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ABREVIATURAS Y SIMBOLOS

2. ABREVIATURAS Y SIMBOLOS

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

ABA: Acido Abscisico

ABRC: Centro de Recursos Bioldgicos de Arabidopsis (Arabidopsis Biological Resource Center)
AD: Dominio de Activacién

ADN: Acido desoxirribonucleico

ADNec: Acido desoxirribonucleico copia

ADNSss: Acido desoxirribonucleico simple cadena

ADN-T: ADN de transferencia

amiR: Micro ARN artificial

ARN: Acido ribonucleico

ARNasa: Ribonucleasa

ARNm: Acido ribonucleico mensajero

ARNt: Acido ribonucleico de transferencia

ATP: Adenosina trifosfato

BAR: Bio-Analitic Resource for Plant Biology (http://bar.utoronto.ca/#)
BD: Dominio de uni6én

BiFC: Complementacion bimolecular de la fluorescencia (Bimolecular Fluorescence complementation)
BSA: Albtimina de suero bovino

CaMV: Virus del mosaico de la coliflor

CDS: Secuencia codificante (Coding Sequence)

ChIP: Inmunoprecipitacién de la cromatina

Co-IP: Co-inmunoprecipitacion

Col-0: Ecotipo Columbia

cm: Centimetros

CTD: Dominio C-terminal.



ABREVIATURAS Y SIMBOLOS

D-Bodies: Corpuisculos nucleares de procesamiento de pri-miARNs (Dicing bodies)
dNTP: Desoxinucleétidos trifosfato (mezcla equimolar de dATP, dCTP, dGTP, dTTP)
ds: Doble cadena (double stranded)

dsRBD: Dominio de unién a ARN doble cadena

DTT: Ditiotreitol

OD: Densidad 6ptica

EDTA: Acido etilen diamino tetraacético

EMS: Metanosulfonato de etileno o etilmetanosulfonato

F-Luc: Firefly Luciferasa

g: Gravedad o gramos

g/L: Gramos de soluto en un litro de solucién

GFP: Proteina verde fluorescente

hs: Hora

HRP: Horseradish peroxidase

IgG: Inmunoglobulina G

L: Litro

LB: Luria-Bertani

LD: Dia largo (long day)

M: Molar

m?: Metros cuadrados

mA: Miliamper/s

mg: Miligramo

MG132: Inhibidor de proteosoma (N-Benciloxicarbonilo-L- leucilo-L-leucilo -L-leucinal)
mg/L: Miligramo de soluto en un litro de solucién

miARN: Micro ARN

min: Minuto/s



miliQ: Agua calidad miliQ

mL: Mililitro

mM: Milimolar (milimoles/litro)

mm: Milimetros

mmol: Milimoles

MOPS: Acido3-(N-morfolino)-propanosulfénico

MS: Medio de cultivo Murashige-Skoog

NLS: Seifial de localizacién nuclear (nuclear localization signal)
ng: Nanogramos

nm: Nandmetros

nmol: Nanomoles

nM: Nanomolar

nt: Nucleétido

pb: Pares de bases

PCR: Reaccidn en cadena de la polimerasa

PM: Peso molecular

PMSF: Fluoruro de fenil metil sulfonilo

Pol II: Complejo transcripcional de la ARN Polimerasa 11
pre-miARN: Precursor de micro ARN

pri-miARN: Transcripto primario de micro ARN

ABREVIATURAS Y SIMBOLOS

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

PVDF: Polifluoruro de polivinilideno
p/V: Gramos de soluto en 100 mL de solucién

gPCR: PCR cuantitativa en tiempo real

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

RT: Retrotranscripcion
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ABREVIATURAS Y SIMBOLOS

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

s: Segundo/s

SDS: Dodecil sulfato de sodio

SDS-PAGE: Electroforesis en gel de poliacrilamida desnaturalizante
sARNs: ARNs pequeiios

siARNs: ARNSs pequeios de interferencia (small interfering RNAs)
SMC: Sitio de multiple clonado

SNP: Polimorfismo de Nucle6tido Unico (Single Nucleotide Polymorphism)
TAE: Tris Acético EDTA

TBE: Tris Boro EDTA

tasiARNs: Trans-acting siRNAs

TEMED: -tetrametilendiamina

TGS: Silenciamiento génico transcripcional (Transcriptional Gene Silencing)
Tm: Temperatura de disolucidn (femperature of melting)

Tris: Tris(hidroximetil)-aminometano

U: Unidad/es

UV: Ultravioleta

V/V: mL de soluto en 100 mL de solucién

uM: Micromolar

pmoles: Micromoles

pL: Microlitros

V: Volts

WT: Ecotipo salvaje (Wild Type)
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ABREVIATURAS Y SIMBOLOS

Nomenclatura

Nomenclatura de genes: HOS15, gen que codifica la proteina HOS15.
Nomenclatura de proteinas: HOS15, proteina HOS15.

Nomenclatura de mutantes: hos/5-3, mutante en el gen HOS15, alelo 3.
Nomenclatura de promotores: Promuosis, promotor del gen HOS15.

Nomenclatura de construcciones: Promsss::eGFP:HOS15, promotor 35S del virus del mosaico de la
coliflor dirigiendo la expresion de la secuencia codificante de la proteina verde fluorescente (eGFP)

fusionada a la secuencia codificante de la proteina HOS15.
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3. RESUMEN

El silenciamiento génico mediado por miARNs constituye uno de los mecanismos principales a la hora
de mantener una expresién armoénica de los genes que modulan el desarrollo y la homeostasis de muchos
seres vivo. El mantenimiento de este delicado equilibrio transcripcional mediante estas pequefias
moléculas requiere a su vez mecanismos dindmicos de regulacién de la biogénesis de miARNs que
permitan responder eficientemente ante diferentes condiciones ambientales. En ese sentido, numerosos
mecanismos y factores son capaces de regular distintas etapas y componentes de la biogénesis de
miARNSs. Recientemente, la interaccién entre el complejo RNA polymerase II (Pol II) y la maquinaria
de procesamiento de miARNSs ha surgido como un nodo central para el control de la produccién de
miARNSs en un proceso acoplado a la transcripcion. Sin embargo, estos descubrimientos abrieron una
nueva interrogante acerca de cémo la maquinaria de biogénesis de miARNs y sus reguladores
transcripcionales especificos reconocen los locus de MIRNA. Durante el desarrollo de esta tesis
buscamos comprender con mayor profundidad las bases de este proceso de reconocimiento, en

particular en un contexto asociado a mecanismos de remodelacién de la cromatina.

A lo largo del primer capitulo de esta tesis caracterizamos al complejo HIGH EXPRESSION OF
OSMOTICALLY RESPONSIVE GENEL15 (HOS15)-HISTONE DEACETYLASE9 (HDA9) de
Arabidopsis thaliana, que actia como un supresor condicional de la biogénesis de miARNs, en
particular en respuestas a la hormona ABA. En respuesta a los tratamientos con ABA, las plantas
mutantes hos15/hda9 exhiben un aumento en la actividad transcripcional de los locus de genes MIRNA
acompafiada de un incremento en la tasa de procesamiento de miARN dando como resultado una
sobreacumulacién de un subconjunto de miARN maduros. Sumado a ello, nuestros resultados muestran
que HYL1, a través del reconocimiento de pri-miARNs nacientes, dirige el reclutamiento del complejo
HOS15-HDAY9 a los loci de genes de MIRNA, dando la especificidad al sistema. Estos hallazgos
sugieren que los pri-miARN nacientes pueden funcionar como faros permitiendo el reclutamiento de
reguladores transcripcionales a la cromatina, y especificamente a los loci de genes MIRNA. El
reclutamiento mediado por HYL1 de remodeladores de la cromatina a los loci de MIRNA modula a su
vez la actividad transcripcional de estos, generando una regulacién reciproca que actia como

amortiguador para mantener estables los niveles de miARNs generados.

En una segunda etapa de este trabajo de tesis, nos enfocamos en la caracterizacién funcional y
regulatoria del dominio C-terminal de HYL1. El estudio de esta regién permitio establecer su rol en el
patrén de localizacion de la proteina, asi como también la identidad de las proteinas que interactdan
especificamente con esta regién de la proteina. Finalmente, al realizar las asociaciones funcionales
tipicas para cada uno de estos subconjuntos de interactores, logramos encontrar nuevas funcionalidades

de HYL1 potencialmente relacionadas a su dominio C-terminal.
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ABSTRACT

3. ABSTRACT

miRNA-mediated gene silencing is one of the key mechanisms for maintaining balanced gene
expression, which is essential for development and homeostasis in many living organisms. Maintaining
this delicate transcriptional balance requires dynamic regulatory mechanisms of miRNA biogenesis that
allow plants to efficiently respond to changing environmental conditions. Consequently, multiple
mechanisms and factors regulate distinct stages and components of miRNA biogenesis. Recently, the
interplay between the RNA polymerase II (Pol IT) complex and the miRNA processing machinery has
emerged as a central node in controlling miRNA production in a transcription-coupled process.
However, a key question remains unanswered: how do the miRNA biogenesis machinery and

transcriptional regulators specifically recognize MIRNA loci?

Here, we show that the Arabidopsis (Arabidopsis thaliana) HIGH EXPRESSION OF OSMOTICALLY
RESPONSIVE GENE15 (HOS15)-HISTONE DEACETYLASE9 (HDA9) complex acts as a
conditional suppressor of miRNA biogenesis, particularly in response to abscisic acid (ABA). When
treated with ABA, hos15/hda9 mutants exhibit increased transcription of MIRNA loci, accompanied by
higher pri-miRNA processing rates, resulting in the overaccumulation of a subset of mature miRNAs.
Furthermore, our findings indicate that HYPONASTIC LEAVES 1 (HYL1) recognizes nascent pri-
miRNAs and guides the recruitment of the HOS15-HDA9 complex to MIRNA loci, providing
specificity to the regulatory system. These results suggest that nascent pri-miRNAs function as scaffolds
to recruit transcriptional regulators specifically to MIRNA loci. This HYL1-mediated recruitment of
chromatin remodelers to MIRNA loci modulates transcriptional activity, creating a feedback loop that

buffers miRNA levels to maintain transcriptional homeostasis.

In addition to uncovering the role of the HOS15-HDA9 complex, we explored the functional and
regulatory role of the HYL1 C-terminal domain. This analysis revealed its involvement in determining
the protein’s subcellular localization and its interaction with specific protein subsets. Functional
association studies of these interactors identified new potential roles for HYL1, likely linked to its C-

terminal domain, expanding our understanding of its functions in miRNA biogenesis and regulation.
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4.INTRODUCCION

En un entorno continuamente cambiante, la viabilidad y el correcto desarrollo de todo ser vivo dependen
de la precisa coordinacién de un sinfin de procesos bioldgicos interrelacionados. En ese sentido, la
correcta expresion tanto espacial como temporal de los genes involucrados en dichos procesos se
transforma en un elemento crucial cuya sincronizacién sélo es posible gracias al delicado equilibrio
entre los diferentes mecanismos involucrados en la activacién y el silenciamiento de la transcripcién

génica.

Para el caso particular de las plantas, esta situacién es dréstica ya que, como organismos sésiles estan
continuamente expuestas a condiciones de estrés y cambios medioambientales agresivos que amenazan
constantemente este delicado equilibrio, poniendo a prueba su capacidad de respuesta y adaptacion (G.
Lietal., 2021; Mizutani & Kanaoka, 2018; Tsukaya & Tsuge, 2001). En este contexto, el silenciamiento
génico postranscripcional (PTGS, por sus siglas en inglés de Post-Transcriptional Gene Silencing)
juega un papel vital en alcanzar dicha adaptacién, modulando los niveles de expresion de ARN
mensajeros (ARNm) blancos. En el corazén de este mecanismo regulatorio, y de su complejo efector
RISC (del inglés RNA-Induced Silencing Complex), se encuentran los pequefios ARN (sRNAs, del
inglés small RNAs), pequeiias moléculas de ARN de 20-24 nt de largo que dan especificidad al sistema.

Existe una gran variedad de ARNs pequefios en las células eucariotas. En lineas generales estos se
clasifican en subfamilias segin sus origenes, mecanismos de accién y en la forma que ocurre su
biogénesis. Sin embargo, todos ellos tienen como punto en comtn que se originan a partir un precursor
de ARN doble hebra (Axtell, 2013). Estos precursores son reconocidos y procesados, segin su
naturaleza y estructura, por alguna de las proteinas de la familia DICER-LIKE (DCL) para dar origen
aun ARN pequeiio, también doble hebra. Este ARN pequefio es posteriormente cargado en una proteina
AGQO para conformar el complejo RISC que finalmente es dirigido hacia el ARNm target, uniéndose al
mismo para desencadenar su degradacion, promover el clivaje sitio-especifico, inhibir su traduccién o
dirigir la metilacion del ADN (Ameres & Zamore, 2013; Axtell, 2013; Bologna & Voinnet,
2014)(Matzke & Mosher, 2014).

En plantas existen dos grandes grupos de ARNs pequeiios, los ARNs pequefios de interferencia
(siRNAs, del inglés small interfering RNAs), producidos de a partir de ARNs doble cadena de
complementariedad casi perfecta; y los micro ARNs (miARNs), que se originan de una tinica molécula

de ARN plegada sobre si misma para formar una particular estructura de tallo y bucle (Axtell, 2013).

A lo largo de este trabajo de tesis nos enfocaremos exclusivamente en los miARNS, con especial énfasis
en su biogénesis y los mecanismos involucrados en la regulacion de su procesamiento. Con el pasar de
los afios la via de biogénesis de miARNs, que solia describirse como un proceso por etapas bien

delimitadas ha evolucionado a una visién mucho mdas compleja con una progresion dindmica e
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interconectada entre etapas. A través de esta tesis, exploraremos profundamente los mecanismos
asociados al mantenimiento de este delicado dinamismo en la biogénesis de miARNs, focalizando
nuestra atencién en la bisqueda de nuevos cofactores involucrados la modulacién de la misma en

particular en sus etapas mds tempranas.

4.1 Biogénesis de miARNs en plantas

En plantas, la biogénesis de miARNSs es un proceso altamente regulado y bien descrito desde hace ya
muchos afios (X. Chen, 2005). Sin embargo, en la dltima década el descubrimiento de nuevos factores
y niveles de regulacion, asi como ciertos cambios de paradigma en esta via han cambiado por completo
nuestra interpretacién de como se producen los miARNs en plantas (Mencia et al., 2023; Meyers &
Axtell, 2019). Como en todo proceso bioldgico recién descubierto, los primeros modelos de biogénesis
de miARNSs en plantas estaban dominados por paralelismos a su homélogo de animales. A pesar de que
esto permitié rdpidamente esbozar un diagrama de cémo se producian estas moléculas en el reino
vegetal, con el paso del tiempo numerosos descubrimientos rompieron estos paradigmas e hicieron que
el modelo diverja de su contraparte en metazoos. En ese sentido, pasamos de un modelo donde la
biogénesis de miARNs era descrita como un proceso paso por paso de estilo fabril, donde cada una de
las etapas se encuentra bien definida e independiente de las demds, a la concepcién de un mecanismo
mucho més coordinado y dindmico donde cada paso del proceso estd interconectado regulatoriamente
con los otros (Mencia et al., 2023). Este proceso de transicidn nos codujo al planteo actual de un modelo

unico de plantas, mucho mds dindmico y flexible ante un entorno cambiante.

De forma resumida, la biogénesis de un miARN inicia con la transcripcion de un gen MIRNA por parte
de la ARN Polimerasa II (Pol II) para dar origen a un transcripto primario conocido como pri-miRNA
(del inglés, primary-miARN). Este transcripto se pliega sobre si mismo para adquirir una particular
estructura de tallo y bucle gracias a que su secuencia contiene dos regiones complementarias
suficientemente largas para formar una doble hebra. Esta particular estructura, conocida como hairpin,
es reconocida por el complejo de procesamiento de miARNs y procesada hasta transformarla en un
miARN maduro doble hebra. El complejo de procesamiento de miARNSs tiene entre sus principales
componentes a: la proteina de unién a ARN doble cadena HYPONASTIC LEAVES 1 (HYL1), la
endonucleasa de ARN tipo III DICER LIKE-PROTEIN 1 (DCL1) y la proteina del tipo Zinc-finger
SERRATE (SE). Este tridente proteico corresponde a los primeros componentes de la via en ser
identificados y, a partir de los cuales, se empezaron a construir los primeros modelos (Han et al., 2004;
Rogers & Chen, 2013; Vazquez et al., 2004; Wu et al., 2007; L. Yang et al., 2006). Con el correr de los
afos y el descubrimiento de nuevos cofactores involucrados, el nivel de sofisticacion del complejo fue
creciendo de manera exponencial (Achkar et al., 2016). No obstante, el nicleo central del procesamiento

sigue siendo descripto cominmente por DCL1, HYL1 y SE.
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En cualquier caso, el miARN doble hebra maduro generado permanece dentro del nicleo hasta ser
metilado en ambos extremos 3’ por la metiltransferasa HUA ENHANCER 1 (HENT1) y luego cargado
en una proteina AGOI1, para finalmente ser exportado hacia el citoplasma donde cumple su rol
regulatorio mediante el silenciamiento de ARNm blancos (Bologna et al., 2018; J. Li et al., 2005; W.
Park et al., 2002; Z. Yang et al., 2006).

A continuacién, discutiremos con mayor profundidad los detalles del modelo actual de la via de
biogénesis de miARNSs, contemplando los dltimos avances y cofactores descubiertos recientemente. En
ese sentido, y con el objetivo de facilitar la comprension del modelo actual, plantearemos una divisién
del proceso global en tres etapas: El inicio de la transcripcién y ensamblado del complejo de
procesamiento, el procesamiento de los miARNSs y la etapa efectora. Siguiendo esta linea, la figura 1
ofrece una visién completa e integral de la biogénesis de miARNs, donde se pueden observar las
caracteristicas generales de cada una de las etapas mencionadas anteriormente, asi como su

interconectividad y dinamismo.
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Figura 1. Representacion esquematica de la maquinaria de biogénesis de miARNSs. El Procesamiento de miARNs puede

ocurrir tanto de manera post-transcripcional (A) como co-transcripcional (B). (B) El procesamiento co-transcripcional de los

miARN y posiblemente el reclutamiento de la maquinaria de procesamiento es promovido por la presencia de R-loops ubicados

18



INTRODUCCION

cerca del sitio de inicio de la transcripcion de los genes MIRNA. (C) El procesamiento del pri-miARN puede ocurrir desde la
base al bucle o desde el bucle a la base, dependiendo de la naturaleza estructural del precursor. Algunos precursores que
escapan a la biogénesis podrian abandonar el nicleo para ser exportados a otras células. Una vez procesado, los diiplex de
miARN son metilados en ambos extremos 3’ por HEN1, protegiéndolos de la degradacién. Estos miARNs maduros pueden
ser transferidos de HYL1 a AGO1 por CARP9 en el interior del niicleo. Los miARNS asociados a AGO1 abandonan el nicleo
para llevar adelante el silenciamiento celular auténomo. Alternativamente, los miARNs maduros que puede salir del nicleo
libres para asociarse a AGO1 en el citoplasma o abandonar la célula para cumplir funciones celulares no auténomas. Los
miARNs que son cargados en AGO1 pueden desencadenar el clivaje del ARNm diana o bien inhibir la traduccién de los

mismos en el reticulo endoplasmatico en colaboracién con HYL1. Figura adaptada de Mencia et al (Mencia et al., 2023).

4.1.1 Los teloneros: Inicio de la transcripcion y ensamblado del complejo de procesamiento

En plantas, la mayoria de los genes MIRNA son unidades transcripcionales independientes. Es decir,
cada locus contiene su propio promotor y terminador, sus propias regiones reguladoras y, en algunos
casos, intrones (J. Wang et al., 2019). Estas caracteristicas hacen que la transcripcion de genes MIRNAs
ocurra del mismo modo que para cualquier gen codificante. En ese sentido, la transcripciéon de un gen
MIRNA inicia con el reclutamiento del complejo transcripcional Pol II asistido por el complejo co-
activador general de la transcripcion MEDIATOR (Y. J. Kim et al., 2011). Luego, el CTD (del inglés,
C-terminal domain) de la Pol II es fosforilado por CDK;F1 y CDKD vy la elongacién del transcripto
comienza para finalmente dar lugar a un pri-miARN (Hajheidari et al., 2012). Emulando lo que ocurre
con los pre-ARNm, los pri-miARNs sufren el agregado de una caperuza protectora en su extremo 5’
(5°’CAP) y la poliadenilacién en su extremo 3°. Ademds, aquellos que contengan intrones son sometidos
al correspondiente proceso de splicing (Z. Xie et al., 2005). A pesar de que la transcripcién de genes
MIRNA recuerda la de ARN mensajeros (ARNm), en los tltimos afios se han identificado un importante
nimero de cofactores proteicos que parecen regular de forma especifica la transcripciéon de miARNS.
Asi, se ha descrito a NEGATIVE ON TATA LESS2 (NOT2) y CELL DIVISION CYCLE 5 (CDC5)
actuando como reguladores generales de la transcripcion de genes MIRNA, al interactuar con la Pol 11
en locus de MIRNA y promover su transcripcion (L. Wang et al., 2013; S. Zhang et al., 2013). Ademas,
CDCS5 es también capaz de interaccionar con PLEIOTROPIC REGULATORY LOCUS 1 (PRL1) y
actuar de manera sinérgica para favorecer la estabilidad de los pri-miARN vy la actividad de DCL1 (S.

Zhang et al., 2013, 2014).

Estos hallazgos ponen en evidencia que la maquinaria de procesamiento de miARNs es mucho mds
compleja que lo pensado hasta hace no muchos afos. Pero mds alld de eso, también abre las puertas a
la idea de un reclutamiento co-transcripcional de la maquinaria de procesamiento hacia los locus de
genes MIRNA. En ese sentido, quizés la evidencia mds clara en favor de este mecanismo fue aportada
por el laboratorio de Yijun Qi (X. Fang et al., 2015). En este trabajo, los autores describen una
interaccion directa entre el complejo ELONGATOR, tipicamente asociado a los mecanismos generales

de la transcripcion, y el nicleo central de la maquinaria de procesamiento de miARNs (HYLI1, SE y
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DCL1), la cual tendria un papel clave en el reclutamiento de DCL1 a la cromatina de genes MIRNA (X.
Fang et al., 2015). Aun cuando este reporte mostré de forma contundente que la maquinaria de
procesamientos de miARNs interactiia con los loci que codifican a estas moléculas, existia evidencia
previa que ya sugeria esta comunién. Por ejemplo, las proteinas C-TERMINAL DOMAIN
PHOSPHATASE-LIKE 1 y C-TERMINAL DOMAIN PHOSPHATASE-LIKE 2 (CPL1 y CPL2),
interaccionan tanto con Pol II como con la maquinaria de biogénesis de miARNs regulando la
transcripcién a través de la desfosforilacién del CTD de la Pol Il y la biogénesis de miARNs modulando
estabilidad de HYL1 (Koiwa et al., 2004; Manavella et al., 2012). Algo similar ocurre con THOUGH
(TGH), protefna originalmente asociada a las PROTEINAS DE UNION A TATA y que mis tarde se
demostrd que es capaz de interaccionar no solo con pri-miARNs sino también con las proteinas HYLI1,
SE y DCLI1 (Calderon-Villalobos et al., 2005; Ren et al., 2012). TGH es capaz de modular tanto la
interaccion de pri-miARNs con complejos de DCL1 asi como la actividad de las proteinas DCL (Ren
et al., 2012). Pero quizas la evidencia mds antigua de la relacidn entre la maquinaria de transcripcion y
procesamiento recae en el rol del NUCLEAR CAP-BINDIG COMPLEX (CBC) y su capacidad para
unirse al 5’CAP de los pri-miARNs nacientes, promoviendo el correcto procesamiento de los mismos
(Gregory et al., 2008; S. Kim et al., 2008; Laubinger et al., 2008). En este contexto, tanto CBP20 como
CBP80 pueden interactuar con SE, y, adicionalmente, CBP20 es capaz de hacerlo con NOT2b.

De forma similar, la participacion de proteinas regulatorias del splicing de ARNm en la biogénesis de
miARNSs deja en evidencia la interrelacion entre estos dos procesos (Stepien et al., 2017). Dentro de los
actores compartidos entre ambas vias se destacan SICKLE (SIC), STABILIZED1 (STA1), el complejo
THO/TREX, REGULATOR OF CBF GENE EXPRESSION 3 (RCF3), GLYCINE-RICH RNA-
BINDING PROTEIN 7 (GRP7) y JANUS (Ben Chaabane et al., 2013; T. Chen et al., 2013, 2015;
Francisco-Mangilet et al., 2015; Furumizu et al., 2010; Karlsson et al., 2015a; Koster et al., 2014;
Streitner et al., 2012; Zhan et al., 2012; Zhou et al., 2024). SIC es una proteina rica en prolina poco
estudiada que participa en la degradacién de intrones escindidos y favorece la acumulacién de miARN,
pero los mecanismos involucrados en tales procesos son completamente desconocidos (Zhan et al.,
2012). STA1, un homdlogo del FACTOR DE PROCESAMIENTO DE pre-ARNm 6 favorece la
produccién de miARNs, promoviendo el correcto splicing de los pri-miARNs y modulando los niveles
del mensajero de DCL1 (Ben Chaabane et al., 2013). Los miembros del complejo THO/TREX, THO2
y EMU, son capaces de regular la producciéon de miARNs y el splicing, en un mecanismo poco
entendido actualmente pero que probablemente dependan de sus funciones en la regulacién de la
estabilidad y el transporte de ARN (Francisco-Mangilet et al., 2015; Furumizu et al., 2010). RCF3 es
capaz de interaccionar de manera directa con las proteinas RS40 y RS41 y modular el splicing de
intrones mientras que por otro lado también es capaz de interaccionar con CPL1 y CPL2 en tejidos
jovenes para modular el estado de fosforilacion de HYL1 y con ello su estabilidad y actividad (T. Chen

et al., 2013; Karlsson et al., 2015a). Sumado a ello RCF3 es capaz de colocalizar con HYL1 y SE en
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corptisculos nucleares y unir pri-miARN promoviendo la biogénesis de un subconjunto de miARNs (T.
Chen et al., 2015; Karlsson et al., 2015a). GRP7, por su parte, es capaz de interaccionar de manera
directa con ARN y pri-miARNs para modular el splicing alternativo y reprimir su procesamiento,
respectivamente (Koster et al., 2014; Streitner et al., 2012). Por tltimo, JANUS, un miembro del
spliceosoma, es capaz de interaccionar con SE y DCL1 para promover el ensamblado del complejo de
procesamiento y la producciéon de miARNs. Curiosamente, también es capaz de unirse a pri-miARNs

para promover la interaccién de HYL1 con estos ultimos.

La evidente interaccion entre factores de splicing, reguladores de la transcripcién y la maquinaria de
biogénesis de miARNs son compatibles con la idea de que el procesamiento de miARNs puede ser un
evento co-transcripcional. El concepto de procesamiento co-transcripcional es un tdpico que

discutiremos mas adelante durante el desarrollo de esta tesis.

Figura 2. Representacién esquematica del reclutamiento co-transcripcional de la maquinaria de biogénesis de

miARNSs. (A) NOT2, CDCS5 y el complejo MEDIATOR son necesarios para el reclutamiento de Pol II a loci de MIRNA. Las

proteinas CDKs y CPLs modulan el estado de fosforilacion del CTD de la Pol II para dar comienzo a la transcripcion del pri-
miARN. (B) El complejo ELONGATOR se une mediante su interaccién con la Pol II mientras que CBP del CAP-BINDING
COMPLEX (CBC) se une al 5-CAP del pri-miARN naciente. (C) ELONGATOR, con la asistencia de PRLI1, actia como
andamio para el reclutamiento de DCL1 y del complejo de procesamiento de miARNS a los loci MIRNA. (D) El pri-miARN
integramente transcripto es estabilizado por DDL mientras que la desfosforilaciéon de HYL1 por parte de las proteinas CPLs
induce su actividad. MOS2 y el complejo THO/TREX favorecen el transporte de todo este complejo a los D-bodies. (E)
Cofactores accesorios, como RACK1, SIC1 y TGH, se unen al complejo en los D-bodies e inicia el procesamiento del pri-

miARN segun el mecanismo candnico de biogénesis de miARNSs. Ilustracion adaptada de Achkar et al (Achkar et al., 2016).
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4.1.2 La orquesta en concierto: El procesamiento de los miARNs

Uno de los desafios mds grandes que quizds encuentra la maquinaria de procesamiento de miARNs de
plantas, en comparacién a su contraparte de animales, es como reconocer y procesar precisamente los
miARNs maduros dentro de los precursores de miARN que, en estos organismos, presentan una gran
diversidad de tamafos y estructuras. Esta variabilidad hace que DCL1, la principal enzima encargada
del procesamiento de pri-miARNs, cominmente requiera proteinas accesorias para lograr liberar el
miARN maduro de forma precisa. Durante este proceso, DCL1, en colaboraciéon con HYL1 y SE,
realizard clivajes sucesivos sobre el tallo del precursor liberando el bucle y un miARN doble hebra de
~21 nt de longitud (Dong et al., 2008; Kurihara et al., 2006; Lobbes et al., 2006; Vazquez et al., 2004;
L. Yang et al., 2006). La enzima DCL1 puede operar de diferentes formas, ya sea desplazandose y
clivando el pri-miARN desde la base hacia el bucle o viceversa. El mecanismo por el cual lo hace
depende en gran medida de la secuencia y la presencia de nucle6tidos desapareados en el pri-miARNSs.
Ademds, en pri-miARNs con regiones de ARN doble cadena muy largas, DCL1 puede actuar realizando
cortes sucesivos hasta liberar el miARN correcto. El niimero de cortes dependerd, en gran medida, del
largo del precursor propiamente dicho (Bologna & Voinnet, 2014). Por otro lado, HYL1 actda en forma
de homodimero y es la encargada de indicar el sitio correcto de corte a DCL1 mientras que SE actia
como andamiaje. Para ello, HYL1 se une al precursor en la posicién exacta donde ocurrird el corte e
interactia con DCL1 ubicdndola correctamente mientras SE ayuda a orientar de manera 6ptima al
precursor de miARN hacia el sitio catalitico de la enzima (Dong et al., 2008; Kurihara et al., 2006;

Lobbes et al., 2006; MacHida et al., 2011; L. Yang et al., 2006; X. Yang et al., 2014).

Histéricamente se postulé que el procesamiento de los miARNs tenia lugar dentro de organelas
nucleares sin membrana denominadas Dicing bodies (D-bodies) (Y. Fang & Spector, 2007; Q. Liu et
al., 2012). Esta afirmacion se fundamenta en el hecho que la mayoria de los componentes de la
biogénesis de miARNSs localizan dentro de estos corptsculos (Achkar et al., 2016). En particular se
postula que SE favorece la formacién de estos elementos al producir la separacién de fase liquido-
liquido (liquid droplets) a partir de IDR (Intrinsically disordered region) presentes en su secuencia (D.
Xie et al., 2021). Curiosamente, este trabajo también muestra a los miARN maduros asociados a HYL1
abandonando estos droplets, revelando la naturaleza dindmica de los D-bodies (D. Xie et al., 2021).
Algo similar ocurre para el caso de las DEAD-BOX RNA HELICASES RH6, RH8 y RH12, que
también poseen IDR capaces de promover la formacion de D-bodies mediante la separacion de fases
liquido-liquido e interaccionar con HYL1, SE y DCLI1 dentro de los mismos (Q. Li et al., 2021). Sin
embargo, en un contexto de infeccién viral RH6, RHS, RH12 son traslocadas desde el nicleo al
citoplasma, disolviendo los D-bodies. No obstante, los niveles de miARN en estas plantas no se ven
afectados, lo que sugiere que los D-bodies no son necesarios para la biogénesis de miARNs (Q. Li et
al., 2021). Otro caso interesante de analizar viene dado por lo que sucede en las mutantes para PSR1-

INTERACTING PROTEIN 1 (PINP1), donde se observa un aumento en el nimero de D-bodies que
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contienen HYL1 y DCLI1, pero, contrariamente a lo esperado, los niveles de miARN aparecen
disminuidos (Qiao et al., 2015). Finalmente, podemos citar el caso de las mutantes en los cofactores de
biogénesis de miARNs MOS4-ASSOCIATED COMPLEX 7 (MAC7), THP1 y REDUCTION IN
BLEACHED VEIN AREA (RBV), las cuales presentan una disminucién o la completa desaparicion de
D-bodies sin afectar la produccién de miARNs (Jia et al., 2017; Liang et al., 2022; B. Zhang et al.,
2020). Todos estos reportes parecen indicar que fuera de ser centros de procesamiento estos D-bodies

podrian actuar como centros de reservas de proteinas inactivas.

Dada la pobre correlacion entre D-bodies y el procesamiento de miARNs y el cumulo de evidencia
apuntando a la interrelacion entre la maquinaria de biogénesis de miARNs y el complejo
transcripcional, una idea que empez6 a tomar fuerza en los ultimos afios es la del procesamiento co-
transcripcional de miARNSs. Segin este modelo, los pri-miARNs podrian ser procesados directamente
sobre la cromatina mientras la Pol II aln se encuentra transcribiendo el pri-miARN. En ese sentido, un
trabajo realizado en nuestro laboratorio demostré no solamente que esto efectivamente ocurre, sino que
ambos procesos, el procesamiento co- y post-transcripcional, no son mutuamente excluyentes, es decir,
la existencia de un tipo de procesamiento no restringe a la otra (Gonzalo et al., 2022). En este contexto,
el procesamiento co-transcripcional se ve favorecido por la formacién de R-loops (hibridos doble
cadena entra ARN y ADN) en regiones cercanas al sitio de inicio de la transcripcion del gen MIRNA

(Gonzalo et al., 2022).

Estos hallazgos nos llevan a pensar en un modelo que contempla la coexistencia dindmica entre distintos
modos de procesamiento en el interior de la célula, donde un mismo pri-miARN puede sufrir un tipo de
procesamiento u otro dependiendo del entorno y contexto celular, situaciéon metabdlica o de estrés, etc.
Sin embargo, estos descubrimientos también abren nuevas interrogantes (Manavella et al., 2023). Entre
ellas se destacan el por qué existen distintos modos de procesamiento o cémo la maquinaria de
biogénesis de miARNSs reconoce loci de miARNs de entre todos los genes transcriptos por la Pol II para
asociarse a ellos especificamente. En el transcurso de esta tesis responderemos, al menos de forma

parcial a esta segunda pregunta.
4.1.3 La ultima sinfonia: Etapa efectora de la via

Independientemente de que los pri-miARNs sean procesados de manera cotranscripcional o
postranscripcional, el resultado final es el mismo. En ambos se libera como producto final un miARN
maduro doble cadena (miARN/miARN* duplex) de 21 nucledtidos de longitud. En condiciones
normales, este diiplex permanece unido a HYL1 formando un complejo binario hasta asociarse con la
metiltransferasa HUA ENHANCER 1 (HEN1) para pasar a formar un complejo ternario y desencadenar
la metilacién del diplex en ambos extremos 3’ (Baranauske et al., 2015; J. Li et al., 2005; S. W. Yang
et al., 2010a; Z. Yang et al., 2006; B. Yu et al., 2005).
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HENT1 es posteriormente liberada del complejo y el diiplex de miARN maduro asociado a HYL1, quien
con la asistencia de CONSTITUTIVE ALTERATIONS IN THE SMALL RNAS PATHWAYS 9
(CARP9), transfiere el diplex a AGO1 que al migrar al citoplasma formaré el complejo efector RISC

para finalmente silenciar ARN mensajeros blanco (Tomassi et al., 2020; S. W. Yang et al., 2010a).

