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2 ABREVIATURAS y SÍMBOLOS 

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

ABA: Ácido Abscísico 

ABRC: Centro de Recursos Biológicos de Arabidopsis (Arabidopsis Biological 

Resource Center) 

AD: Dominio de Activación 

ADN: Ácido desoxirribonucleico 

ADNc: Ácido desoxirribonucleico copia 

ADNss: Ácido desoxirribonucleico simple cadena 

ADN-T: ADN de transferencia 

amiR: Micro ARN artificial 

ARN: Ácido ribonucleico 

ARNasa: Ribonucleasa 

ARNm: Ácido ribonucleico mensajero 

ARNt: Ácido ribonucleico de transferencia 

ATP: Adenosina trifosfato 

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

BD: Dominio de unión 

BiFC: Complementación bimolecular de la fluorescencia (Bimolecular Fluorescence 

Complementation) 

BSA: Albúmina de suero bovino  

CaMV: Virus del mosaico de la coliflor 

CDS: Secuencia codificante (Coding Sequence) 

ChIP: Inmunoprecipitación de la cromatina  

Co-IP: Co-inmunoprecipitación  

Col-0: Ecotipo Columbia 

cm: Centímetros 

CTAB: Bromuro de hexadeciltrimetilamonio 

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

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

dTTP) 

ds: Doble cadena (double stranded) 

dsRBD: Dominio de unión a ARN doble cadena 

DTT: Ditiotreitol 

DO: Densidad óptica 
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EDTA: Ácido 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 solución 

GFP: Proteína verde fluorescente 

h: Hora 

HRP: Horseradish peroxidase  

IgG: Inmunoglobulina G 

L: Litro 

LB: Luria-Bertani 

LD: Día largo (long day) 

M: Molar 

m2: 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 solución 

miARN: Micro ARN 

min: Minuto 

miliQ: Agua calidad miliQ 

ml: Mililitro 

mM: Milimolar (milimoles/litro) 

mm: Milímetros 

mmol: Milimoles 

MOPS: Ácido3-(N-morfolino)-propanosulfónico 

MS: Medio de cultivo Murashige-Skoog 

NLS: Señal de localización nuclear (nuclear localization signal) 

ng: Nanogramos 

nm: Nanómetros 

nmol: Nanomoles 

nM: Nanomolar 

nt: Nucleótido 

pb: Pares de bases 

PCR: Reacción en cadena de la polimerasa 

PM: Peso molecular 

PMSF: Fluoruro de fenil metil sulfonilo 
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pre-miARN: Precursor de micro ARN 

pri-miARN: Transcripto primario de micro ARN 

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

Silencing) 

PVDF: Polifluoruro de polivinilideno 

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

qPCR: PCR cuantitativa en tiempo real 

RIP: Inmunoprecipitación de ARN (RNA inmunoprecipitation) 

RIP-qPCR: Inmunoprecipitación de ARN seguido de PCR cuantitativa en tiempo real 

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

RT: Retrotranscripción 

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

seg: Segundo 

SDS: Dodecil sulfato de sodio 

SDS-PAGE: Electroforesis en gel de poliacrilamida desnaturalizante 

sARNs: ARNs pequeños 

siARNs: ARNs pequeños de interferencia (small interfering RNAs) 

SMC: Sitio de múltiple clonado 

SNP: Polimorfismo de Nucleótido Único (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 disolución (temperature of melting) 

Tris: Tris(hidroximetil)-aminometano 

U: Unidad/es 

UV: Ultravioleta 

v/v: Militros de soluto en 100 ml de solución 

µM: Micromolar 

µmoles: Micromoles 

µL: Microlitros 

V: Volts 

WT: Ecotipo salvaje (Wild Type) 
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Nomenclatura  

 

Nomenclatura de genes: CARP9, gen CARP9. 

Nomenclatura de proteínas: CARP9, proteína CARP9. 

Nomenclatura de mutantes: carp9-2, mutante en el gen CARP9, alelo 2. 

Nomenclatura de promotores: PromCARP9, promotor del gen CARP9. 

Nomenclatura de construcciones: Prom35S::eGFP:CARP9, promotor del virus del 

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

flourescente (eGFP) y a la secuencia codificante de la proteína CARP9. 
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3 RESUMEN 

En plantas, los ARN pequeños (sARN) controlan múltiples aspectos de la fisiología de 

estos organismos, desde la defensa contra virus hasta la estabilidad y topología de los 

genomas. En particular, los micro ARNs (miARNs), una de las clases más abundantes de 

sARN endógenos, regulan numerosos procesos durante el desarrollo y la adaptación de las 

plantas al ambiente. Para cumplir sus funciones, los sARNs se asocian a proteínas 

ARGONAUTA (AGO). En el caso de los miARNs, AGO1 es el principal efector de la vía, 

cargando dúplex de miARN maduros y reteniendo sólo una de las hebras, la cual usa como 

guía para reconocer y silenciar genes blanco. Recientemente, se descubrió que la carga de 

miARNs en AGO1 ocurre, al menos en parte, en el núcleo de la célula permitiendo exportar 

hacia el citoplasma los miARNs ya asociados al complejo efector RISC. Sin embargo, aún 

se desconoce el mecanismo preciso de carga de miARNs en AGO1 dentro del núcleo, y 

cómo esta proteína elige cuál hebra del dúplex de miARN retener y cuál descartar. En esta 

Tesis buscamos comprender estos dos aspectos de la biología de la proteína AGO1, en el 

contexto de la regulación génica mediada por miARNs. 

En una primera etapa de este trabajo, y a fin de generar las herramientas necesarias 

para responder a las preguntas planteadas, desarrollamos un protocolo de detección de 

miARNs no radiactivo que permitiera la cuantificación, de manera sensible, de ambas 

hebras de un miARN. Además, el protocolo permite la re-hibridación de las membranas, 

práctica común en protocolos de detección radioactiva pero inexistente en técnicas no-

radioactivas. Mediante el uso de esta herramienta que nos permitió observar cambios en los 

niveles de miARNs de plantas mutantes identificadas en nuestro laboratorio y disponibles 

para su estudio, logramos identificar a CARP9, una proteína intrínsecamente desordenada 

de localización nuclear, como un factor que promueve la carga de miARNs en AGO1 en el 

núcleo. Mutaciones en el gen que codifica CARP9 llevan a una alteración en la acumulación 

de miARNs y en el silenciamiento génico, y causan defectos morfológicos notables. 

Curiosamente, encontramos que CARP9 es capaz de interaccionar con HYL1, pero no con 

otras proteínas de la maquinaria de biogénesis de miARNs. De la misma manera, CARP9 

interacciona con miARNs maduros, pero no con sus precursores, posicionando a esta 

proteína en un paso posterior al procesamiento de los pri-miARNs. También encontramos 

que CARP9 es capaz de interaccionar con AGO1 promoviendo su carga con miARNs. Las 

plantas deficientes en CARP9 presentan niveles reducidos de miARNs cargados en AGO1, 

retención parcial de miARNs en el núcleo, y niveles proteicos reducidos de AGO1. En 

conjunto, nuestros resultados sugieren que CARP9 modula la comunicación HYL1-AGO1 

actuando como una proteína de anclaje para permitir la carga adecuada de los miARNs en 
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el complejo efector RISC. A su vez, estos resultados permiten posicionar a HYL1 como el 

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

Por último, en esta Tesis diseñamos un sistema reportero de doble gatillo que permite 

discernir qué hebra se carga en AGO1, a fin de estudiar los mecanismos que rigen el 

proceso de retención de la hebra guía en el complejo efector AGO1-miARN. El sistema 

reportero consta de un miARN artificial diseñado para que su hebra guía (amiR:BASTA) 

silencie al gen de resistencia al herbicida BASTA, mientras que su hebra pasajera 

