicos a sembrar fueron mezclados con solución de siembra laemmli 5X en 

una relación 4:1, respectivamente, y luego incubados por 10 minutos a 105 ºC con el fin 

de desnaturalizar las proteínas de las muestras. Luego se llevó a cabo la corrida 

electroforética en solución de corrida 1X. A continuación, se equilibraron los geles 

incubándolos 10 minutos en solución de transferencia 1X y se llevó a cabo la 

transferencia de las proteínas a una membrana de PVDF (Amersham) pre-activada con 

metanol 100%, por el método estándar de transferencia húmeda en tanque, con solución 

de transferencia 1X. Para determinar el peso molecular de las bandas y para confirmar 

la eficiencia de transferencia se utilizó el marcador de peso molecular pre-teñido 

PageRuler Pretined Protein ladder (Thermo Scientific). Terminada la transferencia, se 

dejó incubando toda la noche la membrana en solución de bloqueo a 4 °C y agitación 
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suave. Luego, la membrana se incubó con el anticuerpo primario correspondiente a la 

proteína a visualizar en solución de bloqueo, durante 2 horas a temperatura ambiente y 

en agitación suave constante. Después de 3 lavados por 10 minutos con solución TBS-

T 1X, la membrana fue incubada con el anticuerpo secundario IgG policlonal conjugada 

con HBR (Agrisera AS09602; dilución 1: 20.000) para detectar anticuerpos primarios, 

por 1 hora a temperatura ambiente en agitación constante. Posteriormente, se realizaron 

4 lavados de 10 minutos con solución TBS-T 1X, se transfirió la membrana a un folio de 

plástico transparente, se le agregó por arriba 1 ml del sustrato ECl✁ ✄☞✍✆� ��✠☛�☞✁

Blotting System (GE Healthcare), se eliminaron los excesos de líquido, y finalmente se 

realizó la exposición a temperatura ambiente durante tiempos variables en películas 

radiográficas ECL Hyperfilm (Amersham) según la intensidad de la señal deseada. HYL1 

y SE se detectaron usando un anticuerpo policlonal dirigido a la proteína endógena de 

Arabidopsis (Agrisera AS06136 y AS09532; dilución 1:10000 en ambos casos). Como 

controles de carga en diferentes experimentos se utilizaron ACTINA 8 (Agrisera 

AS132640; dilución 1:10.000), HISTONA 3 (Agrisera AS10710; dilución 1:10.000), o 

tinción con azul de Coomassie.  

Solución de siembra laemmli 5X: 312,5 mM Tris-HCl pH 6,8; glicerol 50% (v/v), SDS 10% (p/v); 

✁✂✄☎ ✆✝ ✞✟✠✡✠☛✝☞✠☎ ✂✌✂✁✍ ✎✏✑✒✓✔ ✕-mercaptoetanol 25% (v/v).  

Solución de corrida 1X: Tris-Base 25 mM; glicina 19,2 mM; SDS 0,1% (p/v).  

Solución de transferencia 1X: Tris-Base 2,5 mM; glicina 19,2 mM; metanol 5% (v/v).  

Solución TBS-T 1X: Tris-HCl 50 mM pH 7,5; NaCl 150 mM; Tween-20 0,1% (v/v).  

Solución de bloqueo: leche en polvo 5% (p/v) en TBS-T 1X. 

7.6.3 Geles de retardo para proteínas fosforiladas 

Dado que actua como agente quelante del compuesto utilizado para separar 

fosfo-proteínas se evitó añadir EDTA a la solución de extracción de proteínas; en su 

lugar, se añadió una tableta de PhosStop (ROCHE) por 10 ml de solución. Las fosfo-

isoformas se separaron en geles de poliacrilamida (PAA) al 8% conteniendo 50 mM 

Phos-Tag (Wako Chemicals, Neuss, Alemania) y 100 mM MnCl2. Previo al agregado de 

los agentes catalizantes de polimerización la solucion de PAA, fue desgasificada por 

vacío. Previo a la transferencia, los geles con las muestras ya corridas se incubaron 10 

minutos en la solución de transferencia 1X con EDTA 1 mM y luego 10 minutos en la 

solución de transferencia 1X a fin de reducir la concentración de MnCl2 que interfiere en 

la transferencia. Para la transferencia solo se agregó metanol al 5% a la solución de 

transferencia para mejorar el proceso. El resto del protocolo se siguió de igual manera 
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al descripto para western blot. La identidad de la isoforma HYl1 se confirmó al incluir 

una muestra extraída de mutantes hyl1-2 que carecen de la proteína [144]. 

7.6.4 Fraccionamiento núcleo/citoplasma  

El fraccionamiento núcleo/citoplasma se realizó siguiendo el protocolo descripto 

previamente por Wang y col. (2017) [163]. Brevemente, se pulverizaron en mortero 

muestras de plantas (2,5 g) en hielo con 2 ml/g de solución de lisis suplementado con 

✄✝�✁ ✡✠✠ ✆✝ ✡✠✝✟✝ ✑✡☞✡ ✟✝✠ ✄☞✡✏✏✍✝✁✡✆✍�✁☛✝✠ ✌� ✑☞✝☛�✖✁✡✠�✂ ☎✟ ☛✝✆✝✞�✁✡☛✝ ✠� ✄✍✟☛☞☎ ✡

través de una capa de Miracloth, y la fase acuosa se centrifugó a 1500 g durante 10 

minutos. El sobrenadante (fracción citoplasmática) se centrifugó a 10000 g y 4 °C 

durante 10 minutos para eliminar restos de sedimentos, y el sobrenadante fue recogido 

en un nuevo tubo Eppendorf y congelado inmediatamente. El sedimento se lavó de 3 a 

✂ ✔�✏�✠ ✏✝✁ ✂✆✟ ✌� ✠✝✟✂✏✍☎✁ ✁✁✂� � ✟✂�✞✝ ✠� ☞�✠✂✠✑�✁✌✍☎ �✁ ✂✠✠ ✆✟ ✌� ✠✝✟✂✏✍☎✁ ✁✁✂✡

suplementado con el inhibidor de proteasas Complete Protease Inhibitor Cocktail 

(Roche, solo para los fraccionamientos de proteínas). La resuspensión se pipeteó 

✏✂✍✌✡✌✝✠✡✆�✁☛� ✠✝✓☞� ✁✠✠ ✆✟ ✌� ✠✝✟✂✏✍☎✁ ✁✁✂✄ ✏✝✆✑✟�✆�✁☛✡✌✝ ✏✝✁ �✟ ✍✁☛✍✓✍✌✝☞ ✌�

proteasas Complete Protease Inhibitor Cocktail (Roche, solo para los fraccionamientos 

de proteínas). El gradiente de sacarosa obtenido se centrifugó a 16000g y 4 ºC durante 

1 a 3 minutos, dependiendo de la cantidad de núcleos purificados. Para la extracción de 

✑☞✝☛�✖✁✡✠✂ �✟ ✠�✌✍✆�✁☛✝ ✠� ☞�✠✂✠✑�✁✌✍☎ �✁ ✟✠✠ ✆l de solución de lisis y se sonicó en un 

sonicador Bioruptor Pico con baño de agua (Diagenode) (10 ciclos de 30 segundos de 

pulsos a alta intensidad/30 segundos sin pulsos). A continuación, se centrifugó a 16000 

g durante 10 minutos a 4 ºC, y el sobrenadante se recolectó como la fracción proteica 

nuclear. Como controles de calidad y carga del fraccionamiento, se utilizaron un 

anticuerpo anti-ACTINA8 como marcador citoplasmático e Histona H3 como marcador 

nuclear.  

Solución de lisis: Tris-HCl 20 mM pH 7,5, KCl 20 mM, EDTA 2 mM, MgCl2 2,5 mM, 25% glicerol, 

sacarosa 250 mM, DTT 5 mM.  

Solución NRBT: Tris-HCl 20 mM pH 7,5, glicerol al 25%, MgCl2 2,5 mM, Triton X-100 0,2% (v/v).  

Solución NRB2: 20 mM Tris-HCl pH 7,5, sacarosa 0.25 M, MgCl2 10 mM, Triton X-100 0.5% 

✎✒✑✒✓✌ ✕-mercaptoetanol 5 mM.  

Solución NRB3: Tris-HCl 20 mM pH 7,5, sacarosa 1,7 M, MgCl2 10 mM, Triton X-100 0,5% (v/v), 

✕-mercaptoetanol 5 mM. 
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7.6.5 Cycloheximide (CHX)-chase assay 

Para el ensayo CHX-chase, plántulas de 10 días salvajes y transgénicas HYL1-

6xMyc y HYL1mNES-6xMyc se trataron con cicloheximida (0,5 mM) por el tiempo indicado 

en las figuras (0, 40, 80 y 120 minutos) y luego las muestras se mezclaron con 5 x 

solución de muestra SDS durante 10 min, y los extractos se resolvieron en SDS-PAGE 

del 8 al 12% después de hervir a 100 °C. 

7.6.6 Cromatografía de exclusión por tamaño 

Las muestras fueron sometidas a un fraccionamiento celular como se explicó en 

la sección 7.6.4. La fracción nuclear y los extractos citosólicos (1 mg) se pasaron a 

través de un filtro de 0,2 µm antes de cargarlos en una columna de filtración en gel 

Sephadex de 200 pg (Hiprep, 16/600; GE Healthcare). El análisis de cromatografía de 

exclusión por tamaño fue realizado por AKTA prime plus (GE healthcare). Se aplicaron 

muestras de proteína a la columna, pre-equilibradas con solución de columna a 0,5 ml / 

minuto. Las fracciones (1,0 ml) se recogieron y se concentraron mediante Strataclean 

Resin (Agilent). Luego se mezclaron con solución de muestra 5x y se separaron 

mediante SDS-PAGE. 

Solución de columna: Tris-HCl 50 mM, pH 7,5, EDTA 2 mM, MgCl2 1 mM, NaCl 100 

mM, fluoruro de fenilmetilsulfonilo 1 mM 

7.6.7 Expresión y purificación de proteínas recombinantes 

7.6.7.1 Test de inducción 

Para identificar la mejor condición de expresión de las versiones de HYL1✁ y 

HYL1C-termS>A/D/S fusionadas al tag de histidina, se llevó a cabo el siguiente procedimiento: 

se inoculó una colonia de bacterias E. coli BL21 transformada con cada construcción en 

5 ml de medio LB con ampicilina (marcador de selección del vector pPro-ExHta-LR-phi) 

y cloranfenicol (marcador de selección de la cepa BL21) y se lo dejó a 37 °C en agitación 

toda la noche. Al otro día se inocularon 10 µl del cultivo saturado en 1 ml de medio LB 

con dichos antibióticos, por duplicado para cada construcción. Se dejaron 1 hora a 37 

°C bajo agitación y en uno de los tubos se agregó IPTG (concentración final 1 mM). A 

continuación, se testearon tres condiciones: (i) una hora a 37 °C, (ii) cinco horas a 28 

°C y (iii) 16 horas a 17 °C. pasados esos tiempos se centrifugaron los tubos 1 minuto a 

13000 g y a temperatura ambiente. Se resuspendió el pellet en 100 µl de agua y se 

agregó el mismo volumen de buffer de siembra de proteínas. Las muestras se corrieron 
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en un SDS-PAGE (45 minutos a 180 V) y luego se tiñeron los geles con azul de 

Coomassie para visualizar la inducción de la expresion de HYL1 recombinante. 

7.6.7.2 Expresión de proteínas recombinantes 

Para las diferentes versiones de HYL1 se realizaron inducciones a 28 °C. Se 

incubaron células transformadas en 5 ml de medio LB con ampicilina y cloranfenicol, y 

se dejó crecer toda la noche en agitación a 37 °C. Al otro día se inocularon 2 ml del 

cultivo saturado en 500 ml de medio LB modificado con carbenicilina y cloranfenicol y 

se incubó a 37 °C en agitación hasta alcanzar una DO600=1 (aproximadamente 5 horas). 

Se agregó IPTG (concentración final 1 mM) y se incubó por 14 horas a 28 °C.  

Medio LB modificado: tripteína bacteriológica 15 g/l, extracto de levadura 15 g/l, NaCl 10 g/l. 

7.6.7.3 Purificación de proteínas recombinantes 

Luego de la incubación post-inducción, se recolectaron las células por 

centrifugación a 3500 r.p.m. y 4 °C por 20 min. Se realizó un lavado con la solución de 

unión/lavado y se volvieron a resuspender en 50 ml de la misma solución suplementada 

con inhibidor de proteasa (1 pastilla en 50 ml). La suspensión de bacterias se sonicó a 

una amplitud del 40% con pulsos y pausas de 5 segundos durante 1 hora. A 

continuación, se centrifugó a 15000 r.p.m. y 4 °C durante 20 minutos. El sobrenadante 

se transfirió a una columna de agarosa Ni-NTA previamente lavada con la solución de 

unión/lavado y se lo incubó toda la noche a 4 °C con agitación suave. Al otro día se dejó 

eluir la solución y se realizó un lavado nuevamente con la solución de unión/lavado. 

Cuando finalizó la elución, se agregaron 2 ml (en forma secuencial) de la solución de 

elución, y en cámara fría se juntaron fracciones de 100 a 200 µl en tubos Eppendorf con 

10 µl de glicerol 100%, manteniendo los mismos sobre hielo. Luego de 

homogeneizarlas, las distintas fracciones se guardaron a -80 °C.  

Solución de unión/lavado para His-tag: 2X PBS, NaCl 226 mM, imidazol 20 mM. 

Solución de elución para His-tag: 2X PBS, NaCl 226 mM, imidazol 500 mM. 

7.6.8 Ensayos de pull-down 

En orden de equiparar las muestras, se hace un western blot (sección 7.6.2) y 

se determinan las cantidades a usar de cada proteína en relación a la de menor 

concentración. Las diluciones se realizan con la solución de lavado. 

Para cada versión de HYL1, se mezclaron en un tubo cantidades iguales de 

6xHis-HYL1 y MBP-CRY1 y se llevó a volumen final de 100 µl con solución de lavado. 

Se separaron 10 µl y se mezclaron con 10 µl de la solución de siembra de proteínas 
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(input) para evaluar la presencia inicial de las proteínas en el western blot final. Se 

agregaron 60 µl de resina de amilosa lavada 5 veces con la solución de lavado y se 

incubaron 2-3 horas a 4 °C y agitación suave. Luego se realizaron 5 lavados con 1 ml 

de la solución de lavado, centrifugando a 13000 r.p.m por 1 min. Después del último 

lavado, se resuspendió la resina con 100 µl buffer de siembra de proteínas y se llevó a 

95 °C durante 10 min. Cuando las muestras tomaron temperatura ambiente se sembró 

por duplicado 15 µl de estas y 5 µl del input en geles de poliacrilamida al 12% para 

evaluar la presencia de HYL1 y CRY1. 

Solución de lavado: 1X PBS, NaCl 50 mM, Triton X-100 0,2% 

7.7 Análisis de fluorescencia 

7.7.1 Microscopía de escaneo láser confocal (ClSM) 

Para los ensayos de localización subcelular, se transformaron de manera 

transitoria hojas de N. benthamiana. Pasadas 72 horas de la infiltración, se llevó a cabo 

la visualización y captura de imágenes con un microscopio confocal leica TCS SP8 

(leica, Solms, Alemania). Para tal fin, las capturas se realizaron con un lente 40x o 60x, 

excitando las muestras con los láseres de 488 nm y 552 nm, y recolectando la emisión 

a 500-530 nm y 600-630 nm para eGFP y mCherry respectivamente, agregando una 

ventana de detección de 670-730 nm para la autofluorescencia de la clorofila. Se utilizó 

una apertura del pinole de 1, una ganancia con valores de 700-850, y una potencia de 

láser que varió en un rango entre 0,5% y 20% según la proteína a visualizar. El 

procesamiento de las imágenes se realizó en el software Fiji [164].  

7.7.2 Análisis de FRAP y FLIP  

Para el análisis de FRAP, se analizaron protoplastos de Arabidopsis que 

expresan transitoriamente HYL1-YFP o NLS-YFP. Se registraron 10 imágenes previas 

al blanqueamiento y se utilizó la intensidad media de las 5 últimas como medida previa 

al blanqueo. Luego, los núcleos se blanquearon a la máxima potencia del láser durante 

5 ciclos, seguido de la captación de 50 imágenes con intervalos de 5 segundos. El 

blanqueo redujo la intensidad de fluorescencia relativa (RFI) al 40%. Para determinar el 

RFI, se les restó el background a todos los datos y el RFI se calculó como (T0 / I0) X (It / 

Tt), donde T0 es la intensidad celular total promedio antes del blanqueamiento, I0 es la 

intensidad nuclear promedio antes del blanqueamiento, It es la intensidad nuclear 

promedio a tiempo t, y Tt es la intensidad celular total promedio en el tiempo t. Se utilizó 
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el RFI de cada núcleo analizado para el ajuste de curvas utilizando GraphPadtm. Se usó 

la aplicación incorporada GraphPadtm "comparación de ajustes". Se descartaron los 

datos en los que la comparación se informó como "no se puede calcular" o ajuste 

"ambiguo". El ajuste de un componente produce una constante de velocidad única K y 

el ajuste de dos componentes produce dos constantes de velocidad K1 y K2 (s-1).  