Durante muchos afios se crey6 que la carga del miARN en AGO1 y el consecutivo ensamblaje del
complejo RISC ocurria exclusivamente en el citoplasma. En ese sentido, se sefial6 a la exportina
HASTY (HST) como la proteina responsable del transporte del diiplex desde el nicleo al citoplasma,
basdndose casi exclusivamente en su homologia con la EXPORTINA 5 (XPOS5) de humanos y su rol
en animales (Bohnsack et al., 2004; Lund et al., 2004; Mee et al., 2005; Yi et al., 2003). Esta idea,
aunque comunmente citada, encontré casi de inmediato detractores dado que mutantes en HST
presentan niveles disminuidos de miARNs, pero la distribucién entre nicleo y citoplasma de las
poblaciones generales de miARNs no se ve afectada (Mee et al., 2005). Sumado a ello, nuevos trabajos
surgieron mostrando que HYL1 es capaz de interaccionar con AGO1 en el niicleo celular, sugiriendo
el ensamblado del RISC podria ocurrir, o al menos iniciar, en dicho compartimento (Y. Fang & Spector,
2007). En linea con esto, se ha descrito que HYL1 podria estar involucrada en el proceso de seleccién
del miARN guia una vez que diplex miARN/miARN* ha sido cargado en AGO1 (Eamens et al., 2009;
Manavella et al., 2012).

La evidencia mds clara en contra del rol de HST en el transporte de miARNs proviene del hallazgo
realizado por Bologna y colaboradores, donde se demuestra que la propia AGOI es la proteina
responsable de transportar el miARN maduro desde el niicleo al citoplasma (Bologna et al., 2018). Es
decir, este trabajo no sélo demuestra que AGOI1 es la encargada del transporte sino también que la
primera etapa del ensamblado del RISC, el proceso de carga del miARN en AGO1, ocurre en el nicleo.
Reforzando esta idea, se ha demostrado que HEAT SHOCK PROTEIN 90 (HSP90) y
SQUINT/CYCLOPHILIN 40 (SQN/CYP40) colaboran con dicho proceso al menos de manera
parcialmente nuclear (Bologna et al., 2018; Earley & Poethig, 2011; Iki et al., 2012). Por su parte, TRN1
también es capaz de interaccionar con AGO1 tanto en el niicleo como en el citoplasma, participando de
manera sinérgica en este mismo proceso (Cui et al., 2016). Ya cargada, AGO1 abandona el nicleo hacia
el citoplasma para completar el ensamblado del RISC y continuar con su accién efectora una vez hallado
el ARNm target (Bologna et al., 2018). En linea con lo discutido hasta aqui, se ha identificado a THP1,
componente del complejo TREX-2, formando parte del mecanismo de transporte de los miARN. THP1
interacciona con la nucleoporina NUP1 en la envoltura nuclear, favoreciendo el proceso de exportacion
al citoplasma de los complejos miARN:AGO1 (B. Zhang et al., 2020). Sin embargo, también se ha
descrito la presencia de un reservorio de miARN no asociados a AGO1 en el citoplasma, sugiriendo la
existencia de un mecanismo de exportacién secundario que es independiente de AGO1 (Dalmadi et al.,

2019).
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En cuanto al rol de HASTY, a partir de un estudio proveniente de nuestro laboratorio fue posible
demostrar que dicha proteina estd involucrada en una etapa mucho més temprana de la biogénesis de
miARN (Cambiagno et al., 2021a). HST funciona enlazando los procesos de transcripcidon y
reclutamiento de la maquinaria de procesamiento, a través de su interaccidn con varias proteinas de la
familia MEDIATOR y con la misma DCL1 (Cambiagno et al., 2021a). Este trabajo aporta mas
evidencia en contra de la asociacidon que previamente existia entre HASTY y el transporte nuclear de

miARNS.

Sea cual sea el camino, una vez finalizado el proceso de ensamblado del RISC, AGO1 serd la
responsable de llevar adelante el silenciamiento de ARNm blanco. Para ello, existen dos mecanismos
posibles: el clivaje sitio especifico del ARNm blanco o la inhibicién de su traduccién (X. Chen, 2009;
P. Lietal, 2011; Y. Yu et al., 2017). El principal determinante del tipo de mecanismo que se llevard
adelante tiene que ver con la complementariedad de secuencia existente entre un miARN y su ARNm
blanco. Un apareamiento casi perfecto dard lugar al clivaje del ARNm mientras que las imperfecciones
en el apareamiento desplazan el equilibrio hacia la inhibicién traduccional. Dado que en plantas, los
miARN tienen a presentar una alta complementariedad de secuencia con sus respectivos ARNm blanco,
el clivaje del mensajero es el mecanismo predominante (X. Chen, 2009; German et al., 2008; Jones-
Rhoades et al., 2006). Esta complementariedad de secuencia es particularmente importante entre los
nucledtidos 10 y 11 ya que es un requisito para la actividad catalitica como endonucleasa de las

proteinas AGO (German et al., 2008; Llave et al., 2002), (Arribas-Herndndez et al., 2016).
4.1.4 miARNs moviles

Los miARNSs no sélo son capaces de desencadenar el silenciamiento génico postranscripcional en el
interior de la célula que les dio origen. Estas pequefias moléculas pueden ser exportadas y ejercer su
funcidn tanto en células préximas como lejanas. En el caso del movimiento proximal, los miARNs son
capaces de desplazarse de una célula otra a través de los plasmodesmos, alcanzando un rango de
aproximadamente 4-6 células (Skopelitis et al., 2018). Por otro lado, los mecanismos involucrados en
el transporte de miARNS entre células o tejidos distantes atiin estdn lejos de ser comprendidos. De hecho,
aun desconocemos si los miARNs se mueven en su forma libre o si es necesaria su asociacién con
proteinas o complejos especializados. Tampoco conocemos la identidad exacta de la molécula
involucrada en dicho movimiento; es decir, si se trata de un miARN maduro, un diplex de miARN, o
incluso un pri-miARN. En los dltimos afios, ciertos hallazgos han aportado evidencia interesante en este
campo de estudio. En primer lugar, se ha descubierto que AGO]1 es una proteina auténoma de la célula
y que su unién a los miARNs provoca su retencion en el interior celular, evitando asi que actien de
forma movil (Brioudes et al., 2021; Fan, Zhang, et al., 2022). En concordancia con esto, no se ha
detectado la presencia de AGO1 ni de complejos RISC en el floema (Brioudes et al., 2021; Brosnan et
al., 2019; Carella et al., 2016).
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Estas observaciones, junto con el hallazgo mencionado anteriormente que sefala la presencia de un
subconjunto de miARNs no asociados a AGOI1 en el citoplasma (Dalmadi et al., 2019), nos llevan a
pensar en la existencia de dos subconjuntos de miARNs funcionalmente diferentes. Los miARNs unidos
a AGO1, que permanecerén en la célula de origen para llevar adelante su actividad de silenciamiento;
y los miARNS libres, que no son cargados en AGO1 y pueden salir de la célula para cumplir funciones
distales. En ese sentido, también se ha observado que KATANIN (KTN1), proteina involucrada en el
mantenimiento de la dindmica de los microtibulos, actiia inhibiendo la carga de miARNs
citoplasmaticos en AGO1 favoreciendo asi su exportacion (Fan, Zhang, et al., 2022). Por ultimo, HST,
proteina sobre la cual ya hemos discutido previamente, parece tener un rol crucial en el transporte de
miARNSs. La evidencia muestra que HST seria necesaria tanto para el movimiento de miARNSs de célula
a célula como para el movimiento de célula a floema, a pesar de no estar involucrada en transporte
nucleo/citoplasma (Brioudes et al., 2021; Cambiagno et al., 2021a; Z. Zhang et al., 2017).
Curiosamente, este proceso no involucra exportar a HST fuera de la célula y su actividad seria s6lo

requerida en las células donde el miARN mdvil es producido (Brioudes et al., 2021).

4.2 Preguntas abiertas en el estudio de la biogénesis de miARNs

A lo largo de esta tesis, se ha destacado cdmo el descubrimiento de nuevos cofactores en la biogénesis
de miARNs ha cambiado nuestra visién del modelo canénico de procesamiento, llevdndolo hacia uno
de mayor dinamismo y complejidad. Si bien es cierto que DCL1, HYL1 y SE contindan siendo los
actores centrales de este mecanismo, los hallazgos recientes han revelado la accién de una plétora de
co-factores, de los cuales ignoramos en su mayoria sus mecanismos bioquimicos y moleculares de
accion. Aun asi, el estudio de estos nuevos cofactores evidencio la existencia de multiples puntos de
regulacioén, lo que sugiere que la biogénesis de miARNs puede ajustarse en respuesta al ambiente. Este
cambio de perspectiva y los nuevos y excitantes descubrimientos de los tltimos afios ha dado lugar a

nuevas preguntas en una via que muchos consideraban completamente dilucidada:

4.2.1 El rol de la temperatura en la eficiencia del procesamiento

DCL1 se asocia de manera preferencial a pri-miARNs gracias al reconocimiento de su particular
estructura de tallo y bucle imperfecta y utiliza diferentes caracteristicas estructurales como guias para
llevar adelante el procesamiento (Bologna et al., 2013; Manavella et al., 2019). En funcién de ello, no
es de extrafiar que las alteraciones en el plegamiento de los pri-miARNSs tengan un marcado impacto en

la eficiencia de su procesamiento (Z. Wang et al., 2018).
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Si tenemos en cuenta la naturaleza no termogénica de las plantas, nos encontramos con que la
temperatura ambiental podria actuar como un modulador de la estructura de los pri-miARN y, en
consecuencia, de su procesamiento. A partir de ello, es posible pensar en la posibilidad de que ciertos
pri-miARNSs funcionen como termosensores, modificando su estructura en funcién de los cambios de
temperatura y alterando asi la eficiencia de su procesamiento, con el objetivo de modulares respuestas
moleculares a dicha condicién térmica. Respaldando esta hipdtesis, la evidencia parece mostrar que
efectivamente ocurre un procesamiento diferencial de miARNs en respuesta a los cambios de
temperatura (Re et al., 2024). No obstante, el mecanismo involucrado detrds de esta regulacién esta
lejos de ser comprendido y se requieren nuevos esfuerzos en esa direccién con el objetivo de lograr

comprender detalladamente dicho proceso.

Por otro lado, se sabe que los pri-miARNs pueden ser editados por diferentes enzimas, cambiando o
modificando bases puntuales (Bhat et al., 2020; Mingardi et al., 2018). Sin embargo, hasta el momento
se desconocen los efectos de estas modificaciones en el procesamiento y si las mismas podrian funcionar
como un mecanismo regulatorio en particular haciendo a los pri-miARNs, mis o menos plésticos a

cambios en la temperatura.

4.2.2 El reclutamiento cotranscripcional del complejo de procesamiento

Mucho se ha discutido hasta aqui acerca del reclutamiento co-transcripcional de la maquinaria de
procesamiento a los locus de genes MIRNA. Aunque este proceso ha sido descrito en trabajos previos
(Cambiagno et al., 2021b; X. Fang et al., 2015), existen grandes interrogantes acerca de cémo la
maquinaria de procesamiento es capaz de reconocer especificamente estos loci por sobre cualquier otra
region transcripta por Pol II. Se ha demostrado previamente que la presencia de un pri-miARN es
necesaria para el reclutamiento de la maquinaria en el locus correspondiente (X. Fang et al., 2015),
sugiriendo que la estructura de tallo y bucle presente en el transcripto pri-miARN naciente podria actuar
como el rasgo distintivo que le da la especificidad a este reclutamiento. Por otro lado, la evidencia
muestra que el procesamiento co-transcripcional de miARNs pareceria estar favorecido en aquellos loci
donde se forman R-loops antisentido (Gonzalo et al., 2022). Este hecho da lugar a una segunda hipétesis,
la cual plantea la posibilidad de que sea esta estructura hibrida la responsable de desencadenar el
reclutamiento de la maquinaria de procesamiento a la cromatina. Sin embargo, hasta el momento no
hay evidencia concluyente que respalde esta idea ni el orden jerarquico que define como se ensambla
el complejo sobre loci MIRNA. Identificar si alguna de las proteinas accesorias, o principales, del
complejo de procesamiento tiene afinidad por los R-loops es un hito a lograr en los préximos afios a fin

de comenzar a responder esta interrogante.

27



INTRODUCCION

Otra pregunta fascinante es si el reclutamiento cotranscripcional de la maquinaria de procesamiento
podria ejercer un control transcripcional sobre los loci MIRNA. Una hipétesis que se puede plantear es
si la sobreacumulacién de uno o més factores de procesamiento en la cromatina como resultado de la
sobreproduccién de pri-miARNs podria modular de manera indirecta la actividad transcripcional del
mismo actuando como un sistema tampén para limitar la produccién de miARNSs. En ese sentido, seria
crucial determinar si algiin componente de la maquinaria de procesamiento es capaz de reclutar factores

de transcripcién o remodeladores de la cromatina a los locus MIRNA.

4.2.3 La relacion entre procesamiento de miARNSs y el splicing

La interconexién entre el splicing y el procesamiento de miARNSs ha sido evidenciada en numerosos
estudios a lo largo de los afos (Gornemann et al., 2005; S. Kim et al., 2008; Laubinger et al., 2008;
Raczynska et al., 2014; Stepien et al., 2017). Al margen de la regulacién existente sobre aquellos
miARNSs intrénicos o pri-miARNSs que contienen intrones, se han identificado algunos casos en que la
maquinaria de splicing regula la biogénesis de miARNs. Un ejemplo notable es RNA DEBRANCHING
ENZYMEI (DBR1), una proteina tipicamente asociada al splicing. En A. thaliana las mutantes nulas
para este gen son letales; mientras que los alelos mutantes débiles muestran una acumulacion de lazos
de intrones, acompafiada de una localizacién incorrecta de las proteinas DCL1 y HYL1 causada por un
secuestro de estas proteinas por el exceso de lazos sin procesar (Z. Li et al., 2016). Otro caso relevante
es el del factor de splicing AAR2, que puede asociarse con el complejo de procesamiento de miARNs
(HYL1, DCL1 y SE) y modular su actividad mediante la desfosforilacién y degradacién de HYL1 en
el citoplasma (Fan, Gao, et al., 2022). Aunque estos ejemplos sugieren interaccién entre ambas vias
también es posible que sean funciones disociadas de estas proteinas. El descubrimiento reciente del
procesamiento co-transcripcional de miARNs vuelve a poner a la interaccién el splisiosoma y el
complejo de procesamiento de miARNs en primera plana. En particular porque este descubrimiento
ubica a ambas maquinarias espacialmente en el mismo sitio. Esto abre la pregunta si la interaccién entre
vias es una asociacién de cooperativa y de retroalimentacién positiva, o, por el contrario, se trata de una

competencia entrépica entre ambos complejos por la unién al pri-miARN naciente.

4.2.4 Co-transcripcionalidad y miARN moviles

Comprender como se mueven los miARNs de una célula a otra ha sido el “santo grial” del campo de
estudio. A pesar de los esfuerzos aun desconocemos como lo hacen, la naturaleza de las moléculas
moviles y porque solo algunos miARNs parece moverse. Hasta la fecha las Gnicas proteinas que parecen
riticas para el movimiento de miARNs son HST y KTNI1 (Brioudes et al., 2021; Fan, Zhang, et al.,

2022). HST interviene en etapas muy tempranas del procesamiento, favoreciendo el reclutamiento de
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la maquinaria de procesamiento a los loci MIRNA vy, potencialmente, promoviendo el procesamiento
co-transcripcional (Cambiagno et al., 2021a; Gonzalo et al., 2022). KTN1 mantiene la dindmica de los
microtibulos e inhibe la carga de miARNs en AGO1 y favoreciendo su proceso de exportacién (Fan,
Zhang, et al., 2022). Sin embargo, en ambos casos el mecanismo asociado a su rol en el movimiento de
miARNSs es desconocido. Un aspecto que parece critico para el movimiento de miARNS s es su asociacion
con AGOL ya que ha sido postulado que una vez cargados en estas moléculas se tornan incapaces de

salir de la célula (Voinnet, 2022a).

Llamativamente, se ha visto que los pri-miARNs que tienen una alta proporcién de procesamiento co-
transcripcional suelen dar origen a miARNs mdviles y que tienden a ser poco cargados en AGO1
(Gonzalo et al., 2022). Esta observacion da lugar a la hipétesis de que aquellos miARNs procesados co-
transcripcionalmente podrian evadir el proceso de carga en AGOI1 y serian exportados hacia el
citoplasma por una via alternativa. Una vez alli, conformarfan el subconjunto de miARNSs libres capaces
de moverse de una célula a otra. En principio, esto podria explicar el impacto positivo que tiene HST
en el movimiento de miARNSs, considerando que su funcidn es la de promover el procesamiento co-

transcripcional.

Sumado a ello, HST también tiene capacidad para unir miARNs maduros (Cambiagno et al., 2021a).
Esta caracteristica permite plantear una segunda posibilidad en la que un subconjunto de miARNs
podria abandonar el nicleo unido a HST para luego conformar la porcién de miARNs citoplasméticos

capaces de moverse de una célula a otra.

Durante el desarrollo de esta tesis, abordaremos, al menos de manera parcial, algunas de estas
interesantes preguntas. En particular, nos enfocaremos en dilucidar cémo la maquinaria de
procesamiento de miARNSs logra reconocer los loci MIRNA por encima de otros, y como, a partir de
este reconocimiento, es capaz de interaccionar con otros complejos proteicos y reclutarlos para modular

la actividad transcripcional de estos loci, especialmente en respuesta a situaciones de estrés.
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Figura 3. Preguntas ain no resueltas acerca de la via de biogénesis de los miARNSs. (A) ;Pueden los cambios en la
eficiencia de procesamiento causados por el refolding de los pri-miARNs en respuesta a la temperatura actuar como
termosensores en la respuesta de la planta al calor? (B) ;Existen proteinas capaces de unirse especificamente a los ssDNA o
R-loops y actuar como andamio en el reclutamiento de la maquinaria de procesamiento al loci de MIRNA? (C) Como
interactian entre si el spliceosoma y el complejo de procesamiento de miARNs? (D) ;Es posible definir diferentes tipos de D-
bodies? De ser asi, ; Podemos definir de manera precisa la bioquimica dentro de los mismo durante su proceso de maduracién?
(E) (Existe una diferencia funcional entre los miARNs procesados de manera co-transcripcional y los procesados post-
transcripcionalmente? ;Pueden los primero definirse como miARNs mdviles? Figura adaptada de Manavella et al (Manavella

et al., 2023).
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5. OBJETIVOS

La biogénesis de los miARNs es un proceso complejo y dindmico del cual hemos expandido
considerablemente en nuestra comprension en los tltimos afios, gracias a la caracterizacion de nuevos
cofactores. El vinculo entre esta maquinaria con la regulacién de la transcripcién y el complejo de
procesamiento, emergieron como uno de los aspectos mds intrigantes en los tltimos afios. En particular
como el complejo de procesamiento reconocer loci MIRNA y si cumple algtin efecto regulatorio sobre

la transcripcidn son aspectos fascinantes de la via aun no resueltos.

En este contexto, esta tesis tiene como objetivo general abordar estas preguntas fundamentales, con
especial atencion en tres aspectos clave: (1) cémo la maquinaria de biogénesis de miARNs puede actuar
como modulador directo de la transcripcién, (2) los mecanismos que median el reclutamiento de esta
maquinaria a regiones especificas de la cromatina, y (3) el papel especifico de HYL1 en estos procesos.
A través de esta linea de investigacion, buscamos no solo aportar un mayor entendimiento de los
mecanismos que gobiernan la biogénesis de los miARNSs, sino también identificar nuevos niveles de
regulacién que conecten este proceso con respuestas epigenéticas y transcripcionales frente a estimulos

internos y externos.

5.1 Objetivos especificos

e Estudiar los efectos que la acetilacion de histonas, mediada por proteinas identificadas en un
screening genético, producen sobre la via de miARNSs en plantas, tanto a nivel transcripcional
COmo en su procesamiento.

e Determinar si existe una interaccién directa entre alguno de los componentes del complejo de
procesamiento y la maquinaria de remodelacién de la cromatina.

e Evaluar si el dominio C-terminal de HYL1 podria actuar como un modulador de la actividad
de la proteina, tanto en sus roles canénicos como no candnicos.

e Analizar la relevancia funcional del dominio C-terminal de HYL1, evaluando si su presencia
le permite a HYL1 interactuar diferencialmente con otras proteinas para cumplir funciones

actualmente desconocidas.
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“EL COMPLEJO HOS15-HDA9 SE ASOCIA A HYLI
PARA MODULAR LA EXPRESION DE miARNs EN
RESPUESTA A LA SENALIZACION POR LA

HORMONA ABA”
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6. CAPITULO 1

6.1 Introduccion

La avalancha de nuevos cofactores de la biogénesis de miARNs identificados en plantas en los tdltimos
afios es el resultado screenings genéticos basados en diferentes sistemas reporteros realizados en
paralelo en distintos laboratorios (Fan, Zhang, et al., 2022; Francisco-Mangilet et al., 2015; Karlsson et
al., 2015b; Liang et al., 2022; Manavella et al., 2012; J. Park et al., 2023; Ré et al., 2019; Tomassi et
al., 2020). Entre ellos, el Dr. Pablo Manavella, director de esta tesis, desarrollé un sistema reportero en
el que la expresion constitutiva del gen que codifica la enzima Firefly Luciferase estd siendo
continuamente silenciada post-transcripcionalmente por un miARN artificial (amiRLuc) especialmente
disefiado para este propdsito (Manavella et al., 2012). Plantas transgénicas expresando este sistema
fueron sometidas a un proceso de mutagénesis quimica al azar por EMS y se identificaron como
mutantes deficientes en actividad de miRNA a aquellas que presentaron una recuperacién de la
actividad de bioluminiscencia. Esta recuperacién en la bioluminiscencia actia como un indicador de
que la biogénesis y/o actividad de los miARNSs estd fallando, permitiendo potencialmente identificar
nuevos factores en la via. Los polimorfismos causantes de la perdida de actividad de miARNs fueron
aislados e identificados por secuenciacion de genomas completos seguido de mapeo SHORE
(Schneeberger et al., 2009). A partir de las mutantes generadas en este screening se han logrado
identificar y caracterizar por nuestro laboratorio numerosos factores involucrados en la biogénesis de
miARNSs (Francisco-Mangilet et al., 2015; Karlsson et al., 2015b; Manavella et al., 2012; J. Park et al.,
2023; Ré et al., 2020; Tomassi et al., 2020). A lo largo del primer capitulo de este trabajo de tesis,
discutiremos los resultados y hallazgos obtenidos a partir de la caracterizacion de una de esas mutantes.
Especificamente, discutiremos la identificacion y caracterizacion del rol de HIGH EXPRESSION OF
OSMOTICALLY RESPONSIVE GENES 15 (HOS15) en la biogénesis de miARNSs.
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Disefio del screening
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Figura 4. Esquema representativo del proceso de mutagénesis y screening para la obtencién de alelos mutantes en la
biogénesis de miARNs. Plantas salvajes de ecotipo Col-0 fueron transformadas secuencialmente con construcciones
35S:Luciferasa y 35S:amiRLuc, que le permitieron sobreexpresar de manera constitutiva la enzima Luciferasa y un miARN
artificial capaz de silenciarla. Aquellas plantas cuyo silenciamiento de la Luciferasa resulté exitoso y perdieron la
bioluminiscencia fueron seleccionadas y sometidas a un proceso de mutagénesis quimica por EMS. De las mutantes obtenidas,
se monitorearon y seleccionaron aquellas con bioluminiscencia restaurada. Estas lineas mutantes fueron cruzadas con un
ecotipo Ler-1, diferente al de sus progenitoras, a fin de eliminar mutaciones secundarias y polimorfismos asociados al mismo.
La progenie obtenida se monitored y se seleccionaron lineas homocigotas en funcién de su capacidad de bioluminiscencia para

su posterior secuenciacién de genoma completo y mapeo de mutaciones mediante SHOREmapping (Schneeberger et al., 2009).
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6.1.1 HIGH EXPRESSION OF OSMOTICALLY RESPONSIVE GENES 15 (HOS15)

HOS15 fue descrito por primera vez en el afio 2008 como un ortélogo del TRANSDUCIN-BETA-
LIKE1 (TBL1) de humanos, un componente del complejo NUCLEAR RECEPTOR CO-REPRESSOR
1/SILENCING MEDIATOR OF RETINOIC ACID AND THYROID HORMONE RECEPTOR
(NCoR1/SMRT) que actia como un médulo de regulacion negativa para la transcripcién de genes de
diferentes vias (J. Zhu et al., 2008). En este trabajo, se describe a HOS15 como un regulador negativo
de los genes de respuesta al estrés por frio en plantas, modulando los niveles de acetilacién de la
cromatina y en particular de las histonas H4 (J. Zhu et al., 2008). Estructuralmente, HOS15 es una
proteina de 613 aminodcidos compuesta por un motivo LisH en su extremo N-terminal y 8 repeticiones
WD40 en su C-terminal. Para el motivo LisH se predice una estructura de dos a-hélices y esta
usualmente asociado a procesos de unién entre proteinas y principalmente dimerizaciones (Gerlitz et
al., 2005; M. H. Kim et al., 2004; Mateja et al., 2006). Por otro lado, para las repeticiones en tindem
WD40 suelen estar involucradas en procesos de transduccién de sefiales, interacciones proteina-
proteina, formacién de grandes complejos proteicos, dentro de los cuales resultan particularmente
interesantes los de actividad E3-ubiquitin ligasa (D. Li & Roberts, 2001; Smith et al., 1999; van Nocker
& Ludwig, 2003).

Posteriormente, se descubrié que HOS15 facilita el reclutamiento de deacetilasas de histonas a los
promotores de genes involucrados en una gran variedad de rutas bioldgicas como la proliferacién
celular, la inmunidad, la floracién y la senescencia de hojas (Lim et al., 2020; H. J. Park et al., 2019a;
Shen et al., 2020). Ademds, HOS15 puede actuar como un receptor de sustratos del complejo E3-
UBIQUITIN LIGASE en respuesta a estrés como sequia y frio para desencadenar la degradacién de
OPEN STOMATA 1 (OST1) y HISTONE DEACETYLASE2C (HD2C), respectivamente (Ali et al.,
2019; J. Park, Lim, Shen, et al., 2018). Esta interaccién se ve debilitada en presencia de la hormona

ABA (Ali et al., 2019).

Esta doble funcionalidad de HOS15 se hace evidente en los mecanismos de respuesta a estrés por frio,
en los cuales HOS15 promueve la modificacién de la compactacidn de la cromatina desde un estado
represivo hacia uno mds permisivo. En condiciones normales, el complejo represor formado por
POWERDRESS (PWR), HOS15 y HD2C promueve la deacetilacion de histonas y la compactacion de
la cromatina, regulando negativamente la expresién de multiples genes COLD-REGULATED (COR).
Sin embargo, en respuesta a estrés por frio HOS15 promueve la degradacion mediada por proteasoma
de HD2C. Esto favorece el reclutamiento de ACETILTRANSFERASAS DE HISTONAS (HATs) al
locus de los genes COR para promover la acetilacion de histonas, relajando la cromatina y favoreciendo

la activacion transcripcional de los genes COR (Lim et al., 2020; J. Park, Lim, Shen, et al., 2018).

Al igual que HYL1, HOSI15 es capaz de interaccionar con el factor de splicing RS40, que vincula al

spliceosoma y la cromatina (J. Park, Lim, Khan, et al., 2018). Sumado a ello, experimentos de
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inmunoprecipitaciéon asociada a espectrometria de masa (IP-MS) mostraron que el complejo
HOS15/HDA9/PWR es capaz de interaccionar con otras proteinas de unién al ARN como RS41,
RNAPII e incluso HYL1 (Mayer et al., 2019). Esto sugiere una posible interconexién entre la
transcripcion y el procesamiento de pri-miARNs. En concordancia con esto, andlisis de transcriptomica
realizados en las mutantes hosl5-2 y hda9-1 muestran una marcada alteracién en los niveles de
transcriptos involucrados en el silenciamiento génico mediado por miARNSs y el splicing (Mayer et al.,

2019).

6.1.2 El equilibrio HATs/HDACSs y su impacto en la expresion génica

La accesibilidad de la maquinaria transcripcional al ADN constituye un aspecto fundamental a la hora
de activar la expresion génica y se encuentra fuertemente influenciada por el nivel de compactacién de
la cromatina (Luo et al., 2013). Mientras que una cromatina altamente compactada ofrece una baja
accesibilidad y un impedimento para la transcripcién, un bajo nivel de compactacion favorece el acceso
de la maquinaria y el desarrollo del proceso transcripcional (Berger, 2007; Marmorstein & Roth, 2001).
Por su parte, este proceso se encuentra fuertemente regulado por el equilibrio entre distintos
mecanismos de remodelacion de la cromatina dentro de los cuales se destacan la metilacién y acetilacion
de histonas, siendo este dltimo de particular interés para el desarrollo de este capitulo de tesis (Lee &

Grant, 2018).

El nivel de acetilacion de una histona es el resultado de un delicado balance entre la actividad de las
HATs y las HDACs (Lee & Grant, 2018). Las primeras se encargan de acetilar histonas, lo que conduce
a una neutralizacion de la carga positiva intrinseca de estas proteinas y la consecuente desestabilizacién
de la interaccién histona-ADN (Fransz & De Jong, 2002; Roth et al., 2001). Esta menor interaccién, da
como resultado una cromatina mds accesible y un ADN mds expuesto a la interaccion con los diferentes
factores de transcripcion (Fransz & De Jong, 2002; Lee & Grant, 2018). Por otro lado, las HDACs
promueven la desacetilacion de histonas, favoreciendo la interacciéon histona-ADN y volviéndolo
menos accesible a la transcripcién. En términos generales, es posible concebir a las HATs como
promotoras de la transcripcion y a las HDACs como represoras de dicho proceso. No obstante, debemos
ser cuidadosos y tener en cuenta que no se trata de dos procesos meramente excluyentes sino de una

dinamica de coexistencia entre ambos (Lee & Grant, 2018).

Hasta aqui hemos descrito el rol que las HAT y HDACs tienen en la regulacién de la transcripcion
génica en general y también como HOS15 es capaz de interaccionar con algunas de las HDACs para
modular de manera especifica la transcripcién de ciertos genes en respuesta a estrés por frio. Sin
embargo, no existe evidencia clara que establezca una relacion entre estos procesos y la biogénesis de

miARNs. De hecho, no existia evidencia que indique una interaccidén entre la maquinaria de
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procesamiento de miARNSs y los remodeladores de la cromatina haciendo que la identificacién de
HOS15 en nuestro suppressor screening sea sumamente relevante. Durante el transcurso de este
capitulo de tesis, expondremos el fascinante hallazgo de como estas dos vias de regulacién son capaces

de interconectarse entre si para modular a nivel transcripcional la via de biogénesis de miARNSs.
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6.2 Capitulo 1: Objetivos

A partir de la coleccion de mutantes disponible en nuestro laboratorio seleccionamos un nuevo alelo
mutante de HOS15, hos15-3, con el objetivo de llevar adelante su caracterizacion en el contexto de la
biogénesis de miARNSs. En ese sentido, nos proponemos la caracterizacién fenotipica y molecular de
esta mutante e investigar el mecanismo molecular involucrado en la regulaciéon de miARNs por esta

proteina.
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6.3 Capitulo 1: Materiales y métodos

6.3.1 Andlisis de ADN

6.3.1.1 Plasmidos

pENTR™/D-TOPO®: vector de entrada (Life Technologies) que permite el clonado direccional de
productos provenientes de reacciones de amplificacion en cadena (PCR) con extremos romos. Para tal
fin, es necesario agregar la secuencia de 4 nucleétidos CACC, en el extremo 5’ del cebador sentido,
complementario al extremo sobresaliente GTGG del vector, permitiendo una tnica orientacién 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®
estd flanqueado por las regiones de homologia attll y attl2 para permite la recombinacién LR en
vectores Gateway de destino. Este vector posee el gen de resistencia a kanamicina como marcador de

seleccidn en E. coli.

pEn-Sa-Chimera: vector de entrada conteniendo la secuencia de la estructura de ARN scaffold que
permite el clonado de las guias de CRISPR correspondientes a la regién del genoma que se desea
mutagenizar, bajo el cotrol del promotor U6 de Arabidopis thaliana. El vector se corta con la enzima
de restricciéon Bbbsl y los extremos cohesivos generados son complementarios a las secuencias
flanqueantes de las gufas a clonar previamente disefiadas con ese objetivo. El sitio de clonado
direccional estd flanqueado por las regiones de homologia attll y attl2 para permite la recombinacién
LR en vectores Gateway de destino. Este vector posee el gen de resistencia a kanamicina como
marcador de seleccion en E. coli. El vector fue amablemente cedido por el laboratorio del Dr. Holger

Puchta (Puchta, 2017).

pDe-Sa-CAS9: Vector de destino conteniendo la secuencia de la CAS9 de Staphylococcus aureus bajo
el control del promotor de Ubi4-2. Se utiliza para la transformacién y expresion en plantas de dicha
enzima y su correspondiente guia, la que se inserta en un segundo sitio dentro del mismo vector
mediante la recombinacién LR. El vector fue amablemente donado por el laboratorio del Dr. Holger

Puchta (Puchta, 2017).

pTop V2: vector de entrada (Enzynomics, Daejeon, Korea) que permite el clonado directo de los
productos de PCR gracias a que es un vector lineal con extremos T protuberantes. El vector lineal
contiene en cada extremo una enzima Topoisomerasa I del virus Vaccinia unida covalentemente que
liga el fragmento de PCR al vector. Este vector posee el gen de resistencia a kanamicina como marcador

de seleccidén en E. coli.

pFK209: Es un vector de destino Gateway de la serie pFK derivado del pldsmido pGREEN-11S

(Hellens et al., 2000) en el cual se reemplazd el gen de resistencia a kanamicina par el de
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espectinomicina. Posee dos origenes de replicacion, uno para E. coli, y otro para Agrobacterium
tumefaciens, organismo con el cual se transformaron las plantas. Parte de las secuencias necesarias para
la replicacién, como el gen de la replicasa RepA, se encuentran en el pldsmido pSoup, que provee la
funcionalidad necesaria para la replicacién del vector pPGREEN-11 en A. tumefaciens, para lo que se
debe co-transformar con ambos vectores. Este vector posee el promotor constitutivo del virus del
mosaico de coliflor 35S CaMV y confiere resistencia a kanamicina para la seleccién de plantas

transformadas eficientemente.

pFK205: Se utiliz6 como vector de destino. Es un vector pGREEN modificado y, como tal, posee dos
origenes de replicacién como el vector pGWB433. No contiene promotor, lo que lo convierte en un
vector vacio al que se le puede adicionar un promotor de interés y posee un terminador rbsc. Confiere

resistencia a kanamicina a las plantas que fueron transformadas eficientemente.

pFK241: vector de destino Gateway de la serie pFK derivado del plasmido pGREEN-IIS (Hellens et
al., 2000) en el cual se reemplazé el gen de resistencia a kanamicina por el de espectinomicina. Posee
dos origenes de replicacion, uno para E. coli, y otro para Agrobacterium tumefaciens, organismo con el
cual se transformaron las plantas. Parte de las secuencias necesarias para la replicacién, como el gen de
la replicasa RepA, se encuentran en el plasmido pSoup, que provee la funcionalidad necesaria para la
replicacion 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 proteina verde fluorescente mejorada (eGFP, del inglés
enhanced Green Fluorescent Protein), y confiere resistencia a kanamicina para la seleccién de plantas

transformadas eficientemente.

pJV117: Es un vector de destino Gateway de la serie pJV derivado del plasmido pGREEN-11S (Hellens
et al., 2000). Este vector posee un promotor 35S CaMV, seguido de la secuencia que codifica para la

proteina mCherry.

pSoup: Este vector aporta la secuencia del locus pSa que actda en trans en la replicacion de los

plasmidos de la serie pPGREEN-IIS y sus derivados en A. fumefaciens.

pDEST™22: Es un vector de destino Gateway (Invitrogen) que permite la fusién de una proteina de
interés al dominio de activacion de la proteina GAl4 (GAI4AD). Posee un origen de replicacion para E.
coli basado en el de los vectores pUC, y el gen de resistencia a ampicilina como marcador de seleccién
en bacterias. Contiene la secuencia ARS4/CENG6 de replicacion y mantenimiento de bajo ndmero de
copias en levaduras, y el gen TRP1 como marcador de seleccién en medios carentes de triptofano para
las levaduras transformadas eficientemente. El gen de interés fusionado al GAI4AD se expresa bajo el
control del promotor y el terminador de la alcohol deshidrogenasa de levaduras (ADH1). Este vector se

utiliz6 en los ensayos de doble hibrido para el estudio de interacciones proteina-proteina.
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pDEST™32: Es un vector de destino Gateway (Invitrogen) que permite la fusién de una proteina de
interés al dominio de unién a ADN de la proteina GAl4 (GAI4BD). Posee un origen de replicacion para
E. coli basado en el de los vectores pUC, y el gen de resistencia a gentamicina como marcador de
seleccion en bacterias. Contiene la secuencia ARS4/CENG6 de replicacién y mantenimiento de bajo
nimero de copias en levaduras, y el gen IEU2 como marcador de seleccién en medios carentes de
leucina para las levaduras transformadas eficientemente. El gen de interés fusionado al GAI4BD se
expresa bajo el control del promotor y el terminador de la alcohol deshidrogenasa de levaduras (ADH1).