(amiR:BASTA*) silencia una versión modificada de la proteína bioluminiscente Firefly 

Luciferasa (F-Luc). El sistema reportero fue introducido en plantas de Arabidopsis thaliana y 

se evaluó su funcionamiento midiendo los niveles de amiR:BASTA, amiR:BASTA*, 

bioluminiscencia basal, fenotipo y resistencia a distintas concentraciones del herbicida. De la 

misma manera, se estableció la concentración de trabajo del herbicida. Una vez identificada 

una línea de plantas homocigotas para el sistema reportero con características óptimas, las 

mismas se sometieron a mutagénesis al azar y posterior identificación de mutantes de 

interés. Los genomas completos de estas mutantes fueron secuenciados, y se determinó 

bioinformáticamente los potenciales genes vinculados a los fenotipos observados. De esta 

manera, se generó una colección de mutantes, cuyos análisis preliminares de algunas de 

ellas se describen en esta Tesis, que nos permitirá estudiar los procesos que dictan la 

selección de la hebra guía de miARNs por AGO1. 

Como resultado de este trabajo de Tesis, hemos logrado generar un avance 

significativo en la comprensión de la biología de la proteína AGO1 en las vías de 

silenciamiento génico mediado por miARNs. En especial, esta Tesis aporta nuevas 

evidencias que permiten comprender mejor cómo es el proceso nuclear de carga de 

miARNs en AGO1 al haber identificado la proteína, CARP9, que actúa en la interfase entre 

la maquinaria de procesamiento de miARNs y el complejo efector RISC. Además, logramos 

identificar potenciales mutantes con alteración en la selección de hebras de miARNs por 

AGO1, lo que permitirá comprender los mecanismos por los cuales este proceso tiene lugar 

en la célula vegetal. 
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4 ABSTRACT 

In plants, small RNAs (sRNAs) control multiple aspects of the physiology of these 

organisms, from defense against viruses to the stabilization of genomes topologies. In 

particular, microRNAs (miRNAs), one of the most abundant classes of endogenous sRNAs, 

regulate numerous processes during plant development and adaptation to the environment. 

To fulfill their regulatory functions, the sRNAs are associated with ARGONAUTE (AGO) 

proteins. In the case of miRNAs, AGO1 is the main effector of the pathway, loading mature 

miRNA duplexes and retaining only one of the strands, which it uses as a guide to recognize 

and silence target genes. Recently, it was discovered that the loading of miRNAs in AGO1 

takes place, at least in part, in the cell nucleus allowing the nuclear export of miRNAs already 

associated with the RISC effector complex. However, the precise mechanism of loading 

miRNAs into AGO1 within the nucleus, and how this protein subsequently selects which 

strand of the miRNA has to retain and which one has to discard, is remain unknown. In this 

thesis we seek to understand these two aspects of the biology of the AGO1 protein, in the 

context of miRNA-mediated gene regulation. 

In the first stage of this work, and in order to generate the necessary tools to answer 

the questions raised, we developed a non-radioactive miRNA detection protocol that would 

allow the quantification, in a sensitive way, of both strands of a miRNA duplex. In addition, 

the protocol allows the re-hybridization of the membranes, a common practice in radioactive 

detection protocols but nonexistent in non-radioactive techniques. By using this tool, we were 

able to identify CARP9, a nuclear intrinsically disordered protein, as a factor that promotes 

loading of miRNAs into AGO1 in the nucleus. Mutations in the gene encoding CARP9 lead to 

an alteration in the accumulation of miRNAs and gene silencing, and cause notable 

morphological defects. Interestingly, we found that CARP9 is able to interact with HYL1, but 

not with other proteins in the miRNA biogenesis machinery. In the same way, CARP9 

interacts with mature miRNAs, but not with its precursors, positioning it after pri-miRNA 

processing in the miRNA pathway. We also found that CARP9 is able to interact with AGO1 

promoting the miRNA loading. Plants deficient in CARP9 displayed reduced levels of AGO1-

loaded miRNAs, partial retention of miRNAs in the nucleus, and reduced protein levels of 

AGO1. Collectively, our results suggest that CARP9 modulates HYL1-AGO1 communication 

by acting as a scaffold protein to allow the proper loading of miRNAs in the RISC effector 

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

miRNAs to AGO1 during its nuclear loading process. 

Finally, in this thesis we designed a double trigger reporter system that allows us to 

discern which strand is loaded into AGO1, in order to study the mechanisms that govern the 
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miRNA-duplex strand selection by AGO1. The reporter system consists of an artificial miRNA 

designed so that its guide strand (amiR:BASTA) silences the herbicide resistance gene 

BASTA, while its transient strand (amiR:BASTA*) silences a modified version of the Firefly 

Luciferase bioluminescent protein (F-Luc). The reporter system was introduced in 

Arabidopsis thaliana plants and its performance was evaluated by measuring the levels of 

amiR:BASTA, amiR:BASTA*, basal bioluminescence, phenotype and resistance to different 

concentrations of the herbicide. In the same way, we established the herbicide working 

concentration. Once a homozygous line of the reporter plants, which presented optimal 

features, was identified, we proceeded to randomly mutagenize them and identify mutants of 

interest. Later on, whole-genome re-sequencing allowed us to identify the potential genes 

linked to the observed phenotypes. In this way, a collection of mutants was generated that 

will allow to understand the processes that dictate the miRNA strand selection by AGO1. 

The results of this thesis allowed us to better understand the processes controlling the 

association of miRNAs with AGO1. On the one hand, identifying a new actor that facilitates 

the process of nuclear loading of miRNAs in AGO1, and on the other hand, generating an 

invaluable collection of defective mutants in the loading, selection and retention of miRNAs 

strands by AGO1, which will allow a greater knowledge of how this protein manages to 

discern between two RNA strands with similar characteristics. 
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con el silenciamiento génico [5]. Dos décadas después se han logrado identificar una gran 

cantidad de sARNs con funciones muy diversas. Los ARNs pequeños han sido clasificado 

en subfamilias basados en sus orígenes, mecanismos de biogénesis y proteínas 

involucradas, y en sus modos de acción [3]. Como condicion sine qua non, todos los ARNs 

pequeños de plantas se producen a partir de precursores de ARNs doble cadena los cuales 

son reconocidos y procesados por distintas proteínas del tipo DICER-LIKE (DCL). Una vez 

generado un sARN, el cual mantiene su condición de ARN doble cadena, se asocia a alguna 

de las proteínas ARGONAUTA (AGO) codificadas en el genoma de plantas para cumplir su 

función. El complejo AGO-sARN, conocido como RISC (del inglés RNA-Induced Silencing 

Complex), es capaz de unirse a ARNs blancos por complementariedad de bases, 

desencadenando el silenciamiento génico ya sea a nivel transcripcional por modificaciones 

de la cromatina, o a nivel post-transcripcional por desestabilización del ARNm y/o bloqueo 

de su traducción. Dentro de la gran familia de sARNs de plantas, podemos definir dos 

grandes grupos; aquellos que se producen a partir de precursores de ARN doble cadena 

con apareamiento perfecto entre las hebras, conocidos como ARNs pequeños de 

interferencia (siARNs del inglés small interfering RNAs), y aquellos que derivan de 

moleculas de ARN simple cadena que se pliegan sobre sí mismas formando estructuras de 

ARN doble cadena, generalmente de apareamiento imperfecto, conocidos como micro ARNs 

(miARNs) [3]. Estas dos grandes clases de ARNs pequeños a su vez pueden dividirse en 

distintos subgrupos de sARNs (Figura 1) en función de los mecanismos de biogénesis 

involucrados, como así también el tamaño y la función de cada sARN [3]. 
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Figura 1. Clasificación de los ARNs pequeños (figura modificada de Axtell, 2013 [3]). 