Para el análisis de FLIP, se analizaron protoplastos de Arabidopsis que expresan 

de forma transitoria HYL1-YFP, HYL1mNES-YFP o NLS-YFP. Una gran área 

citoplasmática que encierra el núcleo se blanqueó continuamente y se registró la 

intensidad media en el núcleo con intervalos de 2,6 segundos durante 390 segundos. El 

análisis comenzó después de un mínimo de 15 ciclos de blanqueo para evitar que las 

moléculas fluorescentes volvieran a entrar en el núcleo desde el citoplasma. La 

intensidad media en el núcleo se le restó el background y los datos se analizaron 

utilizando GraphPadtm. Los datos de cada núcleo se evaluaron para uno o dos 

componentes de la misma manera que para los experimentos FRAP descritos 

anteriormente.  

7.8 Ensayos en levaduras  

7.8.1 Co-transformación de levaduras  

La co-transformación de células de las cepas S. cerevisiae MaV203 se llevó a 

cabo mediante una modificación del método de acetato de litio descripto por Gietz y 

colaboradores [165]. Partiendo de un cultivo saturado de levaduras en medio YPDA, 

incubado por 20- 24 horas a 30 °C y en agitación, se tomó un volumen de 1,5 ml del 

mismo el cual fue centrifugado a 5000 g durante 1 min, y lavado con 1 ml de agua 

bidestilada estéril. L✂�✞✝ ✠� ✡✌✍✏✍✝✁✡☞✝✁ ✡✟✠ ✆l de PEG 3350 50% (p/v), 30 ✆✟ ✌� ✡✏�☛✡☛✝

✌� ✟✍☛✍✝ ✟ ✝✂ ✟✠ ✆✟ ✌� �✁✁✠✠ ✌� �✠✑�☞✆✡ ✌� ✠✡✟✆☎✁ ✌�✠✁✡☛✂☞✡✟✍☎✡✌✝ ✡✟✠ ✆✞�ml), y 200-

400 ng de las construcciones de interés (ver Tabla 1 del Anexo 1) en un volumen final 

✌� ✄✂✂ ✆l. Posteriormente, la mezcla fue incubada en un baño a 42 °C durante 40 min. 

�☞✡✁✠✏✂☞☞✍✌✝ �✠☛� ☛✍�✆✑✝✂ ✟✡✠ ✏✕✟✂✟✡✠ ✠� ✟✡✔✡☞✝✁✂ ✠� ☞�✠✂✠✑�✁✌✍�☞✝✁ �✁ ✡✠✠ ✆l de agua 

bidestilada estéril y se incubaron por 5 minutos a temperatura ambiente. Finalmente se 

sembrar✝✁ ✟✠✠ ✆l de esta suspensión en placas de Petri con el medio selectivo 

correspondiente, y se las incubó a 30 °C durante 3-5 días hasta la aparición de colonias.  

Medio YPDA: Peptona de carne 20 g/l, extracto de levadura 10 g/l, glucosa 20 g/l, adenina 

hemisulfato dihidrato 43,9 mg/l.  

Medio selectivo SD -leu -trp: Yeast Nitrogen Base (YNB) 7,6 g/l, glucosa 20 g/l, suplemento DO 

-leu -trp (Clontech) 0,64 g/l, agar 15 g/l. 
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7.8.2 Ensayos de Doble Híbrido en levaduras  

Los ensayos de Doble Híbrido en levaduras [166] se realizaron siguiendo las 

instrucciones descriptas en el manual Yeast Protocols Handbook (Clontech 

laboratories). Se tomaron 2-3 colonias de levaduras co-transformadas con las 

construcciones a analizar crecidas en medio selectivo SD -trp -leu, y se resuspendieron 

en agua bidestilada estéril. La suspensión se llevó a una DO600 = 0,5 y se realizaron 3 

diluciones seriadas 1/10. Se sembraron en placas con medio selectivo SD -trp -leu como 

control de crecimiento y SD -trp -leu -his para el ensayo de interacción entre las 

proteínas en estudio, y se incubaron a 30 °C durante 3-5 días hasta la observación de 

crecimiento de colonias. El medio de selección SD -trp -leu �his se suplementó con 5 

mM de 3-AT (3-amino-1,2,4-triazol) para reducir la autoactivación propia de algunas 

construcciones.  

Medio selectivo SD -trp -leu -his: Yeast Nitrogen Base (YNB) 7,6 g/l, glucosa 20 g/l, suplemento 

DO -trp -leu -his 0,62 g/l, Agar 15 g/l. 

7.9 Cepas bacterianas y de levaduras  

Escherichia coli✂ ✁�✂✁ ✂✁
✄ ☎�✠✟✡✏✆✝✝✟✂ ✝✡✟✡✏✆✞�-argF)U169 recA1 endA1 

hsdR17(rK�✂ ✆✟✠� ✑☛✝� ✠✂✑☎✟✟ ✡� thi-1 gyrA96 relA1] [167].  

Escherichia coli, BL21 [F✄, ampT, hsdSB (rB-, mB+), dcm, gal] [168]. 

Agrobacterium tumefaciens, GV3101 [C58 (rif r) Ti pMP90 (pTiC58DT-DNA) 

(gentr) Nopaline]. Esta cepa contiene el plásmido Ti tipo nopalina pMP90 (pTiC58DT-

DNA) sin la función propia de transporte, pero el ADN-T del vector binario puede 

transferirse correctamente. El plásmido pTiC58DT-DNA contiene los genes VIR y 

resistencia a gentamicina. La cepa presenta resistencia cromosomal a rifampicina [169]. 

Saccharomyces cerevisiae✂ ✝��✡✠✄ ✂✝��✁✂ ✟�✂✡-3,112, trp1-☛✠✟✂ ☛✍✠✄✝✡✠✠✂

ade2-✟✠✟✂ ✞✡✟✟✝✂ ✞✡✟�✠✝✂ �✄�l10::URA3, GAl1::lacZ, HIS3UAS GAl1::HIS3@lYS2, 

can1R, cyh2R] [170]. 

7.10 Cuantificación y análisis estadístico 

La RT-PCR cuantitativa se realizó utilizando al menos triplicados biológicos. 

Todas las réplicas se trataron como muestras independientes con fines estadísticos. Los 

promedios y SEM se calcularon a partir de valores de 2-✁✁Ct. Los valores de p menores 

a 0,05 en una prueba t con corrección de Bonferroni se consideraron significativos.  

Para analizar la longitud de los hipocotilos de las plántulas, la intensidad de las bandas 

de western y small RNA blots y la fluorescencia nuclear de las células que expresan 
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fusiones eGFP-HYL1, se utilizó el software Fiji. Tanto la intensidad de las bandas 

como la fluorescencia nuclear se analizaron como densidad de píxeles integrada. Para 

medir la longitud de los hipocótilos, se colocaron plántulas de 4 días de edad crecidas 

en agar MS al 0,8% encima de un fondo negro con una escala de referencia, y se 

escanearon a 600 dpi. A continuación, se cuantificaron las longitudes de los hipocotilos 

usando el software Fiji. Para las mediciones del ángulo de los cotiledones y los 

pecíolos, se fotografiaron y analizaron plántulas de 4 o 15 días respectivamente con 

Fiji. 
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8 RESULTADOS 

8.1 Periodos prolongados de deficiencia de luz aumentan la relación 
entre HYL1 fosforilada y no fosforilada 

Los niveles de miARNs en las plantas pueden alterarse por distintos factores, ya 

sean endógenos, como el estadio de crecimiento o el órgano donde se expresan, o 

exógenos, asociados a las variaciones de las condiciones ambientales [171]�[175]. En 

casos extremos se ha observado que un desbalance de las proteínas encargadas de su 

biogénesis también impacta profundamente la abundancia de miARNs y 

consecuentemente la fisiología de la planta [176]�[179]. Hace ya algunos años Pablo 

Manavella, director de esta tesis, descubrió que la proteína HYL1 existe en dos estados 

de fosforilación alternativos donde la isoforma fosforilada es inactiva, mientras que la 

desfosforilada es la versión funcional [144]. La identificación de estas isoformas abrió 

las puertas a la posibilidad de que HYL1, y por ende la biogénesis de miARNs, este 

regulada por señales percibidas por la célula. Para estudiar esta posibilidad decidimos 

explorar el balance entre las versiones fosforilada/desfosforilada de HYL1 en diferentes 

órganos de la planta, en respuesta a aplicaciones exógenas de hormonas y exposición 

de plántulas a diferentes condiciones de luz y temperatura. En este sentido, usamos 

geles de retardo de proteínas fosforiladas para lograr separar las isoformas de HYL1. 

Estos ensayos usan geles de poliacrilamida suplementados con Phos-tag ®, un 

compuesto que se une a proteínas fosforiladas y causa una disminución de su movilidad 

electroforética. De esta manera, una misma proteína con distintos estados de 

fosforilación migra por el gel con distinta velocidad, permitiendo visualizar las isoformas 

de fosforilación como bandas independientes al revelar con un anticuerpo específico. 

Posteriormente, y usando el programa ImageJ [164], calculamos las intensidades de las 

bandas obtenidas en los western blots y obtuvimos la relación de abundancia de las 

isoformas fosforilada/desfosforilada de HYL1 en distintas muestras (Figura 4A). La 

cuantificación de la relación de isoformas nos permite comparar diferentes muestras de 

manera independiente a la abundancia total de HYL1 en cada una de ellas. Los 

resultados obtenidos muestran que esta relación aumenta con la edad de las plántulas 

(5-7 vs 12 días de edad), en hojas de roseta (emergentes vs completamente 

expandidas) y en flores (cerradas vs abiertas), sugiriendo que la versión activa de la 

proteína es particularmente rica en etapas tempranas del desarrollo de los tejidos 

analizados (Figura 4A). En plántulas de 10 días, la exposición a baja temperatura, ácido 

jasmónico, auxinas, giberelinas y citoquininas causaron efectos no significativos en el 

balance de las isoformas (Figura 4B). Sin embargo, el precursor de etileno ACC y la 
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Transcripcionalmente no detectamos cambios en los niveles de ARNm de HYL1 

durante el periodo de oscuridad (Figura 5B) pero sí un aumento de estos transcriptos al 

retornar las plantas a la luz, posiblemente con el fin de restaurar los niveles de normales 

de proteína (Figura 5B). Además, encontramos que el sombreado simulado también es 

suficiente para inducir la degradación de HYL1 observada en completa oscuridad 

(Figura 5C). Como control, observamos que los niveles de SE no se reducen durante la 

privación de luz (Figura 5D). 

Es interesante observar que, como consecuencia de la reducción en los niveles 

de HYL1 durante la oscuridad o sombra, los niveles de miARNs disminuyen 

gradualmente y se recuperan rápidamente luego de restablecer la luz blanca (Figuras 

6A-B).  

 

Figura 6. (A, B, D) Niveles de miARNs medidos por Small RNA blots con sondas específicas 

para cada miARN en plantas de 10 días crecidas en DL, expuestas de 1 a 5 días a (A) oscuridad 

o (B) sombra simulada, y luego retornadas a luz por 2, 12 y 24 horas, o a 12 horas de oscuridad 

y 2,5 horas de luz (D). Los niveles de del ARN nuclear pequeño U6 (U6) se utilizaron como control 

de carga (C) Western blot con un anticuerpo específico para HYL1 con las mismas plantas 

usadas en el panel (D). 
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No observamos diferencias significativas en los niveles de miR168, que 

comúnmente es procesado de manera independiente a HYL1 [180], y fue utilizado en 

este estudio como un control de la vía independiente de HYL1. Esta fluctuación en los 

niveles de miARNs no se observa durante un ciclo neutro de luz/oscuridad, es decir, 12 

horas de luz y 12 horas de oscuridad. En estas condiciones observamos que HYL1 se 

mantiene estable durante las primeras 8 horas de la noche y luego comienza a disminuir 

gradualmente, recuperando su abundancia en las primeras horas de luz (Figura 6C). Sin 

embargo, en forma contraria a los efectos de períodos prolongados de deficiencia de 

luz, la disminución transitoria observada de HYL1 al final de la noche no resultó en 

cambios detectables en los niveles de miARNs (Figura 6D). Este resultado sugiere que 

la degradación de HYL1, así como posiblemente el cambio del estado de fosforilación, 

no tendrían un impacto en el desarrollo de la planta en un ciclo de luz normal, pero sí 

cuando la deficiencia lumínica es prolongada e implica un cambio en el programa de 

desarrollo de la planta.  

8.2 La versión inactiva fosforilada de HYL1 es menos susceptible a la 
degradación inducida por oscuridad/sombra, y conforma un pool de 
reserva de la proteína 

El aumento observado en la relación fosforilada/desfosforilada de HYL1 en 

respuesta a oscuridad o sombra podría ser explicado por un aumento en la fosforilación 

de HYL1 inducido por la deficiencia prolongada de luz, y/o por una degradación selectiva 

de la forma no fosforilada de la proteína. Para discernir entre estas posibilidades, 

usamos geles de retardo de proteínas fosforiladas para separar las isoformas de HYL1 

en las mismas muestras usadas en las Figuras 5A y C. Cuando evaluamos las isoformas 

de HYL1 individualmente, observamos que solo la forma no fosforilada de HYL1 es 

degradada, tanto en sombra como en oscuridad (Figura 7A). La reducción de la cantidad 

total de HYL1, con niveles relativamente estables de HYL1 fosforilada, sugiere que su 

degradación proviene principalmente de la forma desfosforilada (casi indetectable luego 

de dos días de oscuridad/sombra) y que la falta de luz no induce la fosforilación de 

HYL1. Sorprendentemente, la fracción de HYL fosforilada, predominante al final de 

periodos prolongados de oscuridad o sombra, desaparece rápidamente luego de que 

las plántulas fueron expuestas nuevamente a luz blanca (Figura 7A). En este sentido, 

observamos un rápido cambio entre las isoformas de HYL1 sin un cambio considerable 

en los niveles de proteína totales, lo que sugiere que al retornar las condiciones 

lumínicas favorables la fracción de HYL1 no degradada es rápidamente desfosforilada 

y reactivada (Figura 7A). Un análisis más detallado de la cinética de degradación indicó 
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que un día de oscuridad fue suficiente para disparar la degradación de la forma activa 

de HYL1 y que la recuperación del pool activo luego de retornar las plantas a la luz fue 

observada de manera independiente a la duración de la incubación en oscuridad (Figura 

7B). Dicho cambio entre las fosfo-isoformas de HYL1 puede ser fácilmente explicado 

por una rápida desfosforilación de HYL1, pero no podemos descartar que una rápida 

degradación de la isoforma fosforilada y la transcripción/traducción de novo de la 

isoforma activa produzcan este efecto.  

 

Figura 7. Geles de retardo de proteínas fosforiladas, revelados con un anticuerpo específico para 

HYL1. (A, B) Plantas de 10 días fueron expuestas por 1 a 5 días de oscuridad o sombra, seguido 

de 2, 12 y 24 horas de luz. (C) Plantas de 10 días fueron expuestas a 5 días de oscuridad. Dos 

horas antes de retornarlas a luz blanca, fueron transferidas a medio líquido con 100 µM 

cicloheximida (CHX). Los niveles totales y relativos de HYL1 mostrados en la parte superior de 

cada panel fueron medidos con ImageJ [164]. 

Para identificar el mecanismo de regulación, repetimos la misma cinética, pero 

inhibiendo la traducción proteica dos horas antes de la exposición a luz blanca usando 

cicloheximida. Para esto, transferimos en completa oscuridad las plántulas a medio 
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Murashige & Skoog líquido complementado con 100 µM de cicloheximida (CHX), un 

compuesto que interfiere con la actividad peptidil transferasa del ribosoma 60S, 

bloqueando la elongación traduccional. Luego de dos horas las plantas fueron 

transferidas a una fuente de luz blanca por 2, 12 y 24 horas antes de colectar muestras. 

En estas muestras solo pudimos detectar la isoforma no fosforilada de HYL1, indicando 

que la desfosforilación del pool inactivo de HYL1, más que la traducción de novo, es la 

fuente de la isoforma activa de HYL1 luego de restaurar los niveles de luz (Figura 7C). 

Debido a que la degradación de HYL1 es inducida por sombra/oscuridad, y el 

cambio en las isoformas es observado cuando las plantas perciben una fuente favorable 

de luz, analizamos la participación de distintos fotorreceptores en la señalización de esta 

respuesta. Repetimos la cinética de DL/oscuridad con mutantes en los fitocromos A y B 

(phyA y phyB-9), responsables de percibir la luz roja, en los criptocromos 1 y 2 (cry1 y 

cry2), involucrados en la percepción de luz azul, y en ELONGATED HYPOCOTYL 5 

(hy5), un factor de transcripción clave en la percepción de luz [181]. La ausencia de 

cada uno de los receptores de luz analizados no inhibió la degradación de HYL1 en 

oscuridad (Figura 8A), sugiriendo que otras moléculas podrían ser responsables de la 

señal que lleva a la degradación de HYL1. Sin embargo, no podemos descartar que 

estos resultados se deban a la redundancia funcional entre muchos de estos receptores 

[182], [183]. 