Este vector se utiliz6 en los ensayos de doble hibrido para el estudio de interacciones proteina-proteina.

pEXP-AD502: Este vector tiene las mismas caracteristicas que el pDEST22™ a excepcidn de los sitios
de recombinacién attR y el casete de muerte flanqueado por estos sitios. Los sitios attR fueron
reemplazados por los sitios de recombinacidon attB que flanquean un SMC para generar bibliotecas para
la realizaciéon de screenings de interaccién proteina-proteina. Este vector se utiliz6 como control de
vector vacio frente a las proteinas de interés fusionadas al GAL4BD en los ensayos de doble hibrido,

para descartar falsos positivos de interaccion.

pDB-Leu: Este vector tiene las mismas caracteristicas que el pPDEST32™ a excepcién de los sitios de
recombinacién attR y el casete de muerte flanqueado por estos sitios. Ademads, tiene el gen de resistencia
a kanamicina en lugar del gen de resistencia a gentamicina. Este vector se utilizé como control de vector
vacio frente a las proteinas de interés fusionadas al GAL4AD en los ensayos de doble hibrido, para

descartar falsos positivos de interaccion.

6.3.1.2 Construcciones genéticas

Para el ensayo de complementacion de fenotipo de las mutantes hosl5-2 y hosi5-3, se amplificaron la
region codificante de HOS15 mediante RT-PCR de ARN de plantas de A. thaliana y la version
genomica conteniendo la regién promotora (3000 pb corriente arriba del sitio de inicio de la
transcripcién) mediante PCR de ADN gendmico y se clonaron en el vector pPENTR™/D-TOPO®. Luego
se realiz6 la recombinacion de dichas construcciones en los vectores destino pFK205 y pFK209, segtin
corresponda. Ademds, la versidon codificante de HOS15 fue recombinada en los vectores pFK241,

pJV117, pDEST22 y pDEST32, en funcidén de las diferentes necesidades experimentales.

Para la generacion de las mutantes mediante la técnica de CRISPR/Cas9 las guias fueron ordenadas en
forma de oligonucleétidos y clonadas, mediante la técnica de cortes con enzima de restriccién y
posterior ligado, en el vector de entrada pEn-Sa-Chimera. El clonado resultante fue recombinado

finalmente en el vector destino pDe-Sa-CAS9 para la posterior transformacién en plantas.

Todos los oligonucledtidos y guias necesarias para los clonados mencionado se encuentran detallados

en el anexo 2.
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6.3.1.3 Amplificacion de fragmentos de ADN mediante PCR (Reaccion en Cadena de la
Polimerasa)

La amplificaciéon de fragmentos de ADN para clonados, andlisis de lineas tansgénicas, y chequeo de
construcciones obtenidas ya sea directamente sobre colonias de bacterias transformadas o sobre ADN
plasmidico, se llevd a cabo mediante PCR. En cada reaccién se utilizé solucién amortiguadora de
reaccion provista por el fabricante de la enzima, ANTP 0,2 mM y 0,4 uM de cada oligonucleétido
especifico. A esta mezcla de reaccién se le incorporé el ADN molde y luego se le agregd 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 cada 10 uL. de volumen de
reacciéon. Los volimenes finales de reaccién fueron de 20 puL para chequeos o 50 uL para
amplificaciones de fragmentos a clonar. Finalmente se procedié con la reaccidon de amplificacién segin
los objetivos del experimento. Las reacciones se llevaron a cabo en un termociclador T100™ Thermal
Cycler (Bio-Rad) y en general se utilizo el siguiente programa: [30 segundos 94° C, 30 segundos (Tm
-5)°C,ta72°C] x 35 ciclos + 7 min a 72° C, donde la temperatura de hibridacion se estableci6 de
acuerdo a la composicion de bases de los oligonucleétidos utilizados [Tm = 2(A+T) + 4(G+C)], y el
tiempo (t) de extension varié dependiendo del largo del fragmento a amplificar. Para las reacciones con
Taq ADN polimerasa el tiempo se estim6 en 1 min por cada 1000 pb a amplificar, mientras que para
Pfu ADN polimerasa el tiempo estimado fue de 2 min por cada 1000 pb. Los productos de amplificacién
fueron resueltos y visualizados en geles de agarosa de concentracién variable segtin el tamafio del
fragmento de ADN y usando el marcador de peso molecular Trans2k Plus II (AP Biotech) como
referencia como se detalla en el punto 6.3.1.4. La combinacién de oligonucleétidos empleada en cada

caso se detalla en el anexo 2.

6.3.1.4 Electroforesis de ADN en geles de agarosa

Los productos de amplificaciéon de ADN obtenidos por PCR fueron separados y visualizados mediante
electroforesis horizontal en geles de agarosa. Para esto, se prepard agarosa en solucidén amortiguadora
TAE 1X en una concentracion de 1 al 2 % (p/V) de acuerdo al tamafio de los fragmentos a separar. Los
productos de amplificacion se suplementaron con 1/10 de volumen de solucién de siembra de ADN
conteniendo una dilucién 1/1000 del agente intercalante Gel Red (Biotium®). Se sembraron en el gel
de agarosa y se realizé la corrida electroforética en una solucién TAE 1X a un voltaje constante entre 1
y 5 V/cm de gel durante 20-40 min. Para corroborar el tamafio de los fragmentos obtenidos, se sembré
el marcador de peso molecular de ADN Trans2K® Plus II (Transgen Biotech). Una vez finalizada la
separacion electroforética, la visualizacién de los fragmentos de ADN se realizé en un transiluminador

de luz UV ENDURO GDS (Labnet, CA, USA).

TAE 1X: Tris 5,5 g/L, EDTA 0.75 g/L, dcido acético glacial 0,1% (V/V).
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Solucion 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®).

6.3.1.5 Purificacion de fragmentos de ADN

Cuando el objetivo de la electroforesis fue la purificacion del fragmento de ADN, se cort6 la banda de
interés del gel de agarosa y se realiz6 la extraccién del producto de PCR utilizando el kit comercial

GenelET Gel Extraction (Thermo Scientific) segtn las instrucciones del fabricante.
6.3.1.6 Introduccion de moléculas de ADN en vectores de entrada Gateway

En los casos en los que se utilizé como vector de clonado el pldsmido de entrada pPENTR™/D-TOPQO®,
se sigui6 el protocolo descripto por el fabricante. Brevemente, se mezclaron 2.3 uL del producto de
PCR purificado, 0.2 uL del vector comercial y 0.5 uL de solucién salina provista con el vector. Se
incubd a temperatura ambiente durante 30 min a 2 h, y se transformaron células de E. coli

electrocompetentes inmediatamente.
6.3.1.7 Recombinacion Gateway en vectores de destino

Los clonados por recombinacién Gateway en los vectores de la serie pGREEN IIS, pDEST™
(Invitrogen), pAS017 y pProExHta-IR-phi (Invitrogen) utilizando la enzima LR Clonase™ (Invitrogen)
se realizaron segun las instrucciones del fabricante de la enzima. Brevemente, se mezclaron 150 ng del
vector de entrada con el fragmento a recombinar, 100 ng del vector destino, 0.5 uL de LR Clonase™'y
se llevaron a un volumen final de 3 puL con solucién amortiguadora TE 1x. Se incubaron a temperatura

ambiente durante 2 a 4 h, y se procedié a la transformacién de bacterias.
TE 1X: Tris 5,5 g/L, EDTA 0.75 g/L.
6.3.1.8 Transformacion de bacterias de E. coli con ADN plasmidico

La preparacién de células de E. coli competentes para trasformacion por el método de electroporaciéon
se realiz6 segin las recomendaciones del fabricante del equipo de eletroporacién (MicroPulser™, Bio-
Rad Laboratories inc., USA) ajustando las variables de electroporacion segtin las recomendaciones del
fabricante. Inmediatamente luego de choque eléctrico, las bacterias se recuperaron en 1 mL de medio
LB y se incubaron durante 1 hora a 37 °C. A continuaciodn, el cultivo de células se centrifugd a 1500 g
durante 5 min. El sedimento celular se suspendié en 100 uLL de medio LB que se sembraron en placas
de Petri con medio LB-agar suplementado con el correspondiente antibidtico. Las placas se incubaron
durante toda la noche (o hasta la visualizacion de colonias) a 37 °C. Finalmente, se realizé6 PCR en
colonia como se describié anteriormente, con el fin de identificar bacterias transformadas con la
construccion de interés. Las colonias que fueron positivas (la PCR amplificé un amplicén del tamafio
correcto), fueron repicadas en medio LB liquido para realizar posteriormente mini- preparaciéon de ADN

plasmidico.
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6.3.1.9 Transformacion de bacterias de A. tumefaciens con ADN plasmidico

La preparacion de células competentes de A. tumefaciens se realizé siguiendo las recomendaciones del
fabricante del equipo de electroporacién descripto para E. coli (MicroPulser™, Bio-Rad Laboratories
inc., USA). A las células competentes se les adiciond 1 uL del plasmido de interés y 0.3 del pldsmido
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 hs a 28 °C. A continuacién, se centrifugaron a
1500 g durante 5 min y el pellet fue resuspendido en 100 uL de medio LB. Se sembr6 en placas de Petri
con LB-agar suplementado con gentamicina (5 ug/mL) y rifampicina (50 pg/mL), por la resistencia
cromosémica de las bacterias, tetraciclina (50 pg/mL) para el plasmido pSoup, y el antibidtico
correspondiente al plasmido de interés con el que se transformé. Las placas fueron incubadas a 28 °C
hasta la aparicién de colonias (48-72h). Para la identificacion de las bacterias transformadas se realiz6

PCR en colonia siguiendo la misma metodologia explicada para E. coli.
6.3.1.10 Minipreparacion de ADN plasmidico

La preparaciéon de ADN plasmidico a partir de células de E. coli transformadas se realizé segtn el
método de la lisis alcalina (Bimboim & Doly, 1979). Las células transformadas se cultivaron hasta
saturacion en medio LB suplementado con el antibidtico correspondiente. Para cada preparacién se
centrifugaron 1,5 mL del cultivo saturado a 5000 g durante 5 min, y el sedimento celular fue
resuspendido en 100 puL solucién 1 de minipreparacién. Luego de 5 min de incubacién a temperatura
ambiente, se agregaron 200 uL de solucién 2 de minipreparacion, los tubos se agitaron por inversioén y
se incubaron en hielo durante 5 min. Posteriormente, se adicionaron 150 uL de solucién 3 y la mezcla
se incubd nuevamente en hielo durante 5 min antes de ser centrifugada a 13000 g por 10 min a 4 °C. El
sobrenadante se recuperd y se le realiz6 una extraccién con 1 volumen de una mezcla de fenol saturado
en Tris-HCI (pH 8,0) y cloroformo (1:1) a fin de remover las proteinas de la muestra. Se centrifugd por
10 min a 10000 g y a temperatura ambiente, y el ADN plasmidico presente en la fase acuosa fue
precipitado mediante el agregado de 1 volumen de isopropanol frio. La mezcla se incub6 a -20 °C
durante 1 hora y posteriormente se centrifugd a 13000 g por 10 min a 4 °C. El precipitado fue lavado
con 500 pL de etanol 70% (V/V) para eliminar las sales, y se centrifugd a 13000 g por 5 min a 4 °C.
Luego se dejo secar a temperatura ambiente y finalmente se resuspendié en 30 uLL de agua bidestilada
estéril. Para los casos en que fue necesario eliminar el ARN, las minipreparaciones se trataron con

ARNasa A (Promega) en una concentracién final de 0.5 pg/ul. a 37 °C por 1 h.

Cuando se necesitd preparar ADN plasmidico de alta calidad para reacciones de determinacién de
secuencia o para la purificaciéon de vectores con fines de clonado y transformacién, se realizaron
minipreparaciones con el kit comercial GeneJET Plasmid Miniprep (Thermo Scientific) siguiendo las

instrucciones del fabricante.
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6.3.1.11 Determinacion de la secuencia de moléculas de ADN

Para determinar la secuencia de ADN de las distintas construcciones realizadas, se utilizé el servicio
provisto por Macrogen Sequencing System en Seul, Corea. Se enviaron 20 pL de pldsmido a una
concentracién de 100 ng/uL junto con 10 uL de un oligonucleétido especifico (5 uM). Las muestras
fueron procesadas por un secuenciador automdtico ABI3730XI1. Los datos de las secuencias y sus
respectivos cromatogramas fueron provistos en forma electrénica y analizados usando el software

Snapgene.
6.3.1.12 Extraccion de ADN genomico de plantas de Arabidopsis thaliana

La extracciéon de ADN genémico se realizé sobre una hoja de roseta la cual fue disgregada dentro de
un tubo Eppendorf de 1,5 mL con un pilén pléstico a temperatura ambiente. Luego se adicionaron 300
puL de solucién de extraccion, se mezclé en vortex durante 15 segundos y se centrifugd a 16000 g
durante 10 min a temperatura ambiente. Se trat6 el sobrenadante con 1 volumen de una mezcla de fenol
saturado en Tris-HCI (pH 8,0) y cloroformo (1:1) a fin de remover las proteinas de la muestra. Se
centrifugd por 10 min a 10000 g y temperatura ambiente, y el ADN gendmico presente en la fase acuosa
se precipité con 1 volumen de isopropanol. Luego se centrifugd a 16000 g durante 15 min a 4 °C.

Finalmente, el pellet con el ADN genémico se secd y se resuspendié en 50 uL. de agua miliQ estéril.
Solucién de extraccion: Tris-HCI 200 mM pH 8,0; NaCl 250 mM; EDTA 25 mM; SDS 0,5% (p/V).
6.3.1.13 Ensayos de inmunoprecipitacion de la cromatina (ChlIP)

Para los ensayos de ChIP se realizé un paso previo de enriquecimiento de niicleos de muestras obtenidas
de 3 g de plantulas siguiendo el protocolo de fraccionamiento niicleo/citoplasma descrito en 6.3.4.3.
Los nucleos extraidos se resuspendieron en 500 puL. de solucién de lisis nuclear. La cromatina se
fragment? utilizando un sonicador Bioruptor Pico con bafio de agua (Diagenode) (10 ciclos de 30 s de
pulsos a alta intensidad/30 s sin pulsos). Los residuos nucleares se sedimentaron y el sobrenadante se
diluyé6 diez veces con solucién de dilucién de ChIP. La inmunoprecipitacién se llevé a cabo a 4 °C
durante toda la noche con 100 uL de beads magnéticas lavadas, Sure Beads™ Protein-A (Bio-Rad) y la
cantidad recomendada de anticuerpo. Después de lavar cinco veces con solucion de dilucién de ChlIP,
las beads se resuspendieron en 100 mL de TE 1X y se agregd 1 pL de proteinasa K 20 mg/L (Qiagen).
Las muestras se incubaron a 43 °C durante 1 hs y la proteinasa K se inactivd mediante una incubacién
a 95 °C durante 10 min. Las muestras se centrifugaron durante 1 min a méxima velocidad, y finalmente
se utilizaron 1,5 pl para las reacciones de qPCR. Se realizaron controles negativos con muestras en las
que no se incluyeron anticuerpos especificos. La combinacién de oligonucleétidos empleada en cada

caso se detalla en el anexo 2.

Solucion de lisis nuclear: Tris-HCl 50 mM pH 8,0, EDTA 10 mM, SDS 1% (p/V), PMSF 1 mM,
inhibidor de proteasas Complete Protease Inhibitor Cocktail 1% (p/V) (Roche).
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Solucion de dilucion de ChIP: Triton X-100 1,1% (V/V), EDTA 1,2 mM, Tris-HCI 16,7 mM pH 8,0,
NaCl 167 mM.

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

6.3.2 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). Las lineas mutantes insercionales
hyll-2 (SALK_064863), hosi15-2 (GABI_785B10), hda9-1 (SALK_007123) fueron adquiridas del
Arabidopsis Biological Resource Centre (ABRC), Ohio State University, OH, USA. La mutante hos15-
3 pertenece a una coleccién de mutantes obtenidas por un proceso de mutagénesis por EMS durante un
screening de mutantes deficientes en la actividad de miARNs (Manavella et al., 2012) y fue
caracterizada a lo largo de esta tesis y en su publicacién asociada (J. Park et al., 2023).

Las plantas fueron crecidas en tierra, en macetas de 8 cm de didmetro y 7 cm de altura, en condiciones
de dia largo (16 hs de luz / 8 hs de oscuridad) a 22-24 °C y una intensidad luminica aproximada de 100
umol * m?* s, Luego de estratificar las semillas 3 dias en oscuridad y frio (4°C), se sembraron en
superficie entre 5 y 10 semillas por maceta, segtn el ensayo y el genotipo utilizado, cubriendo las
macetas con film autoadherente hasta la germinacién de modo de mantener la humedad en la tierra.
Para el crecimiento de Arabidopsis en placas de Petri, se utiliz6 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 121° C durante
20 min. En los casos de seleccién con kanamicina y glufosinato de amonio, al medio MS-Agar se le
adicion6 50 pg/mL y 10 ug/mL de los agentes de seleccién, respectivamente. Se desinfectaron las
semillas superficialmente con etanol 70% (V/V) por 10 min, luego por 20 min con una mezcla de
hipoclorito de sodio 10% (V/V) y SDS 0,1% (p/V), y se las lavé 4 veces con agua destilada estéril en
una cabina de flujo laminar. Finalmente, las semillas fueron estratificadas en oscuridad a 4°C por 3 dias
y a continuacidn, sembradas. Luego se trasladaron a la cimara de cultivo en las condiciones de dia largo

descriptas.

6.3.2.1 Tratamientos farmacologicos

Para los experimentos de secuenciacion de miARNs y ARN mensajeros, plantulas de 12 dias fueron

rociadas con 4cido abscisico (ABA) 50 uM 3 hs antes de la toma de muestra.

Para los tratamientos hormonales, plantulas de 10 dias se colocaron durante en medio MS con 4cido
abscicico (ABA) 100 uM. La combinacién de tiempo de tratamiento y concentracién de la hormona fue

especificada particularmente en cada experimento.
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Para los experimentos con o-amanitina, plantulas de 14 dias fueron desplantadas y sumergidas en placa
de ¥2 MS liquido en presencia y ausencia de a-amanitina (Sigma-Aldrich) 10 pM. Las muestras fueron

tomadas luego de 3 hs de tratamiento.
6.3.2.2 Transformacion estable de plantas de Arabidopsis thaliana

Para la transformacion estable de plantas de Arabidopsis, se utilizé la cepa GV3101 de Agrobacterium
tumefaciens previamente transformada con las construcciones de interés, utilizando el método de
inmersion floral (floral dip) (Clough & Bent, 1998). Las plantas se crecieron hasta floracién en las
condiciones descriptas anteriormente. Cuando el nimero de inflorescencias y la calidad de las flores
fue el adecuado, se procedi6 a la transformacion. Para preparar la suspensioén de transformacion, las
células de A. tumefaciens se cultivaron durante 16 hs en agitacién a 28 °C en un tubo de ensayo que
contenia 3 mL de medio LB suplementado con los antibidticos correspondientes. Este cultivo se utilizé
para inocular un Erlenmeyer que contenia 200 mL del mismo medio suplementado con los antibidticos
correspondientes. Las células se cultivaron hasta alcanzar la fase estacionaria (16 hs en agitacién a 28
°C). Luego se precipitaron por centrifugacion a 2000 g durante 10 min. Los sedimentos se
resuspendieron en 200 mL de una solucién de sacarosa 5% (p/V) que contenia 40 uL del detergente
Silwet L77 (OSI Specialties, Inc.). Las plantas se sumergieron de 30 a 60 segundos, evitando que la
solucién de transformacién entre en contacto con la roseta de las plantas y la tierra. Luego, las macetas
fueron ubicadas en posicién horizontal en una bandeja, se taparon con film autoadherente y se llevaron
a la cdmara de cultivo. Al dia siguiente, se retiré el film adherente, se colocaron en posicion vertical y
se crecieron hasta el momento de la cosecha (aproximadamente a 6-8 semanas de la siembra). Cuando
las vainas alcanzaron la maduracién y se secaron, se cosecharon las semillas y se guardaron en camara
fria (4°C) para su posterior seleccion. Las semillas transgénicas fueron seleccionadas en placas de Petri
con 50 mg/L de kanamicina y posteriormente trasplantadas a tierra, o directamente seleccionadas en
tierra con una dilucién 1/1000 (V/V) del herbicida Basta® (Bayer) cuando el agente de seleccion era
glufosinato de amonio. Se utilizaron 10 lineas transgénicas con eventos de insercién independientes

para continuar con los ensayos que fueron necesarios.
6.3.2.3 Transformacion transitoria de plantas de Nicotiana benthamiana

La transformacidn transitoria en hojas de Nicotiana benthamiana se realizé siguiendo el protocolo
descripto por de Felippes y Weigel (Felippes & Weigel, 2010). Para ello, se crecieron las cepas de
Agrobacterium tumefaciens transformadas con las construcciones de interés por 16 hs en agitacion a 28
°C. En todas las transformaciones transitorias que se realizaron, se incluyé una construccién que expresa
la proteina viral p19, la cual actda suprimiendo el silenciamiento mediado por ARNs pequefios mediante
la captura de sARNs de 21-25 nucleétidos (Canto et al., 2006; Westhof, 2004). Los cultivos fueron
centrifugados a 2000 g por 5 min a 4 °C, los pellets celulares fueron resuspendidos en solucién

amortiguadora de infiltracion e incubados por 3-4 hs en agitacion suave. Pasado ese tiempo, se llevaron
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todos los cultivos a una DOgpo=0,5 y se realizaron las diferentes combinaciones en una relacién 4:1
(Construccién de interés: pl19) para los ensayos de localizacién celular. Finalmente, se infiltré con cada
combinacion la cara abaxial de hojas de plantas de 15 a 20 dias de Nicotiana benthamiana con jeringas

de 1 mL sin aguja.

Solucion amortiguadora de infiltracion: MgCI2 10 mM, MES 10 mM pH 5,7, acetosiringona 150 uM

6.3.3 Andlisis de ARN

6.3.3.1 Extraccion de ARN total de plantas de Arabidopsis thaliana

El ARN total se extrajo de plantas enteras utilizando el reactivo TRIzol segin las instrucciones del
fabricante (Life Technologies). Alternativamente, se utilizé una version casera del mismo reactivo. Las
extracciones se realizaron con 100 pg de tejido vegetal fresco previamente pulverizado con nitrégeno
liquido, al cual se le agregé 1 mL del reactivo TRIzol. Se mezcl6 por inversién hasta que el polvo se
descongel6 y resuspendié completamente en el reactivo usando vortex, y se dejo reposar a temperatura
ambiente por 10 min en la mesada. Luego se adicionaron 200 uL de cloroformo, se agitd vigorosamente
por 15 segundos de forma manual y se dejé reposar a temperatura ambiente por 2 min. La mezcla se
centrifugd durante 15 min a 12000 g y 4° C, tomando luego la fase acuosa que se mezcl6 con 1 volumen
de isopropanol y se dejé reposar por 10 min a temperatura ambiente. Finalmente, para precipitar el ARN
total de la muestra, se centrifugd durante 15 min a 12000 g y 4° Cy el pellet obtenido se lavé con etanol
70 % V/V el cual fue retirado luego de una centrifugacion corta a méxima velocidad. Una vez seco, el
precipitado se disolvié en 30 uL. de agua miliQ estéril. Por tdltimo, la calidad y concentracién de ARN

se determind utilizando un espectrofotémetro NanoDrop 2000 (Thermo Scientific).
TRIZOI casero:

Preparacion de fenol dcido: Se fundio el fenol (guardado en freezer a 20 °C) en un bario a 68 °C, se
adicioné 0,1 % de hidroxiquinoleina (antioxidante, inhibidor de ARNasas) y agua bidestilada para
saturar. Luego de un dia de equilibrado, se cambio el agua de la fase superior por agua nueva, se
repitio este paso una vez mds. Se fracciono en frascos y se almaceno en heladera. De esta manera el

fenol se mantuvo estable hasta 1 ario.

Preparacion de 100 mL Trizol: 38 mL fenol dcido, 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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6.3.3.2 Northern blot no radioactivo para la deteccion de ARNs pequeriios (small-RNA blot)

Para la preparacién de dos geles desnaturalizantes de poliacrilamida (PAA) al 17% (m/v) se sigui6 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
calent6 la mezcla a 50° C hasta que la urea se disolvid y se dejo enfriar a temperatura ambiente. Luego
se adicionaron 20 uL de APS 25% y 7.5 uL. de TEMED. Armados los geles en sus respectivos soportes,
se los dejo polimerizar por 60 min y luego se los pre-corri6 a 180V en 1X TBE durante 60 min. Durante
la pre-corrida, se realizd la preparacién de las muestras de ARN mezclando 1 volumen de solucidn de
siembra de ARN 2X con 1 volumen de muestra conteniendo 2 ug de ARN total, se calentaron por 5
min a 95 °C, se enfriaron rdpidamente en hielo, se las mezclé en vortex durante 5 segundos y finalmente
se les realiz6 una centrifugacién rapida a 4 °C. 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 corrid el gel a 180V en 1X TBE hasta que el marcador del frente
de corrida azul de bromofenol sali6é del gel, aproximadamente unos 90 min. Finalizada la corrida
electroforética, se realiz6 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 fijo

covalentemente el ARN con luz UV a 12000 uJ/cm?en un UV Crosslinker (Stratagen).

Una vez fijado el ARN, se realiz6 la pre-hibridacion de las membranas con buffer Church por 1 hora a
38° C en rotacién continua. Posteriormente, se adicionaron 5 pmoles de sonda especifica marcadas con
DIG a 100uL de buffer Church, y se calent6 durante 10 min a 65°C. Inmediatamente, se enfrié en hielo
y luego se agreg6 la sonda a las membranas en buffer Church, dejandolas hibridando durante toda la
noche a 38°C en rotacion constante. Posteriormente, las membranas fueron lavadas dos veces con SSC

4X a 38° C durante 20 min.

Para la detecciéon de los ARNs pequeiios con las sondas marcadas con digoxigenina, primero se
incubaron las membranas con solucién de bloqueo por 30 min en agitacién lenta para bloquear las
membranas. Luego, se incubaron por 1 hora con la solucién de anticuerpo anti-digoxigenina-fosfatasa
alcalina (Roche) en solucién de bloqueo. Previo a la deteccion, se lavaron las membranas 4 veces con
solucién de lavado en agitacion fuerte por 10 min y posteriormente se equilibraron las membranas por
5 min en solucién de deteccién. Las membranas ya equilibradas se colocaron en un folio, se aplicé
solucién CSPD ready-to-use (Roche) en la superficie de cada membrana, y se incubd 10 min a 37°C en
oscuridad para activar el reactivo. Se eliminaron los excesos de liquido, se sell6 el folio y se expuso a
temperatura ambiente durante tiempos variables en peliculas radiograficas ECI Hyperfilm (Amersham)

segtn la intensidad de la sefial esperada. Finalmente, las peliculas radiograficas fueron reveladas con
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soluciones reveladora y fijadora (AGFA). La secuencia de las sondas empleadas en cada caso se detalla

plenamente en el anexo 2.

Solucion de corrida: 95% Formamida, 18 mM EDTA y 0,025% SDS, Xileno Cianol, y Azul de

Bromofenol.
Solucion de dcido maleico: 0.1 M dcido maleico; 0.15 M NaCl; pH 7.5 con NaOH.

Solucion de bloqueo: 1% p/p Blocking Reagent (Roche) en solucion de dcido maleico Solucion de

anticuerpo: 1:20.000 anticuerpo anti-digoxigenina-fosfatasa alcalina (Roche) en solucion de bloqueo.
Solucion de lavado: solucion de dcido maleico; 0.3 % V/V Tween-20.

Solucion Church: 0,25 M solucion amortiguadora fosfato de sodio pH: 7,2, 1 mM EDTA pH: 8; 1 %
p/V albiimina de suero bovino (BSA) fraccion V; 7% p/V SDS.

Solucion de deteccion: 0,1 M Tris; 0,1 M NaCl; llevar a pH 9,5 con HCL
Solucion CSPD: sustrato quimioluminiscente CSPD ready to use (Roche).
Solucién TBE 5X (1 L): 0,45 M TRIS-Base; 0,45 M Acido Bérico; 10 mM EDTA pH 8.

Solucion SSC 4X: 0,6 M NaCl, 0,06 M Citrato de Sodio.

6.3.3.4 Transcripcion reversa (RT)

Las reacciones de retrotranscripcion se realizaron utilizando 1 pg de ARN total tratado previamente con
DNasel (Thermo Fisher Scientific) utilizando el kit de transcripcién inversa RevertAid RT (Thermo
Fisher Scientific) siguiendo las instrucciones del fabricante. La sintesis de la primera hebra de ADNc
se realizé utilizando oligonucleétidos poli-dTv (un nucledtido variable en el extremo 5° seguido de 18
nucleétidos de timina) para aquellos casos en los que se midieron niveles de ARNm por RT-qPCR o se
amplificé por PCR la regién codificante de genes a clonar, y oligonucletidos dN6 (mezcla de
oligonucléotidos de 6 pb con secuencias aleatorias) para medir por RT-qPCR los niveles de pri-

miARNSs.

6.3.3.5 PCR cuantitativa en tiempo real (RT-gPCR)

Las RT-qPCRs (del inglés RetroTranscripted quantitative PCRs) se realizaron en un termociclador
Mx300SP (Stratagene, La Jolla, CA, USA), en un volumen final de reaccién de 20 uL conteniendo 1X
solucién amortiguadora para Taq ADN polimerasa (Transgen Biotech), 0,2 uM de cada oligonucleétido

especifico (especificados en la Tabla 2), dNTPs 0,2 mM, 1/40 EvaGreen® (Biotium), 1/40 de la
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reaccion de retrotranscripcion, y 0,5 U de Tag ADN polimerasa (Transgen Biotech). La fluorescencia
fue medida a 72 °C durante 40 ciclos de PCR. Para todas las medidas se utilizaron tres réplicas
biolégicas independientes de conjuntos de plantulas. Como genes de referencia fueron utilizados
ACTINA2 (At3g18780) y ACTINAS (At1g49240) (Charrier et al., 2002) para la normalizacién de los
niveles de expresion de los transcriptos analizados. Los promedios de triplicados biolégicos y EEM se
calcularon a partir de los valores de 22y el error se mostré como dos veces EEM. Cada réplica se
trat6 como muestras independientes para el andlisis estadistico. Las diferencias estadisticas entre las
muestras se determinaron mediante un andlisis de test T no pareado y se corrigieron con el método de
Holm-Sidak para comparaciones de varios pares. Aquellos p-valores menores que 0.05 fueron marcados
en las figuras como **, mientras que los valores inferiores a 0.01 como *. La combinacién de

oligonucledtidos empleada en cada caso se detalla plenamente en el anexo 2.

6.3.3.6 Secuenciacion de ARNs y ARNs pequerios

Las bibliotecas de ARNs pequefios se prepararon segin lo indicado por el kit de preparaciéon 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 pg de ARN total como input, tal como es indicado en la segunda version de la guia
de preparacion de muestras de TruSeq (TruSeq RNA sample prep V2 guide, [llumina). La seleccién de
los tamafios de las bibliotecas de SARNs y ARNm se realiz6 con el sistema BluePippin (SAGE Science).

Se llevo a cabo una secuenciacién con un equipo HiSeq3000.

6.3.3.7 Andlisis bioinformdticos

Primero se procesaron las lecturas de sARNs para remover los adaptores del extremo 3’ usando
Trim_galore! con la opcién small_rna (versién 0.4.2). El mapeo se realiz6 con STAR (version 2.5.2b)
con los siguientes pardmetros: outFilterScoreMinOverLread 0; outFilterMatchNminl6;
outFilterMatchNminOverLread 0; outFilterMismatchNoverLmax 0.05; seedSearchStartLmax 30;
alignIntronMax 1 alignEndsType Local. Se usé como referencia de precursores y miARNs maduros de
A. thaliana la base de datos de miRBase (release 21). Los miARNSs producidos por distintos miembros
de una familia y con secuencias idénticas fueron colapsados bajo un tnico 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 andlisis de expresion diferencial de miARNSs, 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

“samtools view-F 272”). Los recuentos por miARN se usaron como input para DESeq. Se descartaron
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los miARNSs con niveles bajos de expresién (menos de 10 recuentos en todas las muestras) y se
establecieron los factores de tamafio de acuerdo con el nimero total de lecturas mapeadas al genoma

para cada muestra.

Las lecturas de ARNm primero se filtraron mapedndolas al ARN ribosomal 18s con Bowtie2 (versién
2.2.6). Las lecturas no mapeadas luego se alinearon al genoma de A. thaliana (version TAIR9) usando
Tophat2 (versién 2.1.0) con la anotacién de genoma TAIR10 y los siguientes pardmetros: no-novel-
juncs, read-edit-dist 1, read-gap-length 0, max-multihits 1. Finalmente, los genes diferencialmente
expresados fueron encontrados con cuffdiff (version 2.2.1) usando los pardmetros predeterminados por

el programa.

6.3.3.8 Ensayos de procesamiento in-vitro de pri-miARNs

Las secuencias de pri-miRNA se obtuvieron de miREX?2.0 (Zielezinski et al., 2015). Las secuencias de
pri-miRNA fusionadas con la secuencia promotora T7 en el extremo 5' se amplificaron mediante PCR
y se clonaron en pTop V2 (Enzynomics, Daejeon, Corea). Los plasmidos se digirieron con las enzimas
de restriccién adecuadas y se purificaron en gel de agarosa para la transcripcién in vitro, la cual se
realiz6 utilizando el kit de transcripciéon MEGAscript T7 (Ambion) siguiendo las instrucciones del
fabricante. Los transcritos se etiquetaron internamente con [“32PIUTP (PerkinElmer) durante la
transcripcién in vitro. EI ARN transcrito in vitro se purific utilizando el Xenopure Nucleotide Removal
Kit (Xenohelix) y luego se utiliz6 para el ensayo de procesamiento de pri-miRNA in vitro, realizado
como se describié previamente (H. Zhu et al., 2013) con algunas modificaciones. El pri-miRNA
transcrito in vitro se plegd calentindolo durante 2 min a 95 °C y enfridndolo durante 1 hora a
temperatura ambiente. Los ensayos de procesamiento de pri-miRNA in vitro se realizaron en un
volumen total de 20 pl. con un tampdn de procesamiento de pri-miRNA, que incluia los transcritos de
pri-miRNA etiquetados con [“3?P'UTP (20,000 cpm). La fraccién nuclear se mezcl6 con la mezcla de
reaccion y se incub6 a 37 °C durante 2 h. Los productos de ARN procesados se purificaron utilizando
el Xenopure Nucleotide Removal Kit (Xenohelix) y se separaron en un gel de urea-PAGE
desnaturalizante al 13%. El gel se sec6 utilizando un secador de gel (GD 2000 Vacuum Gel-Drying
System; Hoefer, Holiston, MA, EE.UU.) a 60 °C durante 1.5 h. Las sefiales de **P se detectaron

utilizando un escaner de imdgenes por fésforo (Amersham, Cytiva).