5.1.1 Los ARNs pequeños de interferencia (siARNs) 

Todos los siARNs comparten como característica provenir de precursores de ARN de 

doble cadena, sin embargo, cada subclase de siARNs se genera y actúa por mecanismos 

distintos. El tipo de sARN más abundante en las células vegetales son los siRNAs 

provenientes de regiones heterocromáticas, siARNs heterocromáticos (het-siARNs). Estos 

siARNs, que normalmente tienen una longitud de ~24 nt, se generan en regiones genómicas 
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repetitivas y ricas en transposones. Su principal función es mantener silenciados los 

inumerables transposones de plantas a través del silenciamiento transcripcional de genes 

(TGS del inglés Transcriptional Gene Silencing). Estos siARNs se producen a partir de 

transcriptos generados por la ARN Polimerasa dependiente de ADN IV (Pol IV) la cual actúa 

mayormente sobre transposones y otras regiones repetitivas [11]. La ARN Polimerasa 

dependiente de ARN 2 (RDR2) interaciona con la Pol IV generando una segunda hebra del 

transcripto naciente [12]�[14]. Este ARN doble cadena es luego procesado por la 

endonucleasa DCL3 en sARNs de 24 nt [12]. Estos siARNs, cargados mayormente en la 

proteína AGO4 [15], reconoce transcriptos generados en la misma región por la ARN 

Polimerasa dependiente de ADN V (Pol V) [16]�[18], disparando la metilación del locus y, 

por ende, su silenciamiento, en un mecanismo conocido como metilación del ADN dirigida 

por ARN (RdDM del inglés RNA-directed DNA methylation) [19]. 

El segundo tipo de siRNA más común en una célula vegetal, es el grupo de los siARNs 

de 21-22 nt que desencadenan el silenciamiento post-transcripcional (PTGS del inglés Post-

Transcriptional Gene Silencing) de transcriptos aberrantes, ARNs virales y transgenes [20]�

[22]. Estos transcriptos anómalos son blanco de la ARN Polimerasa dependiente de ARN 6 

(RDR6) que genera la hebra complementaria produciendo dsARNs [22], los cuales son 

procesados por las endonucleasas DCL4 y DCL2 en dúplex de siARN de 21 y 22 nt 

respectivamente [23]. Posteriormente, estos siARNs son cargados en distintas proteínas 

AGO (mayormente AGO1), para disparar el silenciamiento por clivaje de sus ARNs blanco 

[24]�[26]. En algunos casos el PTGS puede amplificarse disparando la producción de 

siARNs secundarios, llamados así dado que se generan en un paso posterior a la acción de 

algún siARN o miARN cargado en alguna proteína AGO. La producción de siARNs 

secundarios depende de varios factores como el mal procesamiento de ciertos transcriptos 

[27], el número de sitios blanco de miARNs que tiene el transcripto, el tamaño del sARN que 

lo dispara, la estructura del dúplex del cual proviene [28]�[32], y la proteína AGO en la que 

se carga para dirigir el corte [32], [33]. Muchos de estos siARNs secundarios se encuentran 

en fase debido al corte secuencial de las proteínas DCLs, dando lugar a los siARNs 

secundarios en fase (phasiARNs del inglés phased siRNAs) [29], [34]. Algunos siARNs 

secundarios pueden actuar en trans reprimiendo a distintos ARNm blancos, lo que les dio el 

nombre de trans-acting siRNAs o tasiARNs [28], [29], [35]. 

5.1.2 Los ARNs horquilla (hpARNs) 

Muchos loci en los genomas de plantas, derivados de repeticiones invertidas (IR del 

inglés inverted repeats), producen ARNs simple hebra que se pliegan sobre sí mismos 

formando una estructura de horquilla. Estas estructuras de ARN doble cadena normalmente 
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recientes revisiones [45], [47]. Los transcriptos primarios nacientes (pri-miARNs) son 

protegidos por la adición de la caperuza (CAP) ✄☎ �✔ ✄�✂☛✄✁✁ ✂✂✁ �✁✟✄✞✡✄☎✄✟✞✡✁� ✄☎ �✔

✄�✂☛✄✁✁ ☎✂✁ ✂ ✄☎ ✞✆✔✄✟✟✁� ✆✞�✁� ✄☎ ✟✁� ✆✔✄ ✟✁� �☛✄-miARNs contengan intrones, los mismos 

serán eliminados o usados alternativamente mediante splicing [49]. 

5.3.2 Procesamiento de pri-miARNs 

Los pri-miARNs son procesados por la maquinaria de procesamiento o dicing complex, 

en los cuerpos nucleares conocidos como dicing bodies o D-bodies [56], [57]. El núcleo 

central de este complejo lo componen la enzima ARNasa nuclear tipo III DICER-LIKE1 

(DCL1) que se encarga de realizar los cortes sobre el pri-miARN, acompañada de las 

proteínas accesorias HYPONASTIC LEAVES1 (HYL1) y SERRATE (SE), que mejoran la 

eficiencia y precisión de los cortes realizados por DCL1, dando lugar al dúplex de 

miARN/miARN* maduro [8], [58], [59]. Muchas evidencias sugieren que el ensamblado de la 

maquinaria de procesamiento de precursores de miARNs ocurre co-transcripcionalmente 

[45], proceso en el cual participan numerosos cofactores que inicialmente fueron sólo 

asociados a la transcripción de genes. 

A diferencia del mecanismo descripto en animales, en el que la escisión del dúplex de 

miARN se realiza en dos cortes sucesivos, catalizados primero por la endonucleasa 

DROSHA en el núcleo y segundo por DICER en el citoplasma [60], en plantas, el 

procesamiento de los pri-miARNs se produce completamente en el núcleo, y es DCL1 la 

única enzima encargada de realizar todos los cortes necesarios para la escisión del dúplex 

de miARN [8], [58]. Los precursores de miARNs en plantas tienen una gran variedad de 

tamaños y estructuras de plegamiento, sin embargo, la maquinaria de procesamiento logra 

generar de cada uno de ellos el correspondiente miARN biológicamente activo de manera 

precisa y eficiente. Esta eficiencia de corte se debe, entre otros factores, a ciertos 

determinantes estructurales presentes en los pri-miARNs. Se ha observado que DCL1 

realiza el procesamiento de los pri-miARNs mediante 4 mecanismos distintos según la 

naturaleza del precursor, desde la base hacia la burbuja, o viceversa, y en 2 o más pasos de 

corte, según el tamaño y la estructura del precursor [4]. 