El cloroplasto puede actuar como un sensor ambiental, comunicándose con la 

célula para cambiar la expresión de miles de genes [184]. Este proceso, denominado 

señalización retrograda, regula la expresión en repuesta a señales de desarrollo y estrés 

que afectan la fotosíntesis [184]. En este sentido, decidimos explorar si una señal 

retrógrada desde los cloroplastos está involucrada en la inducción de la desfosforilación 

de HYL1 luego de que las plantas son retornadas a la luz. Para esto utilizamos 3-(3,4-

diclorofenil)1,1-dimetilurea (DCMU), un compuesto químico que bloquea la transferencia 

de electrones desde el fotosistema II al pool de plastoquinonas, inhibiendo de esta 

manera cualquier señal disparada por luz proveniente del cloroplasto. Transferimos 

plántulas de 10 días crecidas en DL a oscuridad o sombra simulada por 2 y 3 días, 

respectivamente, y una hora antes de retornarlas a luz blanca las tratamos con DCMU 

50 µM. Colectamos las muestras una hora después del retorno a luz, y nuevamente 

separamos las isoformas con geles de retardo de proteínas fosforiladas. Los resultados 

mostraron que el tratamiento con DCMU bloqueó casi completamente la desfosforilación 

de HYL1 disparada en condiciones control por la restauración de luz (Figura 8B). Esto 

sugiere que el cloroplasto podría ser el responsable de modular la reactivación de HYL1 

por luz e incluso que esta reactivación podría estar mediada por una señal móvil. De 
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acuerdo con esta idea, cuando analizamos la degradación/recuperación de HYL1 en 

raíces y tejido aéreo por separado, vimos que tanto la degradación en oscuridad como 

la recuperación del pool activo de HYL1 tuvieron lugar en las raíces, tejido comúnmente 

no expuesto a la luz, pero el efecto parece producirse de forma tardía en comparación 

con los tejidos aéreos (Figura 8C). Esto podría implicar que una señal móvil debe 

alcanzar las raíces desde el tejido aéreo para disparar la respuesta observada. Sin 

embargo, se necesita más evidencia para confirmar tal hipótesis.  

Por otro lado, a pesar de que la isoforma inactiva fosforilada de HYL1 es más 

resistente a la degradación que la forma activa, observamos una lenta pero constante 

reducción de la primera luego de periodos largos de privación de luz (Figuras 7A y B). 

Esto puede significar que dicha isoforma es también susceptible a la degradación, a 

menor velocidad, o que el equilibrio entre las isoformas va paulatinamente desplazando 

la versión fosforilada a desfosforilada produciendo su degradación. A pesar de que la 

evidencia parece apoyar esta hipótesis, no podemos excluir que una potencial inducción 

de la fosforilación de HYL1 por oscuridad/sombra contribuya a la observada reducción 

de la forma activa de HYL1. 

 

 
Figura 8. (A) Niveles de proteína de HYL1 (panel superior) en plantas de 10 días crecidas en DL 

y expuestas 5 días a oscuridad, medidos por Western blot con un anticuerpo específico para 

HYL1. (B) Geles de retardo para proteínas fosforiladas, revelados con un anticuerpo específico 

para HYL1. (B) Plántulas de 10 días fueron expuestas a 2 días de oscuridad o sombra, seguido 

de 1 hora de luz en medio líquido con (+) y sin (-) DCMU 50 µM. (C) La misma cinética fue 

analizada en plántulas, y tejido aéreo y subterráneo (raíces) por separado. En todos los casos 

se muestra la tinción de Coomassie como control de carga. Los niveles de HYL1 en la parte 

superior de cada panel fueron medidos con ImageJ [164].  
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Debido a que HYL1 es desfosforilada principalmente por CPL1 [144], en las 

plantas mutantes cpl1 HYL1 existe principalmente en forma fosforilada. Si nuestra 

hipótesis es correcta, podría esperarse, que HYL1, en su versión fosforilada, sea 

particularmente estable en estas plantas, al carecer de la isoforma degradable. En 

efecto, el análisis de degradación inducida por oscuridad en la mutante cpl1 mostró que 

✟✡ ✑☞✝☛�✖✁✡ �✠ ✆�✠ �✠☛✡✓✟� �✁ �✠☛✡✠ ✑✟✡✁☛✡✠✂ ✄✡✔✝☞�✏✍�✁✌✝ ✟✡ ✍✌�✡ ✌� ✂✁✡ ✎✄✝✠✄✝-

✑☞✝☛�✏✏✍☎✁✒ ✌� �✞✂✟ ✡✁✍✞✂☞✡ ☛A, panel superior). Además, cuando evaluamos las fosfo-

isoformas en las mutantes cpl1 encontramos que en oscuridad la forma fosforilada se 

encontraba estabilizada (Figura 9A, panel inferior). Sin embargo, se detecta una 

degradación parcial de HYL1 en estas mutantes, como puede ser esperado debido a la 

redundancia funcional de CPL1 con CPL2 [144]. De acuerdo con esto, la resistencia a 

la degradación es aún más notoria en las doble mutantes cpl1/cpl2 (Figura 9A). Esta 

doble mutante, homocigota para el alelo cpl2-2 y heterocigota para el alelo dominante 

negativo cpl1-7 [144], confirmó la redundancia de ambas proteínas en el control de la 

fosforilación de HYL1 y la resistencia de esta isoforma a la degradación.  

Para confirmar que la fosforilación hace que HYL1 sea resistente a la 

degradación, hicimos uso de mutantes fosfo-miméticas de HYL1. En las mismas se 

reemplazan las serinas importantes para su regulación (S42 y S159) por ácido aspártico 

para simular un estado fosforilado (S42D y S159D), o por alanina para simular un estado 

desfosforilado y no fosforilable (S42A y S159A) [144]. Mutantes hyl1-2 transformadas 

con construcciones imitando los estados fosforilado/desfosforilado de cada serina 

(individualmente), fueron crecidas por 10 días y luego transferidas a sombra simulada 

por 1 día. Esta incubación corta tuvo como objetivo evitar la completa degradación 

proteica, permitiendo visualizar diferencias entre las construcciones. Al analizar las 

muestras por western blot vimos que la fosforilación de la S159, pero no de la S42, hace 

a HYL1 insensible a la degradación, apoyando la estabilización de esta proteína por la 

fosforilación durante periodos de deficiencia de luz (Figura 9B). No se detectaron 

diferencias significativas en los niveles de expresión de las diferentes construcciones 

entre las muestras analizadas en condiciones control (Figura 9C). Este resultado no solo 

confirma la fosfo-protección de HYL1, sino que también apunta a la S159, y 

potencialmente al dominio DRBM2 donde se encuentra, como un dominio importante 

para dicha protección. Sin embargo, no podemos excluir un rol, incluso en la estabilidad 

proteica, de otros amino ácidos fosforilables identificados previamente [144].  

En conjunto, nuestros resultados sugieren que aún cuando la forma activa de 

HYL1 es degradada en ausencia de luz, limitando la producción de miARNs, la isoforma 

inactiva fosforilada de HYL1 forma un pool de reserva de la proteína insensible a la 
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degradación. Cuando se alcanza una fuente lumínica apropiada, este pool de reserva 

es desfosforilado, restaurando rápidamente el pool activo de la proteína y reactivando 

la producción de miARNs.  

 
Figura 9. (A) Niveles de proteína de HYL1 en plántulas salvajes (Col-0) y mutantes (cpl1-7 y 

cpl1-7/cpl2-2) de 10 días crecidas en DL (luz) y expuestas a 3 días de oscuridad. En el panel 

inferior se analizó la abundancia relativa de HYL1 fosforilada (HYL1 P+) en luz y oscuridad en las 

mismas muestras, usando geles de retardo para proteínas fosforiladas. (B) Niveles proteicos de 

HYL1 en plántulas mutantes hyl1-2 transformadas con las distintas fosfo-mímicas de HYL1, 

crecidas 10 días crecidas en DL (luz) y expuestas a 1 día de sombra. (C) Niveles del transcripto 

de HYL1 en las mismas muestras analizadas en (B), medidos por qPCR. 

8.3 La versión monomérica fosforilada de HYL1 localiza 
exclusivamente en núcleo quedando protegida de la degradación   

Para evaluar si la fosforilación de HYL1 afecta su distribución subcelular, y por 

lo tanto su degradación, fusionamos las versiones salvaje y fosfo-miméticas de HYL1 a 

la proteína verde fluorescente (GFP, por sus siglas en inglés), clonamos las 

construcciones bajo la región regulatoria de HYL1 y transformamos plantas mutantes 

hyl1-2. También clonamos las construcciones bajo el promotor 35S para forzar la sobre-

acumulación de estas proteínas. Usando estas líneas, analizamos la localización de 

HYL1 en plantas de 10 días mantenidas en luz y transferidas a oscuridad por 24 horas. 
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Todas las construcciones en las que las serinas fueron mutadas por alanina, 

mimetizando a HYL1 no fosforilada, compartieron el mismo patrón de localización que 

la versión salvaje (Figura 10). Sin embargo, y a pesar de la utilización del promotor 35S, 

las fosfo-mímicas de HYL1 completamente fosforilada (S>D) y la S159D, pero no la 

S42D, se encontraron restringidas principalmente al núcleo de la célula, tanto en luz 

como en oscuridad (Figura 10). Se cuantificaron los niveles de las proteínas de fusión, 

así como los niveles de intensidad de fluorescencia de los núcleos, para excluir 

variaciones en los niveles de expresión y confirmar la estabilidad de la proteína nuclear 

(Figuras 11A y 11B). Estos resultados sugieren que la fosforilación de HYL1 en la S159 

restringe su localización subcelular al núcleo, donde puede escapar a la degradación 

citoplasmática. Para probar esta hipótesis, purificamos proteínas desde las fracciones 

citoplasmática y nuclear, y usamos geles con Phos-tag® para cuantificar las isoformas. 

Los resultados revelan un enriquecimiento de HYL1 fosforilada en el núcleo respecto al 

citoplasma (Figura 11C). Como era de esperar, la isoforma activa no fosforilada de HYL1 

está presente tanto en núcleo, donde cumple su función en el procesamiento de 

miARNs, como en el citoplasma, donde es degradada durante privaciones de luz y 

donde cumple una función en la inhibición traduccional [126]. Esto sugiere que la 

resistencia a la degradación observada de HYL1 fosforilada podría ser un resultado de 

su localización preferentemente nuclear, que a su vez la protege de la indefinida 

proteasa citoplasmática descripta por Cho y colaboradores [185]. La localización nuclear 

exclusiva de la mutante S159D, pero no de S42D, concuerda con la observación de que 

solo la fosforilación de este residuo protege a HYL1 de la degradación (Figura 9B).  

Seguimos una aproximación adicional para confirmar que la localización nuclear 

exclusiva de HYL1S159D, y no la fosforilación per se, es la responsable de su resistencia 

a la degradación. Transformamos plantas mutantes hyl1-2 con una fusión de la 

secuencia codificante de HYL1 con la S159 mutada por ácido aspártico o alanina, al 

receptor de glucocorticoide (GR) bajo el control del promotor nativo de HYL1. Como 

muchos otros receptores de esteroides, el GR se mantiene en el citoplasma hasta que 

un ligando se le une y desencadena su translocación al núcleo, donde desempeña su 

función [186]. De esta manera, el GR fusionado a HYL1S159A/D mantiene a esta proteína 

en el citoplasma, donde puede ser activamente degradada durante los periodos de 

oscuridad/sombra. Así, cuando forzamos a la fosfo-mímica S159D a permanecer en el 

citoplasma, al fusionarla al receptor GR, fue degradada tan eficientemente como la 

forma no fosforilada (Figura 11D). Esta observación implica que la fosforilación de HYL1 

por sí misma no es responsable de la estabilidad de la proteína, pero sí de controlar su 

localización subcelular, evitando de forma indirecta su degradación. 
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Figura 11. (A) Cuantificación por western blot de HYL1-eGFP en plantas transformadas con las 

fosfo-mímicas de la Figura 10, crecidas en fotoperiodo de DL. En la parte superior del panel se 

muestran las intensidades de señales relativas, calculadas con ImageJ [164]. A la derecha se 

indica el peso molecular. (B) Cuantificación de la intensidad de fluorescencia de HYL1-eGFP 

medida en núcleos de células mostradas en la Figura 10. Las barras de error representan 2xSEM. 

(C) Geles de cambio de movilidad para proteínas fosforiladas de muestras extraídas de 

fracciones subcelulares (citoplasma [C] y núcleo [N]) o total (T). En la parte superior de cada par 

de bandas se muestra la relación entre la forma fosforilada y no fosforilada. La detección de 

ACTINA (ACT) e HISTONA3 (H3) en cada muestra fue usada como control de la pureza del 

fraccionamiento (ACT citoplasmático y H3 nuclear). (D) cuantificación por western blot de la 

fusión HYL1-GR en plantas tratadas con dexametasona (DEX +) o solución control (-) y 

transferidas a sombra simulada o mantenidas en fotoperiodo de DL por 2 días. En la parte 

superior se muestra la intensidad de señal relativa, calculada con ImageJ [164]. 



79 

 

Con el objetivo de entender de qué manera la fosforilación afecta la actividad de 

HYL1, realizamos experimentos de co-inmunoprecipitación de pri-miRNAs asociados a 

HYL1 y de interacción entre proteínas. Utilizando un anticuerpo específico para HYL1, 

inmunoprecipitamos las diferentes fosfo-mímicas expresadas en la mutante hyl1-2. 

Luego de purificar los ARNs asociados a las versiones de HYL1, se detectaron los pri-

miARNs unidos a HYL1 por RT-PCR. Todas las fosfo-mímicas analizadas, con 

excepción de la S42D, fueron capaces de interaccionar con los pri-miARNs analizados 

(Figura 12A). Considerando el rol del dominio DRBM1, donde se localiza la S42, en la 

interacción de HYL1 con los pri-miARNs [104], la falla de S42D para interactuar de 

manera apropiada con los pri-miARNs es razonable y podría explicar la reducida 

actividad de HYL1 cuando este aminoácido es fosforilado. Sin embargo, la capacidad 

de unión a pri-miRNAs detectada en la versión S159D sugiere que la fosforilación de 

este aminoácido dirige la localización nuclear de HYL1, y por ende su estabilidad, de 

manera independiente a la capacidad de HYL1 de asociar pri-miARNs. 

El dominio DRBM2, y en particular ✌✝✠ ☛✝�✡✠ ✂ ✌✝✁✌� ✠� ✟✝✏✡✟✍☎✡ ✟✡ �✟✂☛✂ ✠✝✁

necesarias para la formación del dímero de HYL1 y participan en la interacción de HYL1 

con SE [104], [108], [144]. Por lo tanto, evaluamos la capacidad de HYL1 y las fosfo-

mímicas para interactuar con su proteína asociada SE y para formar dímeros. Con 

ensayos de doble híbrido en levaduras (Y2H) pudimos ver que la fosforilación de la S159 

disminuye tanto la capacidad de interacción con SE como la capacidad de homo-

dimerizar (Figura 12B). 

La localización nuclear preferencial de HYL1S159D y su falla para interaccionar 

con SE y consigo misma, sugieren que HYL1 requiere de la asociación con proteínas 

chaperonas para su movimiento hacia el citoplasma, como es el caso de su importación 

al núcleo [147]. Si esta hipótesis es correcta, deberíamos observar una distribución 

diferencial de monómeros y dímeros de HYL1 en el núcleo y en el citoplasma. Para 

investigar más a fondo la distribución subcelular de los complejos en los que HYL1 está 

contenida, combinamos ensayos de fraccionamiento celular y filtración por geles. La 

pureza del fraccionamiento nuclear/citoplasmático fue confirmada midiendo proteínas 

marcadoras subcelulares (Figura 13B). En el núcleo, HYL1 fue detectada en high-order 

complexes (complejos proteicos por encima de los 200 kDa), que podrían representar a 

HYL1 asociada a sus múltiples proteínas interactuantes en el complejo de 

procesamiento de miARNs [58], o formas de multi-complejos auto-ensamblados tal 

como tetrámeros, como se ha demostrado previamente [104]. También se detectó una 

señal fuerte en las fracciones de elución que representan los dímeros de HYL1 (~150 

kDa) y monómeros (~66 kDa) (Figura 13A, panel superior). HYL1 fosforilada, que fue 
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detectada preferencialmente en el núcleo y no es capaz de dimerizar, podría conformar 

esta fracción monomérica nuclear.  

 

 
Figura 12. (A) Inmunoprecipitación de ARN realizado con un anticuerpo contra HYL1. Los pri-

miARNs asociados a las fosfo-mímicas de HYL1 fueron detectados por RT-PCR. Plantas 

mutantes de hyl1-2 ☛✄✝✟✠☞ ✄�✁✆✁� ✁✠✡✠ ✁✠☞✂✟✠☎ ☞✝✄✁✂☎✒✠ ✆✝ ✄☞☎✆☞ ☎☞✝�✏✝✁✝☛☎✁✁✆ ✞- A✟✠ ✡✄✝�✂✟✁

RT-PCR realizada en muestras a las cuales no se les agregó anticuerpo durante el protocolo de 

☎☞✡✄☞✠✏✟✝✁☎✏☎✂✁✁☎✆☞ ✆✝ ✡☛☞✆ ✞- ☛✌✠ ✡✄✝�✂✟✁ ✍✟☛ ✟✝✁☎☎✂✁✆✁ ✆☎✟✝✁✂✁✡✝☞✂✝ ✝☞ ☎✁ ☎☞✡✄☞✠-

precipitación de ARN como control de contaminación de ADN genómico. (B) ensayo de doble 

híbrido en levaduras. Se fusionaron SERRATE (SE) y HYL1 al dominio de unión de GAL4; las 

fosfo-mímicas de HYL1 al dominio de activación de GAL4. Como control se utilizó un vector que 

expresa sólo el dominio de unión de GAL (EV). ✝LT, medio sin leucina y triptófano; ✝LTH, sin 

leucina, triptófano e histidina. Se muestran diluciones seriales 1:10.   