Tampon de procesamiento: 20 mM Tris-HCI pH 7.4, 53 mM KCI, 4 mM MgCI2, 1 mM DTT, 7.5 mM
ATPy I mM GTP
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6.3.4 Andlisis de Proteinas

6.3.4.1 Extraccion de proteinas totales de Arabidopsis thaliana

Para el andlisis de muestras por Western Blot, se extrajeron proteinas de pools de plantas que variaron
segun el experimento. Se agregaron 100 puL de solucién de extraccidn de proteinas por cada 100 mg de
tejido molido. Luego se centrifugé durante 20 min a 16000 g y 4 °C, y finalmente se traspasé el
sobrenadante a un nuevo tubo Eppendorf de 1,5 mL, teniendo asi los extractos proteicos listos para
continuar con el Western Blot. La concentracién de proteinas totales en las muestras se determind
mediante la técnica de Bradford (Bradford, 1976), utilizando como patrén una solucién de BSA
(Invitrogen). Las lecturas de absorbancia se realizaron a 595 nm en un espectrofotémetro Novaspec Pro

(Biochrom).

Solucion de extraccion de proteinas: 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).

6.3.4.2 Separacion de proteinas y andlisis por western blot

La separacion de proteinas en geles de poliacrilamida en presencia de SDS (SDS-PAGE) se llevé a cabo
en geles verticales segin lo descripto por Laemmli (1970) (Laemmli, 1970). Las proteinas se
resolvieron en geles de separacion con una concentracion final de acrilamida del 8 o 14% (p/V), con
geles superiores de concentracién del 6% (p/V). Los extractos proteicos a sembrar fueron mezclados
con solucién de siembra Laemmli 5X en una relacién 4:1, respectivamente, y luego incubados por 10
min a 105 °C con el fin de desnaturalizar las proteinas de las muestras. Luego se llevé a cabo la corrida
electroforética en solucién de corrida 1X. A continuacion, se equilibraron los geles incubandolos 10
min en solucidn de transferencia 1X y se llevé a cabo la transferencia de las proteinas a una membrana
de PVDF (Amersham) pre-activada con metanol 100%, por el método estandar de transferencia himeda
en tanque, con solucién de transferencia 1X. Para determinar el peso molecular de las bandas y para
confirmar la eficiencia de transferencia se utiliz6 el marcador de peso molecular pre-teiiido PageRuler
Prestained Protein ladder (Thermo Scientific). Terminada la transferencia, se dej6 incubando toda la
noche la membrana en solucién de bloqueo a 4 °C y agitacién suave. Luego, la membrana se incubd
con el anticuerpo primario correspondiente a la proteina a visualizar en solucién de bloqueo, durante 2
hs a temperatura ambiente y en agitacién suave constante. Después de 3 lavados por 10 min con solucién
TBS-T 1X, la membrana fue incubada con el anticuerpo secundario IgG policlonal conjugada con HRP
(Agrisera AS09602; dilucién 1: 20.000) para detectar anticuerpos primarios, por 1 hora a temperatura
ambiente en agitacidn constante. Posteriormente, se realizaron 4 lavados de 10 min con solucién TBS-
T 1X, se transfirié la membrana a un folio de pléstico transparente, se le agregd por arriba 1 mL del

sustrato ECL™ Prime Western Blotting System (GE Healthcare), se eliminaron los excesos de liquido,

53



CAPITULO I - MATERIALES Y METODOS

y finalmente se realiz6 la exposicién a temperatura ambiente durante tiempos variables en peliculas
radiograficas ECL Hyperfilm (Amersham) segin la intensidad de la sefial deseada. HYL1 y SE se
detectaron usando un anticuerpo policlonal dirigido a la proteina endégena de Arabidopsis (Agrisera
AS06136 y AS09532; dilucién 1:10000 en ambos casos). Como controles de carga en diferentes
experimentos se utilizaron ACTINA 8 (Agrisera AS132640; dilucién 1:10.000), HISTONA 3 (Agrisera
AS10710; dilucién 1:10.000), o tincién con rojo Ponceau S.

Solucion de siembra laemmli 5X: 312,5 mM Tris-HCI pH 6,8; glicerol 50% (V/V), SDS 10% (p/V);
azul de bromofenol 0.05 % (p/V), -mercaptoetanol 25% (V/V).

Solucion de corrida 1X: Tris-Base 25 mM; glicina 19,2 mM; SDS 0,1% (p/V).

Solucion de transferencia 1X: Tris-Base 2,5 mM; glicina 19,2 mM; metanol 5% (V/V).
Solucion TBS-T 1X: Tris-HCI 50 mM pH 7,5; NaCl 150 mM; Tween-20 0,1% (V/V).
Solucion de bloqueo: leche en polvo 5% (p/V) en TBS-T I1X 0 BSA 3% (p/V) en TBS-T 1 X.
6.3.4.3 Fraccionamiento niicleo/citoplasma

El fraccionamiento nicleo/citoplasma se realizé siguiendo el protocolo descripto previamente por
Wang y col. (W. Wang et al., 2011). Brevemente, se pulverizaron en mortero muestras de plantas (2,5
g) en hielo con 2 mL/g de solucién de lisis suplementado con PMSF 200 uM (solo para fraccionamiento
de proteinas). El homogenato se filtr6 a través de una capa de Miracloth, y la fase acuosa se centrifugé
a 1500 g durante 10 min. El sobrenadante (fraccién citoplasmadtica) se centrifugé a 10000 g y 4°C
durante 10 min para eliminar restos de sedimentos, y el sobrenadante fue recogido en un nuevo tubo
Eppendorf y congelado inmediatamente. El sedimento se lavé de 3 a 5 veces con 5 mL de solucién
NRBT y luego se resupendi6 en 500 pL de solucién NRB2 suplementado con el inhibidor de proteasas
Complete Protease Inhibitor Cocktail (Roche, solo para los fraccionamientos de proteinas). La
resuspension se pipeteé cuidadosamente sobre 700 uL. de solucion NRB3 complementado con el
inhibidor de proteasas Complete Protease Inhibitor Cocktail (Roche, solo para los fraccionamientos de
proteinas). El gradiente de sacarosa obtenido se centrifugé a 16000g y 4 °C durante 1 a 3 min,
dependiendo de la cantidad de niicleos purificados. Para la extraccién de proteinas, el sedimento se
resuspendié en 100 pL de solucidn de lisis y se sonic6 en un sonicador Bioruptor Pico con bafio de agua
(Diagenode) (10 ciclos de 30 segundos de pulsos a alta intensidad/30 segundos sin pulsos). A
continuacion, se centrifugd a 16000 g durante 10 min a 4 °C, y el sobrenadante se recolecté como la
fraccién proteica nuclear. Como controles de calidad y carga del fraccionamiento, se utilizaron un

anticuerpo anti-ACTINAS8 como marcador citoplasmético e Histona H3 como marcador nuclear.

Solucion de lisis: Tris-HCl 20 mM pH 7,5, KCl 20 mM, EDTA 2 mM, MgCI2 2,5 mM, 25% glicerol,
sacarosa 250 mM, DTT 5 mM.
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Solucion NRBT: Tris-HCI 20 mM pH 7,5, glicerol al 25%, MgCI2 2,5 mM, Triton X-100 0,2% (V/V).

Solucion NRB2: 20 mM Tris-HCI pH 7,5, sacarosa 0.25 M, MgCI2 10 mM, Triton X-100 0.5% (v/), -

mercaptoetanol 5 mM.

Solucion NRB3: Tris-HCIl 20 mM pH 7,5, sacarosa 1,7 M, MgCI2 10 mM, Triton X-100 0,5% (V/V),

[-mercaptoetanol 5 mM.
6.3.4.4 Ensayos de Co-Inmunoprecipitacion (Co-IP) seguido de Western blot.

Para los ensayos de Co-IP se emplearon muestras obtenidas de plantulas transgénicas de Arabidopsis
co-transformadas con las construcciones correspondientes y hojas de N. benthamiana transformadas de

manera transitoria segin lo descrito en 6.3.2.3.

Tres gramos de material vegetal fue sometido a un proceso de crosslinking con formaldehido 37% e
infiltrado al vacio durante 15 min. Posteriormente, se afiadié Glicina 2 M para detener la reaccién de
crosslinking y se secaron las muestras antes de congelarlas en nitrégeno liquido. En primer lugar, se
llevé a cabo el enriquecimiento de nidcleos de las muestras antes mencionadas, segin lo detallado en
6.3.4.2. Luego de sonicar las muestras, se centrifugd a 16000 g durante 10 min a 4 °C, y se recolect6 el
sobrenadante en un nuevo tubo. Se procedié entonces a la inmunoprecipitacién utilizando las beads
magnéticas Sure Beads Protein-A (BioRad) y al anticuerpo especifico correspondiente, siguiendo las
instrucciones del fabricante. Culminada la incubacién con las beads magnéticas, se realizaron lavados
con ChIP dilution buffer y se incubaron las muestras durante 1 hs a 65°C, para revertir el crosslinking.
Luego, se agregaron 200uL de buffer Laemmli conteniendo Urea (0.24 g/mL) y se incub6 durante 10
min a 95 °C. Posteriormente, se detectaron las proteinas de interés en la fraccion de IP mediante Western
blot usando el anticuerpo correspondiente en cada determinacidn, que se detalla en cada uno de los

paneles.
ChIP dilutin buffer: 1,1% Triton X100; 1,2 EDTA; 16,7 mM Tris-HCI pH8.0; 120 mM NaCl.

Solucion de siembra laemmli 5X: 312,5 mM Tris-HCI pH 6,8; glicerol 50% (V/V), SDS 10% (p/V);
azul de bromofenol 0.05 % (p/V); -mercaptoetanol 25% (V/V).

6.3.5 Ensayos en levaduras

6.3.5.1 Co-transformacion de levaduras

La co-transformacién de células de las cepas S. cerevisiae MaV203 se llevé a cabo mediante una
modificacién del protocolo descripto en el manual “Yeast Protocols Handbook” (Clontech
Laboratories). Se inocularon 2-3 colonias bien crecidas en 10 mL de YPDA (peptona de carne 20 g/L,

extracto de levadura 10 g/L, glucosa 20 g/L, adenina hemisulfato dihidrato 43,9 mg/L) y se incubaron
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ON a 200 rpm, 30°C. Luego, todo el cultivo se usé para inocular a 100 mL de YPDA, y se creci6 durante
4-5 hs a 30°C y 200 rpm hasta alcanzar una ODsoo 1,3-1,5. El cultivo se centrifugd a 4000 g durante 5
minutos a 4°C y el pellet se lavé con 100 mL de agua bidestilada estéril fria. Nuevamente se centrifugé
a 4000 g durante 5 minutos a 4°C y se repitid el proceso de lavado reduciendo el volumen a 50 mL de
agua bidestilada estéril fria. A continuacidn, se realizé una ultima centrifugacién idéntica y luego de
extraer el sobrenadante, el precipitado se resuspendié en el agua remanente del volcado, que luego
fueron traspasados a tubos de 2 mL y centrifugados durante 5 minutos a 4000 g a 4°C. El pellet se
resuspendié en 1 mL de sorbitol 1 M, se centrifugé 5 minutos a 4000 g a 4°C y se descarté nuevamente
el sobrenadante para finalmente resuspender el precipitado en un volumen de 100-200 uL de sorbitol 1
M. Se alicuotaron las levaduras en distintos tubos para proceder con la transformacion. Para esto tltimo,
se tomaron 60-80 uL de células competentes, y se agreg6 1 ug de ADN de cada construccién. La mezcla
de las células con los plasmidos de interés se transfirié a una cubeta de electroporacién de 0,2 cm (Bio-
Rad). El pulso eléctrico se realiz6 ajustando las variables de electroporacién segin las recomendaciones
del fabricante (Micro Pulser™, Bio-Rad Laboratories Inc., USA). Inmediatamente luego del choque
eléctrico, las células de S. cerevisiae se recuperaron en 1 mL de sorbitol 1 M. Consecutivamente, se
incubaron 5 minutos a temperatura ambiente luego de lo cual se plaquearon en medio YNB selectivo -
LT (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) en todos los casos suplementado con sorbitol 1 M.
6.3.5.2 Ensayos de doble hibrido en levaduras (Y2H)

Los ensayos de doble hibrido en levaduras (Fields, 1993) 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 -LT, y se
resuspendieron en agua bidestilada estéril. La suspension se llevé a una OD600 = 0,5 y se realizaron 3
diluciones seriadas 1/10. Se sembraron en placas con medio selectivo -L'T como control de crecimiento
y -LTH (Yeast Nitrogen Base [YNB] 7,6 g/L, glucosa 20 g/L, suplemento DO -leu -trp -his [Clontech]
0,62 g/L, agar 15 g/L) para el ensayo de interaccién entre las proteinas en estudio, y se incubaron a 30
°C durante 3-5 dias hasta la observacion de crecimiento de colonias. El medio de seleccion -LTH se
suplementé con 10 mM de 3-AT (3-amino-1,2,4-triazol) para reducir la autoactivacién propia de

algunas construcciones.
6.3.6 Andlisis de fluorescencia

6.3.6.1 Microscopia de escaneo ldser confocal (CLSM)

Para los ensayos de localizacién subcelular, se transformaron de manera transitoria hojas de N.
benthamiana. Pasadas 72 hs de la infiltracion, se llevo a cabo la visualizacién y captura de imagenes

con un microscopio confocal Leica TCS SP8 (Leica, Solms, Alemania). Para tal fin, las capturas se
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realizaron con un lente 40x o 60x, excitando las muestras con los ldseres de 488 nm y 552 nm, y
recolectando la emisién a 500-530 nm y 600-630 nm para eGFP y mCherry respectivamente, agregando
una ventana de deteccion de 670-730 nm para la autofluorescencia de la clorofila. Se utiliz6 una apertura
del pinhole de 1, una ganancia con valores de 700-850, y una potencia de ldser que varié en un rango
entre 0,5% y 20% segtn la proteina a visualizar. El procesamiento de las imdgenes se realiz6 en el

software Fiji (Schindelin et al., 2012).

6.3.7 Cepas bacterianas y de levaduras empleadas

Escherichia coli, DH5a [F ®80lacZAM15 A(lacZY A-argF)U169 deoR recAl endAl hsdR17(rK-,
mK+) phoA supE44 A-thi-1 gyrA96 relA1] (Hanahan, 1983).

Agrobacterium tumefaciens, GV3101 [C58 (rif r) Ti pMP90 (pTiC58DT-DNA) (gentr) Nopaline]. Esta
cepa contiene el pldsmido Ti tipo nopalina pMP90 (pTiC58DT-DNA) sin la funcién propia de
transporte, pero el ADN-T del vector binario puede transferirse correctamente. El plasmido pTiC58DT-
DNA contiene los genes VIR y resistencia a gentamicina. La cepa presenta resistencia cromosomal a

rifampicina (Koncz & Schell, 1986).

Saccharomyces cerevisiae, MaV203 [MATa,; leu2-3,112; trp1-901; his3A200; ade2-101; cyh2R; can1¥®;
galdA; gal80A; GALT1::lacZ; HIS3uascari::HIS3@LYS2; SPAL10::URA3] (Leanna & Hannink, 1996)
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6.4 Capitulo 1: Resultados

Muchos de los resultados expuestos a lo largo de este capitulo fueron obtenidos de manera conjunta en
colaboracién con los grupos de investigacion del Dr. Dae-Jin Yun (Department of Biomedical Science
and Engineering, Konkuk University, Seoul, South Korea) y del Dr. Seong Wook Yang (Department of

Systems Biology, College of Life Science and Biotechnology, Yonsei University, Seoul, Korea).

6.4.1 Identificacion de HOS15 como cofactor de la biogénesis de miARNs a partir de

un screening genético directo

A partir del screening genético realizado por el Dr. Manavella (Manavella et al., 2012) se ha logrado
aislar una coleccién de plantas mutantes deficientes en biogénesis de miARNs. Para el desarrollo de
este trabajo de tesis, nos enfocamos en la caracterizacion de una de estas lineas mutantes que presenta
mutaciones en las secuencias codificantes de ocho genes localizados en el cromosoma 5. Cada uno de
estos alelos se presenta como un posible candidato a ser responsable del déficit en la actividad de
miARNSs y del fenotipo aberrante de estas plantas. Si bien es cierto que todos ellos presentan su regién
codificante afectada, resultan de particular interés aquellos candidatos en los que se produjo una
mutacién sin sentido, es decir, la generacién de un stop prematuro en la proteina codificada. Sélo 2
candidatos cumplen con esta condicion: HIGH EXPRESSION OF OSMOTICALLY RESPONSIVE
GENES 15 (HOS15) y DREB AND EAR MOTIF PROTEIN 2 (DEAR?2).

Tabla 1. Listado de genes afectados en la mutante hos15-3 obtenida a partir del screening previamente realizado en
Manavella et al (Manavella et al., 2012).

NOMBRE GEN CODON PREVIO NUEVO CODON CAMBIO
ACX2 AT5G65110 CCA CAA P>L
LMBRI AT5G65290 GCT GTT ASV
SUPERFAMILIA
ENTHANTH/VEHS AT5G65370 CTC TTC L>F
Hirzingponiilon de AT5G65990 CCA TCA P>S
aminoacidos
Proteina de Union al ARN  AT5G66470 GCA TCA A>T
e 4 dewtins AT5G66830 CAC TAC H>Y
F-box
DEAR?2 AT5G67190 TGG TGA W
HOSI5 AT5G67320 CGA TGA R>*

SH3-LIKE PROTEIN AT5G67510 GTG GTG V>M
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Con el objetivo de confirmar la asociacidn entre genotipo y fenotipo, amplificamos y clonamos el
fragmento gendémico salvaje de cada uno de estos genes, con el agregado de unos 2000 pares de bases
aguas arriba del inicio de la transcripcién para incluir el promotor endégeno, y con ello transformamos
las mutantes hosl5-3 generadas en este screening buscando una reversion del fenotipo mutante. Las
plantas transformadas con una copia salvaje de HOSI5 lograron revertir completamente el fenotipo
aberrante de las mutantes, evidenciando que la ausencia de HOS15 es la causante del fenotipo (Fig.
5A). La sobreexpresion de HOS15 usando el promotor viral 35S (CaM V35S, Cauliflower Mosaic Virus
35S promoter), que permite la expresion de manera ectdpica y constitutiva en A. thaliana, en las
mutantes hos15-2 y hos15-3 también fueron capaces de revertir el fenotipo mutante. De hecho, estas
plantas son indistinguibles de plantas salvajes evidenciando que su desregulacién no ocasiona

anomalias morfoldgicas (Fig. SA).

Una vez identificada la mutacién causante del fenotipo, continuamos con la caracterizacién fenotipica
y molecular de la mutante hosl5-3. En primer lugar, analizamos los datos de secuenciacién generados
durante la etapa de mapeo y hallamos que el polimorfismo asociado a HOS15 en hosi5-3 es un cambio
de C > T, modificacién tipicamente inducida por EMS, que da como resultado una mutacién sin sentido
de la arginina 43 (R43X) (Fig. 5, B y C). En ese sentido, considerando que la longitud total de HOS15
es de 613 aminodcidos, es razonable pensar que un fragmento peptidico de tan sélo 42 aminoécidos sea
completamente inactivo y el alelo asociado se comporte como uno nulo. Por otro lado, las mutantes
hos15-3 no solo presentaron un aumento en la actividad luciferasa del reportero, sino que también dicha
actividad parecié acumularse en las zonas meristematicas, una regién donde el silenciamiento génico

por miARNSs desempeiia un papel crucial (Fig. 5, D y E).

En cuanto a sus caracteristicas morfoldgicas, la comparacién entre plantas salvajes Col-0 y la mutante
hos15-3 mostré que estas ultimas presentan un fenotipo aberrante de estatura reducida, floracién
retrasada y tallos cortos o practicamente nulos con silicuas empaquetadas (Fig. 5, A y F). Curiosamente,
este fenotipo no fue replicado en las mutantes hosl5-2, que solo presentan una ligera reduccién en su
estatura y una floracidn retrasada (Fig. 5, A y F). Este fenémeno puede explicarse por una naturaleza
hipomoérfica del alelo, ya que se trata de una mutante de insercién por T-DNA en una regién intrénica

muy cercana al sitio final de la transcripcion.

A fin de confirmar si la diferencia de fenotipos efectivamente se debia a la actividad de cada alelo, nos
propusimos generar una nueva linea mutante para HOS5 utilizando la técnica de edicién génica por
CRISPR/Cas9. Para ello, disefiamos guias especificas dirigidas a una regién préxima al 5° del gen,
empleando el software informético CRISPR-P. Posteriormente, las guias se clonaron en un vector de
entrada que contenia el ARN scaffold y luego se recombinaron en un vector destino conteniendo la
enzima Cas9 y todos los elementos necesarios para la expresion de la enzima y sus respectivas guias en

plantas. Ambos vectores fueron provistos por el laboratorio de Holger Puchta (Karlsruhe Institute of
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Technology) (Puchta, 2016, 2017; Schiml & Puchta, 2016). A continuacidn, se transformaron plantas
salvajes Col-0 con la construccién descripta anteriormente y se monitorearon las siguientes
generaciones mediante inspeccion visual del fenotipo. De este modo, se lograron obtener las mutantes
hos15RSPR cuyo fenotipo morfoldgico resultd practicamente idéntico al observado para hos15-3 (Fig.
5F). Es decir, las plantas mutantes presentaron una estatura reducida, floracion retrasada, tallos cortos
y silicuas empaquetadas (Fig. 5F). El alelo mutante generado fue confirmado mediante amplificacién y
secuenciacion del locus, observandose una insercion en el sitio esperado que genera un cambio en el
marco de lectura de la proteina. Estos resultados proporcionan una nueva evidencia respaldatoria de la
asociacion entre fenotipo y genotipo previamente planteada, reforzando también la hipdtesis del

hipomorfismo asociado al alelo hosi5-2.
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Figura 5. Caracterizacion de la mutante hos15. (A) Caracterizacion fenotipica de las lineas control (Col-0, Reportero),
mutantes en hos15 (hos15-2'y hos15-3), cruzas hosl5-2/hos15-3, mutantes complementadas (HOS 15prom::HOS15-GFP/hos15-
2, HOS15prom::HOS15-GFP/hos15-3) y sobreexpresantes de HOS15 (35S::HOS15-GFP/hos15-2, 35S::HOS15-GFP/hos15-3).
Las plantas fueron analizadas a los 18 y 35 dias después de la germinacién. (B) Resultados obtenidos a partir del mapeo
SHORE mostrando un pico en el cromosoma 5 que representa la mutacién hos!5-3 inducida por EMS. (C) Estructura genémica
del locus de HOS15 (gHOS15) mostrando el sitio de insercién del T-DNA en hos15-2, una mutacion sin sentido en la arginina
43 (R) en hos15-3 y la regidn target para la mutante generada mediante CRISPR. Cajas grises, exones; lineas Negra, intrones;
cajas azules flanqueantes, extremos 5’ y 3’ UTR. (D, E) Actividad de bioluminiscencia medida a través de una cdimara CCD
en plantas mutantes (hos15-3), reporteras y control (35Sprom::Luciferasa) de (D) 14 dias de edad y (E) 25 dias de edad. El rango
de colores desde bajo (azul) a alto (blanco) representa la intensidad de luminiscencia. (F) Caracterizacién fenotipica de las

lineas control (Col-0, Reportero) y mutantes en hos15 (hos15-2, hos15-3 'y hos1 5RISPR) con sus silicuas totalmente expandidas.
6.4.2 HOS15 es capaz de interaccionar con la maquinaria de biogénesis de miARNs a

través de HYL1

Hasta aqui hemos expuesto que las mutantes en HOSI5 presentan una disminucién en la actividad de
miARNs acompanadas de un fenotipo fuertemente pleiotrépico (Fig. 5, A, D y F). A fin de comprender
como HOS15 es capaz de interactuar con la via de silenciamiento mediado por miARNs y modular su
actividad, decidimos comenzar evaluando tanto su localizacién sub-celular asi como la eventual
colocalizacién con los principales factores del procesamiento de miARNs. Para ello, fusionamos la
regién codificante de cada una de estas proteinas a la proteina verde fluorescente (GFP) o la proteina
Cherry (mCherry) y las clonamos en un vector bajo el control del promotor viral 35S. A partir de ello,
agroinfiltramos hojas de N. benthamiana con dichas construcciones genéticas y evaluamos los
diferentes patrones de localizacién mediante microscopia confocal de fluorescencia. Los resultados
obtenidos revelan una clara localizacién nuclear para HOS135, lo cual es coherente con lo reportado
anteriormente (J. Zhu et al., 2008) (Fig. 6, A y B). Dentro del nicleo, HOS15 colocaliza con los
componentes principales de procesamiento HYL1, SE y DCLI1 (Fig. 6 A). Sin embargo, esta
colocalizacion no ocurre en los denominados D-bodies, putativos centros de procesamiento de miARNs
(Y. Fang & Spector, 2007; Q. Liu et al., 2012) (Fig. 6 B), lo que sugiere que HOS15 podria afectar la

biogénesis de miARNSs sin participar directamente en su procesamiento.

Dado que la colocalizacién de dos proteinas no necesariamente implica la interaccidon entre ambas, nos
propusimos evaluar si HOS15 es capaz de interaccionar de manera directa con alguno de los factores
de biogénesis de miARNSs. Para ello, llevamos adelante un ensayo de doble hibrido en levaduras (Y2H,
Yeast Two-Hybrid) usando a HOS15 como cebo, enfrentdndolo a varias de las proteinas relacionadas a
la biogénesis de miARNs como presas. En sintonfa con un posible efecto independiente del
procesamiento, los resultados mostraron que la mayoria de las interacciones evaluadas fueron negativas,
con excepcion de HYL1 y el control positivo del ensayo, HD2C (Fig 6, C y D). Estas observaciones
fueron posteriormente validadas mediante la técnica de co-inmunoprecipitacion (Co-IP), para lo cual

generamos versiones etiquetadas de las proteinas y transformamos de manera transitoria plantas de N.
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benthamiana. Posteriormente, inmunoprecipitamos a HOS15 usando anticuerpos especificos contra la
etiqueta y analizamos la deteccién mediante técnicas de Western blot de la proteina cuya interaccion se
estd evaluando. Los resultados obtenidos confirman que HOS15 solo interacciona con HYL1 y no con

SE, DDL1, HEN1 ni DCL1 (Fig. 6, E-H).

A eGFP-DCL1 eGFP-HYL1 eGFP-SE B eGFP-SE eGFP-SE C - -
EV+ EV ) t
EV+HOS15 w
&« 1
HYL1 + HOS15 ‘ ;’:h’“r :
- ‘ - A
HYL1+EV : :
HD2C + HOS15 = ). |% ]
i
0 HD2C + EV ) P i H!ll
4 100 10° 10 100 107 10%
* +0.1 mM 3AT
g D AT -LTH
()
E EV4+EV
EV+HOS15 | |
se+Hos15 0 I 3
3 DOL1 + Hos1s [ I B
o Y
5 DCL1 + HOS15 h : B
= -~
HEN1 +H0515FHF€
HD2C + HOs15 . &
_ SE+HYLT [ »
£ 100 10¢ 10° 107 102 107
g +0.1 mM 3AT
H Input IP (HA)
+ ¥ * + + + HOSI5-HA
$ = - 4+ - HENI-GFP
E F G i & - = 4 DELwGE
Input P (HA) Input 1P (HA) Input 1P (HA) |-.— —l [- - e,
+ = + + - + HOSI5HA + - + + - + HOSISHA + - + + -+ HOS15HA
-+ o+ - 4 _+ HYL1-Flag - 4+ o+ - 4+ + SEflag . A / -+ _+ DDL-Flag -
- ene gmin [an @F|[es  @=|chn ‘-' - ||- -]G'H*‘ a-GFP

[ - e -—rfag [ @ Tofag [ eme]| |erFiag

Figura 6. HYL1 se asocia con HOS15 en el niicleo, pero HOS15 no interacciona con DCL1, SE, HEN1 ni DDL. (A, B)
Imdgenes de microscopia confocal mostrando la localizacién nuclear de versiones de HOS15 etiquetas con mCherry y
diferentes proteinas de la biogénesis de miARNs etiquetadas con eGFP que fueron transformadas de manera transitoria en
hojas de N. benthamiana. Las imdgenes corresponden a (A) HOS15 con DCL1, SEy HYL1 y (B) HOS15 con SE. Barras =5
um. (C) Interaccién entre HOS15 y HYL1 en ensayos de doble hibrido en levaduras. El ensayo fue realizado utilizando HYL1
como presa y HOS15 como carnada. Una construccion EV (Vector vacio) fue empleada como control negativo. La
combinacién de HOS15 como carnada y HD2C como presa fue empleada como control positivo. Las levaduras fueron crecidas
en medios basales selectivos en ausencia de los aminodcidos especificos -LT, -LTH, -LTH + 0.1 mM 3 AT durante 5 dias
antes de capturar las imdgenes. (D) Ensayo de doble hibrido en levaduras utilizando SE, DDL1, DCL1 o HEN1 como presa
y HOS15 como carnada para evaluar dichas interacciones. Una construcciéon EV (Vector vacio) fue empleada como control
negativo. La combinaciéon de HOS15 como carnada y HD2C como presa fue empleada como control positivo. Las levaduras
fueron crecidas en medios basales selectivos en ausencia de los aminodcidos especificos -LT, -LTH, -LTH + 0.1 mM 3 AT
durante 5 dias antes de capturar las imdgenes. (E) HOS15 interactia con HYL1 in vivo con HOS15. Hojas de N. benthamiana
fueron infiltradas con Agrobacterium thumefaciens conteniendo las construciones 35Spro:HOS15-HA y 35Sp0:HYL1-FLAG
para su expresion transitoria. Los extractos de proteinas totales (INPUT) fueron inmunoprecipitados con anticuerpos anti-HA
y los resultados analizados por SDS-PAGE, usando los anticuerpos descriptos en cada blot. (F-H) Co-inmunoprecipitacion in
vivo de HOS15 con SE, DDL1, HEN1 y DCL1 (F) HOS15-HA y SE-FLAG, (G) HOS15-HA y DDL-FLAG, y (H) HOS15-

HA, HEN1-GFP, y DCL1-GFP. Las proteinas fueron expresadas de manera transitoria en N. benthamiana y los extractos de
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proteinas totales (INPUT) fueron inmunoprecipitados con un anticuerpo anti-HA y analizados mediante SDS-PAGE. Los

anticuerpos usados en la deteccidn estdn detallados a la derecha de cada blot.

Trabajos publicados anteriormente muestran a HYL1 interaccionando con TOPLESS (TPL) y
TOPLESS-RELATED (TPR1 and TPR2), dos proteinas del tipo Lish-WD40 que, al igual que HOS15,
cumplen funciones en la remodelacién de la cromatina (Bielewicz et al., 2023). Esta conexion sugiere
una aparente tendencia por parte de HYL1 a interaccionar con este tipo de factores, posiblemente a
nivel de la cromatina. Dada la dual funcién de HOS15 como miembro del complejo E3 y represor
transcripcional (J. Park, Lim, Shen, et al., 2018), es posible que HOS15 actde en la via de miARNs
modulando la estabilidad proteica de algin componente de la via, como HYLI, o bien, afectando
directamente la expresiéon de los pri-miARNs a nivel transcripcional. El primer escenario luce
improbable, teniendo en cuenta que la degradacion de HYL1 parece ser independiente de la
ubiquitinacién (Cho et al., 2014; Jung et al., 2022). De hecho, cuando analizamos los niveles proteicos
de HYLI utilizando técnicas de Western blot observamos un efecto inverso con una reduccion de la
proteina en mutantes hos/5-2, sugiriendo que la actividad E3 ligasa de HOS15 es irrelevante para la
degradacién de HYL1. Llamativamente esta disminucién de HYL1 en mutantes de hos/5 desaparece

en plantas tratadas con ABA (Fig. 7).
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Figura 7. La actividad E3 ligasa de HOS15 es irrelevante para la estabilidad proteica de HYL1. Ensayo de Western blot
mostrando los niveles proteicos de HYL1 en mutantes hosl5-2 y hda9-1 tanto en presencia como ausencia de la hormona
ABA.

Hasta este punto, todos los resultados obtenidos muestran que HOS15 solo es capaz de interaccionar
con HYL1 entre todas las proteinas de biogénesis de miARNs analizadas, pero que esta interaccién no
ocurre en los centros de procesamiento de miARNSs. Estas observaciones sugieren que aquella fraccion

de HYL1 no asociada al procesamiento de miARNS es la que se une al complejo HOS15-HDAY.
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6.4.3 HYLI1 es capaz de formar complejos multiproteicos de deacetilacion de histonas

Habiendo descartado la hipdtesis de una regulacién en la estabilidad a nivel proteico de HYLI,
decidimos explorar la posibilidad de una regulacién transcripcional sobre la expresion de los miARNSs.
Para ello, evaluamos la interaccion de HYL1 con deacetilasas de histonas que son conocidas por
interaccionar con HOS15 (Lim et al., 2020; Mayer et al., 2019; H. J. Park et al., 2019b). Usando técnicas
de Y2H y Co-IP fue posible observar que HYL1 es capaz de interaccionar de manera directa con HDA9
y HDA19, ademds de la ya mencionada interacciéon con HOS15 (Fig. 8, A y B). Por otra parte, se sabe
que la formacion del complejo HOS15-HDAJ se encuentra altamente influenciada por las respuestas a
estrés por sequia y por la hormona ABA (Ali et al., 2019; Baek et al., 2020; Khan et al., 2020; Lim et
al., 2020; J. Park, Lim, Shen, et al., 2018; Shen et al., 2020; J. Zhu et al., 2008). En funcién de ello, nos
propusimos comprobar si esto también es vdlido para el complejo HOS15-HYL1, evaluando
nuevamente la interaccién entre estas proteinas mediante técnicas de Co-IP en presencia y ausencia de
ABA. Los resultados obtenidos muestran una mayor intensidad en la interaccién HOS15-HYL1 en
presencia de la hormona ABA (Fig. 8 C). Analizados en conjunto, estos resultados no solo evidencian
la capacidad de HYL1 para formar un complejo multiproteico con HOS15 y HDA9/HDA19 sino
también que la formacién del mismo esta fuertemente promovida por la hormona ABA. Sin embargo,
auin no sabemos con certeza si la formacidn de este complejo tiene algiin impacto sobre los niveles de
acetilacién de la cromatina, y particularmente, sobre la histona 3 (H3). Para ello, decidimos evaluar
mediante Western blot los niveles de acetilacién de H3 en plantas salvajes Col-0 y mutantes hyll-2,
hos15-2 y hda9-1, tanto en condiciones de presencia como de ausencia de ABA. Los resultados
obtenidos muestran un aumento en los niveles de H3 acetilada (AcH3) para todas las mutantes
estudiadas en condiciones control, que se magnifica cuando las plantas son tratadas con ABA (Fig. 8

D).
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Figura 8. HYL1 forma un complejo con la familia de las deacetilasas de histonas RPD3. (A) Ensayo de doble hibrido en
levaduras utilizando HDA9, HDA19 y HD2C como presa y HOS15 como carnada para evaluar dichas interacciones. Una
construccién EV (Vector vacio) fue empleada como control negativo. La combinacién de HYL1 como carnada y SE como
presa fue empleada como control positivo. Las levaduras fueron crecidas en medios basales selectivos en ausencia de los
aminodcidos especificos -LT, -LTH, -LTH + 0.1 mM 3 AT durante 5 dias antes de capturar las imdgenes. (B) Co-
inmunoprecipitacion in vivo de HOS15 con HDA9 y HDA19. HYL1-FLAG, HDA9-HA, y HDA19-HA fueron expresadas de
manera transiente en N. benthamiana y los extractos de proteinas totales (INPUT) fueron inmunoprecipitados con un
anticuerpo anti-FLAG y analizados mediante SDS-PAGE. Los anticuerpos usados en la deteccion estdn detallados a la derecha
de cada blot. (C) Los extractos de proteinas totales (INPUT) indicados fueron inmunoprecipitados usando anti-MYC y
analizados mediante SDS-PAGE. Los anticuerpos usados en la deteccion estdn detallados a la derecha de cada blot. (D) Ensayo
de Western blot mostrando los niveles de acetilacion de histonas usando un anticuerpo especifico para AcH3 en plantulas de
1 semana de edad de los genotipos Col-0, hosi5-2, hyll-2, hda9-1. Las plantas fueron tratadas durante 3 hs con 50 uM ABA.