El núcleo central del complejo de procesamiento tiene como actor principal no sólo a 

DCL1, sino también a la proteína con dominio de unión a dsARN HYL1 y a la proteína con 

dedo de zinc SERRATE [61]�[63]. Numerosos estudios han determinado que tanto HYL1 

como SE tienen un rol importante en asistir a DCL1 en el reconocimiento de los 

determinantes estructurales del precursor para que se posicione en los sitios correctos de 

corte y los realice en forma precisa y eficiente [59], [64], [65]. Sin embargo, estas proteínas 

no serían indispensables para el procesamiento [47]. Recientemente en nuestro laboratorio 
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hemos demostrado que plantas de Arabidopsis mutantes en hyl1 y se crecidas en 

condiciones de baja temperatura, revierten parcialmente el fenotipo morfológico 

característico de estas plantas y recuperan los niveles de ciertos miARNs que en 

condiciones normales se encuentran bajos, sugiriendo que al menos a bajas temperaturas 

DCL1 no requiere de la asistencia de HYL1 y SE para procesar todos los precursores de 

miARN [66]. De todas formas, la ausencia o inactivación de estos cofactores genera una 

importante baja en los niveles de los miARNs maduros, y un procesamiento erróneo e 

impreciso de los pri-miARNs. HYL1 homodimeriza y se une a la región con estructura de 

tallo (dsARN) del pri-miARN a través de sus dominios de unión a ARN doble cadena 

(dsRBDs del inglés double-strand RNA binding domains) en su extremo N-terminal, y 

mediante su interacción con DCL1 la posiciona en los sitios correctos de corte [67]�[69]. Por 

su parte, SERRATE se une a los pri-miARNs en regiones de uniones dsARN-ssARN e 

interacciona con DCL1, actuando como anclaje para asistirla en su posicionamiento y 

promoviendo los cortes del precursor [62]�[64], [70], [71]. 

Entre los factores con mayor relevancia en el procesamiento de pri-miARNs, aparecen 

las proteínas CAP-BINDING PROTEIN 20 y 80 (CBP20 y CBP80) del complejo nuclear de 

unión al cap-�✁ (CBC del inglés cap-binding complex), que mediante su interacción con SE 

promueven el correcto procesamiento de los precursores de miARNs [72]�[74]. Otras 

proteínas involucradas en el proceso de splicing, también participan en el procesamiento de 

pri-miARNs, relacionando estrechamente ambos procesos [45]. Además, otras proteínas 

ajenas al splicing, como TOUGH (TGH) y DAWDLE (DLL), también son necesarias para el 

correcto y preciso funcionamiento de la maquinaria de procesamiento, mediante su 

interacción con los pri-miARNs y el complejo de proteínas DCL1, HYL1 y DCL1, 

estabilizándolo y modulando la actividad de DCL1 [75]�[78]. 

5.3.3 Regulación de la maquinaria de procesamiento 

Hasta hace algunos años se tenía la idea de que la maquinaria de biogénesis de 

miARNs era ubicua en toda la planta, y se mantenía invariable, siendo cada familia de genes 

MIR la que se regulaba a nivel transcripcional respondiendo a distintas condiciones 

ambientales o de desarrollo. Sin embargo, actualmente existe amplia evidencia de que esta 

vía se encuentra finamente regulada a distintos niveles. La proteína SE por ejemplo, bajo 

ciertas condiciones es regulada por el miR863-3p a nivel post-transcripcional [79], mientras 

que a nivel post-traduccional se ha reportado que es fosforilada por quinasas de la familia 

SnRK2, aunque se desconoce el rol molecular de dicha fosforilación [80]. 
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Figura 2. Representación esquemática de la vía de biogénesis y acción de los miARNs, y su 
regulación (figura modificada de Achkar y col, 2016 [45]). 
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Por su parte, DCL1 se encuentra regulado de a nivel transcripcional de manera 

negativa por la histona acetiltransferasa GENERAL CONTROL NON-REPRESSED 

PROTEIN 5 (GCN5), y de manera positiva por la proteína nuclear XAP5 CIRCADIAN 

TIMEKEEPER (XCT/CMA33) [81], [82]. Además, SMALL1 (SMA1) promueve el correcto 

splicing del transcripto de DCL1 [83]. A nivel post-transcipcional, DCL1 se encuentra 

modulado por un feedback regulatorio en el que participan dos miARNs por él mismo 

producidos. Por un lado, el miR162 silencia al transcripto de DCL1 en la unión entre los 

exones 12 y 13 [84]. Por otro lado, en el intrón 14 del ARNm de DCL1 reside el precursor del 

miR838, lo que produce una competencia entre la maquinaria de procesamiento de pri-

miARNs, en la que DCL1 es el cofactor principal, y la maquinaria de splicing, produciéndose 

fragmentos de ARNm aberrantes de DCL1 por una incapacidad en la eliminación de este 

intrón, y una disminución en sus niveles de transcripto funcional [85]. A nivel post-

traduccional, DCL1 se fosforila en su dominio helicasa, y esta fosforilación es necesaria para 

su interacción con DDL [76], [78], sin embargo, hasta el momento se desconoce cuál sería el 

rol molecular de esta fosforilación sobre DCL1. 

La actividad, estabilidad y localización subcelular de HYL1 se encuentra compleja y 

finamente modulada. En 2012, Manavella y col. [86] demostraron que en Arabidopsis HYL1 

se fosforila en determinados residuos de serina en sus motivos de unión a dsARN (DRBMs), 

y que esta fosforilación inactiva a HYL1, lo que deriva en la producción de miARNs 

defectuosos debido a un mal procesamiento por parte de DCL1, y a fallas en la selección y 

retención de la hebra del dúplex de miARN/miARN* por parte de AGO1 y el complejo 

efector. La inactivación de HYL1 mediante su fosforilación se produce por la acción de las 

quinasas MPK3 y SnRK2 [80], [87], en tanto que su activación por defosforilación es 

mediada mayormente por las fosfatasas CPL1 y 2 a través de la interacción directa con SE, 

convirtiéndolas en cofactores muy importantes dentro de la maquinaria de procesamiento de 

precursores de los miARNs [86]. El estado de fosforilación de HYL1, además de modular la 

actividad de la proteina, define su estabilidad y localización celular [88]. HYL1 se mueve 

entre el núcleo y el citoplasma dinámicamente, aunque se desconoce que función cumple en 

✄�✂✄ �✟✂✄✁✁✖ ✁✞ ✂ ✄✁�✁☛✂✄☎✞ ✄☎✆✝✞✓ �✄ ✄☎✆✞☛✕✞ ✡✄ ✄✁�✁☛✂✞☛ ✞ ✞✝✁✓ ✡✄�✡✄ ✄✟ ✆✄✂✁�✟✞�✁✞

hacia el núcleo, para que se acople a la maquinaria de procesamiento de miARNs y cumplir 

con sus funciones en la vía [89]. En una condición de oscuridad, luego de cumplir sus 

funciones en el núcleo, la versión activa no fosforilada de HYL1, sale al citoplasma y es 

degradada por una proteasa aún no identificada [88], [90]. Sin embargo, una porción de 

HYL1 fosforilada se mantiene en el núcleo escapándo de la degradación citoplasmática. 

Durante el día, el supresor de la fotomorfogénesis CONSTITUTIVE 

PHOTOMORPHOGENIC 1 (COP1) se transporta desde el núcleo al citoplasma, y protege a 

HYL1 de su degradación inhibiendo a la proteasa que la degrada [90]. En esta condición 
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Figura 3. Esquema de formación del complejo RISC. A) Modelo anterior (figura modificada de Iki y 
col., 2012 [98]). B) Modelo actual (figura modificada de Bologna y col., 2018 [101]) C) Estructura de 
Ago2 de humanos, homóloga a AGO1 de plantas. En rojo se representa la hebra guía del miARN. 
(figura modificada de Nakanishi, 2016 [102]). 
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El modelo propuesto para la formación del RISC sugiere que luego de su 

homodimerización, HSP90 se une a AGO1. Mediante la hidrólisis de ATP, HSP90 provoca 

un cambio conformacional en la estructura de AGO1, lo que facilita la incorporación del 

dúplex maduro miARN/miARN*. Una vez el dúplex cargado, HSP90 se disocia de AGO1 de 

manera dependiente de ATP, provocando un nuevo cambio conformacional en AGO1 que 

induce la remoción de la hebra pasajera del dúplex (miARN*), manteniendo cargada la 

hebra guía (miARN) (Figura 3A) [97], [98]. El mecanismo que describe cambios 

conformacionales en la estructura de AGO1 y su relación con la eliminación de la hebra 

pasajera también se ha descripto para otras proteínas AGO en animales [102]. 