En el citoplasma, HYL1 fue encontrada principalmente en high-order complexes. 

Los dímeros y monómeros citoplasmáticos se detectaron con una señal débil, por lo que 

podrían representar solamente la proteína recientemente traducida. Esto también podría 

indicar que el sustrato de degradación preferencial es HYL1 en su forma monomérica 
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8.4 La distorsión del balance entre las isoformas de HYL1 altera las 
respuestas de crecimiento de las plantas a condiciones de luz, 
sombra u oscuridad 

La acumulación del pool fosforilado de HYL1 (isoforma inactiva) en oscuridad y 

sombra, así como su rápida desfosforilación para restaurar la actividad proteica luego 

de la exposición a luz blanca, sugiere que la dinámica de las isoformas de HYL1 podría 

ser importante para el control del crecimiento de la planta durante la de-etiolación y en 

el síndrome de huida de la sombra. Para evaluar esto utilizamos las mímicas no 

fosforilables de HYL1 en los siete codones de serina fosforilables (S>A) y en las serinas 

individuales (S42A y S159A), clonadas bajo el control del promotor constitutivo 35S y la 

región reguladora de HYL1. Como estas isoformas no pueden ser fosforiladas, las 

plantas transformadas con estas construcciones carecen del pool de reserva de proteína 

luego de periodos prolongados de oscuridad (Figura 9B). Como control se utilizaron 

plantas salvajes (Col-0) y plantas mutantes hyl1-2 transformadas con la versión nativa 

de HYL1 (WT). 

Usando estas plantas seguimos una respuesta típica del proceso de de-

etiolación, la apertura de los cotiledones en plántulas etioladas transferidas desde 

oscuridad total a luz blanca [187]. Las líneas que expresan las mímicas de HYL1 S>A y 

S159A abrieron los cotiledones a una menor velocidad que las plantas control, al medirlo 

tanto como el número de plántulas con cotiledones abiertos (apertura de los cotiledones 

> 10°), como el ángulo de apertura a lo largo del tiempo (Figura 14). Las mímicas S42A, 

en las que la tanto la fosforilación de la S159 y la formación del pool de reserva son 

posibles, se comportaron de forma similar a las plantas control (Figuras 14C y D). Estos 

resultados sugieren que la reserva de HYL1 inactiva en oscuridad, y posiblemente su 

rápida conversión en HYL1 activa al regresar la luz, son necesarias para una adecuada 

respuesta del programa de desarrollo en la transición de oscuridad a luz. 

Luego investigamos si la degradación selectiva de la versión no fosforilada, 

activa, de HYL1 durante periodos prolongados de oscuridad/sombra es también 

fisiológicamente relevante. Para evaluar esta idea, germinamos plantas mutantes hyl1-

2 transformadas con las diferentes variantes del gen HYL1 en completa oscuridad y 

medimos la longitud del hipocotilo. En la naturaleza, cuando las semillas germinan por 

debajo de la superficie del suelo (y por lo tanto en oscuridad), el hipocotilo se elonga 

sustancialmente, empujando los cotiledones afuera del suelo para iniciar la fotosíntesis, 

por lo que resulta un buen parámetro para evaluar la respuesta a oscuridad [187]. La 

expresión de HYL1 en su versión original, o las mímicas no fosforiladas, que son 

sensibles a la degradación, bajo el control del promotor constitutivo 35S o del promotor 
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nativo de HYL1, complementaron satisfactoriamente el fenotipo de hyl1-2 y mostraron 

una elongación del hipocotilo normal (Figura 15).  

 
Figura 14. Apertura de cotiledones de plantas salvajes (Col-0) y mutantes hyl1-2 

complementadas con versiones no fosforilables de HYL1 en las serina 42 y 159 (HYL1S>A) (A, 

B), o en las serinas individuales (HYL1S42A, HYL1S159A), la versión salvaje de HYL1 (HYL1WT) (C, 

D), bajo el promotor nativo (ProHYL1) y el promotor constitutivo 35S (Pro35S). Los valores se 

encuentran representados como ángulo entre los cotiledones y como número de cotiledones 

abiertos (ángulo de apertura > 10°) por hora de exposición a la luz, luego de 3 días en oscuridad. 

En todos los casos, las barras de error muestran 2xSEM. Fueron considerados significativos los 

valores p < 0,05 en el test t con la corrección de Bonferroni. 
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mayor actividad de HYL1 cuando son tratadas con DEX que las plantas control. En 

plántulas de 10 días, que fueron transferidas a oscuridad o sombra, encontramos niveles 

mayores de miR319 bajo dicha condición que en las plantas control (Figura 16A). Los 

niveles del miR168, normalmente no afectados por la mutación en HYL1, no mostraron 

ninguna fluctuación entre las condiciones evaluadas (Figura 16B). Adicionalmente, la 

cuantificación de los niveles proteicos de HYL1 en las mismas muestras confirmó la 

eficiencia del tratamiento con DEX para proteger, al menos parcialmente, a HYL1 de la 

degradación (Figura 16C). 

 
Figura 16. (A, B) Small RNA blots para la detección del miR319 (A) y miR168 (B) en plantas 

crecidas en DL transferidas a luz, sombra u oscuridad, y tratadas con dexametasona o solución 

control. La hibridación con U6 fue utilizada como control de carga. En la línea superior de cada 

panel se expresan los valores de la relación de intensidad entre las muestras tratadas y el control. 

Se muestran tres líneas transgénicas independientes (L1-L3). (C) Cuantificación por western blot 

de HYL1 en las mismas muestras. Se muestran las plantas transferidas a luz (L) o sombra (S). 

La intensidad de la señal, medida con ImageJ [164], se muestra relativa a cada línea: crecida en 

luz, tratada, y control. A la derecha se señalan los pesos moleculares. 
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8.5 La regulación de HYL1 mediada por la calidad de luz impacta en la 
producción de miARNs, afectando la expresión de genes 
importantes para el desarrollo 

Nuestros resultados muestran que un armonioso balance entre la degradación y 

la reactivación de HYL1, mediado por cambios en su estado de fosforilación, es 

necesario para que las plantas puedan responder eficientemente a periodos 

prolongados de oscuridad/sombra, y a la transición entre estas condiciones y la luz. 

Como HYL1 es un factor central en la biogénesis de miARNs, y un gran número de 

blancos de miARNs controlan el desarrollo de la planta, decidimos investigar las 

alteraciones moleculares tanto a nivel de transcriptos como de miARNs asociadas con 

los fenotipos estudiados.  

Analizamos la población de miARNs y blancos de los mismos mediante 

secuenciación masiva de ARNs mensajeros (RNAseq) y ARNs pequeños 

(smallRNAseq) durante la transición de oscuridad a luz. A fin de generar las librerías a 

ser secuenciadas, plantas salvajes Col-0 y mutantes hyl1-2 fueron crecidas por 10 días 

en fotoperiodo de DL (16 horas de luz/8 horas de oscuridad), y luego transferidas a 

oscuridad o dejadas en el mismo fotoperiodo por 72 horas más. 

La secuenciación de ARNs pequeños reveló una drástica reducción en la 

acumulación de miARNs en respuesta a oscuridad, mientras que la población general 

de otros ARNs pequeños mapeando el genoma de Arabidopsis no se vieron afectados 

(Figuras 18A y 18B). Notablemente, la reducción general en los miARNs observada en 

plantas expuestas a periodos prolongados de oscuridad es comparable con el impacto 

de la mutación hyl1-2.  

Para este análisis colapsamos los miembros de familias de miARNs con 

secuencia idéntica. Entre las 145 familias de miARNs evaluadas, 105 estaban por 

encima del umbral de expresión mínimo y fueron incluidas en el análisis. Detectamos 

una reducción significativa en 34 miARNs, que representa un 32,4% de las familias de 

miARNs analizadas. Además, cuando comparamos las familias diferencialmente 

expresadas entre Col-0 luz/Col-0 oscuridad y Col-0/hyl1-2 luz hubo una superposición 

significativa de los miARNs regulados (Figura 18C). Este resultado indica una marcada 

similitud en la población de miARNs observados en una planta salvaje adaptada a 

oscuridad, en la cual HYL1 es degradada activamente, y una mutante nula para dicha 

proteína.  
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Figura 18. (A) Porcentaje de lecturas de la secuenciación de ARNs pequeños que mapean al 

genoma de Arabidopsis (izquierda) y a los hairpins de miARNs (derecha). Cada barra representa 

una réplica biológica. (B) Niveles de expresión medios de miARNs individuales en plantas Col-0 

crecidas en oscuridad y en mutantes hyl1-2 crecidas en luz y oscuridad, respecto a plantas Col-

0 crecidas en luz. Los segmentos horizontales indican la mediana de los niveles de expresión. 

Cada punto corresponde a un miARN individual o una familia de miARNs de secuencias 

identicas. (C) Diagrama de Venn presentando la superposición de miARNs disminuidos en 

plantas Col-0 crecidas en luz vs oscuridad, contra aquellos regulados en plantas Col-0 vs hyl1-2 

crecidas en luz. (D) Niveles de miARNs medidos por small RNA blots, con U6 como control de 

carga. La intensidad de la señal fue calculada con ImageJ [164] y normalizada a las U6. Se 

muestra la expression relativa con plantas de 10 días crecidas en DL (Luz 10 d) como referencia. 

Después de 10 días, las plantas fueron transferidas a oscuridad por 4 días (Osc. 4 d) y luego 

retornadas a luz por 1 o 24 horas (luz 1 h y luz 24 h). 
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Aunque HYL1 sea un factor central en la biogénesis de miARNs, y su 

degradación en oscuridad explicaría la reducción de miARNs observada, no podemos 

descartar que la oscuridad per se tenga un efecto represivo sobre la expresión de los 

genes que codifican miARNs. Para descartar esta posibilidad evaluamos nuestros datos 

de RNAseq y encontramos que la gran mayoría de transcriptos de pri-miARNs no se 

encuentran alterados en las plantas crecidas en oscuridad. Solo unos pocos, tal como 

los pri-miR159b, pri-miR163, pri-miR157c, estaban inducidos en oscuridad, mientras 

que el pri-miR172 fue el único reprimido en esta condición. 

Por otro lado, al igual que la mutante hyl1-2, no todos los miARNs se encuentran 

reducidos significativamente en las plantas sometidas a oscuridad (Tablas 3-8 del Anexo 

2). Recientemente se ha demostrado que en ciertas condiciones ambientales las plantas 

pueden producir miARNs aun en ausencia de cofactores esenciales [189]. De la misma 

manera, sabemos que los miARNs que comúnmente controlan el desarrollo de plantas 

son particularmente susceptibles a los niveles y actividad de HYL1. En nuestros 

experimentos las familias de miARNs más notoriamente reprimidas en oscuridad 

incluyen a miR159a, b (que regulan a los factores de transcripción MYB), miR319a-c 

(que regulan los factores de transcripción TCP), miR390a, b (que regulan TAS3>ARF) 

y miR396a (que regula GRF), todos ellos conocidos por ser importantes para el 

desarrollo de la planta, incluyendo la elongación del hipocotilo [190]�[193]. Para 

confirmar los resultados obtenidos por smallRNAseq, realizamos small RNA blots, 

validando la represión de dichas familias de miARNs en oscuridad (Figura 18D). 

Cuando analizamos los datos de RNAseq, encontramos que más del 46% de los 

genes regulados por oscuridad en Col-0 también están regulados por oscuridad en la 

mutante hyl1-2 (Figura 19A). Esto indica que además de la influencia causada por los 

miARNs, las condiciones de oscuridad tienen grandes efectos en el transcriptoma. Sin 

embargo, cuando comparamos los genes regulados por oscuridad en plantas salvajes 

(Col-0 Luz/Osc) con los transcriptos regulados por HYL1 independientemente de la 

oscuridad (Col-0 Luz/hyl1-2 luz) observamos una superposición significativa de genes 

regulados, 16,9%, que es más de lo esperado por azar (valor p en el test de Fisher = 

2,2x10-16, Figura 19B). Estos resultados son consistentes con el requerimiento de una 

reducción de los niveles de miARNs durante periodos largos de oscuridad, para modelar 

la respuesta a nivel transcripcional. 

Cuando repetimos el mismo análisis, pero enfocándonos solo en los genes 

blancos de miARNs conocidos, la superposición se volvió aún más evidente, alcanzando 

el 30,8% de los genes regulados (valor p en el test de Chi cuadrado < 0,1, Figura 19C). 

Entre los mismos, aparecieron genes que son importantes para el desarrollo de la 
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planta, como TCP4, 2, y 10, ARF8 y 16, GRF2, 4 y 7 y MYB33 (Tablas 8-13 del Anexo 

3). Análisis de RT-qPCR confirmaron la regulación positiva de estos factores de 

transcripción durante periodos de oscuridad, probablemente debido a la reducción de 

los miARNs que los mantienen silenciados (Figura 19D). Luego de la restauración de 

luz, la desfosforilación del pool de reserva de HYL1 reactiva la producción de miARNs, 

restaurando el silenciamiento (Figura 19D) para permitir el cambio entre los programas 

de desarrollo durante la transición de oscuridad a luz. 

 
Figura 19. (A y B) Diagramas de Venn comparando genes diferencialmente expresados en 

función de la luz (A) o del genotipo (B) en plantas Col-0 y mutantes hyl1-2. (C) Diagrama de Venn 

comparando blancos de miARNs diferencialmente expresados en plantas Col-0 y mutantes hyl1-

2 en diferentes condiciones lumínicas. (D) Expresión de TCP4, ARF8 y GRF2, medidos por qRT-

PCR, en plantas de 10 días crecidas en DL (Luz 10 d), luego transferidas a oscuridad por 4 días 

(Osc. 4 d) y luego a luz por 1 (Luz 1 h) y 24 horas (Luz 24 h). Las barras de error representan 

2xSEM. 

Sorprendentemente, nos encontramos con un panorama diferente cuando 

analizamos la expresión de miARNs en la etapa inicial de de-etiolación, es decir, el 
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De los 151 miARNs con expresión por encima del umbral (20 TPTM, de inglés 

transcripts per ten million), alrededor del 60% tenía una expresión más alta en las 

plántulas irradiadas tanto por uno como por tres días con luz blanca, respecto a las que 

nunca fueron expuestas a luz (Figura 20B y C). Sin embargo, el aumento en la expresión 

fue muy bajo, con una relación de cambio menor a 0,5. Asimismo, los miARNs con 

niveles reducidos también mostraron una taza de cambio baja, entre 0 y 0,5 (Figura 

20C). Cuando filtramos los miARNs, considerando solo aquellos con recuentos de 

lecturas superiores a 100, solo el 17% aumentó por encima de 0,5 en las plántulas 

irradiadas con luz (Figura 20D), y el 5% mostró una disminución por debajo de -0,5 

(Figura 20E). Por lo tanto, en la transición de escoto a fotomorfogénesis la mayoría de 

los miARNs no se alteran notablemente. En este análisis, realizado en colaboración con 

grupo del Prof. Seong Wook Yang, se encontró además que en dicha transición los 

niveles de pri-miARNs aumentan, y tanto DCL1, SE como HYL1, cuyos niveles proteicos 

se encuentran disminuidos en oscuridad, se estabilizan por la presencia de luz [194]. La 

acumulación de pri-miARNs, con la estabilización de los componentes principales de la 

maquinaria de biogénesis de miARNs, sin un cambio notorio en la acumulación de 

miARNs maduros, fue explicado por una disminución en la actividad de la maquinaria 

de procesamiento [194]. 

8.6 HYL1 se comporta como una shuttling protein nuclear-
citoplasmática en respuesta a la transición de luz y oscuridad 

Es sabido que HYL1 es una proteína nuclear, y en un estudio reciente se reportó 

que HYL1 es activamente importada al núcleo por KETCH1 (Karyopherin Enabling The 

Transport Of The Cytoplasmic HYL1) [147]. En coincidencia, pudimos registrar la 

translocación activa de HYL1-YFP hacia el núcleo usando análisis de FRAP 

(Fluorescence Recovery After Photobleaching) (Figura 21A). Se obtuvieron dos 

constantes de velocidad de recuperación, K1 (rápida) y K2 (lenta). K1 corresponde a la 

translocación activa de HYL1-YFP hacia el núcleo, potencialmente mediada por 

KETCH1, mientras K2 corresponde a la difusión pasiva de HYL1-YFP (Figuras 21A-C). 

Considerando que la proteólisis de HYL1 tiene lugar en el citoplasma [148], y que es 

activamente importada al núcleo, la degradación inducida por oscuridad de HYL1 no 

fosforilada podría ser explicada si HYL1 es una �✁✂✄☎☎✆✝✞✟ ☎✠✡☎☛✝✞☞ nuclear-citoplasmática 

con una capacidad activa de salir de núcleo. 
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exportación nuclear activa y rápida. La velocidad de exportación nuclear de HYL1mNES-

YFP fue significativamente más lenta (p<0,05), sugiriendo que las mutaciones en la NES 

dificultaron la exportación de HYL1 al citoplasma bajo condiciones de oscuridad (Figura 

22D).  