El anticuerpo anti-H3 fue usado como control de carga.
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6.4.4 La union de HYL1 a los pri-miARNs nacientes permite el reclutamiento del

complejo HOS15-HDAO9 al loci MIR

Hemos demostrado que HOS15 es capaz de interactuar con HYL1 y HDA9/HDA19, formando
complejos de deacetilacion de histonas que modulan los niveles globales de AcH3. Sin embargo, a partir
de la evidencia presentada hasta el momento, no podemos afirmar con certeza que este proceso afecte
la expresion de genes MIRNA y, en caso de hacerlo, no podriamos explicar la naturaleza de la
especificidad por estos loci en particular. Ni siquiera hemos demostrado que la modificacién de histonas
mediada por HOS15 afecte directamente la biogénesis de miARNs. Para explorar esta posibilidad,
analizamos conjuntos de datos de secuenciacion de experimentos de inmunoprecipitacién de la
cromatina asociada a HDA9 (HDA9 ChIP-seq). Para las muestras inmunoprecipitadas, observamos un
claro enriquecimiento de algunas secuencias correspondientes a loci de genes MIRNA (Fig. 9 A), lo que
sugiere que HDAY estaria asociada a esos loci. A partir de esta informacién, decidimos evaluar si algo
similar ocurre para el caso de HOS15 y HYLI1. Asi, llevamos adelante experimentos de
inmunoprecipitacién de la cromatina asociada a HOS15 (HOS15 ChIP) y HYL (HYL1 ChIP) y
cuantificamos los niveles de loci de interés asociados a las mismas, mediante PCR en tiempo real
(qPCR). Para ello, disefiamos oligonucleétidos que nos permitan amplificar 4 diferentes regiones
situadas en las cercanias del loci del MIRI59B, de los cuales uno de ellos abarca la regién codificante
(Fig. 9 B). Los resultados obtenidos a partir de ambas determinaciones muestran que tanto HYL1 como
HOS15 son capaces de asociarse a los loci de genes MIRNA, en la porcién inmediata al inicio de la

region codificante (Fig. 9 C).

Estos hallazgos nos permiten considerar un mecanismo de regulacién transcripcional especifico sobre
los pri-miARNSs, mediado por el complejo formado entre HOS15-HYL1-HDAY9. No obstante, es dificil
identificar un elemento en comun, como una secuencia especifica o una distancia particular en su
posicionamiento, que explique la asociacion selectiva de estas proteinas a los loci de genes MIRNA. De
hecho, ninguna de estas proteinas se caracteriza por ser tipicamente una proteina de unién al ADN, lo
que sugiere que se necesita una caracteristica adicional, o una proteina andamio, para que HOS15 sea
especificamente reclutado a los genes MIRNA. Esto plantea la intrigante pregunta de ;Cémo reconoce
el complejo HOS15-HDA9 de manera especifica los loci de genes MIR siendo que estos no presentan

caracteristicas regulatorias distintivas a otros genes?
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Figura 9. HYL1, HOS15 y HDAY se asocian a los loci de genes MIR. (A) Representacién de IGV mostrando los niveles de

ocupacién de HDA9 en diferentes loci de genes MIRNA, en plantas HDA9-Flag y Col-0. (B) Representacién esquematica

mostrando el loci genémico del MIR159B. Las lineas negras representan los diferentes amplicones de Al a A4, las regiones

codificantes del pri-miARN se muestran en azul y el miR159b maduro se representa en verde. (C) Asociacién de HYL

(izquierda) y HOS15 (derecha) con las diferentes regiones amplicones (Al a A4) del locus del miR159b. La

inmunoprecipitacion se llevé adelante utilizando anticuerpos ant-MYC y anti-HOS15 y la cuantificacién mediante técnicas de

qPCR. Los datos representan las medias + SD de cuatro replicas bioldgicas independientes. Los asteriscos denotan la

significancia del experimento determinada por un t-test de dos colas para muestras no-pareadas aplicando la correccién de

Holm-Sidak. * P< 0.05, ** P<0.01, *** P< 0.0001, P< 0.00001, ns no significativo.
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A lo largo de la introduccién de este trabajo de tesis hemos discutido acerca de la importancia
trascendental que tiene la interconexidn entre transcripcidn y procesamiento para la biogénesis de
miARNSs (Gonzalo et al., 2022; Stepien et al., 2022). En particular, en este punto resulta interesante la
evidencia de que HYL1 es capaz de asociarse a los loci de genes MIRNA durante el procesamiento
cotranscripcional de pri-miARNs (Bhat et al., 2020). Este hecho nos llevé a pensar en la idea de que
HYL1 pueda actuar como proteina de anclaje, interaccionando de manera directa con los loci de genes
MIR y atraiga al complejo HOS15-HDA9 hacia estos. Con el objetivo de poner a prueba esta hipdtesis,
realizamos experimentos de ChIP-qPCR a fin de evaluar el reclutamiento de HOS15 y HYL1 a los locus
de genes MIRNA en plantas mutantes hyll-2, hos15-2 y hosl5-3, analizando la interdependencia entre
ambos cofactores. Los resultados obtenidos muestran que HOS15 se asocia a los locus de los genes
MIRNA como el MIRI156, MIR167 y MIR171 en plantas salvajes y que dicha asociacion se pierde en
ausencia de HYL1 (Fig. 10, A y E). Por otro lado, la interaccién de HYL1 con los locus seleccionados
no se ve afectada en las mutantes hos15-2, hosl5-3 y hda9-1, sugiriendo que este proceso ocurre de
manera independiente al complejo HOS15/HDAY pero que la unién del complejo HOS15/HDA9 a
locus de MIRNA depende de HYL1 (Fig. 10, A-D). La incorporacién de un tratamiento con ABA a
estos experimentos nos dio como resultado una mayor asociacién del complejo HYL1/HOS15 a los
locus de genes MIRNA (Fig. 10, B y E), en concordancia con el incremento en la interaccién entre
HOS15-HDA9 y HYL1 observado anteriormente en presencia de ABA (Fig. 8 C). No obstante, la

presencia de HYL1 sigue siendo un factor crucial para este reclutamiento (Fig. 10 E).
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Figura 10. HYL1 es necesario para el reclutamiento del complejo HOS15-HDAY a los loci de genes MIR. (A) Ensayo de
inmunoprecipitaciéon de la cromatina para analizar la asociaciéon de HOS15 y HYL1 a los loci de 3 genes MIRNA. La
inmunoprecipitacién fue realizada usando anti-GFP (panel derecho) y anti-HYL1 (panel izquierdo) en hyll-2 y hosl5-3,
respectivamente. Los niveles relativos fueron determinados en comparacién con Col-0 para cada caso. La inmunoprecipitacion
con IgG fue usada como control negativo. (B) Ensayo de inmunoprecipitacién de la cromatina usando anti-MYC para detectar
la asociacion de HYL1-6xMYC con los loci de genes MIRNA en plantas Col-0 y hosl5-2 incubadas durante diferentes periodos
de tiempo con la hormona ABA o una solucién Mock. (C) Ensayo de inmunoprecipitacién de la cromatina de los loci de
MIRNA156a y MIRNA159b usando anti-GFP en plantas expresando la fusion HDA9-GFP tratadas durante 3 hs con 50 pM
ABA (+) en comparacién con plantas no tratadas (-). (D) Ensayo de inmunoprecipitaciéon de la cromatina de los loci de
MIRNA156a y MIRNA159b usando anti-HYL1 en mutantes hda9-2 comparadas con la planta control Col-0. (E) Ensayo de
inmunoprecipitacion de la cromatina de los loci de MIRNA156a y MIRNA159b usando anti-HOS15 en mutantes hyl/-2 y
plantas control Col-0, a diferentes puntos temporales de tratamiento con ABA. En todos los casos, la cantidad de ADN en la
inmunoprecipitacion fue determinada por qPCR y es presentada como fold enrichment después de la normalizacién. Los
valores de las muestras anti-GFP y anti-HYL1 fueron normalizados con el INPUT y expresados de manera relativa a la sefial
obtenida por la inmunoprecipitacién con anti-rabbit IgG (graficada como linea IgG). Los datos representan la media + SD de
3 replicados bioldgicos con 3 réplicas técnicas. Las diferencias significativas fueron determinadas usando un t-test no pareado

de 2 colas. *P< 0.05, ** P< 0.001, ns no significativo.

El conjunto de resultados obtenidos pone en evidencia a HYL1 como la responsable del reclutamiento
del complejo HOS15-HDADO a los loci de genes MIRNA en un proceso facilitado por la hormona ABA.
Sin embargo, estos resultados no explican como HYL1 es capaz de reconocer especificamente los loci

de genes MIRNA y reclutar a otros cofactores.

Una posibilidad es que el propio pri-miARN naciente actiie como el elemento distintivo que otorga
especificidad a este proceso de reclutamiento. En ese sentido, HYL1 podria reconocer la particular
estructura de tallo y bucle del pri-miARN naciente durante su transcripcion, y unirse directamente a él,
formando un complejo que se asocia de manera indirecta con la cromatina. Esta hipétesis es
particularmente factible dada la naturaleza de HYL1 como una proteina de unién a ARN doble cadena.
A partir de esta interaccién, HYL1 podria reclutar otros cofactores al sitio, como el complejo HOS15-

HDA9, modulando la expresién y procesamiento de los pri-miARNS.

Con el objetivo de poner a prueba el modelo propuesto, nos planteamos repetir los experimentos
anteriores en ausencia de ARN. Para ello, tratamos a las plantas con a-amanitina, un inhibidor de la
transcripcidn, y a las muestras obtenidas con RNAseA, enzima que degrada ARN en general. De este
modo, eliminamos la presencia de pri-miARN nacientes. Si nuestra hipdtesis es correcta HYL1 deberia
ser incapaz de identificar los loci de genes MIRNA y, por ende, el reclutamiento de HOS15/HDA9 a
estos loci deberfa disminuir. Los resultados obtenidos no s6lo muestran que efectivamente la asociacién
de HYL1 alos loci de genes MIRNA se pierde en ausencia del pri-miARN sino también que la presencia

de ABA es insuficiente para contrarrestar este efecto (Fig. 11).
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Figura 11. La unién de HYL1 a un pri-miARN naciente permite el reclutamiento del complejo HOS15-HDAY a los loci
de genes MIR. (A) Ensayo de inmunoprecipitacion de la cromatina para lineas expresando HYL1-6xMYC pretratadas con
RNAse y a-amanitina e inmunoprecipitados usando un anticuerpo anti-MYC comparas con plantas no pretratadas, con o sin
tratamiento con ABA. En todos los casos, la cantidad de ADN en la inmunoprecipitacién fue determinada por qPCR y es
presentada como fold enrichment después de la normalizacién. Los datos representan la media + SD de 3 replicados biolégicos
con 3 réplicas técnicas. Las diferencias significativas fueron determinadas usando un t-test no pareado de 2 colas. *P< 0.05,

** P<0.001, ns no significativo.

De todos los resultados presentados hasta aqui, probablemente este tltimo sea el mds interesante. No
solo demuestra que el reclutamiento de HYL1 a los loci de genes MIRNA es dependiente de la presencia
de un pri-miARN naciente, sino que también el complejo HYL1/pri-miARN es capaz de interactuar
con otros complejos proteicos y reclutarlos especificamente a los loci de genes MIR. En ese contexto
HYLI1 actuaria como una proteina scaffold que permitiria la interaccién y reclutamiento de factores de
remodelacién de la cromatina especificamente a loci de MIRNA, permitiendo diferenciar estos de
cualquier otro gen codificante. De este modo, estos hallazgos revelan una funcionalidad de HYL1
totalmente impensada hasta este momento, ejerciendo un control transcripcional sobre la expresion de
los miARNSs. Por otro lado, estos resultados también dejan entrever otro mecanismo inesperado: el
reconocimiento diferencial de los loci de genes MIR sobre el resto de los genes codificantes a partir de

la particular estructura del pri-miARN naciente.
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6.4.5 HOS15 y HDAO suprimen la acumulacion de miARNs de respuesta al ABA

Los resultados hasta aqui expuestos muestran que la asociaciéon de HYL1 a un pri-miARN naciente es
capaz de reclutar al complejo remodelador de la cromatina HOS15-HDAO9 a los loci de genes MIRNA,
para promover la deacetilacion de histonas y la reprogramacion transcripcional del loci del gen MIRNA.
Este proceso estaria favorecido por la presencia de ABA, hormona que favorece la actividad del
complejo HOS15-HDAY9. Sin embargo, estos resultados no nos dicen nada acerca de la relevancia del
complejo HOS15-HDA9 en la modulacién del procesamiento de pri-miARNs. Una anomalia en el
procesamiento de los pri-miARNSs tipicamente trae asociada una disminucién en los niveles de miARNs
maduros acompafiada de un incremento en los niveles de pri-miARNSs. A su vez, la disminucién en los
niveles de miARNSs genera un desacople con la etapa efectora de la via, conduciendo a una acumulacién

de ARN mensajeros que tipicamente son blancos de silenciamiento por miARNS.

A raiz de ello, decidimos explorar la importancia de HOS15-HDA9 en el procesamiento mediante
diferentes enfoques. En primer lugar, evaluamos los niveles relativos de miARNs maduros y ARNm
blanco de la via en plantas mutantes para los componentes del complejo mediante técnicas de RT-qPCR
y secuenciacién masiva de ARN. Lejos de tratarse de un efecto global, nuestros resultados mostraron
que solo un pequefio subconjunto de ARNm blanco estaban acumulados en las mutantes hosl5-2 y
hos15-3 (Fig. 12, A y B), sugiriendo que en estas condiciones el procesamiento de miARNSs no estaria
siendo afectado de manera general. En contraparte a esto, las mutantes hyl/-2 presentan una clara
acumulacién general de ARNm blancos (Fig. 12 B). Esta observacion fue posteriormente validada a
partir del anélisis de los niveles de miARNs maduros en mutantes hosl5-2 'y hosl15-3 usando datos de
secuenciacion masiva de ARN pequeios. Los resultados obtenidos muestran un efecto menor y puntual
en la acumulacion de miARNs (Fig. 12, C y D), en comparacién con lo que ocurre en mutantes de hyl!-
2 donde se observé un marcado descenso de los mismos (Fig. 12 B). En concordancia, nuestra mutante
hos15°RSPR también mostré efectos menores en la acumulacion de miARNs maduros, cuantificados
mediante técnicas de Northern Blot (Fig. 12 E). Estas observaciones resultan coherentes con el ligero
aumento observado en la actividad del reportero de luciferasa para las mutantes hos/5-3 (Fig. 5, Dy

E), sugiriendo que el impacto de HOS15 en el procesamiento de miARNs es practicamente acotado.
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Figura 12. El complejo HOS15-HDA9 tiene un efecto sutil sobre la expresion de los miARNSs en condiciones control.
(A) Niveles de expresion de ARNm target de miARNSs en plantas control (Reportero y Col-0) y mutantes (hos15-2'y hos15-
3) crecidas en condiciones control, cuantificados mediante RT-qPCR. Los datos representan las medias + SD de cuatro replicas
bioldgicas independientes. Los asteriscos denotan la significancia del experimento determinada por un t-test de dos colas para
muestras no-pareadas aplicando la correccién de Holm-Sidak. * P< 0.05, ** P<0.01, ns no significativo. (B) Graifico de
dispersion de niveles de expresion de miARNSs y sus genes farget en plantas mutantes hos15-2'y hyll-2. Cada punto representa
el fold change (log2) relativo a las plantas WT. (C) Andlisis de secuenciacion de ARN pequeiios. Niveles de expresion medios
de miARNS individuales mostrando los incrementos y disminuciones relativos en mutantes hos15-3 y hos15-2 frente a Col-0.
Las lineas negras representan la mediana de los niveles de expresion. Cada circulo corresponde a un miARN singular o a una
familia de miARNSs colapsada. (D) Diagrama de Venn de los miARN diferencialmente expresados en lineas mutantes (hos15-
2y hos15-3) representado la superposicion entre muestras. Up: Niveles de expresion aumentado, Down: Niveles de expresion
disminuidos. (E) Small RNA blot para la deteccion de niveles endégenos de miARNs cuantificados mediante RT-qgPCR en
mutantes (hos15-3, hos15RSPRLL pog [ SCRISPRL2Y v Jineas control (Col-0, Reportero). Los miARNs detectados estén indicados
a la derecha de cada panel, y la abundancia relativa de cada miARN estd indicada por encima de cada banda. La abundancia
relativa se calculd cuantificando la intensidad relativa de banda usando el software ImageJ y normalizando con la planta control

correspondiente, utilizando U6 como control de carga.

El sutil efecto observado en condiciones control no resulta sorprendente si consideramos que el
complejo HOS15-HDADO estd tipicamente asociado a respuestas al estrés por sequia y a la via del ABA
(Ali et al., 2019; Baek et al., 2020; Khan et al., 2020; Lim et al., 2020; J. Park, Jin, et al., 2018; Shen et
al., 2020; J. Zhu et al., 2008). De hecho, durante el desarrollo de esta tesis descubrimos que los
tratamientos con ABA favorecen la interacciéon de HOS15-HDA9 con HYL1 (Fig. 8 C) y los loci de

genes MIR. Sumado a ello, las plantas mutantes hyl/-2 exhiben una hipersensibilidad a los tratamientos
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con ABA, lo que sugiere un efecto regulador por parte de la hormona sobre HYL1 (Lu & Fedoroff,
2000). En funcién de ello, resulta 16gico pensar que el complejo HOS15-HDA9-HYL1 actiie en la

biogénesis de miARNs, modulando su expresion en respuesta a la hormona ABA.

Para poner a prueba esta idea, llevamos a cabo una nueva secuenciacién masiva de ARN pequefios en
plantas mutantes hyll-2, hos15-2 y hda9-1 tratadas con ABA. En primer lugar, analizamos un conjunto
de datos de secuenciacion de acceso piblico (GSE145208) que refleja la cinética de respuesta de los
miARNs en plantas tratadas con ABA, con el objetivo de determinar los tiempos Optimos de
tratamiento. Asi, logramos identificar un notable aumento en los niveles de los miARNs: miR159,
miR162, miR166, miR169 y miR395 al cabo de 3 hs de iniciado el tratamiento, que luego se pierde
gradualmente entre las 6-24 hs de iniciado el tratamiento (Fig. 13 A). Curiosamente, este hallazgo
coincide con el tiempo de tratamiento en el cual se da pico de sefializacién en la respuesta ABA antes
de la desensibilizacién (Ali et al., 2019, 2020). Esta informacién nos sirvié de base en la eleccién de
este punto temporal del tratamiento para llevar adelante nuestros experimentos de secuenciacién masiva

de ARN.

Nuestros resultados muestran que las mutantes hyl-2 presentaron una significativa reduccién en los
niveles de miARNSs independientemente del tratamiento con ABA, lo cual es coherente con el rol crucial
de esta proteina en la biogénesis de miARNSs (Fig. 13, B-D). Por su parte, hos15-2 y hda9-1 exhibieron
un incremento moderado en los niveles de abundancia de un conjunto de miARNs (con un aumento
logaritmico medio de ~0.6 y ~0.7, respectivamente) en respuesta al tratamiento con ABA (Fig. 13, By
C). En linea con lo esperado, los miARNS asociados a la respuesta a ABA tales como miR159, miR160,
miR162, miR166, miR172, miR395, miR397, miR399, mir403, y miR869, presentaron mayores niveles
de acumulacién en ambos genotipos mutantes en comparacién con otros miARNs. Estos resultados
fueron posteriormente confirmados utilizando la técnica de Northern blot para evaluar los niveles de
miARNSs sensibles a ABA en las plantas mutantes hosl5-2 y hda9-1 tratadas con esta hormona.
Nuevamente, se observé un aumento en los niveles de abundancia de los miARNs en respuesta a ABA
(Fig. 13 D). Sumado a ello, también observamos que la sobreexpresion de HDA9 no genera un aumento
en los niveles de miARNs de respuesta a ABA (Fig. 13 D). Este conjunto de resultados sugiere que el
complejo HOS15-HDAJ es capaz de reprimir especificamente la acumulacién de miARNs en respuesta
a ABA. Ademads, demuestran que las alteraciones en la via biogénesis de miARNs asociadas a las

mutaciones en hosl5 y hda9 no son de caracter general, sino que actian de manera condicional.
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Figura 13. El complejo HOS15-HDAY suprime la expresion de los miARNs en condiciones de tratamiento con ABA.
(A) Anailisis de secuenciacion de ARN pequefios de plantas tratadas con ABA durante diferentes periodos de tiempo y
comparadas con las plantas tratadas con el mock. Las lineas negras representan la mediana de los niveles de expresién. Cada
circulo corresponde a un miARN singular o a una familia de miARNSs colapsada. (B) Andlisis de secuenciacion de ARN
pequefios mostrando la expresion media de miARNS s individuales en plantas hda9-1, hos15-2 y hyll-2 comparadas con plantas
WT tratas y no tratadas con ABA. Los paneles izquierdos (SET 1) y derecho (SET 2) corresponden a dos experimentos
independientes. La linea negra representa los niveles de expresion media. (C) Mapa de calor mostrando los miARNs

expresados diferencialmente proveniente de dos experimentos independientes de secuenciacion de ARN pequefios (SET1 Y
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SET?2) en plantas hda9-1, hos15-2 y hyll-2 comparadas con plantas WT tratadas y no tratadas con ABA. La barra de colores
representa los niveles de expresion de los miARN (rojo, niveles de expresion aumentado; azul niveles de expresién
disminuidos; blanco, sin cambios). (D, E) Small RNA blot para la deteccién de niveles endégenos de miARNs en lineas
mutantes (hyll-2, hos15-2, hda9-1), sobreexpresants de HDA9-GFP y control (Col-0) tratadas y no tratadas con ABA. (D)
Niveles relativos de expresién en las mutantes hyll-2, hosi5-2 y hda9-1. (E) Niveles relativos de expresién en las
sobreexpresantes HDA9-GFP. Los miARNs detectados estdn indicados a la derecha de cada panel, y la abundancia relativa de
cada miARN estd indicada por encima de cada banda. La abundancia relativa se calculd cuantificando la intensidad relativa
de banda usando el software ImageJ y normalizando con la planta control correspondiente, utilizando U6 como control de

carga.
6.4.6 La deficiencia de HOS15 y HDA9 provoca una insignificante alteracion de los

niveles de pri-miRNA

Los resultados hasta aqui mostrados revelan que la interaccion del complejo HOS15-HDA9 con HYL1
efectivamente es capaz de afectar la via de los miARNSs. Si bien es cierto que en condiciones control
este complejo no pareceria tener un impacto significativo sobre la via de miARNs, no debemos olvidar
que la actividad de HOS15-HDAJ est4 tipicamente asociada a respuestas moleculares frente al estrés y
es en ese contexto donde este complejo podria adquirir una mayor relevancia para la biogénesis de
miARNSs. De hecho, la presencia de ABA favorece la interaccién entre el complejo HOS15-HDA9 y
HYL1, que finalmente promueve la regulacion negativa sobre los niveles de acumulacién de miARNSs.
En ese sentido, teniendo en cuenta la naturaleza funcional del complejo HOS15-HDA9 como represor
transcripcional y su capacidad de interactuar con HYL1 en presencia de ABA, especulamos con la idea
de que el complejo HOS15-HDA9-HYL1 pueda actuar reprimiendo a nivel transcripcional la expresion
de los genes MIR. Este mecanismo podria explicar los niveles elevados de miARNs observados en las
mutantes hosl5-2 y hosl5-3 luego de los tratamientos con ABA, asumiendo que en ausencia del
complejo represor la transcripciéon de estos loci se veria incrementada. Para poner a prueba esta
hipétesis, decidimos llevar adelante un analisis de transcriptomica evaluando los niveles de pri-miARN
en plantas mutantes hosl5-2, hyll-2 y hda9- 1 tanto tratadas como no tratadas con la hormona ABA. En
linea con lo reportado anteriormente para mutantes deficientes en el procesamiento de miARNSs, las
plantas Ayll-2 mostraron un claro patrén de sobreacumulacién de pri-miARNS sin procesar tanto en
presencia como en ausencia de ABA (Fig. 14 A). Por su parte, para el caso de las mutantes hosi5-2 'y
hda9-1 no se observaron mayores diferencias en el patrén de acumulacién de pri-miARNs en
comparacion con las plantas salvajes, en ninguna de las dos condiciones experimentales analizadas (Fig.

14 A).

Curiosamente, la comparacion entre los datos obtenidos del andlisis del transcriptoma y los obtenidos
a partir de la secuenciacion de ARN pequefios revelé que no existe una correlacién directa entre los
niveles de expresion de los genes MIRNA y los niveles de miARN maduros en las mutantes analizadas,

salvo en algunos casos especificos como MIR3932b, MIRS825 y MIR5026 (Fig. 14 C). De hecho, en las
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mutantes hyll-2, estos dos conjuntos de datos muestran una correlacion inversa (Fig. 14 B). Estos
resultados sugieren una aparente falta de respuesta transcripcional en las mutantes estudiadas. No
obstante, es importante ser cautelosos a la hora de interpretar estos datos ya que se trata de

cuantificaciones de niveles estiticos de transcriptos y pueden conllevar observaciones artefactuales.

En este sentido, y en un contexto dindmico donde los pri-miARNs estidn siendo continuamente
transcriptos y procesados de una manera muy eficiente, evaluar la actividad transcripcional midiendo
los niveles estiticos de transcripto resulta extremadamente complejo y rara vez se observa una
correlacion directa entre la acumulacion de miARNs maduros y niveles elevados de pri-miARNSs.
Generalmente, una acumulacién de pri-miARNs resulta evidente solo cuando el procesamiento de los
mismos estd afectado, como en el caso de mutantes en HYLI, SE'y DCLI, pero no es tipico en plantas

mutantes en cofactores indirectamente asociados a mecanismos de regulacion del procesamiento.

Teniendo en cuenta lo detallado anteriormente, decidimos abordar nuestra pregunta acerca de si
HOS15-HDADO esté involucrado en la regulacion transcripcional de los genes MIRNA desde un enfoque
experimental mas adecuado y tratando de independizarnos del procesamiento de los mismos. Para ello,
llevamos a cabo ensayos de ocupacion de la Pol II en plantas mutantes tratadas y no tratadas con la
hormona ABA. A diferencia del experimento anterior, esta técnica se centra en la cuantificacién de la
cantidad de complejo transcripcional situado en un loci de particular interés, lo que permite medir la
actividad transcripcional independientemente de la estabilidad del ARN resultante. Para este
experimento, seleccionamos 3 loci de particular interés basdndonos en 3 caracteristicas principales:
primero, sabemos que el complejo de procesamiento de miARNSs se asocia a cada uno de esos loci
(Cambiagno et al., 2021a); segundo que estos miARNs se procesan de manera co-transcripcional
(Gonzalo et al., 2022); y tercero, que, de acuerdo a resultados expuestos previamente, sus niveles
aumentan en respuesta al ABA. Estas caracteristicas, hacen que cada uno de estos loci representen un

excelente candidato dada su asociacion a HYL1, lo que favorece el reclutamiento de HOS15.

Los resultados obtenidos muestran una sobreacumulacién de Pol Il en los 3 loci seleccionados en plantas
mutantes hos15-2 y hos15-3, tanto en condiciones control como en aquellas tratadas con ABA (Fig. 14,
Dy E). Es decir, los loci analizados presentan una mayor actividad transcripcional como resultado de
la ausencia de HOS15, a pesar de no presentar niveles aumentados de pri-miARNs. Esto confirma el

papel del complejo HOS15-HDAO9 en la represion de la transcripcion de los genes MIRNA.
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Figura 14. La transcripcion de pri-miARNSs se encuentra aumentada en mutante hos15 y hda9 a pesar de que los niveles
estaticos de pri-miARN permanecen estables. (A) Gréfico de dispersion mostrando los niveles estdticos de pri-miARNs en
mutantes hda9-1, hos15-2 y hyl1-2 tratadas y no tratadas (Mock) con 50 pM ABA. Los niveles fueron determinados a partir
del andlisis de la secuenciacion de ARN pequefios. El eje y muestra los niveles relativos de pri-miARN en base log2 entre las
mutantes y Col-0. Cada punto representa un pri-miARN individual. (B, C) Mapa de calor mostrando los niveles de pri-miARNs
y miARNs maduros en plantas mutantes hda9-1, hosl15-2 y hyll-2 comparadas con plantas WT tratadas y no tratadas con
ABA. La barra de colores representa los niveles de expresion de los miARN (rojo, niveles de expresion aumentado; azul

niveles de expresion disminuidos; blanco, sin cambios). (D, E) Ensayo de ocupacion de la Pol II en los loci de genes MIRNA

79



CAPITULO I - RESULTADOS

MIR159a, MIR164a y MIRI66a en plantas Col-0, hyl1-2, hos15-2 (D) y hos15-3 (E) con o sin tratamiento (Mock) con 100
pum ABA usando un anticuerpo anti-Polll. Muestras tratadas con Anti-IgG fueron usadas como control. Los resultados
muestran el enriquecimiento relativo frente al INPUT. Los datos representan la media + SD de 3 replicados bioldgicos con 3
réplicas técnicas. Las diferencias significativas fueron determinadas usando un t-test no pareado de 2 colas. *P< 0.05, ** P<

0.001, ns no significativo.
6.4.7 El procesamiento de los pri-miARNs se encuentra favorecido en mutantes de

hosl5 y hda9

La observacién de que las mutantes hda9-1 y hosl5-2 no presentan diferencias en los niveles de
acumulacién de pri-miARNs parece inconsistente con el aumento en la transcripcién de los genes
MIRNA y la sobreacumulacién de miARNs maduros en respuesta al ABA. Una posible explicacion para
esta aparente contradiccion es que las mutantes analizadas también tengan una mayor actividad en el
procesamiento de pri-miARNs. En este contexto, es plausible pensar que una mayor actividad
transcripcional de los genes MIRNA, acompafiada de una mayor tasa de procesamiento de pri-miARNSs,
podria resultar en un aumento en los niveles de acumulacién de miARNs maduros, mientras se

mantienen niveles normales de pri-miARNS.

Con el objetivo de poner a prueba esta hipétesis decidimos investigar si la actividad de procesamiento
de los miARNSs se encuentra afectada en plantas mutantes hosl5 y hda9. Para ello, disefiamos ensayos
de procesamiento de pri-miARNSs in vitro, buscando evaluar las diferencias entre los distintos genotipos
mutantes. En primer lugar, aislamos fracciones nucleares de plantas Col-0, hosi5-2 y hda9-1 (Fig. 15
B) y las incubamos con los pri-miARNSs pri-miR172c¢ y pri-miR159b, conteniendo la base UTP marcada

radiactivamente, para monitorear la actividad de procesamiento en ausencia de HOS15 y HDAO.

Los resultados obtenidos mostraron un incremento en el procesamiento de ambos pri-miARNSs en las
plantas mutantes hda9-1, en comparacién con las plantas salvajes, mientras que en las mutantes hos5-
2 el aumento fue mds sutil pero constante (Fig. 15 A). En adicién a estos ensayos, expresamos y
purificamos una versién recombinante de la proteina DCL1 para realizar un nuevo ensayo de
procesamiento in-vitro del pri-miR172c, con el fin de validar que los fragmentos observados en los
ensayos previos correspondieran efectivamente a productos del procesamiento. El patrén de clivaje del
pri-miR172c obtenido fue practicamente idéntico al observado previamente, confirmando la eficiencia

del ensayo (Fig. 15 C).

Siguiendo la linea de los hallazgos presentados hasta aqui decidimos evaluar como impacta la hormona
ABA en este procesamiento. Para ello, aislamos las fracciones nucleares de plantas Col-0, hos15-2 y
hda9-1 tratadas y no-tratadas con la hormona ABA y repetimos los ensayos de procesamiento
anteriores, esta vez incluyendo ademads el pri-miR398a en el andlisis. Una vez mads, los resultados

muestran que los efectos se acentian en presencia de la hormona ABA. En este caso, observamos un
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aumento en la velocidad de procesamiento de los pri-miARNs analizados, para las mutantes hos15-2'y

hda9-1 tratadas con ABA frente a las no tratadas (Fig. 15 D).

Un aumento en la actividad o velocidad en el procesamiento de los pri-miARNs podria resultar en una
mayor acumulacién de miARNs procesados incorrectamente. Para evaluar si algo similar estaba
ocurriendo en nuestras mutantes, decidimos analizar nuestros datos de secuenciacién de ARN pequefios

en busca de miARNs mal procesados.

La mutante hyl//-2, usada como control positivo en nuestro andlisis, exhibe un perfil tipico de miARNs
errébneamente procesados (C. Liu et al., 2012) (Fig. 15 E). Sin embargo, al comparar los resultados
obtenidos para las mutantes hosl5-2 y hda9-1 con los obtenidos para hyll-2 no se observaron
similitudes entre los patrones de procesamiento obtenidos, indicando que el aumento en la actividad de
procesamiento de pri-miARNs en estas mutantes no resulta en un miARN aberrante (Fig. 15 E). Estos
resultados apoyan un escenario en el cual la ausencia de HOS15 y HDA9 conduce a un incremento en
el procesamiento de pri-miRNAs para compensar la mayor transcripcién de genes MIRNA provocada
por la mutacién. Este mecanismo mantendria niveles estables de pri-miARNs, en coexistencia con
niveles aumentados de miARNs maduros. En conjunto, nuestros datos sugieren que el complejo

HOS15-HDADO es un supresor condicional del procesamiento de pri-miARNSs sensibles a ABA.
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Figura 15. El tratamiento con ABA causa un aumento en el procesamiento de pri-miARNs en plantas mutantes hos15
y hda9. (A) Ensayo de procesamiento de pri-miARN in vitro realizados con concentraciones relativas crecientes (1x, 2x, 4x,
etc.) de extractos nucleares totales de plantas hosl5-2, hyll-2 y hda9-1. Los nimeros a la izquierda muestran los tamafios
moleculares en bases. Las flechas negras sefialan pri-miARN sin procesar y los asteriscos negros muestran los miARN maduros
miR172¢c y miR159b. (B) Fraccionamiento subcelular seguido de andlisis por inmunoblot en plantas mutantes (hosl5-2 y
hda9-1) y control (Col-0). Las fracciones correspondientes son: T (Extracto total), C (citosdlico), N (ntcleos aislados). La
fraccién nuclear fue empleada para los ensayos de procesamiento in-vitro. (C) Procesamiento in-vitro del pri-miR172c¢ usando
la proteina recombinante 6xHis-DCL1. La flecha indica el pri-miR172c sin procesar. (D) Ensayo de procesamiento de pri-
miARN in vitro realizados con extractos nucleares totales de plantas hosl5-2, hyll-2 y hda9-1 tratadas y no tratadas (Mock)
con 50 uM ABA. Los nimeros a la izquierda muestran los tamafios moleculares en bases. Las flechas negras sefialan pri-
miARN sin procesar y los asteriscos negros muestran los miARN maduros mir172c y miR159bGréfico de dispersion
mostrando los niveles estaticos de pri-miARNs en mutantes hda9-1, hos15-2 y hyll-2 tratadas y no tratadas (Mock) con 50
uM ABA. Los niveles fueron determinados a partir del analisis de la secuenciaciéon de ARN pequefios. El eje y muestra los
niveles relativos de pri-miARN en base log2 entre las mutantes y Col-0. Cada punto representa un pri-miARN individual. (E)
La precisién en el procesamiento de miARNs es representada como el cociente en base log2 entre la imprecisién en el
procesamiento en mutantes y la imprecision en las plantas salvajes para cada pri-miARN de los siguientes pares

mutante/salvaje; hyll-2, hosl5-2, hda9-1 en presencia o ausencia de ABA. Cada punto representa un miARN individual.
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6.5 Capitulo 1: Discusion

Asi como a lo largo de estos tltimos afios la via de biogénesis de miARNs ha ido evolucionando hasta
llegar al modelo dindmico actualmente planteado, las funcionalidades centrales de HYL1 y su

relevancia en este proceso han sido vastamente caracterizadas también.