Por mucho tiempo se pensó que el ensamble del complejo RISC y la selección de la 

hebra guía se llevaban a cabo en el citoplasma, bajo la premisa de que el dúplex 

miARN/miARN* metilado es exportado al citoplasma por la proteína HASTY (HST) [103], 

homóloga a la EXPORTIN 5 (EXPO5) de humanos que exporta pre-miARNs del núcleo al 

citoplasma donde son procesados por DICER [104], y la observación de que HSP90 y SQN, 

ambas necesarias para el ensamblado del RISC, son proteínas que cumplen sus funciones 

en el citoplasma [96], [100], [105], [106]. Sin embargo, a pesar de presentar niveles 

disminuídos de miARNs, plantas mutantes en HST presentan una distribución normal de 

miARNs en núcleo/citoplasma [103], lo que sugiere que debe existir otra vía mediante la cuál 

se transportan los miARNs del núcleo al citoplasma.  

Varios reportes demuestran que AGO1 no sólo se localiza en citoplasma, sino también 

en el núcleo, cumpliendo funciones en la regulación de la expresión génica y reparación del 

ADN dañado por UV [107]. En este sentido, se ha reportado que AGO1 y HYL1 

interaccionan en el núcleo, más precisamente en corpúsculos nucleares que podrían ser los 

D-bodies [56]. HYL1, por su parte, además de asistir a DCL1 en el procesamiento de los 

precursores de miARNs, se mantiene unida a los dúplex de miARN post-procesamiento, e 

interacciona con HEN1 facilitando la metilación de los dúplex [67], [94]. También se ha 

reportado que HYL1 cumple un rol importante en el proceso de selección de la hebra guía 

de los miARNs una vez que se produjo su carga en AGO1 [86], [108], posiblemente 

mediante la interacción entre ambas [56]. Recientemente, Bolonga y colaboradores 

encontraron que el extremo N-terminal sin estructura de AGO1 contenía una señal de 

localización nuclear (NLS del inglés Nuclear-Localization Signal) putativa y una señal de 

exportación nuclear (NES del inglés Nuclear-Export Signal), ambas muy conservadas en 

todas las proteínas AGOs de plantas [101]. En el citoplasma el NES de AGO1 no cargada se 

encuentra escondido, pero no así su NLS, que se encuentra expuesto permitiendo el ingreso 

de AGO1 al núcleo donde es capaz de interaccionar con homodímeros de HSP90 

generando los cambios conformacionales que le permite la carga del dúplex miARN/miARN* 

metilado (Figura 3B) [97], [101]. Si bien se ha descripto a las chaperonas HSP90 como 
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NES) [26], [101]. Los dominios PAZ, MID y PIWI están conectados por dos regiones linkers 

L1 y L2, que les permiten adoptar la estructura adecuada para cargar al sARN y posicionarlo 

correctamente sobre su transcripto blanco a silenciar. Las proteínas AGO adoptan una 

estructura biglobular con una ranura central en donde se carga el sARNs. En el dominio 

MID, un loop específico para nucleótidos que recubre la ranura donde se unirá el sARN, 

☛✄✆✁☎✁✆✄ �✔ ☎✔✆✟✄�✂✄✡✁ ✂✂✁ ✁✄✄☎✂☛✞� ✆✔✄ ✄✟ ✡✁✁✄☎✄✁ ✁✂✄ ✔☎✄ ✄✟ ✄�✂☛✄✁✁ ✂✄☛✁✄☎✞✟ ☎✂ ✡✄✟

sARNs [102], [114], [115]. El dominio PIWI una estructura similar a la de las enzimas tipo 

RNaseH, exhibiendo actividad de endonucleasa (slicer), la cual es mediada por el motivo 

catalítico Asp-Asp-His (DDH) [116], sin embargo, la sola presencia de este motivo no es 

condición suficiente para que AGO presente actividad catalítica de endonucleasa. 

5.5.1 Las proteínas AGO en Arabidopsis thaliana 

Dentro del clado 1, AGO1 es el principal efector del silenciamiento mediado por 

miARNs, y a los fines de esta Tesis, merece una revisión específica donde será tratada en 

mayor detalle. AGO10, también conocida como ZWILLE o PINHEAD, es el parálogo más 

cercano de AGO1 [26]. Su expresión está limitada sólo a algunas células de forma tejido-

específica, y su función está asociada a la represión de la actividad de los miR165/166, 

actuando en el mantenimiento de las células meristemáticas y en la polaridad de las hojas 

[117]�[121]. También participa en el silenciamiento mediante inhibición de la traducción de 

algunos ARNms, como el caso de AGO1 a través del miR168 [122]. Por su parte, AGO5 se 

expresa particularmente en megaesporas en desarrollo donde debería cumplir con funciones 

mediadas por miARNs y siARNs necesarias para el desarrollo de los gametofitos masculinos 

o la especificación del tipo celular [123]. 

El clado 2 se compone de AGO2, AGO3 y AGO7. La actividad de AGO2 es aditiva y 

se solapa con la de AGO1. AGO2 participa en el silenciamiento mediante siARNs de 

regiones intergénicas no conservadas, pseudogenes y transposones jóvenes activos. 

También participa en defensa contra virus y bacterias cargando y estabilizando varios 

miARN*s, y en reparación del ADN cuando se daña por estrés genotóxico [4], [124]�[128]. 

AGO3, pese a la proximidad filogenética que existe con AGO2, parece no tener roles 

importantes en la planta, aunque recientemente se la ha relacionado con la respuesta de 

defensa contra virus y ABA [129]. En cuanto a AGO7, también conocido como ZIPPY, su 

función está asociada casi exclusivamente al miR390 y a la producción de tasiARNs a partir 

del ARN no codificante TAS3, los cuales regulan a los factores de respuesta a auxinas, 

ARF3 y ARF4, asegurando la correcta transición de la fase juvenil a la fase adulta y el 

patrón adaxial/abaxial de las hojas [30], [33]. 
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asociación depende de la síntesis de isoprenoides, dado que una deficiencia en Arabidopsis 

de enzimas de la vía de síntesis de estos compuestos como HMG1, presentan afectado el 

silenciamiento mediado por miARNs, y menores niveles de AGO1 asociada a membranas 

[139]. Los isoprenoides son componentes claves en las membranas, y tiene un rol muy 

importante en la asociación de proteínas a estas [139]. Además, AGO1 fue asociada 

particularmente al retículo endoplasmático rugoso (RER), más precisamente a polisomas, en 

donde se demostró que se produce el silenciamiento génico mediante inhibición de la 

traducción mediada por miARNs [140]. 

Así como el núcleo central de la maquinaria de procesamiento de precursores de 

miARNs está finamente regulada a varios niveles, AGO1 no es la excepción. A nivel post-

transcripcional, AGO1 es blanco del miR168, en un feedback regulatorio que mantiene los 

niveles de AGO1 estables [141]. Dos genes codifican para el miR168, MIR168a y MIR168b. 