 
Figura 22. (A) Representación gráfica de las construcciones de HYL1-YFP, HYL1mNES-YFP y 

NLS-YFP. (B) Localización subcelular de HYL1-YFP y HYL1mNES-YFP. (C) Análisis de FLIP de 

HYL1-YFP, HYL1mNES-YFP y NLS-YFP en protoplastos de Arabidopsis. Una gran área 

citoplasmática que encierra el núcleo fue fotoblanqueada continuamente, y se midió la intensidad 

media en el núcleo a lo largo del tiempo. El montaje muestra la pérdida de fluorescencia en el 

núcleo con el tiempo. Las barras de escala representan 10 mm. Se sustrajo la intensidad de 

fluorescencia de fondo a la del núcleo y se ajustaron las curvas de desintegración de cada núcleo 

usando GraphPad para obtener las constantes de velocidad K1 y K2 (s-1) (panel inferior). NLS-

YFP mostró una sola curva de decaimiento exponencial. Las barras de error muestran 2xSEM. 

Se consideraron significativos los valores de p < 0,05 en una prueba t con corrección de 

Bonferroni. (D) Curvas de recuperación normalizadas calculadas del plateou, K1 y K2. Realizado 

en colaboración por el laboratorio del Prof. Yang. 
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La constante K2 no se alteró de manera significativa entre las proteínas 

evaluadas. Por otro lado, la similitud entre los valores de K2 de HYL1-YFP y NLS-YFP, 

indica que una fracción de HYL1 preferencialmente retenida en el núcleo, 

potencialmente la versión fosforilada, coexiste con un componente transportado 

activamente (Figura 22C). La cinética de exportación mostró que la exportación nuclear 

de HYL1-YFP alcanza una meseta dentro de los 350 segundos, mientras que HYL1mNES-

YFP podría alcanzarla eventualmente después de los 1500 segundos (Figura 22D). Esto 

sugiere que, aunque sea importante para la exportación nuclear, la NES no es el único 

componente que dirige dicho proceso. En línea con este resultado, un fraccionamiento 

nuclear/citoplasmático de plantas de 10 días mantenidas luego por 12 horas en luz u 

oscuridad mostró que la mutante HYL1mNES-YFP logra ser exportada eventualmente al 

citoplasma y finalmente degradada (Figura 23A).  

 

Figura 23. (A) Estabilidad proteica de HYL1-6xMyc y HYL1mNES-6xMyc en respuesta a oscuridad 

detectada con un anticuerpo �-Myc o uno específico de HYL1. La fidelidad del fraccionamiento 

subcelular se confirmó con anticuerpos �-UTPasa y �-histona. Se recolectaron muestras de 

plantas transferidas a luz (L) u oscuridad (D) durante 12 horas. HYL1* indica los fragmentos 

escindidos N-terminales de HYL1 endógena, HYL1-6Myc y HYL1mNES-6Myc. (B) Velocidad de 

degradación de HYL1-6xMyc y HYL1mNES-6xMyc. Se incubaron plántulas transgénicas de diez 

días de edad en medio líquido MS con cicloheximida (CHX) 50 mM durante 15 minutos. Se 

tomaron muestras en los puntos de tiempo indicados y se determinaron con anticuerpo �-Myc. 

Realizado en colaboración por el laboratorio del Prof. Yang. 
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 La degradación de esta versión HYL1mNES, la cual es parcialmente retenida en 

núcleo, podría contradecir la hipótesis de que la retención nuclear de HYL1 fosforilada 

la protege de la degradación (Figuras 9B y 10). Sin embargo, las mutaciones en la NES 

solo disminuyeron la exportación de HYL1 al citoplasma, sin bloquearla por completo 

(Figura 22D). Para resolver esta discrepancia, realizamos un experimento de CHASE-

ASSAY, que nos permite evaluar de manera más precisa la estabilidad de HYL1mNES en 

un lapso de tiempo corto. El experimento mostró que, a pesar de ser degradada, la 

velocidad de degradación de HYL1mNES es menor que la de su contraparte nativa (Figura 

23B). Este resultado es compatible con la protección nuclear de HYL1 y la exportación 

nuclear-citoplasmática más lenta de HYL1mNES. En este sentido, una construcción 

HYL1mNES-6xMyc fue capaz de complementar el fenotipo morfológico de hyl1-2 y la 

producción de miARNs, pero presentó hipocotilos más cortos que las plantas salvajes 

cuando fueron crecidas en oscuridad (Figura 24). Estos resultados fueron consistentes 

con el análisis de HYL1-GR y reforzaron la hipótesis de que una degradación 

citoplasmática eficiente de HYL1 es necesaria para una respuesta adecuada a la luz. 

 
Figura 24. (A) Small RNA blots para la detección de miR156 y miR319, con U6 como control de 

carga, en Col-0, hyl1-2 y hyl1-2 complementada con la mutante HYL1mNES. (B, C) Longitud del 

hipocotilo de plántulas germinadas en oscuridad Col-0, hyl1-2 y hyl1-2 complementada con 

HYL1mNES, medido a los 4 días. Se muestran tres líneas transgénicas independientes. (D) 

Fenotipo de la mutante hyl1-2 complementada con HYL1mNES-6xMyc, comparado con la mutante 

y la versión salvaje Col-0. Realizado en colaboración por el laboratorio del Prof. Yang. 
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8.7 La fosforilación del dominio C-terminal de HYL1 podría tener 
funciones reguladoras de la actividad de la proteína 

A pesar de que ha sido demostrado que la ausencia del dominio C-terminal no 

compromete la actividad de HYL1 en la biogénesis de miARNs [143], con estudios de 

espectrometría de masas se encontró que el péptido EAAFGSVETEK, presente en cada 

una de las 6 repeticiones del dominio C-terminal de HYL1, es fosforilado [144]. 

Adicionalmente, al analizar la longitud de este dominio en diferentes ecotipos de 

Arabidopsis (Col-0, C24, Ler-1), y especies relacionadas como Arabidopsis lyrata [196] 

y Brassica napus [197], se vio que la cantidad de repeticiones varían naturalmente [144]. 

Estas dos particularidades hacen suponer que la región C-terminal de HYL1, lejos de 

ser dispensable, podría cumplir funciones regulatorias. Basados en esta premisa, nos 

propusimos estudiar el efecto de la variación en el número de repeticiones y la 

fosforilación de este dominio sobre la actividad de HYL1. 

En primer lugar, para evaluar si el número de repeticiones afecta naturalmente 

la degradación de HYL1, repetimos la cinética de DL/Osc con diferentes ecotipos de 

Arabidopsis thaliana cuyo dominio C-terminal varía en longitud. Por análisis de western 

blot pudimos confirmar el menor tamaño (sin determinar el número exacto de 

repeticiones) de HYL1 en otros ecotipos (Figura 25), como se había descripto por 

análisis de secuencia [144]. Además, en todos los casos observamos que HYL1 sigue 

siendo degradada cuando la planta percibe periodos largos de oscuridad 

independientemente del largo de la proteina, lo que sugiere la variación natural en el 

número de repeticiones no sería un factor adicional afectando la estabilidad proteica de 

HYL1 (Figura 25).  

 
Figura 25. Análisis de degradación de HYL1 por western blot de diferentes ecotipos de 

Arabidopsis thaliana (Ey1.5-2/ICE228, Shahdara (Sha), Lövvik-5 (Lov-5), TüWa, Burren (Bur-0), 

Pedriza (Ped-0), Leo-1 y Niederreutin (Nie1-2)) crecidas por 10 días en día largo (DL) y 

mantenidas 5 días en oscuridad (Osc.). 

Para analizar el efecto del número de repeticiones en HYL1 más allá de su 

variación natural, clonamos distintas versiones de HYL1 (denominadas HYL1✁) con 

deleciones sucesivas de las seis repeticiones que van desde ninguna repetición 
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28). Sin embargo, las plantas transformadas con las construcciones ProHYL1::HYL1C-

termS>A/D mostraron algunas diferencias respecto a las versiones salvajes (Col-0 y hyl1-2 

transformada con HYL1WT) (Figura 28). Específicamente, observamos que la 

construcción ProHYL1::HYL1C-termS>D, que imita a HYL1 con el dominio C-terminal 

fosforilado en sus seis repeticiones, revierte solo parcialmente el fenotipo mutante en 

etapas tempranas del desarrollo pero lo hace completamente en etapas posteriores. Su 

contraparte desfosforilada, ProHYL1::HYL1C-termS>A, por el contrario, muestra una 

recuperación del fenotipo en todos los estadios de desarrollo, aunque el tiempo de 

floración parece estar adelantado respecto a Col-0 (Figura 28). Estas diferencias 

sugieren que la fosforilación del dominio C-terminal podría tener efectos especificos en 

etapas tempranas del desarrollo de plantas. Por otro lado, la observación de que las 

plantas transformadas con Pro35S::eGFP-HYL1C-termS>A/D complementan el fenotipo 

mutante, mientras sus contrapartes ProHYL1::HYL1C-termS>A/D muestran una 

complementación parcial, sugieren que el efecto regulatorio es dosis dependiente. 

 
Figura 27. Evaluación fenotípica de plantas mutantes hyl1-2 transformadas con diferentes 

versiones de HYL1 bajo el control del promotor 35S y fusionadas a GFP (Pro35S::GFP-HYL1✁�
C-

termS>A/D).   
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Dado que el dominio C-terminal de HYL1 representa una región de baja 

complejidad (LCD, del inglés low-complexity domain), que suelen ser asociadas a 

formación de organelas liquidas (como los D-Bodies) y a cambios en la localización 

subcelular [198]�[201], evaluamos la localización subcelular de cada versión de HYL1. 

Para esto infiltramos hojas de Nicotiana benthamiana con Agrobacterium tumefaciens 

transformados con las construcciones Pro35S::eGFP-HYL1✁�
C-termS>S/A/D

� y a los tres días 

observamos la fluorescencia en células abaxiales utilizando un microscopio confocal.  

 
Figura 28. Evaluación fenotípica de plantas mutantes hyl1-2 transformadas con diferentes 

versiones de HYL1 bajo el control de la región reguladora de HYL1 (ProHYL1:HYL1✁�
C-termS>A/D). 

Observamos que a medida que el número de repeticiones disminuye, la 

localización citoplasmática de HYL1 se hace cada vez más difícil de detectar, mientras 

en el núcleo la fluorescencia es cada vez más intensa, particularmente en el nucléolo 

(Figura 29). Incluso en el caso de HYL1✁6, la observación requirió una reducción en la 

ganancia del detector del confocal (de 550 para la versión nativa, a 390 para HYL1 sin 

repeticiones) para poder obtener fotos sin saturación en el nucleolo. Adicionalmente, la 
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núcleos que los poseen. Nuevamente no observamos diferencias entre la versión nativa 

del gen (HYL1WT) y la versión modificada a nivel nucleotídico (HYL1C-termS>S). 

Curiosamente, encontramos que tanto con la versión fosforilada como con la no 

fosforilada hay una mayor frecuencia de núcleos con D-Bodies (Figura 30C), así como 

un mayor número de D-Bodies por núcleo (Figura 30D). Estos resultados sugieren que 

la fosforilación del dominio C-terminal podría regular a HYL1 de manera distinta a la 

observada para sus dominios DRBM1 y DRBM2, ya que la fosforilación de las S42 y 

S159, ubicadas estos dominios, impide la formación de D-Bodies detectados con HYL1 

[144].  

Es llamativo observar que tanto la fosforilación, como su estado opuesto, la 

desfosforilación, induzcan la formación de D-Bodies. Resultados recientes del 

laboratorio sugieren que existen dos tipos de D-Bodies [109]. Ambos contienen a HYL1, 

pero la función es potencialmente distinta. Mientras en un tipo, caracterizado por la 

presencia de CPL1, HYL1 actúa en el procesamiento de pri-miARNs, en el otro, que 

contiene a CARP9, HYL1 actuaría transfiriendo los miARNs maduros a la proteína 

AGO1 para la formación del RISC. En este escenario sería fascinante la idea que la 

fosforilación/desfosforilación de la región C-terminal de HYL1 permita la maduración de 

los D-Bodies entre ambas etapas de la vía. Resta definir en una próxima etapa de este 

proyecto si las dos variantes de fosforilación en el dominio C-terminal localizan en los 

mismos D-Bodies, o si podrían estar participando en diferentes etapas del 

procesamiento de miARNs. 

En concordancia con la idea de que la fosforilación del dominio C-terminal podría 

tener un rol regulatorio sobre HYL1, cuando evaluamos la capacidad de sus variantes 

en el dominio C-terminal de interaccionar con SE mediante un ensayo de doble híbrido 

en levadura (Y2H), la única que falló en interaccionar fue la mímica desfosforilada 

HYL1C-termS>A (Figura 31). Debido a que HYL1WT/C-termS>S no sería fosforilada en 

levaduras, esperaríamos encontrar que la versión HYL1C-termS>A se comporte como la 

versión salvaje. Una posible explicación de la pérdida de interacción de esta variante 

podría ser un cambio drástico en la estructura terciaria de la proteína, que afecte el 

plegamiento del dominio DRBM2, que es el responsable de la interacción de HYL1 con 

otras proteínas y consigo misma ([104], [108], Figura 12B). Sin embargo, si esto fuese 

así, no deberíamos ver una reversión del fenotipo en las mutantes hyl1-2 (Figuras 27 y 

28). En consecuencia, la interacción de estas versiones con SE u otras proteínas 

asociadas a HYL1 debe ser evaluada mediante otra metodología, y especialmente in 

planta. 
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Dados estos resultados, analizamos la respuesta a luz azul de plantas mutantes 

hyl1-2 transformadas con las distintas versiones de HYL1 bajo el control de su propia 

región reguladora. Para esto, germinamos las semillas en placas con discos de papel 

embebidos en agua, colocadas en una cámara de luz azul bajo tres intensidades 

diferentes (40, 10 y 2 µmol/m2s). A los cinco días medimos la respuesta como la longitud 

de los hipocotilos. Mientras que con las intensidades más altas no notamos una 

respuesta diferente en los genotipos analizamos, con 2 µmol/m2s encontramos una 

respuesta a luz azul alterada en plántulas transformadas con las versiones de HYL1 que 

poseen una repetición (HYL1✁5) o ninguna (HYL1✁6) (Figura 32B). Curiosamente, la 

respuesta de estos dos fue contraria, teniendo una respuesta disminuida (mayor 

elongación del hipocotilo) para HYL1✁5 y una respuesta exacerbada (mayor represión 

de la elongación del hipocotilo) para HYL1✁6 (Figura 32B).  

Teniendo en consideración la variación natural en las repeticiones de HYL1 entre 

distintos ecotipos y especies relacionadas [144], estos resultados sugieren que HYL1 

podría cumplir distintos roles en la percepción de luz azul, en relación con la adaptación 

a los ambientes lumínicos en las que evolucionó cada especie. Sería interesante evaluar 

la respuesta a luz azul de A. lyrata y B. napus, que poseen naturalmente a HYL1 con 

solo una repetición. Por otro lado, también debemos analizar qué sucede con la 

fosforilación del dominio C-terminal en esta respuesta, ya que encontramos una mayor 

interacción de HYL1C-termS>A con CRY1, en comparación con HYL1WT. 
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9 DISCUSIÓN y CONCLUSIONES 

HYL1 es un componente central de la maquinaria de biogénesis de miARNs que 

puede estar presente en estado desfosforilado (activo) o fosforilado (inactivo) [144]. Sin 

embargo, la relevancia biológica de esta regulación post-traduccional era ampliamente 

desconocida. Era llamativo observar en el trabajo original donde se describieron las dos 

isoformas que la isoforma fosforilada, inactiva, era por lejos la más abundante. Esto 

sugería que esta isoforma tenía algún rol en la homeostasis de la planta. En este trabajo 

de tesis mostramos que la fosforilación de HYL1 genera un pool de reserva de la 

proteína que es resistente a la degradación proteolítica inducida por oscuridad/sombra. 

Después de un periodo prolongado de deficiencia de luz, y cuando las plantas vuelven 

a condiciones lumínicas más favorables, una rápida desfosforilación del pool de reserva 

restaura la actividad de HYL1 y la biogénesis de miARNs (Figura 33). Estos cambios en 

HYL1 son importantes para las transiciones de desarrollo que tienen lugar durante 

oscuridad o sombra prolongada y luego de la exposición subsecuente a la luz y pusieron 

en relieve la importancia de la existencia del reservorio de proteína fosforilado e inactivo 

(Figuras 14, 15 y 17). 