HYL1 fue inicialmente descrita como una proteina de unién al ARN doble cadena (dsRNA-binding
protein) encargada de regular la transcripcién y estabilidad de los miARNs (Han et al., 2004). Mas
adelante, nuevas investigaciones usando mutantes nulas de HYL1 revelaron nuevos aspectos biolégicos
de esta proteina que la posicionan como uno de los componentes mds importantes de la biogénesis de
miARNS en plantas. Sumado a ello, estudios recientes sugieren la participacién de HYL1 fuera de la
biogénesis de miARNs, modulando la inhibicién traduccional mediada por miARNSs y la transcripcion
de genes MIRNA (Bielewicz et al., 2023; X. Yang et al., 2021). Ademads, se ha reportado la interaccién
de HYL1 con las proteinas TPL1, TPR1, TPR2 y TPR4, las cuales son proteinas LisH-WD40
tipicamente asociadas a la represion transcripcional (Bielewicz et al., 2023), evidenciando la existencia
de una conexidn entre la transcripcion y la maquinaria de procesamiento de miARNSs. Sin embargo, no
estd claro si HYL1 es capaz de ejercer de manera directa una modulacién transcripcional o si solo

promueve el reclutamiento de reguladores transcripcionales al sitio.

Con la evidencia cada vez mayor de un reclutamiento temprano de la maquinaria de procesamiento al
loci de gen MIRNA y de un procesamiento co-transcripcional del pri-miARN naciente, cabe tanto la
posibilidad de que la maquinaria de procesamiento reclute a HYL1 a los loci de genes MIRNA activos
como la de que sea HYL1 quien reclute a la maquinaria a estos loci. En este trabajo demostramos que
HYL1 es capaz de reclutar a HOS15, otra proteina LisH-WD40, para modular la transcripcién de un
subconjunto de miARNs. HYL1 también es capaz de interaccionar con HDA9 y HDA19, las cuales por
su parte interactian con HOS15 y los complejos TPL-TPR, formando una red de interacciones que
sugiere que ciertos loci de genes MIRNA podrian estar siendo especificamente regulados por estos
complejos de remodelacion de la cromatina. En este trabajo demostramos que la asociaciéon de HYL1 a
la cromatina depende estrictamente de la presencia de un pri-miARN naciente y que dicha asociaciéon a
su vez permite el reclutamiento del complejo de remodelacion de la cromatina HOS15-HDADO a los loci

de genes MIRNA, especialmente en un contexto de tratamiento con ABA.

Curiosamente, nuestros resultados sugieren que muchas de las funciones de HYL1 asociadas a la
regulacion de la transcripcion reflejan su capacidad de promover el reclutamiento de reguladores
transcripcionales a los loci de genes MIRNA, interaccionando tanto con ellos como con la regién doble
cadena de la horquilla de pri-miARN naciente. En ese contexto, como HYL1 se une a los pri-miARNs
nacientes al nivel de la cromatina, solo aquellos pri-miARNs procesados de manera cotranscripcional
serian propensos a la accién del complejo HOS15-HDA9. Ademads, dado que la relacidn entre

procesamiento co-transcripcional y procesamiento post-transcripcional varia entre diferentes pri-
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miARNS y condiciones celulares (Gonzalo et al., 2022), el reclutamiento del complejo HOS15-HDAJ9,
dependiente de HYL1, a los loci de genes MIRNA puede estar sujeto también a estas variaciones. La
estructura de tallo y bucle de los pri-miARNs pareceria ser la marca distintiva reconocida por HYL1 en
los loci MIRNA, pero es posible que otras proteinas del complejo de procesamiento reclutadas por el
complejo elongator/mediator, como DCL1 y HST (Cambiagno et al., 2021a; X. Fang et al., 2015)
actien como andamiaje para reclutar a HYL1 a los loci de genes MIRNA. Estos hallazgos sugieren no
solo que la maquinaria transcripcional podria promover la biogénesis de miARNs mediante el
reclutamiento del complejo de procesamiento a la cromatina sino también que la maquinaria de
procesamiento en si misma seria capaz de reclutar y estabilizar reguladores transcripcionales. Esto
establece una inesperada regulacién cruzada bidireccional entre ambos procesos, como se sugiere en el

caso de PRP40 (Stepien et al., 2022).

El aumento en la asociacién de HYL1 y HOS15 con los loci de genes MIRNA en respuesta al tratamiento
con ABA sugiere que una sefial hormonal es necesaria para la transicion desde un estado
transcripcionalmente activo a uno reprimido para algunos loci de genes MIRNA. Considerando que, en
presencia de ABA, HDAY interactiia con factores de transcripcion de respuesta al ABA como ABI4 a
nivel de la cromatina, estos factores de transcripcién podrian unirse a los loci de genes MIRNA de
respuesta al ABA y promover el entrecruzamiento entre el complejo HOS15-HDA9 y el pri-miARN
naciente asociado a HYL1 en un contexto de respuesta al ABA. Curiosamente, incluso en respuesta al
tratamiento con ABA, solo un subconjunto de miARNs parecen ser afectados por el complejo HOS15-

HDADJ, explicar la naturaleza de esta selectividad no es una tarea trivial.

La evidencia sugiere que quizds ni siquiera existe un mecanismo especifico, sino que el conjunto de
miARNSs que estd siendo regulado por HOS15-HDA9 puede ser meramente circunstancial y cambiar
continuamente dependiendo del tejido o condicién celular reinante. También seria de esperar que
HOS15-HDA9 tenga un efecto regulador solo sobre un subconjunto de miARNs que estdn en la
interseccién de varias condiciones cruciales: a- como HOS15-HDAO necesita de HYL1 para reconocer
los loci de genes MIRNA, s6lo aquellos tejidos o condiciones en las cuales las 3 proteinas se estén
expresando en simultaneo son adecuados para dicha regulacién, como en el caso del tratamiento con
ABA. b- HOS15-HDAJ es reclutado por HYL1, con lo cual, solo aquellos miARNs que dependen de
HYLI1 para su procesamiento (Ré¢ et al., 2019) pueden ser alcanzados por el complejo HOS15-HDASO.
c- De manera similar, como el reclutamiento de HYL1, y en consecuencia el de HOS15-HDAY, depende
del pri-miARN naciente, solo aquellos loci de genes MIRNA transcripcionalmente activos pueden ser
blancos de esta regulacién. d- En este mismo sentido, como HYL1 debe asociarse a pri-miARNs
nacientes para reclutar a HOS15-HDAO9 a la cromatina, todos aquellos miARNs que sean procesados
exclusivamente a nivel post-transcripcional (Gonzalo et al., 2022) escapardn a la regulacién por
HOS15-HDA9. Dado que en muchas oportunidades, el procesamiento co-transcripcional o no co-

transcripcional de un miARN depende de las condiciones ambientales (Gonzalo et al., 2022), un locus
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que potencialmente recluta a HYL1-HOS15-HDA9 en condiciones de tratamiento con ABA, podria no
hacerlo en otras condiciones. e- Finalmente, el complejo HOS15-HDA9 actiia modulando los niveles
de compactacién de la cromatina, cambiando la acetilacién de las mismas. Y en ese contexto, no todos
los loci de genes MIRNA poseen un perfil de histonas adecuada para su regulacién por HOS15-HDADO9,
incluso si dicho complejo es reclutado. Teniendo en cuenta cuan pequefio es el conjunto de miARNs
capaz de cumplir con estos requerimientos no es de sorprender que muchos factores de la biogénesis de
miARNs modulen solo un subconjunto de los mismos y no veamos un efecto a nivel general en
condiciones control. Aun asi, el mecanismo hasta aqui expuesto del complejo HOS15-HDA9-HYL1 en
la supresion del procesamiento de pri-miARNSs en respuesta a ABA debe ser investigado adicionalmente

en conexion con la proteostasis del complejo de procesamiento.

Curiosamente, nuestros hallazgos muestran que las mutantes en hosl5 y hda9 acumulan mayores
niveles de miARNs maduros en condiciones de tratamiento con ABA incluso cuando los niveles de la
mayorfa de los pri-miARNs permanecen inalterados. No obstante, la cuantificacion de los niveles
estaticos de pri-miARNSs no necesariamente refleja de manera precisa la actividad transcripcional de los
pri-miARNs porque cualquier fluctuacion en la actividad puede ser facilmente enmascarada por la alta
eficiencia del complejo de procesamiento, que remueve cualquier exceso de pri-miARNs, manteniendo
inalterados los niveles de pri-miARNSs sin procesar en la mayoria de las plantas, salvo aquellas mutantes
en proteinas del nicleo central de procesamiento. Nuestros resultados muestran que una deficiencia en
el complejo HOS15-HDA9 aumenta la actividad transcripcional de los loci de genes MIRNA
manteniendo constante los niveles de pri-miARNs mediante una mayor produccién de miARNs
maduros. Este proceso pareceria diferir de la funcién previamente reportada para el remodelador de la
cromatina BRAHMA, que desarma la estructura secundaria del pri-miARNs suprimiendo la biogénesis
(Z. Wang et al., 2018) y de FORKHEAD-ASSOCIATED DOMAIN 2 (FHA2), que directamente
interactia con DCL1 y HYL1 para suprimir el procesamiento de miARNSs (S. J. Park et al., 2021).

Analizados conjuntamente, nuestros resultados muestran que HOS15-HDA9 puede regular un
subconjunto de genes MIRNA tanto a nivel transcripcional como en su procesamiento, a partir de su
interaccion con HYL1 en la cromatina. Sin embargo, la relevancia fisioldgica de la interacciéon de HYL1
con HOS15 y HDAO9 y su subsecuente impacto en la acumulacién de miARNs permanece desconocido.
Muchos de los miARNs regulados en una condicién experimental determinada podrian no tener un
profundo impacto en la homeostasis de la planta. Sin embargo, el mecanismo de reclutamiento y
regulacién que identificamos es potencialmente mds eficiente en genes transcripcionalmente activos.
Entonces, en condiciones de tratamiento con ABA, podria ocurrir que todos los miARNs que responden
a esta hormona con un aumento en la transcripcién sean activamente alcanzados por HYL1. Esta
asociacion, critica para el procesamiento de miARNs, conducird en dltima instancia al reclutamiento
especifico del complejo HOS15-HDA9 desencadenando la represion de los genes y retornando la

homeostasis en los niveles de miARNs luego del estimulo. Resulta interesante conocer si el

85



CAPITULO I — DISCUSION

reclutamiento del complejo represor es homogéneo o si es necesario alcanzar un umbral transcripcional
previo al reclutamiento. En este sentido, una alta tasa de transcripcién acompanada con un
procesamiento co-trasncripcional de los pri-miARNs puede aumentar los niveles de HYL1 en loci de
gen MIRNA particular, aumentando las posibilidades de que HOS15-HDAY reconozca y disminuya su
expresion en un mecanismo de compensacion. La observacion de que tanto la velocidad de transcripcién
y la frecuencia de procesamiento co-trancripcional cambien bajo condiciones de estrés podria causar un
escenario mds favorable para la asociaciéon de HYL1 a los loci de genes MIRNA, lo cual explicaria

nuestros resultados observados en un contexto de tratamiento con ABA.

Figura 16. HYL1 recluta al complejo remodelador de la cromatina HOS15-HDA9 HYL1 a los loci de genes MIRNA
para modular su expresiéon. Un modelo mostrando como un loci transcripcionalmente inactivo de MIRNA (A) puede ser
transcripto por la Pol II (B) para dar lugar a un pri-miARN que se pliega dando lugar a la particular estructura de tallo y bucle
(C). El tallo doble cadena del pri-miARN es reconocido por HYL1 y el complejo de procesamiento conteniendo a DCL1 (C).
La asociacion del complejo al pri-miARN naciente dispara el procesamiento y la consecuente produccion de miARNs maduro
que serdn cargados en AGO1 (D). En algunos loci, y especificamente en condiciones de tratamiento con ABA, HYL1 actda
como andamio para reclutar a HOS15 y HDAO a los loci de genes MIR (E). La interaccién permite el reconocimiento del loci

MIR por el complejo remodelador de la cromatina HOS15-HDA9, que eventualmente cambiard el perfil de acetilacion de
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histonas (E). Este proceso conduce a la represion de la transcripcion del gen MIRNA, volviéndolo a un estado represivo (A).

Queda por explorar si el complejo HOS15-HDA9 podria ademds modular la proteostasis de HYL1 (E).
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7. CAPITULO 2

7.1 Introduccion

Hasta aqui hemos realizado una exposicién de los resultados experimentales obtenidos a partir de la
caracterizaciéon de un nuevo cofactor en la biogénesis de miARNs, HOS15. Sin embargo, estos
hallazgos no solo evidencian el rol de HOS15 en dicha via, sino que también proponen un fascinante
mecanismo previamente desconocido que asocia la regulacién epigenética y la actividad de miARNSs.
En ese sentido, el modelo propuesto durante el desarrollo del primer capitulo de esta tesis aprovecha la
especificidad de la unién de HYL1 con los pri-miARNs y su capacidad de interaccidén con componentes
claves de otras vias para establecer nuevos mecanismos de regulacién especificos sobre la biogénesis
de miARNSs. En consecuencia, este modelo posiciona a HYL1 como un nodo central en el que confluyen

distintos mecanismos moleculares.

En ese sentido, el rol de HYL1 orquestando todo este proceso y confiriéndole la especificidad
correspondiente al complejo remodelador de la cromatina sobre la actividad de miARNs propone una
nueva capa de funcionalidad en el amplio repertorio de roles que parece cumplir HYL1. Estas
observaciones, ponen a HYL1 en un plano central tanto de la regulacién de la biogénesis de miARNS,
donde por un lado es capaz de interaccionar directamente con los pri-miARNs y miARNSs para llevar
adelante sus funciones tipicamente asociadas a la biogénesis y procesamiento de miARNs, mientras que
por otro lado esa misma capacidad de unirse ARN promueve el reclutamiento e interaccién con los
componentes de otras vias de regulacion, para finalmente modular la actividad de biogénesis de

miARNSs de manera indirecta.

A partir del hallazgo de esta nueva actividad no canénica de HYL1 fue que decidimos continuar este
trabajo estudiando nuevas funciones asociadas a la proteina HYL1, tomando como punto de partida las

diferentes caracteristicas estructurales de la proteina y particularmente sus dominios desconocidos.

7.1.1 La estructura proteica de HYLI1

Estructuralmente, HYL1 estd formada por 279 aminoécidos y puede ser divida en 3 porciones bien
definidas tanto desde una perspectiva estructural como funcional. Partiendo desde su regién N-terminal
y abarcando una longitud total de ~170 amino4cidos encontramos dos dominios de unién al ARN doble
cadena (dsRBD, double-stranded RNA-binding domains), dsRBD1 y dsRBD2, una sefial de
localizacién nuclear en la porcién intermedia (Wu et al., 2007) y ya cerca del extremo C-terminal, una
regién intrinsecamente desordenada compuesta por una serie de 6 repeticiones casi idénticas de 28

aminodcidos cada una (Fig. 17A).
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Los dominios dsRBD, cruciales para la interacciéon con ARN, adoptan una estructura del tipo apppa
(Rasia et al., 2010; S. W. Yang et al., 2010a) y la proteina exhibe una afinidad similar para los pri-
miARNSs, pre-miARNSs y diiplex de miARNS, lo que sugiere que HYL1 permanece asociada a la regién
que codifica para el miARN durante la mayor parte del ciclo de vida del miARN (S. W. Yang et al.,
2010a). Al comparar la naturaleza de cada uno de estos dominios, es posible ver que dsRBD1 exhibe
una mayor afinidad por el ARN doble cadena que dsRBD2 (Rasia et al., 2010; S. W. Yang et al., 2010a).
Dentro del dsRBD1 se han identificado aminoacidos especificos que resultan esenciales para la unién
al dsRNA (Rasia et al., 2010) y el comportamiento electrostatico del mismo (Burdisso et al., 2014). Sin
embargo, la presencia de dSRBD2 es critica para la asociacion estable y precisa de dSRBD1 con el ARN
doble cadena. A diferencia del dSRBD1, dsRBD?2 exhibe diferencias notables en su forma con respecto
a los dsRBD canénicos y su funcién principal es la de interaccionar con otras proteinas (S. W. Yang et

al., 2010a).

Por otro lado, cada uno de estos dsSRBD cumple funciones reguladoras cruciales en la estabilidad y
actividad de la protefna. En este sentido, la fosforilacién de los residuos S42 y S159 de la proteina,
ubicados en el dsSRBD1 y dsRBD2, respectivamente, son un elemento clave que controla tanto su
estabilidad como su actividad (Manavella et al., 2012) (Fig. 17A). Las variantes fosforiladas de estos
residuos confieren estabilidad a la proteina, especialmente protegiéndola de la degradacién que
normalmente sufre en oscuridad, a costa de ser inactiva en la biogénesis de miARNS. Por el contrario,
las versiones defosforiladas se corresponden con una proteina activa pero mas inestable (Achkar et al.,

2018; Manavella et al., 2012).

Mas precisamente, en un contexto de exposicién prolongada a la oscuridad, HYL1 es degradada
activamente por la proteasa HYL1-CLEAVAGE SUBTILASE 1 (HCS1) en el citoplasma mientras una
fraccion de proteina fosforilada inactiva es mantenida en el nicleo, protegiéndola de la degradacion
(Achkar et al., 2018; Jung et al., 2022). En presencia de luz, HYL1 es defosforilada rdpidamente,
volviéndose activa mientras que la E3-ligasa CONSTITUTIVE PHOTOMORPHOGENIC 1 (COP1)
es exportada hacia el citoplasma para reprimir activamente la actividad de HCSI1, evitando la

degradacion de HYL1 (Achkar et al., 2018; Cho et al., 2014; Jung et al., 2022).

Hace afios se propuso que la presencia del dominio C-terminal es prescindible para la actividad de
HYLI1 durante la biogénesis de miARNs (Wu et al., 2007). Estos resultados han sido recientemente
validados en nuestro laboratorio y reportados en el trabajo de tesis doctoral de Natalia Achkar (Achkar,
2021). Sin embargo, un estudio reciente propone que seria indispensable para la homodimerizacién de
HYL1 (Wieczorek et al., 2023). Otros resultados obtenidos mediante espectrometria de masas sugieren
que la serina en el péptido EAAFGSVETEK, presente en cada una de las 6 repeticiones del dominio C-
terminal, puede ser fosforilada (Manavella et al., 2012) (Fig. 17B). Curiosamente, este dominio C-

terminal repetitivo muestra un alto grado de conservacion en la identidad de los aminoacidos entre
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ecotipos o distintas especies vegetales pero el nimero de estas repeticiones es variable (Manavella et

al., 2012; Nasrallah et al., 2000; Parkin et al., 2005) (Fig. 17B).

La alta conservacion observada para los aminoacidos entre repeticiones, a pesar de la variabilidad en el
nimero de repeticiones entre diferentes especies de plantas (Manavella et al., 2012), y la posibilidad de
fosforilacion de esta regién (Manavella et al., 2012) sugieren una potencial funcionalidad, aunque su
rol especifico sigue siendo desconocido. En ese sentido, es posible que la homodimerizacién de HYL1
a través del C-terminal o la interaccion con otras proteinas, procesos que potencialmente pueden ser
regulados por fosforilacion, controlen algunas de las funciones de HYL1 no asociadas a la biogénesis
de miARNSs. Estas observaciones nos motivaron a caracterizar y estudiar la funcionalidad de este

dominio de HYL1.

A HYL1
S42 S159
dsRBD1 dsRBD1 NLS
28 AA repeats
Col-0 dsRBD1 dsRBD2 [NES
C24 dsRBD1 dsRBD2 NLS
Ler-1 dsRBD1 dsRBD2 NLS

A lyrata
B. napus

Figura 17. Estructura proteica de HYL1 y conservacién de su dominio C-terminal. (A) Representacion grafica mostrando
la estructura proteica de HYL1 con sus respectivos dsRBD1 y dsRBD2, su NLS y la serie de 6 repeticiones de 28 aa. La
fosforilacién de las S42 y S159 marcadas tienen un papel crucial en la estabilidad y funcionalidad de la proteina. (B)
Variabilidad entre el nimero de repeticiones entre los diferentes ecotipos de A. thaliana y las diferentes especies vegetales.
No obstante, la secuencia proteica y nucleotidica presente en cada repeticion contiene un alto porcentaje de identidad entre las
diferentes especies y ecotipos. Los bloques rojos representan a dsSRBD1 y dsRBD2 debidamente sefialados, el bloque amarillo

es el NLS mientras que los bloques verdes representa Ilustracion adaptada de Manavella et al (Manavella et al., 2012).

7.1.2 El multiverso funcional de HYLI

Estudios bioquimicos mostraron que HYL1 es capaz de promover el procesamiento eficiente de
miARNSs a través de su interaccion con DCL1 lo que afecta también la seleccion de la hebra correcta
del duiplex en AGO1 (Dong et al., 2008; Eamens et al., 2009; Kurihara et al., 2006; Manavella et al.,
2012). Estudios posteriores mostraron que el procesamiento de miARNs mediado por DCL1 puede

ocurrir de manera eficiente aun en ausencia de HYL1, solo en condiciones de baja temperatura, mientras
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que un puiiado parecen ser procesados naturalmente de manera independiente de HYL1 (Re et al., 2024;
Szarzynska et al., 2009). Estas observaciones, se suman al hallazgo de una mutacién puntual en DCL1
que le confiere la capacidad de llevar adelante el procesamiento de manera independiente de HYL1
(Tagami et al., 2009), sugiriendo que HYL1 podria actuar modulando la estructura de DCL1, dando

lugar al correcto procesamiento del pri-miARN.

No obstante, la funcién de HYL1 en la biogénesis de miARNs no solo se restringe a la modulacién de
la estructura de DCL1, sino que también actia en otros niveles. Un estudio reciente sugiere que HYL1
podria asociarse a Pol II de manera independiente de DCL1 y SE, controlando la iniciacién de la
transcripcion y la elongacion de los genes MIRNA (Bielewicz et al., 2023). En ese sentido, HYL1 podria
estar asociada al loci de gen MIRNA durante la transcripcion del pri-miARN y ayudar al ensamblado
del complejo de procesamiento alrededor del pri-miARN naciente tan pronto como la estructura de tallo
y bucle se forme. Este proceso podria explicar la eficiencia del procesamiento co-transcripcional de
muchos miARNs (Gonzalo et al., 2022). En linea con estos hallazgos, en este trabajo de tesis hemos
demostrado la capacidad de HYL1 de asociarse a los loci de genes MIRNA a partir del reconocimiento
y unién a los pri-miARN nacientes (J. Park et al., 2023). A partir de alli, HYL1 es capaz de reclutar al
complejo remodelador de la cromatina HOS15-HDAY para modular transcripcionalmente la actividad
de los miARNs. Sumado a ello, la unién de HYL1 a los pri-miARNs, dependiente de su
homodimerizacion, los protege de la degradacion mediada por el exosoma nuclear (Fan, Gao, et al.,
2022; Gao et al., 2020). Sin embargo, en ausencia de AAR2, HYL1 es capaz de desencadenar la
degradacion de los pri-miARNs aunque no hay evidencia acerca del mecanismo involucrado (Fan, Gao,
et al., 2022). Estos resultados opuestos ponen en evidencia que el rol de HYL1 se extiende mas all4 de
solo controlar la eficiencia del procesamiento por DCLI1, llegando a modular directamente la

homeostasis y estabilidad de los pri-miARNS.

HYL1 también es un factor clave en el procesamiento post-transcripcional de miARNs. En D-bodies,
HYLI1 participa en el procesamiento de pri-miARNs y posteriormente permite su salida de estos
corpusculos (D. Xie et al., 2021). En ese sentido, las helicasas de ARN RCF1, RH6, RHS8 y el complejo
THO/TREX aumentan la afinidad de HYL1 por los pri-miARNs y promueven la formacién de D-bodies
(Francisco-Mangilet et al., 2015; Q. Li et al., 2021; S. J. Park et al., 2021; Xu et al., 2023).

Una vez finalizada la biogénesis del diplex miARN/miARN* este es liberado de los D-bodies y, aun
unido a HYL1, es metilado en ambos extremos 3’ por la enzima HEN1 protegiéndolos de la degradacién
(Baranauske et al., 2015; J. Li et al., 2005; D. Xie et al., 2021; B. Yu et al., 2005). El diplex metilado,
aun unido a HYL1, es transferido a AGO1, proceso facilitado por CARP9, para finalmente abandonar
el nucleo hacia el citoplasma donde cumple su funcién regulatoria (Bologna et al., 2018; Tomassi et al.,
2020). Llamativamente, los miARNs que abandonan el niicleo unidos a AGO1 parecen incapaces de

moverse fuera de la célula, mientras que un pool citoplasmatico de miARNSs libres serian los que logran
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migrar (Brioudes et al., 2021; Liang et al., 2022; Voinnet, 2022b), (Dalmadi et al., 2019). Dada la
naturaleza de HYL1 y su localizacion dual, es posible especular que el pool de miARNSs citoplasmadtico
libre este mediado por HYL1. No obstante, hasta el momento no existe evidencia que respalde esta

hipétesis.

Otro estudio sugiere que, en un contexto de respuesta a la oscuridad, HYL1 podria modular tanto la
actividad como la estabilidad de HYS, impactando en el crecimiento y desarrollo de los hipocétilos en
plantulas, en una manera independiente a la actividad de miARNs (Sacnun et al., 2020). No obstante,

el mecanismo asociado a dicha regulacién sigue siendo poco comprendido.

Finalmente, un trabajo publicado recientemente propone que la versién citoplasmatica HYL1 podria
ademds estar involucrada en el silenciamiento génico a través del mecanismo de inhibicién traduccional
de los mensajeros blanco (X. Yang et al., 2021). El mecanismo de inhibicién traduccional es un proceso
poco comprendido actualmente, en gran parte debido a que su estudio ha sido practicamente ignorado
durante todo este tiempo. Los primeros cofactores involucrados en este mecanismo fueron KATANIN
1 (KTN1), VARICOSE (VCS) y la proteina GW-repeat SUO (Brodersen et al., 2008a; L. Yang et al.,
2012). Sin embargo, se sabe muy poco acerca de los mecanismos moleculares involucrados. En esta
publicacién los autores proponen que la fraccién citoplasmética de HYL1, podria tener un rol
independiente al de su contraparte nuclear en la biogénesis de miARNSs, interaccionando con AGO1 y
ALTERED MERISTEM PROGRAM 1 (AMP1) en el reticulo endoplasmatico para favorecer la
formacion de polisomas, y potencialmente desencadenar la inhibicién traduccional sobre un

subconjunto de mARNm fargets (X. Yang et al., 2021).

Aqui surge una pregunta interesante acerca de si HYL1 logra esta funcién de manera indirecta asistiendo
a AGOI o bien, directamente a través de la asociacién de HYL1 a los miARNSs. En este ultimo caso, la
asociacion nuclear de HYL1 con el diplex de miARN maduro adquiere una mayor relevancia en el

citoplasma.

7.1.3 Enfoque experimental del estudio del C-terminal de HYL1

Para el desarrollo de este segundo capitulo de tesis nos propusimos explorar las caracteristicas
funcionales y regulatorias del dominio C-terminal de HYL1, un aspecto de la proteina muy poco

comprendido hasta el momento.

Para ello, desarrollamos una coleccién de construcciones genéticas basadas en la secuencia codificante
de HYLI1 conteniendo un nimero variable de repeticiones en su C-terminal, desde 0 hasta 6. Ademas,
generamos versiones que imitan tanto un estado fosforilado como no fosforilado de dicha regién. Estas

construcciones fueron posteriormente utilizadas en una bateria de experimentos especificamente
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disefiados para la caracterizacién de este C-terminal y, en funcién de las necesidades experimentales,

cada una de las variantes fue fusionada a diferentes promotores o proteinas especificas.

Por otro lado, planteamos una buisqueda masiva de interactores diferenciales para cada una de las
versiones de HYL1, basandonos en la técnica de TurbolD proximity labeling (X. Li et al., 2023; Mair
et al., 2019; Wallner et al., 2024; T. Wang et al., 2023). Luego, a partir de la identificaciéon de los
interactores buscamos generar asociaciones funcionales especificas para cada una de las versiones, que

nos permitan inferir una actividad diferencial para el dominio C-terminal.
7.1.4 TurbolD proximity labeling como herramienta biotecnolégica en la biisqueda

masiva de interactores

TurbolD proximity labeling ha emergido recientemente como una poderosa herramienta en protedmica
para el estudio de interacciones proteina-proteina y microambientes subcelulares en sistemas vivos
(Branon et al., 2018; X. Li et al., 2023; Mair et al., 2019; T. Wang et al., 2023). Este enfoque se basa
en la actividad ligasa de biotina de la enzima TurbolD, que permite biotinilar proteinas cercanas de
manera no especifica, aunque dependiente de la proximidad. Para su aplicacién, es posible generar
construcciones genéticas que permitan expresar fusiones proteicas entre una proteina de interés y
TurbolD en sistemas vivos. De este modo, la proteina de interés dirige a la enzima hacia su entorno
celular natural. Al afiadir biotina ex6gena al medio, se favorece la actividad enzimatica de la TurbolD,
que biotinila especificamente residuos de lisina en las proteinas cercanas y genera una ‘“nube” de
proteinas biotiniladas, cuya extensién depende, entre otros factores, de la concentracion de biotina
suministrada y del tiempo de tratamiento efectuado. De este modo, es posible etiquetar proteinas

presentes en el mismo entorno celular que la proteina de interés.

Posteriormente, las proteinas biotiniladas pueden ser purificadas utilizando beads recubiertas con
estreptavidina, aprovechando la interaccidén extremadamente fuerte entre esta dltima y la biotina.
Finalmente, las proteinas enriquecidas son identificadas a través de andlisis mediante espectrometria de

masas, obteniéndose una coleccién de posibles interactores de nuestra proteina de interés.
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Figura 18. Funcionalidades de HYL1 en el interior celular. (A) HYL1 es capaz de asociarse a RNAPII para modular la

transcripcion tanto de los genes MIRNA como de genes codificantes. (B) Mediante esta interaccion, HYL1 inhibe la accién

represora de TPL, favoreciendo la transcripcion de genes codificantes. (C) En respuesta al tratamiento con ABA, la interaccién
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HYL-RNAPII actia como andamio para el reclutamiento del complejo HOS15-HDAD9 a los locus de genes MIRNA asociados,
desencadenando la deacetilacién de histonas e inhibiendo la transcripcion del mismo. (D) La union de HYL1 al pri-miARN
naciente promueve el ensamblado del complejo de procesamiento y facilita el procesamiento co-transcripcional de los miARNs
a través de la interaccién con DCL1 y SE, aumentando la eficiencia del mismo. (E) Alternativamente, la unién de HYL1 a los
pri-miARNS los protege de la degradacion mediada por el exosoma nuclear de ARN. (F) Dentro de los D-bodies, los duplex
miARN/miARN* permanecen Unidos a HYL1 y SE después del procesamiento, y abandonan los mismos unidos a HYL1 para
luego interaccionar con HEN1 y desencadenar la metilacién de los extremos 3’. (G) Los miARNs maduros asociados a HYL1
interaccionan con CARP9 para favorecer el proceso de carga en AGO1, que selecciona la hebra guia y abandona el nicleo
cargada con el miARN para finalmente encontrar su ARNm zarget y desencadenar el silenciamiento génico. (H) HYL1 es
capaz de transportarse al citoplasma. No obstante, no estd claro si lo hace de manera libre, unida a un duplex de miARN
maduro o unida a AGO1. (I) En cualquier caso, la version citoplasmatica de HYL1 puede interaccionar con AGO1 y AMP1
para promover la inhibicién traduccional de mediada por miARNs mediante la alteracién de la distribuciéon de AGO1 en
polisomas. Las dreas sombreadas en azul corresponden a funciones de HYL1 estrictamente relacionadas al procesamiento de
miARNs mediado por DCL1; las dreas sombreadas verdes representan funciones relacionadas a la via de los miARNSs pero no
necesariamente a la biogénesis de miARNSs; mientras que las dreas sombreadas en rojo corresponden funciones potenciales de

HYLI1 fuera de la biogénesis de miARNS. Ilustracién adaptada de Gonzalo et al (Gonzalo et al., 2024)
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7.2 Capitulo 2: Objetivos

Los hallazgos presentados durante el desarrollo del capitulo anterior no solo conducen a la exitosa
caracterizacion del rol de HOS15 en la biogénesis de los miARNS sino que también revelan una estrecha
relacién con HYL1, que actia como nexo entre la biogénesis de miARNs y la regulacién epigenética
de la transcripcion de los mismos. Si bien la participacién de HYL1 en este mecanismo es independiente
de su rol en el procesamiento de miARNSs, la misma no resulta sorprendente al considerar la diversidad
funcional descrita previamente para dicha proteina. No obstante, la escasa informacién funcional sobre
el dominio C-terminal de HYL1 resulta, cuando menos, intrigante. En funcién de ello, nos propusimos
como objetivo poner a prueba la relevancia funcional del dominio C-terminal de HYL1, evaluando

principalmente sus efectos sobre la capacidad de interaccionar con diferentes proteinas.
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7.3 Capitulo 2: Materiales y métodos

7.3.1 Andlisis de ADN

7.3.1.1 Plasmidos

PENTR™/D-TOPO®: vector de entrada (life Technologies) que permite el clonado direccional de
productos provenientes de reacciones de amplificacion en cadena (PCR) con extremos romos. Para tal
fin, es necesario agregar la secuencia de 4 nucleétidos CACC, en el extremo 5’ del cebador sentido,
complementario al extremo sobresaliente GTGG del vector, permitiendo una tnica orientacién 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®
estd flanqueado por las regiones de homologia attll y attl2 para permite la recombinacién LR en
vectores Gateway de destino. Este vector posee el gen de resistencia a kanamicina como marcador de

seleccidn en E. coli.

pGW-TurbolD-inNter: Es un vector de destino Gateway que permite la expresion en plantas de la
enzima TurbolD fusionada al N-terminal de la proteina de interés. Posee dos origenes de replicacion,
uno para E. coli, y otro para Agrobacterium tumefaciens, organismo con el cual se transformaron las

plantas. Confiere resistencia a higromicina para la seleccidn de plantas transformadas eficientemente.

pGWS502-TurbolD: Es un vector cerrado que permite la expresion de la enzima TurbolD. Posee dos
origenes de replicacién, uno para E. coli, y otro para Agrobacterium tumefaciens, organismo con el cual
se transformaron las plantas. Confiere resistencia a higromicina para la seleccién de plantas

transformadas eficientemente.

pFK205: Se utiliz6 como vector de destino. Es un vector pGREEN modificado y, como tal, posee dos
origenes de replicaciéon como el vector pGWB433. No contiene promotor, lo que lo convierte en un
vector vacio al que se le puede adicionar un promotor de interés y posee un terminador RBSC. Confiere

resistencia a kanamicina a las plantas que fueron transformadas eficientemente.

pFK209: Es un vector de destino Gateway de la serie pFK derivado del pldsmido pGREEN-11S
(Hellens et al., 2000) en el cual se reemplazé el gen de resistencia a kanamicina par el de
espectinomicina. Posee dos origenes de replicacién, uno para E. coli, y otro para Agrobacterium
tumefaciens, organismo con el cual se transformaron las plantas. Parte de las secuencias necesarias para
la replicacidn, como el gen de la replicasa RepA, se encuentran en el plasmido pSoup, que provee la
funcionalidad necesaria para la replicacion del vector pGREEN-11 en A. tumefaciens, para lo que se
debe co-transformar con ambos vectores. Este vector posee el promotor constitutivo del virus del
mosaico de coliflor 35S CaMV vy confiere resistencia a kanamicina para la seleccién de plantas

transformadas eficientemente.
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pFK210: Es un vector pPGREEN-IIS (Hellens et al., 2000) que se utiliz6 como vector de destino. Posee
el promotor del virus del mosaico de la coliflor 35S CaMV (35S), el cual dirige la expresion constitutiva
y ectdpica del gen en estudio y un terminador RBSC. Confiere resistencia al herbicida BASTA a las

plantas que fueron transformadas eficientemente.

pFK247: vector de destino Gateway de la serie pFK derivado del plasmido pGREEN-IIS (Hellens et
al., 2000) en el cual se reemplazé el gen de resistencia a kanamicina por el de espectinomicina. Posee
dos origenes de replicacién, uno para E. coli, y otro para Agrobacterium tumefaciens, organismo con el
cual se transformaron las plantas. Parte de las secuencias necesarias para la replicacion, como el gen de
la replicasa RepA, se encuentran en el plasmido pSoup, que provee la funcionalidad necesaria para la
replicacién 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 proteina verde fluorescente mejorada (eGFP, del inglés
enhanced Green Fluorescent Protein), y confiere resistencia a glufosinato de amonio para la seleccién

de plantas transformadas eficientemente.

pJV117: Es un vector de destino Gateway de la serie pJV derivado del plasmido pGREEN-11S (Hellens
et al., 2000). Este vector posee un promotor 35S CaMV, seguido de la secuencia que codifica para la

proteina mCherry

pSoup: Este vector aporta la secuencia del locus pSa que actia en trans en la replicacion de los

pldsmidos de la serie pGREEN-IIS y sus derivados en A. fumefaciens.

pDEST™22: Es un vector de destino Gateway (Invitrogen) que permite la fusién de una proteina de
interés al dominio de activacion de la proteina GAl4 (GAI4AD). Posee un origen de replicacion para E.
coli basado en el de los vectores pUC, y el gen de resistencia a ampicilina como marcador de seleccién
en bacterias. Contiene la secuencia ARS4/CENG6 de replicacion y mantenimiento de bajo ndmero de
copias en levaduras, y el gen TRP1 como marcador de seleccién en medios carentes de triptofano para
las levaduras transformadas eficientemente. El gen de interés fusionado al GAI4AD se expresa bajo el
control del promotor y el terminador de la alcohol deshidrogenasa de levaduras (ADH1). Este vector se

utilizé en los ensayos de doble hibrido para el estudio de interacciones proteina-proteina.

pDEST™32: Es un vector de destino Gateway (Invitrogen) que permite la fusién de una proteina de
interés al dominio de unién a ADN de la proteina GAl4 (GAI4BD). Posee un origen de replicacion para
E. coli basado en el de los vectores pUC, y el gen de resistencia a gentamicina como marcador de
seleccion en bacterias. Contiene la secuencia ARS4/CENG6 de replicacién y mantenimiento de bajo
nimero de copias en levaduras, y el gen IEU2 como marcador de seleccién en medios carentes de
leucina para las levaduras transformadas eficientemente. El gen de interés fusionado al GAI4BD se
expresa bajo el control del promotor y el terminador de la alcohol deshidrogenasa de levaduras (ADH1).