El MIR168a es el que mayormente se expresa y genera miARNs de 21 nt, en tanto que el 

MIR168b presenta bajos niveles de expresión y produce iguales cantidades de miARNs de 

21 y 22 nt [142]. Esta isoforma de 22 nt pueden cargarse en AGO1, clivar al mARN de 

AGO1 y desencadenar la producción de siARNs secundarios dependientes de RDR6, 

reforzando el silenciamiento de AGO1 [32], [142]�[144]. Recientemente se reportó que el 

dúplex miR168a/miR168a* contiene en su región central una estructura flexible que genera 

tres alternativas posibles de apareamiento entre las dos hebras. Según la conformación que 

adquiera el precursor pri-miR168a, su procesamiento liberará distintos dúplex con diferentes 

propiedades y secuencias [122]. Mientras que el dúplex simétrico de 21 nt se carga 

normalmente en AGO1 y silencia a su propio transcripto, la isoforma de 22 nt generada por 

una conformación del precursor que presenta bucles asimétricos en la región del dúplex, es 

preferentemente cargada por AGO10 [122] y silencia al mensajero de AGO1 por inhibición 

traduccional, además de inducir la producción de siARNs secundarios amplificando la 

represión de AGO1. Este mecanismo parece ser aprovechado por el tombusvirus para 

suprimir el silenciamiento antiviral mediado por AGO1, a través de la proteína viral supresora 

del silenciamiento por ARN, P19 [122]. HOS1, una ubiquitin E3 ligasa de respuesta a estrés, 

regula transcripcionalmente al loci del MIR168 controlando así los niveles de AGO1 [145]. 

Proteínas relacionadas a la actividad de AGO1, como las HSPs que participan en la 

formación del RISC, se regulan bajo condiciones de estrés, lo que deriva en el control de la 

vía de silenciamiento de miARNs [146], [147]. 

A nivel post-traduccional, la regulación de la estabilidad proteica de AGO1 también 

tiene un rol fundamental en el control de su homeostasis. Los primeros indicios de la 

regulación de AGO1 vía degradación, aparecieron en estudios de interacción virus-planta. El 

principal mecanismo de defensa de las plantas contra los virus está asociado al 

silenciamiento de ARNs virales por la maquinaria de siARNs dependientes de AGO1. Por lo 
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tanto, muchos virus utilizan supresores virales para neutralizar este sistema de defensa, 

como la proteína 2b codificada por el virus de mosaico del pepino (CMV del inglés 

Cucumber Mosaic Virus) que interacciona con AGO1 para inhibir su actividad [148]. 

Además, existen numerosos supresores virales que actúan en la regulación de la estabilidad 

de AGO1 promoviendo su degradación. La proteína F-box P0 del Polevirus actúa como 

supresor viral reconociendo el dominio PAZ de AGO1 y dirigiéndola a degradación [149]. 

Las proteínas F-box forman parte de los complejos SCF (Skp1-Cullin-F-box proteins) E3 

ubiquitin ligase, que marcan proteínas por ubiquitinación para dirigirlas a degradación vía 

proteosoma 26S [150]�[152]. Posiblemente P0 secuestra a la maquinaria SCF E3 ubiquitin 

ligasa, imitando a las F-box endógenas de la planta, y utiliza este sistema para desactivar la 

maquinaria de defensa antiviral [153]. Estudios posteriores, identificaron a la proteína F-box 

FBW2 (del inglés F-box WD-repeat domain-containing protein 2) como un regulador 

endógeno negativo de la estabilidad proteica de AGO1 [154]. Sin embargo, se ha observado 

que la AGO1 poli-ubiquitinada tanto por P0 como por FBW2 no se degradan vía proteosoma 

26S exclusivamente, sino también por autofagia [149], [154], [155]. Aún cuando la 

desestabilización proteica de AGO1 por P0 y FBW2 ha sido asociada a autofagia, también 

se ha visto que la ubiquitinación de AGO1 por el supresor viral P25 del virus X de la papa 

promueve la degradación de la proteína por proteosoma 26S [156]. Recientemente en 

nuestro laboratorio, observamos que CURLY LEAF (CLF) es un regulador positivo de la 

actividad de los miARNs mediante el control de la estabilidad de AGO1 [157]. CLF es la 

subunidad metiltransferasa del Polycomb Repressor Complex 2 (PRC2), y regula la 

expresión de genes blanco mediante la tri-metilación de la lisina 27 de la Histona3 (H3K27). 

Encontramos que CLF reprime directamente el loci de FBW2, la cual ubiquitina a AGO1 para 

su degradación vía autofagia y/o proteosoma, como se mencionó anteriormente. Ante 

exposición UV, CLF previene la degradación de AGO1 permitiendo la activación de las 

respuestas de reparación del ADN dañado por UV, así como la regulación programada de 

muerte celular después de la irradiación [107], [157]. También encontramos que AGO1 es 

preferentemente degradado en mutantes clf cuando está unida a mARNs blanco. Este 

fenómeno se encuentra promovido cuando los mensajeros blancos no son clivables, 

sugiriendo que una unión prolongada de AGO1 a su blanco favorece la degradación de 

AGO1 [157]. Esta observación adquiere relevancia en miras de un potencial mecanismo de 

reversión del silenciamiento de genes por inhibición traduccional mediada por AGO1, 

mediante la modulación de la estabilidad de esta proteína. 
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esto es, la región que va desde el nucleótido 2 al nucleótido 8 del mismo [102]. Un alto 

grado de complementariedad de secuencia dispara el silenciamiento mediante clivaje de los 

transcriptos [166]. Este concepto llevó a pensar que, en plantas, donde los miARNs y sus 

ARNms blanco tienen una complementariedad casi perfecta, el clivaje de los transcriptos era 

el modo de acción predominante [161], [163], [164]. Si bien en parte esto es cierto, no 

significa que la inhibición de la traducción se encuentre ausente en plantas. De hecho, 

muchos ARNms blanco de silenciamiento por inhibición de la traducción vía miARN 

presentan un alto grado de complementariedad ARNm-miARN [140], [167]. Varios estudios 

demuestran la asociación de miARNs con ribosomas y con el retículo endoplasmático, 

sugiriendo que la inhibición de la traducción en plantas ocurre más comúnmente de lo que 

se pensaba, ya sea de forma intependiente o complementaria al clivaje [168]�[170]. De 

todas formas, estudios comparativos del silenciamiento de genes blancos de miARNs entre 

mutantes nulas y mutantes que carecen de actividad catalítica de AGO1, han demostrado 

que la actividad catalítica de AGO1 es necesaria para el decaimiento de la mayoría de los 

transcriptos blancos de miARNs, sugiriendo que ambos mecanismos podrían actuar de 

manera complementaria [171]. 

El clivaje de un transcripto dirigido por un miARN, se produce en una posición precisa 

del ARN blanco, y depende de un alto grado de complementariedad, sobre todo entre los nt 

de las posiciones 10 y 11 del miARN donde AGO1 realiza este corte [4], [7], [172]. La 

actividad catalítica de AGO1 está dictada por su dominio PIWI, el cual adopta una estructura 

del tipo RNaseH y exhibe actividad endonucleasa [26]. Esta actividad no es sólo 

característica de AGO1, ya que también la presentan AGO2, AGO4, AGO7 y AGO10 en 

menor medida [24], [25], [33], [121], [124], [173]✖ �✄✞✟✄✁✞✡✁ ✄✟ ✆✁☛✂✄✁ ✟✁� ✠☛✞✕✁✄☎✂✁ ✡✄✟ ✂✂ ✂ ☎✂

del transcripto liberados se degradan mediante exonucleasas. ✁✞☛✞ ✄✟ ✆✞�✁ ✡✄✟ ✠☛✞✕✁✄☎✂✁ ☎✂✁

✄☎ ✂☛✞✟✄✡✁��✄�✁ ✟✞ ✄�✁☎✔✆✟✄✞�✞ ✂✂-☎✂ ☎✂✄�☎✆✄✝✞✝✁☎✂✟☎ ✠ ✡✂�✝✠☛ ✄� ✟✞ ✄☎✆✞☛✕✞✡✞ ✡✄

degradarlos [174]✖ ✁✁� ✠☛✞✕✁✄☎✂✁� ✂✂ ✄☎ Chlamydomonas reinhardtii son poliadenilados por 

la nucleotidil transferasa MUT68, y luego degradados por el exosoma citoplasmático [175]. 