En cuanto al mecanismo subyacente a esta regulación, encontramos que la 

fosforilación de HYL1 en la serina 159 protege a la proteína de la degradación al 

restringir su localización al núcleo (Figura 10). La fosforilación de esta serina, localizada 

en el dominio DRBM2, también impide la dimerización de HYL1 y su interacción con SE 

(Figura 12B). Estas observaciones sugieren que la localización nuclear exclusiva de 

HYL1 fosforilada, y por lo tanto su estabilidad, podrían responder a su falla para 

interactuar con otras proteínas. Esto podría implicar que la exportación desde el núcleo 

de HYL1 requiere la interacción con proteínas asociadas al DRBM2. Sin embargo, 

también es posible que la fosforilación en el DRBM2 produzca un cambio 

conformacional que esconda la NES, localizada en su proximidad, bloqueando 

parcialmente el transporte nuclear/citoplasmático. Nuestros resultados concuerdan con 

los reportes en sistemas animales que muestran que los homólogos funcionales de 

HYL1 (TRBP y DGCR8) son estabilizados por fosforilación [203], [204]. La estabilidad 

nuclear propuesta de HYL1 fosforilada también coincide con la observación de que en 

ausencia de las kinasas SnRK2, requeridas para la fosforilación nuclear de HYL1, la 

proteína se desestabiliza durante estrés osmótico [205]. Sin embargo, estas 

observaciones están en contraposición con un trabajo que afirma que la fosforilación de 

HYL1 lleva a su desestabilización y degradación, y que la desfosforilación, mediada por 

Protein Phosphatase 4 (PP4)/complejo SMEK1, estabiliza a HYL1 [149]. Una posible 

explicación a esta discrepancia podría basarse en que, en dicho trabajo, se realizaron 
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de expresión génico asociado, en función de las condiciones de luz ambientales. Por 

ejemplo, encontramos que la distorsión de la cinética de fosforilación de HYL1 redujo el 

crecimiento del hipocotilo en plántulas jóvenes expuestas a entierro simulado (oscuridad 

completa) y la hiponastía de hojas en plantas expuestas a sombra simulada. Estos 

patrones de crecimiento alterados disminuyen las probabilidades de la planta para 

alcanzar una fuente de luz adecuada, resaltando la importancia de la fluctuación entre 

fosforilación/desfosforilación de HYL1. A nivel molecular, el re-entierro simulado 

(transferencia de plantas crecidas en luz a oscuridad completa) reprimió a un grupo de 

miARNs importantes para el desarrollo, incluyendo miR159, miR319, miR390 y miR396, 

dando lugar a un concomitante incremento en la expresión de sus targets. Estos targets 

incluyen a los factores de transcripción MYB, TCP, ARF y GRF, que son conocidos 

mediadores las respuestas de crecimiento observadas en respuesta a la luz [206]�[208]. 

Sin embargo, en plántulas que germinan en oscuridad y luego de un periodo de 

escotomorfogénesis logran alcanzar la luz y comenzar el crecimiento fotomorfogénico, 

el cambio en el nivel de miARNs maduros no fue notorio (Figura 20). En un trabajo 

realizado en colaboración con el laboratorio del Prof. Yang, se encontró que en la 

transición de escoto a fotomorfogénesis se produce un aumento en los niveles de DCL1, 

SE y HYL1, componentes centrales de la biogénesis de miARNs. Es decir, durante la 

escotomorfogénesis los niveles proteicos de estos tres componentes son bajos, y 

aumentan en cuando la plántula percibe una fuente de luz favorable [194]. 

Adicionalmente, los niveles de pri-miARNs también aumentan, pero el nivel de miARNs 

apenas se ve afectado, excepto por algunos casos puntuales (Figura 20), debido a una 

menor actividad los componentes del procesamiento. A este fenómeno se lo denominó 

inconsistencia biogenética [194]. A través de este mecanismo, las plántulas de-etioladas 

podrían modular el equilibrio entre el transcriptoma inducido por luz y el silenciamiento 

génico mediado por miARNs en las primeras etapas de la fotomorfogénesis. Sin un 

mecanismo de este tipo, las plántulas de-etioladas posiblemente podrían experimentar 

conflictos internos entre los miARNs y los transcriptos que responden a la luz (la mayoría 

de los cuales son factores de transcripción [209]), que eventualmente resultan en 

defectos pleiotrópicos en el crecimiento y desarrollo de las plantas, o arriesgan su 

supervivencia. La inconsistencia biogenética de miARNs podría ser esencial para las 

plántulas enterradas profundamente en el suelo. Para las mismas, llegar a la superficie 

con un hipocotilo alargado gasta la mayor parte de la energía acumulada en su 

endosperma. Las plántulas apenas emergidas podrían mejorar su capacidad de 

supervivencia al suprimir condicionalmente la biogénesis de miARNs para promover la 

expresión de genes favorables, lo que puede permitir el ahorro de energía y facilitar la 
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adaptación a las condiciones de luz siempre cambiantes [194]. Así, los periodos de 

oscuridad prolongada podrían inducir mecanismos diferentes en las plantas para 

escapar de esas condiciones, dependiendo de si la misma estuvo expuesta previamente 

a condiciones de luz favorables. En los casos en los que sí lo estuvo, la degradación y 

cambios en la fosforilación de HYL1 tendrían un rol central en la regulación de la 

biogénesis miARNs. Cuando la planta germina en oscuridad, la vía estaría regulada de 

manera más fina en conjunto por DCL1, SE y HYL1, y con un aumento en los niveles de 

HYL1 luego de la exposición a luz [194]. Desconocemos si durante esta etapa de 

escotomorfogénesis (sin crecimiento fotomorfogénico previo) HYL1 es degradada en 

menor medida, y la estabilización observada al comenzar la fotomorfogénesis se debe 

a una inhibición de su proteasa, o si rigen otros mecanismos de regulación de su 

estabilidad.  

Mientras que la respuesta a oscuridad o sombra prolongada es inevitablemente 

lenta, debido a que implica medir la duración de la señal, la respuesta a la luz 

subsecuente tiene que ser rápida para maximizar la captación lumínica. En este 

proceso, observamos una conversión rápida de HYL1 a su forma activa a expensas de 

la desfosforilación de una reserva inactiva de proteína cuando hay luz vuelve a estar 

disponible luego de un periodo prolongado de oscuridad/sombra (Figuras 4 a 9). Este 

cambio rápido en la fosforilación es requerido para la apertura normal de los cotiledones 

(Figura 14), una respuesta de crecimiento que rápidamente expone los tejidos 

fotosintéticos a luz durante la de-etiolación. 

Mientras la forma inactiva de HYL1 es la más abundante en órganos maduros 

tal como hojas, flores desarrolladas, raíces y silicuas, la forma activa domina en 

plántulas y tejidos jóvenes. Esta distribución inusual puede reflejar una mayor necesidad 

de regulación génica mediada por miARNs en estadios tempranos de desarrollo. Un 

escenario compatible con la conocida función de los miARNs en controlar el desarrollo 

de plantas. La forma activa de HYL1 es mayormente degradada en plantas crecidas en 

luz y transferidas a condiciones de completa oscuridad o sombra simulada, mientras 

que en plántulas que germinan en oscuridad, y por lo tanto no estuvieron expuestas 

previamente a luz, la degradación de HYL1 es solo parcial [194]. Por otro lado, los 

niveles de HYL1 solo se modifican levemente durante un ciclo de luz/oscuridad 

(día/noche) normal, reducción que a su vez no tuvo consecuencias detectables en los 

niveles de miARNs. Esto sugiere que la degradación de HYL1 en periodos breves de 

oscuridad no afecta la producción de miARNs ubicando al proceso de fosfo-degradación 

de HYL1 solo en periodos particularmente prolongados de escasez de luz. Así, la 

degradación de la forma activa de HYL1, y la formación de un pool de reserva inactivo, 
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capaz de afectar la producción de miARNs, ocurre solo en respuesta a periodos 

inusualmente prolongados de privación de luz y luego del crecimiento fotomorfogénico. 

Las vías de señalización involucradas en esta homeostasis de HLY1 no son claras, pero 

parecen involucrar señales retrogradas desde los cloroplastos y potencialmente una 

señal móvil. La identificación de la proteasa de HYL1 será un hito importante para 

entender la cascada de señalización celular que regula la actividad de HYL1, y por lo 

tanto la biogénesis de miARNs. 

La plasticidad de las plantas para afrontar los desafíos impuestos por las 

fluctuaciones en la disponibilidad de luz depende de la habilidad para integrar señales 

ambientales en diferentes escalas de tiempo y combinar respuestas rápidas y 

reversibles con modificaciones a largo tiempo [210]. En este trabajo mostramos que 

cinéticas lentas de desactivación de HYL1 (degradación y fosforilación) y la rápida 

reactivación de HYL1 mediante desfosforilación proveen un mecanismo molecular para 

combinar una aclimatación gradual en periodos de escasez de luz prolongada con un 

rápido re-ajuste cuando condiciones de luz más favorables son restauradas.  

Por último, en este trabajo también surge la idea, con resultados preliminares, 

de que la región C-terminal de HYL1 podría tener roles regulatorios sobre esta proteína. 

Como ha sido demostrado, HYL1 sin este dominio es capaz de complementar el fenotipo 

mutante ([143], Figuras 27 y 28), y la cantidad de repeticiones tampoco parece afectar 

su actividad en la biogénesis de miARNs (Figuras 27 y 28). Por el contrario, al variar la 

longitud cambia la capacidad de interacción de HYL1 con CRY1, un factor clave en la 

percepción de luz azul [211]. Además, cuando variamos el estado de fosforilación de 

este dominio, encontramos que las plantas responden de manera diferente (Figura 28). 

Adicionalmente, las interacciones con CRY1 y con SE también se vieron afectadas, 

sugiriendo que la fosforilación no solo regularía la actividad de HYL1 en la biogénesis 

de miARNs, sino también su participación en la señalización de luz azul. Sin embargo, 

se necesitan pruebas adicionales para confirmar esta hipótesis.  
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ANEXO 1. Construcciones y cebadores utilizados en este trabajo 

Tabla 1. Construcciones utilizadas en este trabajo  

Construcción Nombre Descripción Referencia 
eGFP:HYL1 
(S>D) 

pNA027 Promotor 35S (Pro35S) dirigiendo la expresión 
de eGFP ✄✂✠✍✝✁✡✌✡ �✁ ✠✂ �✁☛☞�✆✝ ✄✄ ✡✟ �✁✁✏

de HYL1 con 7 codones de serina mutadas a 
aspartato 

Este 
trabajo 

eGFP:HYL1 
(S>A) 

pNA028 Pro35S dirigiendo la expresión de eGFP 
✄✂✠✍✝✁✡✌✡ �✁ �✁☛☞�✆✝ ✄✄ ✡✟ �✁✁✏ ✌� �✞✂✟

con 7 codones de serina mutadas a alanina 

Este 
trabajo 

eGFP:HYL1 
(S42D) 

pNA029 Pro35S dirigiendo la expresión de eGFP 
✄✂✠✍✝✁✡✌✡ �✁ ✠✂ �✁☛☞�✆✝ ✄✄ ✡✟ �✁✁✏ ✌� �✞✂✟

con la mutación S42D  

Este 
trabajo 

eGFP:HYL1 
(S159D) 

pNA030 Pro35S dirigiendo la expresión de eGFP 
✄✂✠✍✝✁✡✌✡ �✁ ✠✂ �✁☛☞�✆✝ ✄✄ ✡✟ �✁✁✏ ✌� �✞✂✟

con la mutación S159D  

Este 
trabajo 

eGFP:HYL1 
(S42A) 

pNA031 Pro35S dirigiendo la expresión de eGFP 
✄✂✠✍✝✁✡✌✡ �✁ ✠✂ �✁☛☞�✆✝ ✄✄ ✡✟ �✁✁✏ ✌� �✞✂✟

con la mutación S42A  

Este 
trabajo 

eGFP:HYL1 
(S159A)  

pNA032 Pro35S dirigiendo la expresión de eGFP 
✄✂✠✍✝✁✡✌✡ �✁ ✠✂ �✁☛☞�✆✝ ✄✄ ✡✟ �✁✁✏ ✌� �✞✂✟

con la mutación S159A  

Este 
trabajo 

eGFP:HYL1  pNA035 Pro35S dirigiendo la expresión de eGFP 
✄✂✠✍✝✁✡✌✡ �✁ ✠✂ �✁☛☞�✆✝ ✄✄ ✡✟ �✁✁✏ ✌� �✞✂✟ 

Este 
trabajo 

eGFP:HYL1 
(S>D) 

pNA133 Promotor nativo de HYL1 (ProHYL1) dirigiendo 
la expresión de eGFP fusionada en su 
�✁☛☞�✆✝ ✄✄ ✡✟ �✁✁✏ ✌� �✞✂✟ ✏✝✁ ✁ ✏✝✌✝✁�✠

de serina mutadas a aspartato 

Este 
trabajo 

eGFP:HYL1 
(S>A) 

pNA134 ProHYL1 dirigiendo la expresión de eGFP 
✄✂✠✍✝✁✡✌✡ �✁ ✠✂ �✁☛☞�✆✝ ✄✄ ✡✟ �✁✁✏ ✌� �✞✂✟

con 7 codones de serina mutadas a alanina 

Este 
trabajo 

eGFP:HYL1 
(S42D) 

pNA041 ProHyl1 dirigiendo la expresión de eGFP 
✄✂✠✍✝✁✡✌✡ �✁ ✠✂ �✁☛☞�✆✝ ✄✄ ✡✟ �✁✁✏ ✌� �✞✂✟

con la mutación S42D  

Este 
trabajo 

eGFP:HYL1 
(S159D) 

pNA042 ProHyl1 dirigiendo la expresión de eGFP 
✄✂✠✍✝✁✡✌✡ �✁ ✠✂ �✁☛☞�✆✝ ✄✄ ✡✟ �✁✁✏ ✌� �✞✂✟

con la mutación S159D  

Este 
trabajo 

eGFP:HYL1 
(S42A) 

pNA043 ProHyl1 dirigiendo la expresión de eGFP 
✄✂✠✍✝✁✡✌✡ �✁ ✠✂ �✁☛☞�✆✝ ✄✄ ✡✟ �✁✁✏ ✌� �✞✂✟

con la mutación S42A  

Este 
trabajo 

eGFP:HYL1 
(S159A) 

pNA044 ProHyl1 dirigiendo la expresión de eGFP 
✄✂✠✍✝✁✡✌✡ �✁ ✠✂ �✁☛☞�✆✝ ✄✄ ✡✟ �✁✁✏ ✌� �✞✂✟

con la mutación S159A  

Este 
trabajo 

eGFP:HYL1 pNA045 ProHyl1 dirigiendo la expresión de eGFP 
✄✂✠✍✝✁✡✌✡ �✁ ✠✂ �✁☛☞�✆✝ ✄✄ ✡✟ �✁✁✏ ✌� �✞✂✟ 

Este 
trabajo 

HYL1 (S>A) pPM445 Pro35S dirigiendo la expresión del ADNc de 
HYL1 con 7 codones de serina mutadas a 
alanina 

Este 
trabajo 

HYL1 (S42D) pNA046 Pro35S dirigiendo la expresión del ADNc de 
HYL1 con la mutación S42D  

Este 
trabajo 
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HYL1 (S159D) pNA047 Pro35S dirigiendo la expresión del ADNc de 
HYL1 con la mutación S159D  

Este 
trabajo 

HYL1 (S42A) pNA048 Pro35S dirigiendo la expresión del ADNc de 
HYL1 con la mutación S42A  

Este 
trabajo 

HYL1 (S159A) pNA049 Pro35S dirigiendo la expresión del ADNc de 
HYL1 con la mutación S159A  

Este 
trabajo 

HYL1 pPM416 Pro35S dirigiendo la expresión del ADNc de 
HYL1  

Este 
trabajo 

HYL1 (S>A) pPM419 ProHYL1 dirigiendo la expresión del ADNc de 
HYL1 con 7 codones de serina mutadas a 
alanina 

Manavella 
et al., 2012  

HYL1 (S42A) pPM436 ProHYL1 dirigiendo la expresión del ADNc de 
HYL1 con la mutación S42D 

Este 
trabajo 

HYL1 (S159A) pNA051 ProHYL1 dirigiendo la expresión del ADNc de 
HYL1 con la mutación S159D  

Este 
trabajo 

HYL1 (S42D) pNA050 ProHYL1 dirigiendo la expresión del ADNc de 
HYL1 con la mutación S42A  

Este 
trabajo 

HYL1 (S159D) pPM434 ProHYL1 dirigiendo la expresión del ADNc de 
HYL1 con la mutación S159A  

Manavella 
et al., 2012 

HYL1 pPM442 ProHYL1 dirigiendo la expresión del ADNc de 
HYL1 

Este 
trabajo 

GAL4AD:HYL1 pPM273 Dominio de activación de GAL4 fusionado al 
ADNc de HYL1 

Manavella 
et al., 2012 

GAL4AD:HYL1 
(S42D) 

pNA052 Dominio de activación de GAL4 fusionado al 
ADNc de HYL1 con la mutación S42D  

Este 
trabajo 

GAL4AD:HYL1 
(S42A) 

pMA003 Dominio de activación de GAL4 fusionado al 
ADNc de HYL1 con la mutación S42A  

Este 
trabajo 

GAL4AD:HYL1 
(S159D) 

pMA002 Dominio de activación de GAL4 fusionado al 
ADNc de HYL1 con la mutación S159D  

Este 
trabajo 

GAL4AD:HYL1 
(S159A) 

pNA053 Dominio de activación de GAL4 fusionado al 
ADNc de HYL1 con la mutación S159A  

Este 
trabajo 

GAL4BD:HYL1 pPM398 Dominio de unión de GAL4 fusionado al 
ADNc de HYL1  

Manavella 
et al., 2012 

GAL4BD:SE pPM400 Dominio de unión de GAL4 fusionado al 
ADNc de SE  

Manavella 
et al., 2012 

HYL1:GR pNA060 ProHYL1 dirigiendo la expresión del ADNc de 
�✞✂✟ ✄✂✠✍✝✁✡✌✝ �✁ ✠✂ �✁☛☞�✆✝ ✄✄ ✡✟ ☞�✏�✑☛✝☞

de glucocorticoide de ratón (GR) 