Este vector se utiliz6 en los ensayos de doble hibrido para el estudio de interacciones proteina-proteina.
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pEXP-AD502: Este vector tiene las mismas caracteristicas que el pDEST22™ a excepcidn de los sitios
de recombinacién attR y el casete de muerte flanqueado por estos sitios. Los sitios attR fueron
reemplazados por los sitios de recombinacion attB que flanquean un SMC para generar bibliotecas para
la realizacién de screenings de interaccion proteina-proteina. Este vector se utiliz6 como control de
vector vacio frente a las proteinas de interés fusionadas al GAL4BD en los ensayos de doble hibrido,

para descartar falsos positivos de interaccion.

pDB-Leu: Este vector tiene las mismas caracteristicas que el pPDEST32™ a excepcién de los sitios de

recombinacién attR y el casete de muerte flanqueado por estos sitios. Ademads, tiene el gen de resistencia
a kanamicina en lugar del gen de resistencia a gentamicina. Este vector se utilizé como control de vector
vacio frente a las proteinas de interés fusionadas al GAL4AD en los ensayos de doble hibrido, para

descartar falsos positivos de interaccion.

7.3.1.2 Construcciones genéticas

7.3.1.3 Amplificacion de fragmentos de ADN mediante PCR (Reaccion en Cadena de la
Polimerasa)

Se llev6 adelante segtn lo descripto en 6.3.1.3.

7.3.1.4 Electroforesis de ADN en geles de agarosa

Se llevé adelante segtn lo descripto en 6.3.1.4.

7.3.1.5 Purificacion de fragmentos de ADN

Se llev6 adelante segtin lo descripto en 6.3.1.5.

7.3.1.6 Introduccion de moléculas de ADN en vectores de entrada Gateway
El protocolo fue descripto previamente en 6.3.1.6.

7.3.1.7 Recombinacion Gateway en vectores de destino

El protocolo fue descripto previamente en 6.3.1.7.

7.3.1.8 Transformacion de bacterias de E. coli con ADN plasmidico

El protocolo fue descripto previamente en 6.3.1.8.

7.3.1.9 Transformacion de bacterias de A. tumefaciens con ADN plasmidico

El protocolo fue descripto previamente en 6.3.1.9.
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7.3.1.10 Minipreparacion de ADN plasmidico

Se llevé adelante segin lo descripto en 6.3.1.10.

7.3.1.11 Determinacion de la secuencia de moléculas de ADN

Detallado en 6.3.1.11.

7.3.1.12 Extraccion de ADN gendmico de plantas de Arabidopsis thaliana

Se llevé adelante segtn lo descripto en 6.3.1.12.

7.3.2 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). Las lineas mutantes insercionales
hyll-2 (SALK_064863) fueron adquiridas del Arabidopsis Biological Resource Centre (ABRC), Ohio
State University, OH, USA.

Las condiciones de crecimiento son idénticas a las detalladas en 6.3.2.

7.3.2.1 Tratamientos farmacolégicos

Para los experimentos correspondientes al protocolo de TurbolD proximity labeling (Mair et al., 2019),
plantulas de Arabidopsis thaliana 10 dias fueron desplantadas y sumergidas en placa de Y2 MS liquido
en presencia y ausencia de Biotina (Sigma-Aldrich) 50 puM e incubadas durante 3 hs en agitacion y
condiciones normales de crecimiento. Las muestras fueron tomadas luego de una incubacién de 3 hs de

tratamiento.

Alternativamente se emplearon plantes de Nicotiana benthamiana infiltradas con las construcciones
correspondiente utilizando el protocolo descrito en 6.3.2.3. Al cabo de 72 hs, las plantas fueron
infiltradas nuevamente con la solucién de biotina 50 uM y luego sometidas a condiciones normales de

cultivo durante 3 hs previas a la toma de muestra.

En todos los casos, luego del tratamiento las plantas fueron enjuagadas 3 veces con agua fria para

detener la biotinilacién y eliminar la biotina libre presente en la superficie de las mismas.
7.3.2.2 Transformacion estable de plantas de Arabidopsis thaliana

Se llevé adelante segtn lo descripto en 6.3.2.2.

7.3.2.3 Transformacion transitoria de plantas de Nicotiana benthamiana

Se llevé adelante segutn lo descripto en 6.3.2.3.
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7.3.3 Andlisis de Proteinas

7.3.3.1 Extraccion de proteinas totales de Arabidopsis thaliana
Se llev6 adelante segtn lo descripto en 6.3.4.1.

7.3.3.2 Separacion de proteinas y andlisis por western blot

Se llevé adelante segtn lo descripto en 6.3.4.2.

7.3.3.3 Fraccionamiento niicleo/citoplasma

Se llevé adelante segtn lo descripto en 6.3.4.3.

7.3.3.4 Ensayos de purificacion de proteinas biotiniladas.

Se emplearon 2 g de material vegetal por cada replica bioldgica a analizar. En primer lugar, se llevé a
cabo una extraccion de proteinas totales siguiendo los pasos detallados en 6.3.4.1. El extracto proteico
obtenido fue filtrado a través de una columna de desalinizacién (PD10, Cytiva 17-0851-01) previamente
equilibrada siguiendo las instrucciones recomendadas por el fabricante, para eliminar la biotina libre.
El extracto libre de biotina obtenido fue incubado durante 3-4 hs a 4 °C con 80 pL de beads magnéticas
unidas covalentemente a estreptavidina (Dynabeads™ MyOne™ Streptavidin C1, Invitrogen),
previamente lavadas con el buffer de extraccion de proteinas. Culminada la incubacidn con las beads
magnéticas, se realizaron lavados sucesivos con 1.7 mL de wash buffer 1, 1.7 mL de wash buffer 11, 1.7
mL de wash buffer 111, 1.7 mL de 50 mM Tris-HCI (pH = 7.5) y 3 lavados con 1.7 mL de PBS 1X. Las
muestras fueron posteriormente enviadas para su analisis mediante espectrometria de masas por una

plataforma de servicios a terceros.

Solucion de extraccion de proteinas: Tris 50 mM pH 7,5, NaCl 150 mM, EDTA 1 mM, glicerol 10%
(V/V), DTT I mM, y una tableta del Complete Protease Inhibitor Cocktail (Roche).
Wash buffer I: 0.5 % SDS

Wash buffer I1: 50 mM HEPES pH 7.5, 500 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1% Triton-X-100, 0.5% Na-

deoxycholate

Wash buffer I1I1: 10 mM Tris pH = 7.5, 250 mM LiCl, 1 mM EDTA, 0.5% NP-40, 0.5 % Na-

deoxycholate

7.3.4 Ensayos en levaduras

7.3.4.1 Co-transformacion de levaduras

Se llevé adelante segutn lo descripto en 6.3.5.1.
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7.3.4.2 Ensayos de doble hibrido en levaduras (Y2H)

Se llev6 adelante segtn lo descripto en 6.3.5.2.

7.3.5 Andlisis de fluorescencia

7.3.5.1 Microscopia de escaneo ldaser confocal (CISM)
Se llevé adelante segtn lo descripto en 6.3.6.1.

7.3.5.1 Ensayos de complementacion de la fluorescencia (BiFC)

Para los ensayos de BiFC, se cotransformaron hojas de N. benthamina con la fusién de CARP9 o CPL1
al fragmento N-terminal de la proteina fluorescente mCitrine, y las fusiones de las diferentes versiones
de HYL1 al fragmento C-terminal de la proteina mCitrina. Luego de cumplidas las 72 hs post
infiltracién, se procedié de la misma manera que para las localizaciones y co-localizaciones
previamente descriptas, utilizando esta vez el laser de 514 nm para excitar las muestras, y recolectando
la emisién en un rango de 525-560 nm para la mCitrina. Se realizaron las capturas correspondientes

para cada BiFC, y las imédgenes se procesaron nuevamente en el software Fiji (Schindelin et al., 2012).

7.3.6 Cepas bacterianas y de levaduras empleadas

Escherichia coli, DH5a [F ®80lacZAM15 A(lacZY A-argF)U169 deoR recAl endAl hsdR17(rK-,
mK+) phoA supE44 A-thi-1 gyrA96 relA1] (Hanahan, 1983).

Agrobacterium tumefaciens, GV3101 [C58 (rif r) Ti pMP90 (pTiC58DT-DNA) (gent r) Nopaline]. Esta
cepa contiene el pldsmido Ti tipo nopalina pMP90 (pTiC58DT-DNA) sin la funcién propia de
transporte, pero el ADN-T del vector binario puede transferirse correctamente. El plasmido pTiC58DT-
DNA contiene los genes VIR y resistencia a gentamicina. La cepa presenta resistencia cromosomal a

rifampicina (Koncz & Schell, 1986).

Saccharomyces cerevisiae, MaV203 [MATa; leu2-3,112; trp1-901; his3A200; ade2-101; cyh2R; can1®;
galdA; gal80A; GAL1::lacZ; HIS3uascari::HIS3@LYS2; SPAL10::URA3] (Leanna & Hannink, 1996)
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7.4 Capitulo 2: Resultados

7.4.1 La eliminacion del dominio C-terminal de HYL1 genera cambios en el patron de

localizacion subcelular de la proteina

Tal como lo hemos mencionado anteriormente, desde hace tiempo se ha especulado, en base a evidencia
publicada, que el dominio C-terminal de HYL1 es dispensable para la biogénesis de miARNs y que la
transformacién de plantas mutantes /y// con versiones de la proteina que solo contengan los dsRBD es
suficiente para revertir mayoritariamente el fenotipo mutante (Wu et al., 2007). De hecho, estos
resultados fueron validados en nuestro laboratorio en el marco de un trabajo de tesis anterior (Achkar,
2021). Sumado a ello, en ese mismo trabajo de tesis se demostré que la transformacién de plantas
mutantes con versiones de HYL1 con diferente ndmero de repeticiones en el C-terminal (Primeras 6
construcciones, Figura 19A) no genera alteraciones en el fenotipo, sino por el contrario, son capaces de
complementar con éxito el tipico fenotipo mutante de hyl/-2 (Achkar, 2021). Esta observacién resulté
valida tanto para la expresion de cada una de las versiones usando un promotor nativo de HYL1 como
para la sobreexpresion usando el promotor viral CaMV35S. Sin embargo, y como se menciond
anteriormente, la altisima conservacion de secuencia de este dominio en distintas especies vegetales
hacen dudar de la premisa que esta region es completamente prescindible para la funcién de la proteina.
De hecho, fuera del efecto sobre la biogénesis de miARNS, y sobre el fenotipo de la planta, poco se
conoce a nivel molecular o celular acerca del efecto que este dominio tiene sobre la célula o la proteina

en si misma.

El andlisis estructural de este dominio C-terminal sugiere que se trata de una regién intrinsecamente
desordenada (IDR), aunque hasta el momento no ha sido probado por técnicas biofisicas. Un trabajo
reciente no s6lo muestra que existe cierto grado de desorden en esta region de la proteina, sino también
que dicho dominio es esencial para la formacién de dimeros en solucién acuosa (Wieczorek et al., 2023).
Tipicamente, las IDR se asocian a la formacién de separaciones de fase liquido-liquido, interacciones
proteicas y cambios en la localizacién subcelular (Bondos et al., 2021; Borcherds et al., 2021; Bremer
et al., 2021; Dignon et al., 2020), lo que podria explicar su relevancia en la formacién de los dicing
bodies (D. Xie et al., 2021). Teniendo en cuenta esto, decidimos evaluar mediante microscopia confocal
de fluorescencia si el dominio C-terminal de HYL1 es capaz de modular la localizacién subcelular de
la proteina. Para ello, fusionamos cada una de las versiones de la proteina mencionadas anteriormente
a la proteina verde fluorescente (eGFP) bajo el control del promotor constitutivo CaMV35S y
transformamos de manera transitoria plantas de Nicotiana benthamiana con cada una de estas proteinas
de fusién (Fig. 19 A). Luego de 3 dias de incubacién, observamos y analizamos la fluorescencia en las

hojas de las plantas infiltradas.
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Los resultados obtenidos revelaron que la longitud, y fosforilacién, del dominio C-terminal,
caracteristicas variables entre especies naturales, parecen afectar el patrén de localizacién de HYL1. Se
observé que la version WT de HYL1 exhibe un patrén de localizacion dual entre nicleo y citoplasma,
mientras que la variante carente de repeticiones se localiza exclusivamente en el niicleo con una
marcada acumulacién en el nucleolo, que se diluye paulatinamente con el agregado de repeticiones a la
proteina (Fig. 19 B). Ademds, la localizacidn citoplasmdtica de HYL1 se correlaciona con el nimero
de repeticiones en su dominio C-terminal, ya que a medida que aumenta el nimero de repeticiones,
también incrementa su presencia en el citoplasma. Finalmente, la formacién de dicing bodies también
parece responder a los cambios en la composicién del dominio siguiendo una correlacion indirecta,
dado que al aumentar el nimero de repeticiones se observa una disminucién en la cantidad y tamafio de
los dicing bodies formados (Fig. 19 B). Se ha demostrado anteriormente que la fosforilacién de las
serinas S42 y S159, ubicadas en el dSRBD1 y dsRBD2, respectivamente, inhibe la formacién de dicing
bodies conteniendo HYL1 y también que las repeticiones en el C-Terminal pueden estar fosforiladas
(Manavella et al., 2012). Dada esta particularidad, creamos versiones fosfo-mimeticas de HYL1 (Fig.
19A) y analizamos sui localizacién. Las imdgenes no revelaron diferencias entre los patrones de
localizacién y formacién de dicing bodies entre ellas, ni tampoco en comparacién con la version salvaje
de la proteina (Fig. 19 B). En este contexto, resulta particularmente interesante que no se hayan
observado diferencias entre las versiones fosforilada y no fosforilada de la proteina, lo que sugiere que
un mecanismo regulatorio similar al descrito para las S42 y S159 no parecen ser aplicable al dominio
C-terminal. Sin embargo, un estudio reciente de nuestro laboratorio sugiere la existencia de dos tipos
diferentes de dicing bodies conteniendo HYL1 (Tomassi et al., 2020), los cuales tendrian funciones
diferenciadas segiin su composicién. En primer lugar, tenemos a aquellos que contienen tanto a HYL1
como a CPL1 en su interior y estdn tipicamente asociados al procesamiento de miARNs, mientras que
por otro lado también existe un subconjunto de dicing bodies que contienen a HYL1 y a CARP9, y
participan en la transferencia del miARN maduro a AGO1, favoreciendo la seleccion precisa de la hebra
guia como paso previo a la formacion del complejo RISC. En ese sentido, la idea de que el estado de
fosforilacién del dominio C-terminal de HYL1 influya en el tipo de D-bodies es sumamente atractiva.
Una manera de abordar esta hip6tesis podria ser la de evaluar la interaccion diferencial de cada una de
las distintas variantes de HYL1 con otros cofactores de la biogénesis de miARNs que estdn tipicamente
asociadas a uno u otro tipo de D-bodies. Siguiendo esta linea, la tipica interaccién de HYL1 y SE podria
analizarse como modelo de cuerpos de procesamiento y la interaccién de HYL1 con CARP9 como
cuerpos asociados a la transferencia del miARN. De este modo, evaluando las diferencias entre las
interacciones de cada una de nuestras versiones de HYL1 con SE o CARPY, seria posible inferir la

preferencia de una u otra versién hacia la formacién de cierto tipo de D-bodies.
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Figura 19. Alteraciones en el niimero de repeticiones del C-terminal de HYL1 modulan la localizacién celular de la

proteina. (A) Representacion grifica mostrando las diferentes construcciones generadas mediante ingenieria genética y

conteniendo diferentes nimeros de repeticiones en el C-terminal de HYL1. Ademads, se incluyen las versiones que emulan las

variantes fosforilada y no fosforilada de dicho dominio. B) Imdgenes de microscopia confocal mostrando la localizacién

subcelular variable entre las diferentes versiones de HYL1 etiquetadas con eGFP. que fueron transformadas de manera

transiente en hojas de N. benthamiana. Las imdgenes expuestas en (B) fueron extraidas del trabajo de Tesis doctoral de Achkar

(Achkar, 2021).
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7.4.2 La interaccion entre HYL1 y SE no se ve alterada por la ausencia de repeticiones

en el C-terminal ni por el estado de fosforilacion de las mismas

En virtud de lo expuesto hasta aqui, nuestro siguiente paso en la caracterizacion de este dominio C-
terminal fue la evaluacion de la interaccién de cada una de nuestras versiones de HYL1 con su principal
socio funcional, SE. En primer lugar, decidimos explorar el patrén de colocalizacion entre cada una de
las variantes de HYL1 y SE, teniendo en cuenta nuestros hallazgos anteriores acerca de la influencia
del dominio C-terminal en la localizacion subcelular de HYL1. Para ello, utilizamos las fusiones a GFP
previamente descritas (Fig. 19A) en combinacién con versiones de SE fusionadas a mCherry. Los
resultados obtenidos muestran que la ausencia total o parcial del dominio C-terminal no tiene efecto
sobre la capacidad de colocalizacién entre ambas proteinas a pesar de exhibir un patrén diferencial entre
las diferentes versiones (Fig. 20 A). En ese sentido, los patrones de colocalizacién entre las variantes
de HYL1 y SE emulan lo observado para cada una de las variantes de HYLI1 analizadas
individualmente, donde las versiones con bajo nimero de repeticiones tienden a perder la distribucién
uniforme en el nicleo y citoplasmatica para mostrar una fuerte acumulacién nucleolar. Estos resultados
sugieren que el dominio C-terminal de HYL1 es responsable de la localizacién subcelular de la proteina
misma, sino que también es capaz de modular la de otras proteinas funcionalmente asociadas. Sin
embargo, atin desconocemos la relevancia funcional o regulatoria de esta localizacion diferencial, asi
como también si dicho cambio en la localizacion de SE es estrictamente pergefiado por HYL1 mediante

la interaccion directa.

Para poner a prueba esto ultimo, evaluamos la capacidad de interaccion de cada variante de HYL1 con
SE mediante un ensayo de doble hibrido en levaduras, utilizando las diferentes versiones de HYL1
como cebo y SE como diana. Los resultados obtenidos mostraron que, excepto en el caso de la variante
que imita el estado no fosforilado, todas las versiones de HYL1 interactdan con SE de manera similar
a la version salvaje (Fig. 20 B). La ausencia de interaccién en la variante no fosforilada es
particularmente interesante, ya que sugiere un posible mecanismo de regulacién funcional mediado por
el estado de fosforilacion del dominio C-terminal (Fig. 20 B). No obstante, debemos ser cautelosos ya
que ninguna de las versiones de HYL1 deberia estar fosforilada en levaduras. En ese contexto, no
deberian existir diferencias entre los estados de fosforilacién del mimico no fosforilado y la versién
salvaje de HYLI. Por lo tanto, atribuir la pérdida de interaccién a la falta de fosforilacién en el C-
terminal podria ser incorrecto y conducir a conclusiones erréneas. Una posible explicacion para este
resultado es que la sustitucion de las serinas por alaninas en el C-terminal de HYL1 cause un
plegamiento anémalo o un cambio estructural significativo en la proteina, lo que afectaria al dominio
dsRBD?2 y, en consecuencia, impactaria en la interaccién de HYL1 con SE (S. W. Yang et al., 2010b;
X. Yang et al., 2014). Sin embargo, esta teoria no seria coherente con la reversién del fenotipo

observada para las plantas mutantes hyl/-2 transformadas con la versién mimica no fosforilada de
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HYL1 (Achkar, 2021). En consecuencia, los resultados obtenidos a partir de este ensayo terminan
siendo inconclusos y posiblemente requieran una segunda validacién aplicando diferentes técnicas e

incluso utilizando métodos in-planta.

La normal interaccién de SE con todas las versiones de HYL1 no resulta sorprendente, ya que esta
interaccion depende del dominio dsRBD2, presente en todas las variantes analizadas. Ademads, dada la
jerarquia funcional del complejo HYLI-SE, la capacidad de todas las versiones de HYL1 para
complementar el fenotipo ya sugeria que dicha interaccion permanecia intacta. En ese sentido, una
alteracion en la capacidad de interaccién entre ambas proteinas muy probablemente tenga como

consecuencia directa un fenotipo visual aberrante muy marcado, cosa que no observamos.
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Figura 20. Alteraciones en el niimero de repeticiones del C-terminal de HYL1 modulan la localizacién celular del
complejo HYL-SE sin afectar la interaccién. (A) Imdgenes de microscopia confocal mostrando la co-localizacién nuclear
de SE etiquetada con mCherry y las diferentes variantes de HYL1 etiquetadas con eGFP que fueron transformadas de manera
transiente en hojas de N. benthamiana. Barras = 38.7 um. (B) Interaccién entre las diferentes versiones de HYL1 y SE en
ensayos de doble hibrido en levaduras. El ensayo fue realizado utilizando HYL1 como presa y SE como carnada. Una
construcciéon EV (Vector vacio) fue empleada como control negativo. La combinacién de SE como carnaday HYL1 WT como
presa fue empleada como control positivo. Las levaduras fueron crecidas en medios basales selectivos en ausencia de los

aminodcidos especificos -LT, -LTH, -LTH + 30 mM 3 AT durante 5 dias antes de capturar las imagenes.

7.4.3 Alteraciones en el dominio C-terminal de HYLI afectan la interaccion proteica

con CARP9

Los resultados presentados en la seccién anterior muestran que las alteraciones en el C-terminal de
HYL1 no tienen impacto alguno sobre la capacidad de interaccionar con SE, su principal socia. Ademads,
cada una de las variantes de HYL1 estudiadas es capaz de complementar el fenotipo mutante de las
plantas hyl/-2 transformadas (Achkar, 2021). Estas observaciones sugieren la idea de que el
procesamiento de miARNs podria llevarse a cabo sin alteraciones, independientemente de la
configuracién del dominio C-terminal de HYL1. Estudios anteriores llevados adelante en nuestro
laboratorio proponen que una vez finalizado el procesamiento de los miARNs, CARP9, una proteina
intrinsicamente desordenada (IDP, del inglés Intrinsically Disordered Protein), interactia con HYL1,
para facilitar la transferencia del miARN maduro a AGOI1, promoviendo la correcta seleccién de la
hebra guia y el ensamblaje posterior del complejo RISC (Tomassi et al., 2020). Ademds, CARP9
actuaria como andamio, favoreciendo la interaccién entre HYL1 y AGO1 (Tomassi et al., 2020). A raiz
de ello, nos propusimos evaluar como afectan las modificaciones del C-terminal de HYL1 al proceso
de carga del miARN en AGO1 asistido por CARP9. Para ello, nuestro primer paso fue evaluar la
colocalizacién de cada una de las variantes de HYL1 con CARP9 mediante microscopia confocal de
fluorescencia. Replicamos el disefio experimental utilizado previamente con las diferentes variantes de
HYL1 fusionadas a GFP y CARP9 fusionada a mCherry. Se transformaron de manera transitoria hojas

de Nicotiana benthamiana con las respectivas combinaciones y se evaluaron los resultados.

A partir de ello fue posible observar que las modificaciones en el dominio C-terminal no afectan la
capacidad de colocalizacién entre HYL1 y CARP9, en concordancia con lo reportado anteriormente
para el caso de SE (Fig. 21 A). Ademds, HYL1 se mantiene como el factor determinante del sitio de
colocalizacién, ya que las combinaciones que incluyen versiones de HYL1 con un bajo nimero de
repeticiones presentaron una fuerte acumulacién nucleolar (Fig. 21 A). Por el contrario, al aumentar el
nimero de repeticiones, ambas proteinas se distribuyen uniformemente en el interior del nicleo (Fig.

21 A).
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Curiosamente, al analizar la interaccién proteica entre cada uno de los pares de proteinas analizadas
mediante técnicas de complementacion de fluorescencia bimolecular (BiFC), encontramos que solo la
version salvaje de HYL1 es capaz de interaccionar con CARPY (Fig. 21 B). Este resultado plantea
nuevas interrogantes acerca de cémo las otras versiones de HYL1 pueden modular el perfil de
localizacion de CARPY, siendo que no parecen interactuar directamente. La hipétesis mds probable es
que ambas proteinas formen parte de un complejo proteico mayor, lo que implicaria que no es necesaria
una interaccion directa para que ambas proteinas puedan colocalizar. En este contexto, los resultados

sugieren que la localizacién subcelular de todo el complejo estaria siendo regulada por HYL1.

Por otro lado, los hallazgos presentados hasta el momento no proporcionan informacién clara sobre la
relevancia funcional de esta pérdida de interaccidn, ni tampoco si el proceso de carga del miARN en
AGOI se ve afectado. Sin embargo, la reversion del fenotipo mutante observada en las plantas hyl//-2
transformadas con cada una de las versiones de HYL1 (Achkar, 2021) sugiere que al menos los aspectos
mds criticos de la biogénesis de miARNs, como el proceso de carga en AGOI, no estarian
comprometidos. Para explicar esto es posible plantear dos alternativas: La primera, y més sencilla,
plantea que la interaccién entre HYL1 y CARP9 no seria indispensable para que el proceso de carga
del miARN en AGOLI se lleve a cabo de manera exitosa, lo cual es razonable si consideramos que AGO1
puede interactuar directamente con ambas proteinas (Tomassi et al., 2020). La segunda posibilidad es
que la pérdida de interaccién entre HYL1 y CARP9 sea compensada por otra de las proteinas presentes
en el complejo durante el proceso de carga del miARN en AGOI1. Sin embargo, para validar esta
segunda hipoétesis, es necesario profundizar en la comprension de la composicion especifica de este
complejo. Ademads, ensayos de andlisis carga de miARNs en AGOI1 a realizar en un futuro mediante

RIP-gPCR o RIP-seq podrian aportar valiosa informacién para responder a estas preguntas.
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Figura 21. Alteraciones en el niimero de repeticiones del C-terminal de HYL1 modulan tanto la localizacién celular del
complejo HYL1-CARP9 asi como también la interaccion directa entre ambas proteinas. (A) Imdgenes de microscopia
confocal mostrando la co-localizacién nuclear de CARP9 etiquetada con mCherry y las diferentes variantes de HYL1
etiquetadas con eGFP que fueron transformadas de manera transiente en hojas de N. benthamiana. Barras = 45 pm. (B)
Interaccién entre las diferentes versiones de HYL1 y CARP9 en ensayos de complementacién de la fluorescencia bimolecular
(BiFC). El ensayo fue realizado utilizando las diferentes versiones de HYL1 fusionadas a C-mCitrine y CARP9 fusionada a

N-mCitrine transformadas de manera transiente en hojas de N. benthamiana. Barras = 45 pm

7.4.4 La asociacion entre AGOI1 y HYLI no depende del dominio C-terminal de HYLI

Una de las observaciones mds interesantes que hemos realizado es la aparente perdida de localizacién
citoplasmadtica de las versiones mds cortas de HYL1. Hace pocos afios, se propuso una funcién
estrictamente asociada a la localizacién citoplasmética de HYL1, modulando la distribucién de AGO1
en polisomas para favorecer la inhibicién traduccional de un subconjunto de ARNm target de la
maquinaria (X. Yang et al., 2021). En este estudio, los autores muestran que cuando se restringe la
localizacion de HYL1 exclusivamente al compartimento nuclear, se produce una disminucién en las
proporciones de AGO1 asociada a polisomas, alterando el mecanismo de silenciamiento génico por
inhibicién traduccional. En concordancia con esto, los autores demostraron que la version WT de HYL1

es capaz de unir ARNm diana de miARNSs en el citoplasma.

Asi, en funcién de estas observaciones y los cambios en los patrones de localizacién descriptos en este
trabajo para las diferentes variantes de HYL1, nos propusimos evaluar si el dominio C-terminal de esta
proteina podria estar involucrado en el mecanismo de inhibicion traduccional modulando la asociacién
entre HYL1 y AGO1 en el citoplasma. Para ello, evaluamos la capacidad de interaccién de cada una de
estas variantes de HYL1 con AGO1 mediante ensayos de doble hibrido en levaduras utilizando las
diferentes versiones de HYL1 como cebo y AGO1 como presa. Nuevamente, los resultados obtenidos
muestran que las variaciones en el dominio C-terminal de HYL1 no afectan la capacidad de interaccion
de AGO1 (Fig. 22 A). Por otro lado, si bien es cierto que todas las versiones de HYL1 parecen
interaccionar en igual medida con AGOI, es posible ver que la interaccion HYL1-AGO1 no es tan
intensa como la existente entre HYL1-SE, usada como control positivo en este ensayo, e incluso la

version sin repeticiones parece interaccionar particularmente mal con AGOI.
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Figura 22. Alteraciones en el nimero de repeticiones del C-terminal de HYL1 no afectan la capacidad de interaccion
con AGOL1. (A) Interaccion entre las diferentes versiones de HYL1 y AGO1 en ensayos de doble hibrido en levaduras. El
ensayo fue realizado utilizando HYL1 como presa y AGO1 como carnada. Una construccién EV (Vector vacio) fue empleada
como control negativo. La combinacién de SE como carnada y HYL1 WT como presa fue empleada como control positivo.
Las levaduras fueron crecidas en medios basales selectivos en ausencia de los aminodcidos especificos -LT, -LTH, -LTH + 30

mM 3 AT durante 5 dias antes de capturar las imdgenes.

No obstante, la observacion de que la interaccién entre HYL1 y AGOI1 no se ve alterada entre las
diferentes variantes de HYL1 analizadas no necesariamente implica que la inhibicién traduccional de
ARNm transcurra normalmente en estas circunstancias. En primer lugar, porque para que dicho proceso
ocurra es necesario que la interaccion AGO1-HYLI1 se de en el citoplasma, donde la versidn carente de
repeticiones aparece ausente o, al menos, menos enriquecida. En segundo lugar, es importante
considerar que la maquinaria involucrada en la inhibicién traduccional de ARNm no se limita sélo al
complejo HYL1-AGOl, sino que abarca un conjunto mds amplio de proteinas, muchas de las cuales no
estdn estrictamente asociadas a la biogénesis de miARNs, como es el caso de AMP1, KTNI1, VCS y
SUO (Brodersen et al., 2008b; S. Li et al., 2013; L. Yang et al., 2012). En particular, AMP1 es una
proteina asociada a las membranas del reticulo endoplasmadtico capaz de interaccionar y formar un
complejo multiproteico con AGO1 y HYL1 (X. Yang et al., 2021). Una alternativa para evaluar si
existe una diversidad funcional asociada a la interaccién del dominio C-terminal de HYL1 con otras
proteinas serfa la de analizar de manera global los subconjuntos individuales de interactores

correspondientes a cada una de las diferentes versiones de HYLI.
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7.4.5 El dominio C-terminal de HYL1 promueve la interaccion con otros factores
proteicos para formar una red de interactores que favorecen la diversidad funcional de

la proteina

Teniendo en cuenta esta idea de que la asociacién entre proteinas para formar grandes complejos
proteicos puede dar lugar a nuevas funcionalidades asociadas a cada una estas proteinas, decidimos
evaluar de manera global si el dominio C-terminal de HYL1 tiene alguna implicancia sobre su red de
interactores. Para ello, llevamos a cabo experimentos de TurbolD proximity labeling (X. Li et al., 2023;
Mair et al., 2019) realizando una busqueda masiva de interactores especificos para las variantes
HYL1A6, HYL1A3, HYL1IWT, HYL1S<A y HYL1S<D. Posteriormente, realizamos las asociaciones
funcionales correspondientes para cada conjunto de interactores identificados, con el objetivo de inferir

una funcionalidad diferencial asociada al dominio C-terminal de HYL1.

En primer lugar, disefiamos las construcciones genéticas que nos permitan expresar en plantas la fusién
de cada una de las variantes de HYL1 mencionadas a la proteina TurbolD bajo el control del promotor
constitutivo CaMV35S (Fig. 23 A). Una vez obtenidas, generamos plantas transgénicas capaces de
expresar dicha fusién utilizando como background genético de transformacién plantas mutantes hyl!-
2, con la idea de evitar la produccion endégena de la proteina HYL1. Todas las plantas transgénicas
obtenidas muestran un fenotipo WT, poniendo en evidencia que las distintas proteinas de fusién son
activas (Fig. 23 B). Por otro lado, la sobreexpresién de TurbolD en plantas salvajes Col-0 no genera
anomalias en el fenotipo de las plantas transgénicas analizadas. A partir de este resultado, decidimos

emplear esta coleccidn de plantas como control negativo en nuestro posterior andlisis de interactores.