En Arabidopsis, el homólogo de MUT68, HEN1 SUPPRESSOR 1 (HESO1) y su parálogo 

UTP:RNA URIDYLTRANSFERASE 1 (URT1), poli-uridi✟✞☎ ✞ ✟✁� ✠☛✞✕✁✄☎✂✁� ✂✂ ✟✄✟✄☛✞✡✁� ✡✄✟

clivaje [176], [177]✖ ☎�✂✁� ✠☛✞✕✁✄☎✂✁� ✂✂ �✁✟✄-uridilados son degradados por RISC-

☎✝✆☎�✂✝✆☎✝☞ ✝✁☎✂�☎✝☞ ☎✂-✂✂ ☎✂✄�☎✆✄✝✞✝✁☎✂✟☎ ✡�☎✝☎✓☛ [178], aunque también 

podría cumplir un rol en este proceso el exosoma citoplasmático, ya que las subunidades de 

sus cofactores SUPERKILLER2 (SKI2), SKI3 y SKI8 también son requeridas para la 

degradación de estos fragmentos [179], así como también otros factores reportados 

recientemente [180]. Durante la producción de siARNs secundarios y tasiARNs, la 

maquinaria RDR6/SGS3 se asocia al complejo RISC luego del reconocimiento de 

características específicas en el dúplex miARN:transcripto blanco, y estabiliza a los 
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✠☛✞✕✁✄☎✂✁� ✂✂ ✂ ☎✂✁ ✄�✄✂✞☎✡✁ �✔ ✡egradación y permitiendo que se inicie la vía de síntesis de 

estos sARNs [28], [181]. 

A diferencia de lo que sucede en animales, en plantas, la represión traduccional se 

produce en menor frecuencia que la represión por clivaje [4], [161], [164], [171]. Se han 

identificado algunos factores necesarios para que un miARN dispare el bloqueo 

traduccional, entre ellos, la enzima asociada a microtúbulos KATANIN 1 (KTN1) [167], el 

componente de los cuerpos de procesamiento (P-bodies) VARICOSE (VCS) [167], la 

proteína GW-repeat SUO [182], y la proteína de membrana de retículo endoplasmático 

ALTERED MERISTEM PROGRAM 1 (AMP1) [140]. Mutaciones en todos estos genes 

produce alteraciones selectivamente en el silenciamiento de ciertos blancos, que sólo se 

observan en los niveles proteicos, pero no así en los transcriptos, sugiriendo que la 

inhibición de la traducción y el clivaje de transcriptos son dos modos independientes de 

acción de los miARNs en el silenciamiento. La asociación de los complejos miARN:AGO1 a 

retículo endoplasmático, más puntualmente, a polisomas, y su co-localización con AMP1, 

sugieren fuertemente que este modo de acción de los miARNs se produce en este sistema 

de endomembranas [138], [140]. Ensayos in vitro sugieren que los miARNs podrían inhibir el 

inicio de la traducción sin promover la deadenilación ni la degradación del mARN, o bloquear 

el reclutamiento y/o movimiento de los ribosomas [183]. Sin embargo, hasta el momento se 

desconocen los mecanismos moleculares precisos mediante los cuales los miARNs inhiben 

la traducción de sus transcriptos blanco en plantas. 

 











Capítulo 1 - Introducción 

43 
 

simple y relativamente libre de artefactos, y puede ser utilizada para determinar el tamaño 

de los ARNs pequeños. Adicionalmente, permite la detección en simultáneo de ARNs 

pequeños y sus precursores, como en el caso de los pri- y pre-miARNs. 

Generalmente los primeros dos pasos de este método, el gel de electroforesis y la 

transferencia, presentan mínimas diferencias entre los protocolos alternativos con sólo 

algunas excepciones [192]. Sin embargo, muchos métodos han sido descriptos para el 

marcado de sondas y la detección de ARNs pequeños. Entre ellos, el marcado de sondas de 

ADN mediante la incorporación del isótopo radioactivo 32P es el protocolo más popular. 

Debido a la vida media del radioisótopo, es posible exponer la membrana con placas de 

rayos X por varias semanas si fuese necesario, permitiendo una alta sensibilidad y la 

detección de ARNs pequeños muy poco abundantes. De todas formas, el marcado con 

isótopos radiactivos puede ser tedioso, peligroso, y con altos requerimientos de 

infraestructura. Alternativamente, propuestas de marcación no radioactivas han sido 

desarrolladas para la detección de ARNs pequeños luego de la transferencia del gel [185], 

[193]�[195]. En este trabajo de Tesis, una de las propuestas fue la puesta a punto de un 

protocolo para la detección de ARNs pequeños (miARNs, siARNs y tasiARNs), utilizando 

sondas marcadas con digoxigenina (DIG) [32], [86], [162], [196], [197], técnica que 

posteriormente fue ampliamente utilizada a lo largo de todo este trabajo, como así también 

por otros miembros del laboratorio [66], [88], [157], [198]�[200]. Este protocolo conserva la 

sensibilidad de los métodos basados en radioactividad, es más seguro y presenta la gran 

ventaja de poder realizar el protocolo completo en la mesada de trabajo sin la necesidad de 

una infraestructura especial preparada para dicho protocolo. Sin embargo, la principal 

desventaja que presenta esta metodología comparada con la detección radioactiva de 

sARN, es la imposibilidad de reutilizar las membranas hibridadas para cuantificar más de un 

sARN. En las técnicas radioactivas es común medir varios sARNs utilizando las mismas 

membranas donde se transfirieron las muestras. Esto, además de reducir costos, permite 

principalmente, en los casos en los que se dispone de poca muestra, que la cantidad de 

ARN no sea un factor limitante cuando se requiere medir múltiples sARNs en las mismas 

muestras, aunque el tiempo de caída de la radioactividad de cada sonda a utilizar es de 

unas dos semanas aproximadamente, siendo una desventaja el tiempo de espera entre la 

medida de cada uno de los sARNs de interés. En los métodos radioactivos, para lograr la 

reutilización de las membranas, simplemente se deja decaer la radioactividad de la sonda 

hibridada y se vuelve a hibridar con sondas con marca fresca. Esta aproximación no es 

posible en la técnica no radioactiva utilizada, dado que las sondas usadas están marcadas 

mediante la adición covalente de una molecula de digoxigenina, la cual es estable en el 

tiempo. Esta desventaja fue un desafio considerable al inicio de este trabajo dado el gran 

número de miARNs que requeríamos medir durante el transcurso de la Tesis. Por tal motivo, 
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nos planteamos desarrollar un protocolo, inexistente en la literatura, para la reutilización de 

membranas hibridadas con sondas marcadas con digoxigenina. 
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por 60 min y luego se los pre-corrió a 180V en 1X TBE durante 60 min. Durante la pre-

corrida, se realizó la preparación de las muestras de ARN mezclando 1 volumen de solución 

de siembra de ARN 2X con 1 volumen de muestra conteniendo 2 µg de ARN total, se 

calentaron por 5 min a 95 ºC, se enfriaron rápidamente en hielo, se las mezcló en vortex 

durante 5 segundos y finalmente se les realizó una centrifugación rápida a 4 ºC. Terminada 

la pre-corrida, se sembraron las muestras en el gel, previa limpieza de los pocillos del gel 

con una jeringa con aguja para eliminar restos de PAA no polimerizada y de urea no 

disuelta. Se corrió el gel a 180V en 1X TBE hasta que el marcador del frente de corrida azul 

de bromofenol salió del gel, aproximadamente unos 90 min. Finalizada la corrida 

electroforética, se realizó la transferencia del ARN a una membrana de nylon cargada 

negativamente (Amersham Hybond-N+), utilizando el sistema de transferencia semi-seco 

Trans-Blot SD Semi-Dry Transfer Cell (Bio-Rad), durante 1 hora a 10 V y 400 mA. Luego, se 

secaron las membranas y se fijó covalentemente el ARN con luz UV a 12.000 µJ/cm3 en un 

UV Crosslinker (Stratagen). 