Este 
trabajo 

HYL1 (S159D): 
GR 

pNA096 ProHYL1 dirigiendo la expresión del ADNc de 
�✞✂✟ �✟✂☛✁ ✄✂✠✍✝✁✡✌✝ �✁ ✠✂ �✁☛☞�✆✝ ✄✄ ✡✟

GR 

Este 
trabajo 

HYL (S159A) : 
GR 

pNA098 ProHYL1 dirigiendo la expresión del ADNc de 
�✞✂✟ �✟✂☛� ✄✂✠✍✝✁✡✌✝ �✁ ✠✂ �✁☛☞�✆✝ ✄✄ ✡✟

GR 

Este 
trabajo 

HYL1:YFP pSW142 �✁✁✏ ✌� �✞✂✟ ✄✂✠✍✝✁✡✌✡ �✁ ✠✂ �✁☛☞�✆✝ ✄✄ ✡

YFP  
Este 
trabajo 

HYL1mNES:YFP pSW161 ADNc de HYL1 con las mutaciones en la 
señal de exportación nuclear (NES) 
✄✂✠✍✝✁✡✌✡ �✁ ✠✂ �✁☛☞�✆✝ ✄✄ ✡ ✞✁✄ 

Este 
trabajo 

NLS:YFP pSW195 ADNc del péptido señal de localización 
✁✂✏✟�✡☞ ✡✁✂�� ✄✂✠✍✝✁✡✌✝ �✁ ✠✂ �✁☛☞�✆✝ ✄✄ ✡

YFP  

Este 
trabajo 
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HYL1:6xMyc  Pro35S dirigiendo la expresión del ADNc de 
�✞✂✟ ✄✂✠✍✝✁✡✌✝ �✁ ✠✂ �✁☛☞�✆✝ ✄✄ ✡ �✁✝�✏  

Cho et al., 
2014 

HYL1mNES:6xMyc pSW163 Pro35S dirigiendo la expresión del ADNc de 
HYL1 con las mutaciones en NES fusionado 
�✁ ✠✂ �✁☛☞�✆✝ ✄✄ ✡ �✁✝�✏ 

Este 
trabajo 

HIS:HYL1  ADNc fusionado a un tag de histidina Cho et al., 
2014 

HYL1D6 pNA083 ProHYL1 dirigiendo la expresión del ADNc de 
HYL1 sin las 6 repeticiones del dominio C-
terminal  

Este 
trabajo  

HYL1D5 pNA084 ProHYL1 dirigiendo la expresión del ADNc de 
HYL1 sin 5 de las 6 repeticiones del dominio 
C-terminal  

Este 
trabajo  

HYL1D4 pNA085 ProHYL1 dirigiendo la expresión del ADNc de 
HYL1 sin 4 de las 6 repeticiones del dominio 
C-terminal  

Este 
trabajo  

HYL1D3 pNA086 ProHYL1 dirigiendo la expresión del ADNc de 
HYL1 sin 3 de las 6 repeticiones del dominio 
C-terminal  

Este 
trabajo  

HYL1D2 pNA087 ProHYL1 dirigiendo la expresión del ADNc de 
HYL1 sin 2 de las 6 repeticiones del dominio 
C-terminal  

Este 
trabajo  

HYL1D1 pNA088 ProHYL1 dirigiendo la expresión del ADNc de 
HYL1 sin 1 de las 6 repeticiones del dominio 
C-terminal  

Este 
trabajo  

eGFP:HYL1D6 pNA089 Pro35S dirigiendo la expresión de eGFP 
fusionada en su extremo 3' al ADNc de HYL1 
sin las 6 repeticiones del dominio C-terminal  

Este 
trabajo  

eGFP:HYL1D5 pNA090 Pro35S dirigiendo la expresión de eGFP 
fusionada en su extremo 3' al ADNc de HYL1 
sin 5 de las 6 repeticiones del dominio C-
terminal  

Este 
trabajo  

eGFP:HYL1D4 pNA091 Pro35S dirigiendo la expresión de eGFP 
fusionada en su extremo 3' al ADNc de HYL1 
sin 4 de las 6 repeticiones del dominio C-
terminal  

Este 
trabajo  

eGFP:HYL1D3 pNA092 Pro35S dirigiendo la expresión de eGFP 
fusionada en su extremo 3' al ADNc de HYL1 
sin 3 de las 6 repeticiones del dominio C-
terminal  

Este 
trabajo  

eGFP:HYL1D2 pNA093 Pro35S dirigiendo la expresión de eGFP 
fusionada en su extremo 3' al ADNc de HYL1 
sin 2 de las 6 repeticiones del dominio C-
terminal  

Este 
trabajo  

eGFP:HYL1D1 pNA094 Pro35S dirigiendo la expresión de eGFP 
fusionada en su extremo 3' al ADNc de HYL1 
sin 1 de las 6 repeticiones del dominio C-
terminal  

Este 
trabajo  

eGFP:HYL1C-

termS>A 
pNA171 Pro35S dirigiendo la expresión de eGFP 

fusionada en su extremo 3' al ADNc de HYL1 
con las serinas fosforilables del dominio C-
terminal mutadas por alanina 

Este 
trabajo  
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eGFP:HYL1C-

termS>D 
pNA172 Pro35S dirigiendo la expresión de eGFP 

fusionada en su extremo 3' al ADNc de HYL1 
con las serinas fosforilables del dominio C-
terminal mutadas por aspartato 

Este 
trabajo  

eGFP:HYL1C-

termS>S 
pNA173 Pro35S dirigiendo la expresión de eGFP 

fusionada en su extremo 3' al ADNc de HYL1 
con la secuencia nucleotídica del dominio C-
terminal modificada 

Este 
trabajo  

HYL1C-termS>A pNA175 ProHYL1 dirigiendo la expresión del ADNc de 
HYL1 con las serinas fosforilables del 
dominio C-terminal mutadas por alanina 

Este 
trabajo  

HYL1C-termS>D pNA176 ProHYL1 dirigiendo la expresión del ADNc de 
HYL1 con las serinas fosforilables del 
dominio C-terminal mutadas por aspartato 

Este 
trabajo  

HYL1C-termS>S pNA177 ProHYL1 dirigiendo la expresión del ADNc de 
HYL1 con la secuencia nucleotídica del 
dominio C-terminal modificada 

Este 
trabajo  

GAL4AD:HYL1D6 pAG031 Dominio de activación de GAL4 fusionado al 
ADNc de HYL1 con las seis repeticiones del 
dominio C-terminal delecionadas 

Este 
trabajo 

GAL4AD:HYL1D5 pAG032 Dominio de activación de GAL4 fusionado al 
ADNc de HYL1 con cinco repeticiones del 
dominio C-terminal delecionadas 

Este 
trabajo 

GAL4AD:HYL1D3 pAG034 Dominio de activación de GAL4 fusionado al 
ADNc de HYL1 con tres repeticiones del 
dominio C-terminal delecionadas 

Este 
trabajo 

GAL4AD:HYL1D1 pAG035 Dominio de activación de GAL4 fusionado al 
ADNc de HYL1 con una repetición del 
dominio C-terminal delecionada 

Este 
trabajo 

GAL4AD:HYL1C-

termS>A 
pAG036 Dominio de activación de GAL4 fusionado al 

ADNc de HYL1 con los codones de serinas 
fosforilables del dominio C-terminal 
cambiados a alanina 

Este 
trabajo 

GAL4AD:HYL1C-

termS>D 
pAG037 Dominio de activación de GAL4 fusionado al 

ADNc de HYL1 con los codones de serinas 
fosforilables del dominio C-terminal 
cambiados a ácido aspártico 

Este 
trabajo 

6xHis:HYL1D6 pNA179 ADNc de HYL1 sin las 6 repeticiones del 
dominio C-terminal fusionado en su extremo 
5' a un tag de histidina 

Este 
trabajo  

6xHis:HYL1D5 pNA180 ADNc de HYL1 sin 5 de las 6 repeticiones del 
dominio C-terminal fusionado en su extremo 
5' a un tag de histidina 

Este 
trabajo  

6xHis:HYL1D4 pNA181 ADNc de HYL1 sin 4 de las 6 repeticiones del 
dominio C-terminal fusionado en su extremo 
5' a un tag de histidina 

Este 
trabajo  

6xHis:HYL1D3 pNA182 ADNc de HYL1 sin 3 de las 6 repeticiones del 
dominio C-terminal fusionado en su extremo 
5' a un tag de histidina 

Este 
trabajo  

6xHis:HYL1D2 pNA183 ADNc de HYL1 sin 2 de las 6 repeticiones del 
dominio C-terminal fusionado en su extremo 
5' a un tag de histidina 

Este 
trabajo  
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6xHis:HYL1D1 pNA184 ADNc de HYL1 sin 1 de las 6 repeticiones del 
dominio C-terminal fusionado en su extremo 
5' a un tag de histidina 

Este 
trabajo  

6xHis:HYL1C-

termS>A 
pNA185 ADNc de HYL1 con las serinas fosforilables 

del dominio C-terminal mutadas por alanina 
fusionado en su extremo 5' a un tag de 
histidina 

Este 
trabajo  

6xHis:HYL1C-

termS>D 
pNA186 ADNc de HYL1 con las serinas fosforilables 

del dominio C-terminal mutadas por 
aspartato fusionado en su extremo 5' a un 
tag de histidina 

Este 
trabajo  

6xHis:HYL1C-

termS>S 
pNA187 ADNc de HYL1 con la secuencia nucleotídica 

del dominio C-terminal modificada fusionado 
en su extremo 5' a un tag de histidina 

Este 
trabajo  

6xHis:HYL1 pNA188 ADNc de HYL1 fusionado en su extremo 5' a 
un tag de histidina 

Este 
trabajo  

 

Tabla 2. Cebadores de oligonucleótidos utilizados en este trabajo  

Gen/ARN 

pequeño 

Secuencia Utilizado 

en 

miR156a-f GTG CTC ACT CTC TTC TGT CA  sARN blot 

miR161a CCC CGA TGT AGT CAC TTT CAA  sARN blot 

miR168a-b TTC CCG ACC TGC ACC AAG CGA  sARN blot 

miR172 TAT GCA GCA TCA TCA AGA TTC T sARN blot 

miR319a GGG AGC TCC CTT CAG TCC AA  sARN blot 

miR396a TCA GTT CAA GAA AGC TGT GGA A sARN blot 

U6 GCT AAT CTT CTC TGT ATC GTT CC  sARN blot 

HYL1 F: CAG AAG CAA GCC ACG CAT AAC  

R: CTC AAT CGA CCA CCA AAT TGT ACC 

qPCR 

TCP4 F: CAA CCG ATA CAG GAA ACG GAG  

R: CTG GTA TGC GAA AAC CCG AAG  

qPCR 

ARF8 F: CCA CCA CTG CCT TCT CCA  

R: TTC AGC AGC TAC CAC GAG CTG  

qPCR 

GRF2 F: CTT GGC CTG AAG AGC TGA CA 

R: GTG TGT GGA GGA AGG GGA TG 

qPCR 

ACTIN2/8 F: GGT AAC ATT GTG CTC AGT GGT GG  

R: GGA GAT CCA CAT CTG CTG GAA TG 

qPCR 

Pri-miR156a  F: GTT AAA ACT CAG ATC TAA CAC AAA G  

R: GAG AAC GAA GAC AGG CCA AAG  

RT-

PCR/RIP  
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Pri-miR157c F: GAT GTT GCA TAT CAC ACA TAG 

R: ATG TGC GTA TAT GTA GGT TAG 

RT-

PCR/RIP 

Pri-miR159a F: GGT CTT TAC AGT TTG CTT ATG 

R: AGA AGG TGA AAG AAG ATG TAG 

RT-

PCR/RIP 

eGFP:HYL1 F: CAC CAT GGT GAG CAA GGG CGA GGA G 

R: TTC GCC CTT TTA TGC GTG GC 

Clonado 

HYL1:GR F: CAC CAT GAC CTC CAC TGA TGT TTC CTC 

R: TCA TTT TTG ATG AAA CAG AAG C 

Clonado 

HYL1D6 F: CAC CAT GAC CTC CAC TGA TGT TTC CTC 

R: TTA CTC TGA CTG ATC GTT TTG ACA ATG 

Clonado 

HYL1D5-1 F: CAC CAT GAC CTC CAC TGA TGT TTC CTC 

R: TTA CTC TGT CTC CAC ACT CCC AAA TGC 

Clonado 

HYL1C-

termS>A/D/S 

F1: CAC CAT GAC CTC CAC TGA TGT TTC CTC 

R1: CAG TAG GTT GAG GTG GGA TGA TAA TAT CT 

F2: CCT GAA GAT ATT ATC ATC CCA CCT CAA C 

R2: TTC GCC CTT TTA GGC GTG AG 

Clonado 
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ANEXO 2. Niveles de expresión de miARNs. Relativo a la Figura 18 

Tabla 3. miARNs diferencialmente expresados en plantas Col-0 crecidas en luz vs 
transferidas a oscuridad.  

 miARN log2FoldChange padj 
miR156a-5p;miR156b-5p;miR156c-5p;miR156d-
5p;miR156e;miR156f-5p -3,33 0,000124 
miR156g -3,96 0,00149 
miR156h -3,08 0,0222 
miR157a-5p;miR157b-5p;miR157c-5p -3,54 2,93E-05 
miR158a-3p -4,96 1,15E-10 
miR158b -3,62 0,000199 
miR159a -3,8 0,00845 
miR159b-3p -3,82 0,00834 
miR161.1 -1,5 0,00897 
miR162a-3p;miR162b-3p -3,67 7,87E-05 
miR163 -3,58 3,95E-07 
miR167d -4,41 2,95E-05 
miR168a-5p;miR168b-5p -3,25 0,00145 
miR170-3p -3,07 0,0491 
miR171b-3p;miR171c-3p -3,92 0,00149 
miR172a;miR172b-3p -3,22 0,00964 
miR173-5p -3,33 0,0191 
miR319a;miR319b -3,95 2,43E-06 
miR319c -3,77 2,18E-06 
miR390a-5p;miR390b-5p -2,99 0,000201 
miR391-5p -3,17 0,0114 
miR393a-5p;miR393b-5p -2,95 0,000718 
miR396a-5p -3,33 2,91E-05 
miR398b-3p;miR398c-3p -5,58 3,95E-07 
miR399b;miR399c-3p -3,59 0,000326 
miR403-3p -3,09 0,000394 
miR775 -3,72 0,00133 
miR823 -3,88 0,00183 
miR825 -5,37 3,95E-07 
miR829-3p.1 -3,52 0,00129 
miR840-5p -3,64 1,78E-05 
miR848 -2,81 0,0264 
miR850 -2,55 0,000635 
miR861-3p -2,45 0,0421 
miR863-3p -4,18 0,00164 
miR869.2 -3,79 0,00528 
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Tabla 4. miARNs sin diferencia significativa en plantas Col-0 crecidas en luz vs 
transferidas a oscuridad.  

 miARN log2FoldChange padj 
miR159c -2,94   NA 
miR160a-5p;miR160b;miR160c-5p -1,42   NA 
miR164a;miR164b-5p -4   NA 
miR165a-3p;miR165b -1,28 0.0897 
miR166a-3p;miR166b-3p;miR166c;miR166d;miR166e-
3p;miR166f;miR166g -0,81 0.278 
miR167a-5p;miR167b -3,38   NA 
miR167c-5p -0,22   NA 
miR169a-5p -2,83 0.0897 
miR169b-5p;miR169c -3,17   NA 
miR169d;miR169e;miR169f-5p;miR169g-5p -2,48   NA 
miR169h;miR169i;miR169j;miR169k;miR169l;miR169m;miR169n -4,09   NA 
miR171a-3p -3,04   NA 
miR172c;miR172d-3p -1,69   NA 
miR391-3p -2,66 0.0697 
miR394a;miR394b-5p -5,47   NA 
miR395a;miR395d;miR395e -2,64   NA 
miR395b;miR395c;miR395f -5,34   NA 
miR396b-5p -2,19   NA 
miR397b -2,31   NA 
miR399a -2,76 0.152 
miR400 -3,75   NA 
miR401 -2,41   NA 
miR402 -2,5 0.205 
miR404 -1,93   NA 
miR405a;miR405b;miR405d -1,74   NA 
miR408-3p -1,52 0.211 
miR415 -3,24 0.105 
miR416 -1,79 0.323 
miR419 -2,71 0.166 
miR447a-3p;miR447b -3,06 0.0697 
miR771 -2,97   NA 
miR773a -1,24   NA 
miR777 -2,71   NA 
miR781a;miR781b -1,5   NA 
miR822-5p -3,96   NA 
miR824-5p -3,35   NA 
miR827 -2,28 0.228 
miR828 -2,26   NA 
miR839-5p -1,13   NA 
miR842 -1,11   NA 
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miR843 -3,23 0.0621 
miR844-5p -2,44   NA 
miR845a -1,3   NA 
miR845b -2,71 0.125 
miR846-3p -1,9 0.223 
miR847 -1,59 0.395 
miR852 -1,94   NA 
miR854a;miR854b;miR854c;miR854d;miR854e -1,98   NA 
miR855 -1,88   NA 
miR858a -1,13   NA 
miR860 -2,65   NA 
miR862-5p -3,33 0.0952 
miR862-3p -1,85   NA 
miR863-5p -3,04 0.131 
miR865-5p -2,15   NA 
miR866-5p -1,64 0.382 
miR866-3p -1,27   NA 