La eleccion de un background genético Col-0 para la sobreexpresion de la enzima TurbolD sola, usada
como control, se fundamenté en la premisa de que si transformamos mutantes Ayl/-2, como en el caso
de las otras construcciones, esta fallara en completar el fenotipo mutante de sy//-2, al no aportar otra
copia del gen, y la enorme diferencia en fenotipos y estados de desarrollo entre las plantas podria

complicar el andlisis de los resultados.
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TurbolD-HYLT WT  35S: TurbolD dsRBD1 dsRBD2 NLS

TurbolD-HYL1 A3 35S: TurbolD dsRBD1 dsRBD2 NLS

TurbolD-HYL1 A6 35S: TurbolD dsRBD1 dsRBD2 NLS

TurbolD-HYL1 S>A  35S::

TurbolD-HYLT1 S>D  35S: TurbolD dsRBD1 dsRBD2 N[

35S::TurbolD 35S:TurbolD:HYL1A6

35S:TurbolD:HYL1A3 35S:TurbolD:HYL1S>A 35S:TurbolD:HYL1S>D 35S:TurbolD:HYLTWT

Figura 23. La fusion de la enzima TurbolD a las diferentes versiones de HYL1 no altera el rol biologico de HYL1. (A)
Representacion grifica mostrando las diferentes construcciones generadas mediante ingenieria genética y conteniendo la
fusion entre la proteina TurbolD vy las diferentes versiones de HYL1 discutidas previamente. (B) Caracterizacion fenotipica
de las lineas control (Col-0), mutantes en HYL1 (hyll-2), sobreexpresantes de la enzima TrubolD y mutantes hyll-2
transformadas con diferentes construcciones que permiten la sobreexpresion de las fusiones de TurbolD a las diferentes

variantes de HYL1. Las plantas fueron analizadas a los 18 dias después de la germinacion.
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Aun cuando los resultados muestran que las construcciones de fusién son capaces de complementar el
fenotipo mutante, indicando que son funcionales, no podemos afirmar que las proteinas de fusién se
estdn expresando de manera integra ni tampoco que la actividad biotina-ligasa, correspondiente a la
TurbolD, estd activa. Para validar estos aspectos, nos propusimos evaluar la correcta expresion de la
proteina de fusién mediante técnicas de western blot, analizando los tamafos de banda observados y
comparandolos con los esperados. Para ello, aprovecharemos la ventaja de que la construccién genética
empleada contiene la secuencia para expresar una etiqueta de 3xHA incluida en la proteina de fusién.
Por otro lado, para la evaluacion de la actividad biotina-ligasa de la enzima, sometimos a las plantas a
un tratamiento de biotina durante 3 hs usando condiciones normales de cdmara y un medio liquido
suplementado con 50 uM de biotina, y evaluamos el patrén de biotinilacién de proteinas mediante
técnicas de western blot, empleando Streptavidin-HRP para su deteccion. Las validaciones fueron
realizadas tanto mediante expresion transitoria por agroinfiltracion de plantas de Nicotiana
benthamiana como a través de la expresion estable en las plantas de Arabidopsis thaliana previamente
detalladas. Para la expresion transitoria, se infiltraron hojas de Nicotiana benthamiana con las proteinas
de interés 72 hs antes de la infiltracién de esas mismas hojas con una solucién 50 uM de biotina. En
cuanto a la expresion estable, las respectivas plantas transgénicas de Arabidopsis fueron crecidas
durante 10 dias en placas de ¥2 MS-Agar para luego ser incubadas en la solucién 50 uM de biotina

durante 3 hs.

En ambos casos, los resultados obtenidos muestran la correcta expresion de las proteinas de fusion en
el tamafio esperado (TurboIlD:HYLIWT: 120 kDa, TurboIlD::HYLIS>A: 120 kDa,
TurboID::HYL1S>D: 120 kDa, TurbolID: 35-40 kDa, TurboID::HYL1A6: 70 kDa, TurbolD::HYL1A3:
70 kDa), tanto en condiciones de MOCK como de tratamiento (Fig. 24, A y B). No obstante, para el
caso de las muestras de Arabidopsis thaliana se observé adicionalmente la aparicién de un patrén de
bandas constante en todas las muestras analizadas (100 kDa), posiblemente correspondiente a una
inespecificidad del anticuerpo (Fig. 24 B). Por otro lado, todas las muestras tratadas con 50 uM de
biotina mostraron un claro incremento en la sefial de los experimentos de western blot realizados
utilizando Streptavidin-HRP para la deteccion de las mismas (Fig. 24, A y B), indicando la presencia
de una mayor acumulacion de proteinas biotiniladas en comparacién con el tratamiento MOCK. Estos
resultados ponen en evidencia que la estructura de la enzima TurbolD no se ve afectada tras su fusién
a las diferentes variantes de HYL1 y que cada una de las proteinas de fusion generadas se expresan de

manera integra y son capaces de cumplir exitosamente con la actividad enzimadtica de TurbolD.

Por otro lado, comparando las intesidades de banda obtenidas para cada una de las fusiones expresadas
en Arabidopsis thaliana es posible observar que las versiones fusionadas a HYL1A6 y HYL1S>D
presentaron niveles de expresion cosiderablemente mayores que las demds (Fig. 24 B, a-HA), que
posteriormente se vieron reflejados en mayores niveles globales de proteinas biotiniladas (Fig. 24 B,

Streptavidin-HRP).
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Figura 24. La fusién de HYL1 a TurbolD no afecta su actividad enzimatica. Ensayo de Western blot mostrando los niveles
proteicos de las fusiones de TurbolD a las diferentes versiones de HYL1 expresadas de manera transiente en (A) Nicotiana
benthamiana y en (B) plantas mutantes hyll-2 transformadas de forma estable. Se muestran también los niveles de proteinas
biotiniladas en plantas sometidas a un tratamiento de 50 pM de biotina durante 3 hs en comparacién con el tratamiento MOCK.
Los paneles rotulados como a-HA corresponden a la deteccion de las fusiones de TurboID-HYL1 mientras que los rotulados

como Streptavidin-HRP corresponden a la deteccion de proteinas biotiniladas.

En los resultados expuestos anteriormente hemos validado dos aspectos criticos previos a la busqueda
de interactores mediante TurbolD-labeling (X. Li et al., 2023; Mair et al., 2019; T. Wang et al., 2023).
En primer lugar, demostramos que la fusién de cada una de las variantes de HYL1 al extremo C-terminal
de la enzima TurbolD mantiene su actividad bioldgica en el entorno celular, logrando asi revertir el
fenotipo mutante en las plantas de genotipo hyll-2 transformadas. Por otro lado, confirmamos que
ninguna de las fusiones generadas afecta la actividad ligasa de biotina de TurbolD, la cual es
estrictamente necesaria para el etiquetado de todas las proteinas asociadas a HYL1, antes del proceso

de purificacién e identificacion.

A partir de ello, decidimos llevar adelante el experimento de TurbolD-labeling (X. Li et al., 2023; Mair
et al., 2019; T. Wang et al., 2023) para cada una de las versiones de HYL1 generadas, con el objetivo
de evaluar los diferentes subconjuntos de interactores especificamente asociados a cada una de las
versiones mencionadas. Es decir, nos enfocaremos principalmente en el analisis e identificacion de
aquellos interactores que sélo sean capaces de interaccionar especificamente con una de las variantes
de HYL1 y no con el resto. A partir de ello, evaluaremos la naturaleza y funcién correspondiente a cada
interactor diferencial para intentar establecer una relacién entre dicha funcién o proceso y la versién de

HYL1 asociada al mismo.

Para ello, crecimos una cantidad suficiente de plantas para obtener 2 g de téjido fresco por cada
réplicado de muestra y las sometimos a un tratamiento de 3 hs con 50 uM de biotina o con la solucién
control (MOCK), para finalmente realizar una extraccidn proteinas totales sobre las mismas. Los
extractos obtenidos fueron filtrados usando una columna de desalinizacién (PD10, Cytiva 17-0851-01),
buscando eliminar la biotina libre, y finalmente se purificaron las proteinas biotiniladas usando beads
magnéticas fusionadas a estreptavidina (Dynabeads™ MyOne™ Streptavidin C1, Invitrogen).
Finalmente, avanzamos con la identificacién de las proteinas biotiniladas mediante espectrometria de
masas. Como paso previo, realizamos la validacion del proceso de purificacion por beads, evaluando
los niveles relativos de proteinas totales biotiniladas en cada una de las muestras antes y después de

dicho proceso, mediante técnicas de Western blot.

Los resultados obtenidos muestran un claro enriquecimiento en las cantidades relativas de proteinas
biotinilidas luego de la purificacids por beads (Fig. 25 A). Si bien es cierto que la sefial obtenida para

los niveles globales de proteinas biotiniladas luego del proceso de purificacién es menor que en el paso
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previo, también se observa una clara reduccién en los niveles de carga del Western blot, elevando asi

las cantidades relativas de proteinas biotiniladas en cada una de las muestras.

A - beads + beads

150 kDa

130 kDa

100 kDa

70 kDa

Streptavidin-HRP

55 kDa

40 kDa

Figura 25. Validacion del proceso de enriquecimiento de proteinas biotiniladas usando beads magnéticas fusionadas a
estreptavidina. Ensayo de Western blot mostrando los niveles de proteinas biotiniladas en plantas transgénicas expresando
las diferentes variantes de HYL1 fusionada a TurboID o sélo TurbolD sometidas a un tratamiento de 50 uM de biotina durante

3h.

Una vez validado el proceso de purificacion por beads decidimos llevar adelante el andlisis e
identificacion de interactores mediante espectrometria de masas usando triplicados bioldgicos para cada
una de las muestras a analizar. Se identificaron un total de 312 interactores de los cuales 109 estdn en
presentes en cada uno de los replicados de TurbolID, 113 en la versién TurbolD::HYLIWT, 149 en
TurboID::HYL1A3, 275 en TurboID::HYL1A6, 98 en TurboID::HYL1 S>A y 163 en TurboID::HYL1
S>D (Fig. 26 A). Estos resultados no s6lo demuestran la existencia de una alta superposicién entre los
interactores obtenidos para cada muestra sino también que los mayores niveles de expresion y actividad
de biotinilacién observados para las versiones HYL1A6 y HYL1S>D (Fig. 24 B a-HA y Fig. 24 B

Streptavidin-HRP) generaron un desbalance en la distribucion de los interactores identificados.

A raiz de ello, para evitar la atomizacién de los resultados y simplificar el andlisis de los mismos
decidimos resumir las comparaciones en dos grupos diferentes. Como paso previo, todos aquellos
interactores que hayan sido identificados en alguno de los 3 replicados del control negativo, TurbolD,
fueron eliminados de cada uno de los subconjuntos de interactores a comparar. En nuestro primer

andlisis, decidimos comparar aquellos interactores presentes en las 3 réplicas del genotipo
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TurbolD::HYL1A6 con aquellos presentes en la 3 réplicas de TurboIlD::HYL1WT. Los resultados nos
muestran que de un total de 191 interactores, 169 estdn estrictamente asociados a la version
TurboID::HYL1AG6, 15 son capaces de asociarse a ambas versiones y s6lo 7 se asocian exclusivamente
a TurbolD::HYL1WT (Fig. 26 B). Si bien estos nimeros parecen desalentadores ya que el resultado
mds esperable hubiese sido encontrar un mayor nimero de interactores estrictamente asociados a la
versién completa de HYL1, no debemos perder de vista la diferencia entre la cantidad de interactores
obtenidos inicialmente para cada una de las variantes analizadas. El andlisis de la ontologia genética de
los resultados obtenidos sugiere que los interactores estrictamente asociados a HYLIA6 se
corresponden con funciones del tipo: unién a la cromatina, helicasas de ARN, unién a nucleosomas y
unioén a la maquinaria de RNAPII; mientras que para HYLIWT tenemos: componentes estructurales
del ribosoma, factores de elongacion de la traduccidn, factores activadores de la traduccion, reguladores
de la actividad traduccional; y por ultimo los interactores en comun se corresponden con: HYL1 y

proteinas de unién a ARN pequeifios nucleares.

Los resultados previamente obtenidos son bastante coherentes con el trabajo publicado por Yang y
colaboradores (X. Yang et al., 2021), que sugieren que la version citoplasmética de HYL1 participaria
en la inhibicién traduccional mediada por miARNs. En ese sentido, nuestros resultados sugieren que la
version WT de HYL1, presente en el citoplasma, seria capaz de asociarse de manera diferencial a
proteinas relacionadas a la maquinaria traduccional mientras que la versién sin repeticiones, mas
confinada en el nucleo, estaria mas asociada a la maquinaria nuclear de procesamiento. Esta asociacién
a la maquinaria ribosomal podria potencialmente estar relacionada al silenciamiento génico mediado
por inhibicién traduccional. En consecuencia, la version de HYL.1A6 seria capaz de complementar los
aspectos mds criticos de la biogénesis de miARNSs pero, a diferencia de la version WT, no participaria

en el mecanismo de inhibicién traduccional.

En un segundo grupo de andlisis, decidimos comparar los interactores diferencialmente asociados entre
HYL1S>A, HYLS>D y HYLI, con el objetivo de evaluar las diferencias que un hipotético cambio de
fosforilacién podria tener sobre la capacidad de interaccidn sobre el C-terminal y como se relacionaria
dicho cambio con respecto a la version WT del dominio. Repitiendo lo realizado en el andlisis anterior
se obtuvieron un total de 73 interactores: 45 para la version HYL1S>D; 9 interactores en comun entre
HYL1S>D,HYL1S>A y HYL1WT; 7 comunes entre HYL.1S>D y HYL1WT; 4 asociados a HYL1WT;
4en HYL1IS>D y HYL1S>D; 2 en HYL1S>A y 2 en comun entre HYL1S>A y HYLIWT (Fig. 26 C).
Nuevamente se observéd un desplazamiento hacia la versién HYL1S>D como resultado de sus mayores
niveles de expresion y actividad de biotinilacién. No obstante, los resultados obtenidos lucen mucho
mas homogéneos que los discutidos anteriormente, dejando entrever un comportamiento mas constante
entre las diferentes versiones analizadas en este ensayo. Estos resultados resultan coherentes con los
patrones de localizacidon observados para las versiones analizadas, donde no se observd diferencia

alguna entre ellas. En adicion a esto, los resultados obtenidos para el anélisis de ontologia genética
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también mostraron un comportamiento homogéneo con funcionalidades como: Subunidades
ribosomales, procesamiento de ARN no codificante, procesamiento de ARN pequefios nucleares,
formacién de complejos de ribonucleoproteinas, elongacién de la traduccion. Estas observaciones
sugieren que las versiones analizadas HYL1S>D, HYL1S>A y HYLIWT tienen un comportamiento
celular similar, lo que nos lleva a descartar la idea de una regulacién funcional mediada por la
fosforilacién del dominio C-terminal. Sin embargo, desconocemos los efectos de dicha modificacién
en la estabilidad de la proteina, un aspecto que escapa al trabajo realizado en esta tesis y deberd ser

evaluado a futuro.

En conjunto, los resultados obtenidos hasta aqui sugieren que el dominio C-terminal de HYL1 pareceria
tener un efecto modulador en el patrén de localizacién subcelular de la misma. Nuestras observaciones
muestran que la ausencia de dicho domino genera una acumulacién nucleolar de la proteina que le
permite interactuar con los principales factores asociados a la biogénesis de miARNs y cumplir con los
aspectos maés criticos de la misma, complementado el fenotipo de las mutantes hyl/-2 transformadas.
No obstante, dicha versién pareceria incapaz de interaccionar con maquinaria traduccional. Por otro
lado, la versién WT de la proteina presenta una distribucién homogénea dentro del nicleo sumado a
una presencia en el citoplasma donde es capaz de interaccionar con la maquinaria ribosomal para

potencialmente participar en el mecanismo de inhibicién traduccional.
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Figura 26. Categorizacion del total de interactores identificados en el experimento de TurbolID proximity labeling. (A)
Cantidades de interactores identificados en total y asociados a cada uno de los genotipos analizados. (B) Comparacion entre
los interactores estrictamente asociados a HYLIWT, HYL1AG6 y la interaccién entre ambos. (C) Comparacioén entre los

interactores estrictamente asociados a HYLIWT, HYL1S>A, HYL1S>D y las intersecciones correspondientes.
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7.5 Capitulo 2: Discusion

Afios atrds, se demostré que el dominio C-terminal de HYL1 no es necesario para la complementacién
del fenotipo de las plantas mutantes syl/-2 ni para la producciéon de miARNs (Wu et al., 2007). Esto
sugiere que la ausencia de dicho dominio no produciria grandes alteraciones en los aspectos mas criticos
de la biogénesis de miARNs. No obstante, estos resultados no nos dicen nada acerca de la posibilidad
de un rol regulatorio sobre la actividad de la proteina, una idea que cobra bastante trascendencia si
tenemos en cuenta tanto la relevancia de la fosforilacién en la actividad/estabilidad de dicha proteina y
la presencia de serinas fosforilables en cada una de las repeticiones (Achkar et al., 2018; Manavella et

al., 2012).

A lo largo de este trabajo no hemos encontrado diferencias respecto a los patrones de interaccién con
los principales componentes de la biogénesis de miARNs entre las versiones WT de HYL1 y aquellas
que emulan un estado fosforilado o no fosforilado del dominio C-terminal. En adici6én, tampoco hemos
hallado diferencias en cuanto su patrén de localizacién. Estos resultados sugieren que la fosforilacién
del C-terminal no tendria un efecto regulador sobre la funcionalidad de la proteina. No obstante, una
posibilidad a evaluar seria el efecto de dichas modificaciones sobre la estabilidad de la proteina,
particularmente en aquellas condiciones donde la proteina suele ser menos estable, como en el caso de

la oscuridad.

Por otra parte, los cambios observados en el patrén de localizacién para las diferentes variantes en la
cantidad de repeticiones sugieren que las repeticiones del C-terminal serian necesarias para evitar una
compartimentalizacién o sobreacumulacién nuclear de la proteina. No obstante, desconocemos si este
patrén de acumulacién se debe a diferencias estructurales de la proteina capaces de dificultar su salida
hacia el citoplasma o favorecer su retencién en el niicleo, o a la interaccién con otros factores proteicos
capaces de reclutarla a dicho sitio. De una u otra forma, el impacto de estas alteraciones sobre la
biogénesis de miARNSs pareceria ser nulo. En ese sentido, es probable que la localizacién nuclear de
HYL1 sea suficiente para cumplir con éxito la mayoria de los aspectos criticos de la biogénesis de

miARNS.

En efecto, esta dltima observacion se condice con los resultados obtenidos en la bisqueda de
interactores diferenciales mediante TurbolD. Los resultados demuestran que la versiéon de HYL1
carente de dominio C-terminal es capaz de interactuar con las proteinas necesarias para el
procesamiento nuclear de los miARNs y, en consecuencia, desempeiiar con éxito las funciones mas
canodnicas asociadas a la proteina. No obstante, el dominio C-terminal seria estrictamente necesario para
permitir la salida de la proteina al citoplasma y fomentar la interaccién con los factores involucrados en
el mecanismo de inhibicién traduccional mediado por miARNSs, del cual HYL1 participa (X. Yang et

al., 2021).
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Estos resultados son coherentes con la reversion del fenotipo mutante observado en mutantes hyl/-2
transformadas con las versiones de HYL1 sin C-terminal, ya que, en plantas la mayor parte del
silenciamiento génico mediado por miARNSs ocurre mediante el mecanismo de clivaje del mensajero,
del cual AGOI es responsable. Sumado a esto el fenotipo caracteristico de mutantes de HYL1, el cual
es complementado por todas las versiones, se debe exclusivamente a la desregulacién de un puiiado de
factores de transcripcion que son silenciados por clivaje y no inhibicién traduccional (Brioudes et al.,
2021). Siguiendo esta linea, es posible que los ARNm farget de miARNs que sean silenciados a través
del mecanismo de inhibicién traduccional correspondan a aquellos cuya desregulaciéon no genere

alteraciones fenotipicas severas en la planta.
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8. CONCLUSIONES

Como conclusiones generales podemos decir que, a lo largo del primer capitulo de este trabajo de tesis,
hemos logrado la identificacién y caracterizacion funcional y molecular de un nuevo cofactor de la
biogénesis de miARNS, llegando incluso a proponer un mecanismo de accién para el mismo. En ese
sentido, partiendo de una mutante previamente obtenida a partir de un screening genético disefiado por
el Dr. Manavella (Manavella et al., 2012) para la bisqueda de nuevos cofactores involucrados en la
biogénesis/accion de los miARNSs, logramos identificar al alelo mutante hosl5-3 como el responsable
de dicho déficit en la actividad. A partir de alli, caracterizamos bioquimica y funcionalmente a HOS15
hasta proponerlo como un nuevo cofactor de la biogénesis de miARN. Demostramos que HOS15 es
capaz de interaccionar directamente con HYL1 para modular la actividad transcripcional de los genes
MIR asociados, estableciendo un vinculo entre la biogénesis de lo miARNS y la regulacién epigenética
de la expresion génica. HOS15 actuaria guiando al complejo HOS15-HDAO hacia el correspondiente
locus de MIRNA asociado a HYL1 para desencadenar la deacetilacién de histonas, aumentando la
compactacion de la cromatina y restringiendo el acceso de la Pol II, lo que conlleva a una disminucién
en la actividad transcripcional del gen. Ademads, el mecanismo anteriormente propuesto se basa
estrictamente en la interaccién con HYL1 para cumplir con su efecto regulador sobre la via,
convirtiéndola en un nexo crucial entre la via de biogénesis de miARNs y la regulacion epigenética.
Finalmente, este mecanismo cobraria una mayor importancia en condiciones de respuesta a la presencia
de la hormona ABA, confiriéndole mayor dinamismo y capacidad de respuesta a la biogénesis de

miARNSs.

Curiosamente, la tinica caracteristica diferencial entre un locus de MIRNA y los demds genes es el ARN
al cual dan origen. Asi, el pri-miARN naciente se convierte en un elemento diferencial que podria actuar
como signature para el reclutamiento de factores involucrados en su regulacion transcripcional. En ese
sentido, la afinidad de HYL1 hacia las estructuras de tipo hairpin y su capacidad de unirse a los pri-
miARN nacientes y reclutar diferentes complejos proteicos podria significar un mecanismo de
regulacién especifico sobre los locus de genes MIRNA permitiendo modular tanto la expresiéon como el
procesamiento de los pri-miARNSs nacientes, en respuesta a las diferentes condiciones de un entorno
continuamente cambiante. Este fascinante mecanismo, propone un rol previamente desconocido para

una molécula de ARN, afiadiéndole un nivel mas de versatilidad y complejidad a la misma.

A partir de la funcién no candnica descrita para HYL1 durante la caracterizaciéon de HOS15, decidimos
avanzar en la busqueda de nuevas funcionalidades y caracteristicas regulatorias desconocidas para dicha
proteina. Nos enfocamos en el estudio y la caracterizaciéon del dominio C-terminal de HYLI, de
funcionalidades desconocidas hasta entonces. Nuestros hallazgos sugieren que la presencia de dicho
dominio serfa un actor crucial en la modulacién de la localizacién de HYL1, favoreciendo la migracién

de la proteina hacia el citoplasma y evitando su concentracién en el compartimento nucleolar. Esta
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regulacién locacional, le permite a la proteina formar parte de los complejos proteicos involucrados en
el silenciamiento génico mediado por inhibicién traduccional, proceso que tipicamente ocurre en el

citoplasma.

En términos generales, todos los hallazgos aqui presentados contribuyen en gran magnitud a nuestro
entendimiento de la via de biogénesis de miARN. En particular, este trabajo representa un gran aporte
al entendimiento de los complejos mecanismos involucrados en la modulacién de una via dindmica y
compleja, cuya capacidad de respuesta frente a condiciones cambiantes cobra una trascendencia crucial

para el desarrollo y la homeostasis de los seres vivos.
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10. ANEXO

Tabla A1l. Construcciones utilizadas en esta Tesis.

ANEXO

Nombre Construccion Descripcion Referencia
pAGO02 HOS15 CDS Regién codificante de HOS15 Este trabajo
pAGO4 Genémico HOS15 Regién gendémica de HOS15 Este trabajo

Vector destino conteniendo la
pAGI1 pDe-Sa-CAS9 secuencia de la CAS9 y el sitio para Este trabajo
la incorporacién de la guia
Vector de entrada para el clonado
. de las guias CRISPR, conteniendo .
pAGI3 pEn-Sa-Chimera la secuencia de del ARN scaffold Este trabajo
correspondiente
B Prosss dirigiendo la expresion del .
pAG18 Prosss::HOS15 ADNc de HOS15 Este trabajo
§ i Prosss dirigiendo la expresion del .
pAGI19 Prosss::eGFP:HOS15 ADNe de HOS15 fusionado a cGEP Este trabajo
AG21 Pro HOS15 Pronossis dirigiendo la expresion Este trabaio
p HOSI5:+ del gen HOS15 J
Prosss dirigiendo la expresion del
pAG22  Prosss::mCHERRY:HOSI15 ADNc de HOS15 fusionado a Este trabajo
mCHERRY
Proapm: dirigiendo la expresion del
pAG24  Proapni::GAL4AD:HOSI15 dominio de activacién de GAL4 Este trabajo
fusionado a HOS15
Proapm: dirigiendo la expresion del
pAG26  Proapmi::GAL4BD:HOS15 dominio de unién de GAL4 Este trabajo
fusionado a HOS15
Vector de entrada conteniendiola .
PAG28 SgRNA,; HOS15 gufa ARN CRISPR contra HOS15 Este trabajo
3 Prougu-» dirigiendo la expresion de
pAG29 ProPO-r-léBIgﬁi??—?O%—SlS la enzima CAS9 y Proys la Este trabajo
U8 expresion de la guia CRISPR
B ) Proapm: dirigiendo la expresion del
pAG31 PrOADH"'GAA]glAD'HYLl dominio de activacién de GAL4 Este trabajo
fusionado a HYL.1 A6
B ] Proapn dirigiendo la expresion del
pAG32 Proapm::GALAAD:HYL1 dominio de activacién de GAL4 Este trabajo

AS

fusionado a HYL1 A5
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pAG33

pAG34

pAG35

pAG36

pAG37

pAG96

pAG100

pAG101

pAG102

pAG103

pAG104

pAG105

pAG106

pAG107

Proapui::GAL4AD:HYL1
A4

Proapui::GAL4AD:HYL1
A3

Proapui::GAL4AD:HYL1
Al

Proapui::GAL4AD:HYL1
S>A

Proapui::GAL4AD:HYL1
S>D

Prosss:TurbolD:ccdB

Prosss:: TurbolD

Prosss::HYL1 A6 rep:C-
mCitrine

Prosss::HYL1 A3 rep:C-
mCitrine

Prosss::HYL1 S>A rep:C-
mCitrine

Prosss::HYL1 S>D rep:C-
mCitrine

Prosss::TurbolD:HYL1 A6

Prosss:: TurbolD:HYL1 A3

Prosss::TurbolD:HYL1
S>A

Proapn; dirigiendo la expresion del
dominio de activacion de GAL4
fusionado a HYL1 A4

Proapm: dirigiendo la expresion del
dominio de activacién de GAL4
fusionado aHYL1 A3

Proapm: dirigiendo la expresion del
dominio de activacion de GAL4
fusionado a HYL1 Al

Proapn: dirigiendo la expresion del
dominio de activacién de GAL4
fusionado a HYL1 S>A

Proapm: dirigiendo la expresion del
dominio de activacion de GAL4
fusionado a HYL1 S>D

Vector destino que permite
expresar bajo el controldel Prosss la
enzima Turbo fusionada al N-
terminal de la proteina de interes

Prosss dirigiendo la expresion de la
enzima Turbo

Prosss dirigiendo la expresion de
HYL1 A6 fusionada a la porcion C-
terminal de mCitrine

Prosss dirigiendo la expresion de
HYL1 A3 fusionada a la porcién C-
terminal de mCitrine

Prosss dirigiendo la expresion de
HYL1 S>A fusionada a la porcién
C-terminal de mCitrine

Prosss dirigiendo la expresion de
HYL1 S>D fusionada a la porcién
C-terminal de mCitrine

Prosss dirigiendo la expresion de
Turbo fusionada HYL1 A6 rep

Prosss dirigiendo la expresion de
Turbo fusionada HYL1 A3 rep

Prosss dirigiendo la expresion de
Turbo fusionada HYL1 S>A

ANEXO

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo
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pAG108

pAG109

pATO016

pATO026

pDCO58

pNA35

pNA&9

pPNA90

pNA9]

pNA92

pNA93

pNA94

pNA171

pNA172

pNA173

pPM029

pPM030

pPM114

Prosss:: TurbolD:HYL 1
S>D

Prosss::TurbolD:HYL1 WT

Prosss::mCHERRY:CARP9

Prosss::CARP9:N-mCitrine

Proapui::GAL4BD:AGO1

Prosss::eGFP:HYL1 WT

Prosss::eGEFP:HYL1 A6

Prosss::eGFP:HYL1 A5

Prosss::eGFP:HYL1 A4

Prosss::eGFP:HYL1 A3

Prosss::eGFP:HYL1 A2

Prosss::eGFP:HYL1 Al

Prosss::eGFP:HYL1 S>A

Prosss::eGFP:HYL1 S>D

Prosss::eGFP:HYL1 S>S

Prosss::eGFP:SE

Prosss::mCHERRY:SE

Prosss::eGFP:DCL1

Prosss dirigiendo la expresion de
Turbo fusionada HYL1 S>D

Prosss dirigiendo la expresion de
Turbo fusionada HYL1 WT

Prosss dirigiendo la expresion del
ADNc de CARP9 fusionado a
mCHERRY
Prosss dirigiendo la expresion de
CARP?9 fusionada a la porciéon N-
terminal de mCitrine
Proapm: dirigiendo la expresion del
dominio de activacién de GAL4
fusionado a AGO1

Prosss dirigiendo la expresion de
HYL1 WT fusionada eGFP

Prosss dirigiendo la expresion de
HYL1 A6 fusionada a eGFP

Prosss dirigiendo la expresion de
HYL1 AS fusionada a eGFP

Prosss dirigiendo la expresion de
HYL1 A4 fusionada a eGFP

Prosss dirigiendo la expresion de
HYL1 A3 fusionada a eGFP

Prosss dirigiendo la expresion de
HYL1 A2 fusionada a eGFP

Prosss dirigiendo la expresion de
HYL1 A1 fusionada a eGFP

Prosss dirigiendo la expresion de
HYL1 S>A fusionada a eGFP

Prosss dirigiendo la expresion de
HYL1 S>D fusionada a eGFP

Prosss dirigiendo la expresion de
HYLT1 S>S fusionada a eGFP

Prosss dirigiendo la expresion del
ADNCc de SE fusionado a eGFP

Prosss dirigiendo la expresion del
ADNCc de SE fusionado a
mCHERRY

Prosss dirigiendo la expresion del
ADNc de DCL1 fusionado a eGFP

ANEXO

Este trabajo

Este trabajo

Tomassi et al
(2020)

Tomassi et al
(2020)

Este trabajo

Achkar et al
(2018)

Tesis Doctoral
Natalia Achkar
(2021)
Tesis Doctoral
Natalia Achkar
(2021)
Tesis Doctoral
Natalia Achkar
(2021)
Tesis Doctoral
Natalia Achkar
(2021)
Tesis Doctoral
Natalia Achkar
(2021)
Tesis Doctoral
Natalia Achkar
(2021)
Tesis Doctoral
Natalia Achkar
(2021)
Tesis Doctoral
Natalia Achkar
(2021)
Tesis Doctoral
Natalia Achkar
(2021)
Manavella et al
(2012)

Manavella et al
(2012)

Manavella et al
(2012)
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Proapui::GAL4AD:HYL1

pPM273 WT

pPPM362  Prosss::CPL1:N-mCitrine

pPM363 Prosss::HYL1:C-mCitrine

pPPM399  Proapni::GAL4BD:DCL1

pPM400 Proapui::GAL4BD:SE

Proapm: dirigiendo la expresion del
dominio de activacién de GAL4
fusionado a HYL1 WT
Prosss dirigiendo la expresion de
CPL1 fusionada a la porcién N-
terminal de mCitrine
Prosss dirigiendo la expresion de
HYL1 fusionada a la porcion C-
terminal de mCitrine
Proapn: dirigiendo la expresion del
dominio de unién de GAL4
fusionado a DCL1
Proapn dirigiendo la expresion del
dominio de unién de GAL4

fusionado a SE

Tabla A2. Sondas y oligonucleotdos utilizados en esta Tesis.

Gen|sARN Secuencia
miR156 GTGCTCACTCTCTTCTGTCA
miR157 GTGCTCTCTATCTTCTGTCA
miR159 TAGAGCTCCCTTCAATCCAAA
miR161 CCCCGATGTAGTCACTTTCAA
miR164 TGCACGTGCCCTGCTTCTCCA
miR167 TAGATCATGCTGGCAGCTTCA
miR168 TTCCCGACCTGCACCAAGCGA
miR319 GGGAGCTCCCTTCAGTCCAA
U6 GCTAATCTTCTCTGTATCGTTCC
F: CAACCGATACAGGAAACGGAG
TCPa R: CTGGTATGCGAAAACCCGAAG
F: CCACCACTGCCTTCTCCA
ARFS R: TTCAGCAGCTACCACGAGCTG
F: CGTGAAAGCCTCTCACTGGCG
SCLO R: CAGCCGGAGATAGAGAAGCTG
F: GGTGTCGAACAAACCCAAAT
AP2 R: TACACGTACTTCGCCGACAA
F: ACTCTGCTGCTCATACCGATG
cucl R: GAAAGAACGCTGCTGCTGCTG
F: CTCCGTGACAAAAAGCTTCCA
APS4

R: CAAATCGATGCGACTCGACG

ANEXO

Manavella et al
(2012)

Manavella et al
(2012)

Manavella et al
(2012)

Manavella et al
(2012)

Manavella et al
(2012)

Uso

sARN blot
sARN blot

sARN blot
sARN blot
sARN blot
SARN blot
sARN blot

SARN blot
SARN blot

gPCR

qPCR

gPCR

qPCR

gPCR

qPCR
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F: GGTAACATTGTGCTCAGTGGTGG

ACTINZ/S R: GGAGATCCACATCTGCTGGAATG
F: GTTAAAACTCAGATCTAACACAAAG
MIR156A
R: GAGAACGAAGACAGGCCAAAG
F: GAAGCTGCCAGCATGATCTA
MIRI67A R: AGAAGGGTGCGACAGTCAAC
F: GATATTGGCCTGGTTCACTCAG
MIR171A
R: GATATTGGCGCGGCTCAATC
F: GATCTGACGATGGAAGTAGAG
MIR159A
R: TAAAGCTCCTGAGATATGCA
F: TGCACGTACTTAACTTCTCCA
MIR164A
R: ACACTTACATATATGAGAACT
F: TCTTCGGACCAGGCTTCATTC
MIR166A
R: CAAACAATCAATAACGCATGTA
F: CACCGGTGGCGGATTCGTCGGAGG
HOS15,1:HOS15
R: CTACATTCTGAAATCAAGAACGC
F: CACCATGTCTTCACTTACCTCCGTCG
HOS15 CDS
R: CTACATTCTGAAATCAAGAACGC
HOS | SCRISPR F: ATTGAGAAGCAGAAGGAACGAGAGAGG
R: AAACCCTCTCTCGTTCCTTCTGCTTCT
F: CACCATGTCTTCACTTACCTCCGTCG
HOS15 CDS

R: CTACATTCTGAAATCAAGAACGC

Tabla A3. Anticuerpos y diluciones utilizadas en esta Tesis.

Anticuerpo Marca/Catalogo
a-HA Sigma-Aldrich H6908
a-HA Sigma-Aldrich H3663
a-Flag Sigma-Aldrich F1804
a-GFP Abcam ab290

o-HYL1 Agrisera AS06 136
a-HOS15 PRODUCCION PROPIA
a-H3 Agrisera AS10 710
a-1gG AS09 602
o-Polll Abcam ab817

ANEXO

gPCR

ChIP

ChIP

ChIP

Polll ocupancy assay

Polll ocupancy assay

Polll ocupancy assay

Clonado

Clonado
Guias CRISPR

Clonado

Dilucién/Uso

1:10.000 WB

1:5.000 WB
1:10.000 WB

1:10.000 WB/ChIP

1:10.000 WB/ChIP

1:10.000 WB
1:20.000 WB

1:20.000 WB, 1:10.000 ChIP

1:10.000 ChIP
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Streptavidin-HRP
a-Actin

o-AcH3

o-MYC

Invitrogen 43-4323

Agrisera AS13 2640

Abcam ab47915

Genscript A00 704

ANEXO

1:10.000 WB

1:10.000 WB

1:10.000 WB

1:10.000 WB/ChIP/IP
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