 

Tabla 5. miARNs con niveles de expresión por debajo del umbral de inclusión en 
plantas Col-0 crecidas en luz vs transferidas a oscuridad.  

 miARN 
miR157d 
miR397a 
miR398a-3p 
miR399d 
miR399e 
miR399f 
miR406 
miR407 
miR164c-5p 
miR172e-3p 
miR413 
miR414 
miR417 
miR418 
miR420 
miR426 
miR447c-3p 
miR774a 
miR776 
miR778 
miR779.1 
miR780.2 
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miR782 
miR826a 
miR830-3p 
miR831-3p 
miR832-5p 
miR834 
miR835-5p 
miR836 
miR837-5p 
miR838 
miR849 
miR851-5p 
miR853 
miR856 
miR857 
miR859 
miR861-5p 
miR864-5p 
miR864-3p 
miR865-3p 
miR867 
miR868-3p 
miR869.1 
miR870-3p 
miR773b-5p 
miR773b-3p 
miR774b-5p 
miR774b-3p 
miR858b 
miR826b 

 

Tabla 6. miARNs diferencialmente expresados en plantas Col-0 vs hyl1-2 crecidas en 
fotoperiodo de DL (Luz).  

miARN log2FoldChange padj 
miR156a-5p;miR156b-5p;miR156c-5p;miR156d-
5p;miR156e;miR156f-5p -2,62 0,0133 
miR157a-5p;miR157b-5p;miR157c-5p -2,19 0,0233 
miR158a-3p -2,75 0,000858 
miR159a -5,27 0,0257 
miR159b-3p -3,88 0,0145 
miR161.1 -2,55 0,0174 
miR162a-3p;miR162b-3p -5,07 2,87E-07 
miR165a-3p;miR165b -2,09 0,0255 
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miR171b-3p;miR171c-3p -3,67 0,0193 
miR172a;miR172b-3p -1,32 0,0178 
miR173-5p -5,48 0,00315 
miR319a;miR319b -2,05 0,0233 
miR319c -3,22 0,000858 
miR391-5p -3,33 0,0415 
miR393a-5p;miR393b-5p -2,36 0,0372 
miR396a-5p -2,6 0,012 
miR403-3p -2,31 0,0255 
miR775 -3,31 0,0255 
miR823 -3,22 0,0488 
miR825 -3,7 0,00275 
miR829-3p.1 -3,77 0,012 
miR840-5p 2,2 0,0119 
miR848 -4 0,0233 

 

Tabla 7. miARNs sin diferencia significativa en plantas Col-0 vs hyl1-2 crecidas en 
fotoperiodo de DL (Luz).  

miARN log2FoldChange padj 
miR156g -1,68 0.372 
miR156h -1,12 0.632 
miR158b -1,31 0.334 
miR159c -3,73   NA 
miR160a-5p;miR160b;miR160c-5p -0,1   NA 
miR163 -1,18 0.256 
miR164a;miR164b-5p -1,6   NA 
miR166a-3p;miR166b-3p;miR166c;miR166d;miR166e-
3p;miR166f;miR166g -0,08 0.974 
miR167a-5p;miR167b -2,5   NA 
miR167c-5p -0,62   NA 
miR167d -2,04 0.145 
miR168a-5p;miR168b-5p -0,23 0.953 
miR169a-5p -1,21 0.69 
miR169b-5p;miR169c -2,24 0.294 
miR169d;miR169e;miR169f-5p;miR169g-5p -1,42   NA 
miR169h;miR169i;miR169j;miR169k;miR169l;miR169m;miR169n -2   NA 
miR170-3p -2,82 0.238 
miR171a-3p -1,69   NA 
miR172c;miR172d-3p -1,23   NA 
miR390a-5p;miR390b-5p -0,15 0.953 
miR391-3p -1,51 0.591 
miR394a;miR394b-5p -2,15   NA 
miR395a;miR395d;miR395e -1,05   NA 
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miR395b;miR395c;miR395f -0,53   NA 
miR396b-5p -0,82   NA 
miR397b -0,62   NA 
miR398b-3p;miR398c-3p -0,88 0.678 
miR399a 1,2 0.69 
miR399b;miR399c-3p 0,07 0.974 
miR400 -4,14   NA 
miR401 0,14 0.974 
miR402 -2,43   NA 
miR404 -0,34   NA 
miR405a;miR405b;miR405d -0,48   NA 
miR408-3p -0,91 0.69 
miR415 -1,27 0.713 
miR416 -0,23 0.974 
miR419 -0,83 0.849 
miR447a-3p;miR447b -3,32 0.198 
miR771 -1,86   NA 
miR773a -1,75   NA 
miR777 -0,98   NA 
miR781a;miR781b -2,3   NA 
miR822-5p -0,9   NA 
miR824-5p -2,7   NA 
miR827 0,08 0.983 
miR828 -0,83   NA 
miR839-5p -0,47   NA 
miR842 -0,58   NA 
miR843 -1,67 0.632 
miR844-5p -1,38   NA 
miR845a -0,99   NA 
miR845b -1,27 0.696 
miR846-3p -1,32 0.688 
miR847 -1,85   NA 
miR850 3,1   NA 
miR852 -0,75   NA 
miR854a;miR854b;miR854c;miR854d;miR854e 0,91 0.827 
miR855 -0,04 0.991 
miR858a -0,31   NA 
miR860 -2,39   NA 
miR861-3p -1,48 0.471 
miR862-5p -2,29 0.494 
miR862-3p -2,37   NA 
miR863-5p -2,24   NA 
miR863-3p -2,64 0.141 
miR865-5p -1,63   NA 
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miR866-5p -1,76   NA 
miR866-3p 0,19   NA 
miR869.2 -2,62 0.235 

 

Tabla 8. miARNs con niveles de expresión por debajo del umbral de inclusión en 
plantas Col-0 vs hyl1-2 crecidas en fotoperiodo de DL (Luz). 

miARN  
miR157d 
miR397a 
miR398a-3p 
miR399d 
miR399e 
miR399f 
miR406 
miR407 
miR164c-5p 
miR172e-3p 
miR413 
miR414 
miR417 
miR418 
miR420 
miR426 
miR447c-3p 
miR774a 
miR776 
miR778 
miR779.1 
miR780.2 
miR782 
miR826a 
miR830-3p 
miR831-3p 
miR832-5p 
miR834 
miR835-5p 
miR836 
miR837-5p 
miR838 
miR849 
miR851-5p 
miR853 
miR856 
miR857 
miR859 
miR861-5p 
miR864-5p 
miR864-3p 
miR865-3p 
miR867 
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miR868-3p 
miR869.1 
miR870-3p 
miR773b-5p 
miR773b-3p 
miR774b-5p 
miR774b-3p 
miR858b 
miR826b 
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ANEXO 3. Niveles de expresión de genes. Relativo a la Figura 19 

Tabla 9. Genes diferencialmente expresados en plantas Col-0 crecidas en luz vs 
transferidas a oscuridad.  

Gen Nombre log2FoldChange padj 
AT4G14680 APS3 6,05 0,0036 
AT2G28190 CSD2 3,9 0,0006 
AT3G15030 TCP4 3,71 0,0006 
AT4G18390 TCP2 3,57 0,0411 
AT2G39250 SNZ 3,51 0,0135 
AT4G37740 GRF2 3,2 0,0205 
AT2G31070 TCP10 2,82 0,0006 
AT3G60630 HAM2 2,63 0,0019 
AT2G28550   2,35 0,0043 
AT4G30080 ARF16 2,24 0,0011 
AT2G41720 EMB2654 2,2 0,0093 
AT2G34710 PHB 1,9 0,0061 
AT3G22890 APS1 1,83 0,0006 
AT5G37020 ARF8 1,7 0,0327 
AT3G15640   1,54 0,0024 
AT1G76810 eIF-2 1,32 0,0019 
AT5G06100 MYB33 1,76 0,0500 
AT2G33770 PHO2 2,32 0,0006 
AT3G09220 LAC7 5,45 0,0024 
AT1G66700 PXMT1 N/A(no detectable en luz) 0,0006 
AT3G12977 NAC N/A(no detectable en luz) 0,0006 
AT3G16710 PPR4 N/A(no detectable en luz) 0,0176 

 

Tabla 10. Genes sin diferencia significativa en plantas Col-0 crecidas en luz vs 
transferidas a oscuridad.  

Gen log2FoldChange padj 
AT3G52910 -6,94 0,403 
AT3G57920 -6,55 0,583 
AT2G30210 -6,15 0,443 
AT2G42200 -5,26 0,255 
AT1G62630 -4,89 0,444 
AT2G38080 -4,47 0,434 
AT3G15270 -4,3 0,497 
AT3G17185 -4,12 0,463 
AT1G62910 -3,13 0,133 
AT5G43740 -3,1 0,06 
AT2G33810 -3,01 0,487 
AT2G35160 -2,43 0,48 
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AT1G63230 -2,18 0,511 
AT5G39710 -2,06 0,161 
AT1G62860 -2,03 0,526 
AT2G02850 -1,91 0,186 
AT1G63130 -1,65 0,26 
AT5G50670 -1,61 0,182 
AT4G19440 -1,6 0,157 
AT2G22740 -1,57 0,109 
AT5G50570 -1,48 0,171 
AT1G62670 -1,45 0,583 
AT5G43270 -1,41 0,12 
AT3G45090 -1,28 0,153 

AT2G28350 -1,19 0,071 
AT1G63360 -1,18 0,289 
AT3G23690 -1,04 0,197 
AT4G32880 -1,03 0,226 
AT2G39675 -0,92 0,795 
AT4G00150 -0,87 0,243 
AT1G62590 -0,83 0,828 
AT4G03190 -0,72 0,415 
AT1G63080 -0,68 0,661 
AT5G41170 -0,33 0,813 
AT5G10180 -0,21 0,621 
AT3G62980 -0,2 0,634 
AT3G26810 -0,19 0,696 
AT4G36920 -0,13 0,892 
AT3G44860 0,08 0,928 
AT3G54990 0,13 0,898 
AT2G22840 0,18 0,908 
AT2G45160 0,2 0,716 
AT2G39681 0,29 0,785 
AT5G43780 0,54 0,191 
AT2G36400 0,62 0,73 
AT3G57230 0,63 0,379 
AT5G53890 0,84 0,459 
AT2G27400 0,93 0,57 
AT1G63150 1,02 0,674 
AT1G69170 1,05 0,548 
AT5G46680 1,07 0,812 
AT3G20910 1,08 0,738 
AT1G63400 1,19 0,441 
AT1G62930 1,45 0,354 
AT3G05690 1,55 0,283 
AT3G22470 1,55 0,569 
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AT1G77850 1,56 0,265 
AT5G12840 1,97 0,531 
AT5G41610 2,28 0,454 
AT1G72830 2,53 0,456 
AT3G11440 2,98 0,455 
AT5G43730 3,26 0,442 
AT5G07680 3,37 0,442 
AT5G39610 9,09 0,382 
AT3G22700 N/A(no detectable en luz) 0,163 

 

Tabla 11. Genes con niveles de expresión por debajo del umbral de inclusión en 
plantas Col-0 crecidas en luz vs transferidas a oscuridad 

Gen 
AT1G62720 
AT1G63070 
AT1G63330 
AT1G64100 
AT1G64580 
AT1G66690 
AT1G66720 
AT2G26950 
AT2G29130 
AT2G32460 
AT2G47460 
AT3G03580 
AT3G08500 
AT3G15170 
AT3G17265 
AT3G17490 
AT3G19890 
AT3G22720 
AT3G44870 
AT3G60460 
AT4G10780 
AT4G14140 
AT4G24150 
AT4G26800 

AT4G26930 
AT4G27190 
AT4G34060 
AT5G05400 
AT5G06510 
AT5G16640 
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AT5G23480 
AT5G38550 
AT5G47260 
AT5G51270 
AT5G53660 
AT5G53950 
AT5G55020 

 

Tabla 12. Genes diferencialmente expresados en plantas Col-0 vs hyl1-2 crecidas en 
fotoperiodo de DL (Luz).  

Gen Nombre log2FoldChange padj 
AT1G63360 LRR 1,62 0,0160 
AT1G76810 eIF-2 1,44 0,0011 
AT2G28190 CSD2 0,89 0,0011 
AT2G30210 LAC3 2,69 0,0166 
AT2G31070 TCP10 1,3 0,0143 
AT2G39250 SNZ 2,9 0,0500 
AT3G16710 PPR4 N/A(no detectable en luz) 0,0006 
AT3G22890 APS1 0,96 0,0006 
AT3G52910 GRF4 1,86 0,0140 
AT4G14680 APS3 1,21 0,0043 
AT4G30080 ARF16 1,43 0,0182 
AT5G53660 GRF7 N/A(no detectable en luz) 0,0006 

 

Tabla 13. Genes sin diferencia significativa en plantas Col-0 vs hyl1-2 crecidas en 
fotoperiodo de DL (Luz).  

Gen log2FoldChange padj 
AT1G77850 2,64 0,063 
AT3G05690 2,75 0,072 
AT2G27400 2,3 0,074 
AT1G69170 2,34 0,075 
AT3G62980 -0,71 0,081 
AT1G63130 1,57 0,082 
AT4G18390 -1,07 0,113 
AT3G15030 -0,66 0,131 
AT5G43780 -0,68 0,133 
AT3G15640 -0,65 0,137 
AT3G09220 2,02 0,139 
AT1G62630 2,29 0,189 
AT5G53950 N/A(no detectable en luz) 0,196 
AT2G42200 1,8 0,213 
AT3G57230 0,83 0,228 
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AT1G63080 1,71 0,242 
AT4G19440 -1,2 0,291 
AT1G63400 2,88 0,298 
AT3G26810 -0,54 0,302 
AT2G22840 1,17 0,306 
AT2G39675 2,12 0,331 
AT5G43740 -0,7 0,344 
AT1G62930 1,44 0,351 
AT1G62670 1,39 0,357 
AT1G62590 2,88 0,371 
AT5G39610 3,76 0,4 
AT5G37020 0,49 0,424 
AT5G43270 0,53 0,426 
AT1G72830 3,12 0,441 
AT2G28350 -0,5 0,442 
AT4G32880 0,51 0,443 
AT3G03580 2,57 0,447 
AT5G53890 0,89 0,448 
AT1G63150 2,92 0,449 
AT4G37740 -0,89 0,45 
AT1G64580 3,06 0,45 
AT2G39681 0,71 0,452 
AT3G11440 2,77 0,463 
AT5G46680 2,13 0,493 
AT5G23480 2,11 0,496 
AT4G36920 0,57 0,497 
AT1G62860 1 0,502 
AT1G63330 2,27 0,507 
AT3G22470 2,21 0,507 
AT5G43730 2,08 0,523 
AT2G35160 -0,82 0,535 
AT5G06100 0,56 0,55 
AT2G45160 -0,34 0,56 
AT5G10180 0,23 0,579 
AT3G44860 -0,53 0,585 
AT2G02850 -0,9 0,587 
AT2G33770 -0,24 0,596 
AT3G23690 0,34 0,605 
AT2G22740 -0,36 0,622 
AT5G41170 0,1 0,629 
AT1G63230 -0,82 0,639 
AT2G29130 0,79 0,644 
AT4G26800 2,27 0,644 
AT5G12840 0,82 0,65 
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AT3G20910 1,05 0,654 
AT3G57920 0,98 0,672 
AT4G00150 0,26 0,681 
AT3G17185 -0,29 0,692 
AT2G36400 0,97 0,759 
AT5G06510 1,58 0,767 
AT4G03190 -0,23 0,767 
AT2G38080 0,32 0,781 
AT5G39710 -0,26 0,787 
AT2G33810 0,4 0,798 
AT3G54990 0,28 0,799 
AT5G50670 -0,18 0,812 
AT2G34710 0,09 0,863 
AT3G60630 -0,1 0,873 
AT2G41720 -0,06 0,914 
AT5G07680 0,25 0,928 
AT2G28550 -0,05 0,934 
AT5G50570 -0,05 0,952 
AT3G15270 -0,04 0,969 
AT3G45090 0,01 0,987 
AT1G62910 0 0,999 

 

Tabla 14. Genes con niveles de expresión por debajo del umbral de inclusión en 
plantas Col-0 vs hyl1-2 crecidas en fotoperiodo de DL (Luz).  

 Gen 
AT1G62720 
AT1G63070 
AT1G64100 
AT1G66690 
AT1G66700 
AT1G66720 
AT2G26950 
AT2G32460 
AT2G47460 
AT3G08500 
AT3G12977 
AT3G15170 
AT3G17265 
AT3G17490 
AT3G19890 
AT3G22700 

AT3G22720 
AT3G44870 
AT3G60460 
AT4G10780 
AT4G14140 
AT4G24150 
AT4G26930 
AT4G27190 
AT4G34060 
AT5G05400 
AT5G16640 
AT5G38550 
AT5G41610 
AT5G47260 
AT5G51270 
AT5G55020 

 