Una vez fijado el ARN, se realizó la pre-hibridación de las membranas con buffer 

Church por 1 h a 38° C en rotación continua. Posteriormente, se adicionaron 5 pmoles de 

�✁☎✡✞ ✄��✄✆✁✠✄✆✞ ✁✞☛✆✞✡✞� ✆✁☎ ✂☎☞ ✡�✄☛ ✂☎✄�✁☛ ✞ ✓✄✄ ☎✁ ✡✄ ✟✔✠✠✄☛ Church, y se calentó 

durante 10 minutos a 65°C. Inmediatamente, se enfrió en hielo y luego se agregó la sonda a 

las membranas en buffer Church, dejándolas hibridando durante toda la noche a 38°C en 

rotación constante. Posteriormente, las membranas fueron lavadas dos veces con SSC 4X a 

38º C durante 20 min. 

Para la detección de los ARNs pequeños con las sondas marcadas con digoxigenina, 

primeramente se incubaron las membranas con solución de bloqueo por 30 min en agitación 

lenta para bloquar las membranas. Luego, se incubaron por 1 h con la solución de 

anticuerpo anti-digoxigenina-fosfatasa alcalina (Roche) en solución de bloqueo. Previo a la 

detección, se lavaron las membranas 4 veces con solución de lavado en agitación fuerte por 

10 min. y posteriormente se equilibraron las membranas por 5 minutos en solución de 

detección. Las membranas ya equilibradas se colocaron en un folio, se aplicó solución 

CSPD ready-to-use (Roche) en la superficie de cada membrana, y se incubó 10 min a 37°C 

en oscuridad para activar el reactivo. Se eliminaron los excesos de líquido, se selló el folio y 

se expuso a temperatura ambiente durante tiempos variables en películas radiográficas ECL 

Hyperfilm (Amersham) según la intensidad de la señal esperada. Finalmente, las películas 

radiográficas fueron reveladas con soluciones reveladora y fijadora (AGFA). 
 

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

Bromofenol. 

Solución de ácido maleico: 0.1 M ácido maleico; 0.15 M NaCl; pH 7.5 con NaOH. 
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Solución de bloqueo: 1% p/p Blocking Reagent (Roche) en solución de ácido maleico 

Solución de anticuerpo: 1:20.000 anticuerpo anti-digoxigenina-fosfatasa alcalina (Roche) en 

solución de bloqueo. 

Solución de lavado: solución de ácido maleico; 0.3 % v/v Tween-20. 

Solución Church: 0,25 M solución amortiguadora fosfato de sodio pH: 7,2; 1 mM EDTA pH: 8; 

1 % p/v albúmina de suero bovino (BSA) fracción V; 7% p/v SDS. 

Solución de detección: 0,1 M Tris; 0,1 M NaCl; llevar a pH 9,5 con HCl. 

Solución CSPD: sustrato quimioluminiscente CSPD ready to use (Roche). 

Solución TBE 5X (1 L): 0,45 M TRIS-Base; 0,45 M Ácido Bórico; 10 mM EDTA pH 8. 

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

7.3.3 Marcación de Sondas 

Cada oligonucleótido a utilizar como sonda fue diseñado complementario a cada ARN 

pequeño a detectar. Para su marcación, primeramente se resuspendieron 100 pmoles de 

cada oligonucleótido en 10 µL de agua miliQ estéril tratada con pirocarbonato de dietilo 

(DEPC, inactivador de enzimas RNasas). Luego, siguiendo las indicaciones del fabricante, 

�✄ ✔✂✄✟✄✁� ✄✟ ✁✄✂ ✂☎☞ ✄✟✄✕✁☎✔✆✟✄✁✂✄✡✄ ☎✂-End Labeling de segunda generación (Roche) para 

marcar los oligonucleótidos de la siguiente manera: a los 10 µL de oligonucleótido 

resuspendido se le adicionaron 4 µL de solución de reacción 5X (Roche), 4 µL de solución 

de cloruro de cobalto (CoCl2), 1 µL de DIG-ddUTP, y 1 µL enzima transferasa terminal, 

manteniendo todo el tiempo los reactivos y el tubo de reacción en hielo. Se mezcló y 

centrifugó brevemente. Posteriormente se incubó durante 15 min a 37° C, e inmediatamente 

después de transcurrido ese tiempo, se enfrió en hielo. La reacción de marcación se detuvo 

mediante la adición de 2 µL de 0,2 M EDTA pH 8,0. A continuación, las sondas marcadas 

con DIG fueron purificadas utilizando una columna cromatográfica Bio-Gel P-6 Micro Bio-

✟�✄☎✂ (Bio Rad) siguiendo las instrucciones del fabricante. Finalmente, cada oligonucleótido 

marcado con DIG fue diluído hasta una concentración de 2,5 pmol/µL adicionando 18 µL de 

agua miliQ estéril tratada con DEPC. 

Alternativamente, se han adquirido oligonucleótidos sintetizados y marcados con DIG por 

la empresa Alpha ADN, Montral, Canadá. 

7.3.4 Stripping de la Membrana y Re-hibridación con otras sondas 

Para la re-hibridación de sondas en las membranas ya hibridadas, primeramente se 

lavaron con agua miliQ para remover la solución CSPD. Luego se incubaron las membranas 

2 veces con 25 mL de solución de stripping precalentada a 80º C por 60 min cada vez en 

agitación constante. Se lavaron 3 veces con solución 4X SSC por 15 min cada vez, y 

posteriormente se enjuagaron brevemente con agua miliQ estéril para continuar con la re-
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hibridación de nuevas sondas a partir de la pre-hibridación con solución Church tal cual fue 

descripto previamente. 
 

Solución de Stripping: 50% v/v formamida; 5% p/v SDS; 50 mM Tris-HCl pH: 7,4. 
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7.4.3 Hibridización de los ARNs pequeños 

Dada la diferencia de tamaño entre los miARNs y los ARN pequeños nucleares U6 

utilizados como control de carga, determinamos que realizar el corte de las membranas por 

encima de la marca del Xileno Cianol permite separar en la mitad superior a los sARN U6 y 

en la mitad inferior los miARNs. Esto tiene como ventaja la posibilidad de realizar la 

hibridación tanto de los ARNs pequeños de referencia para el control de carga, como de los 

miARNs en simultáneo, acortando los tiempos del ensayo. 

Previo a la hibridación de las sondas, es necesario prehibridar las membranas con el 

buffer PerfectHyb Plus Hybridization. Debido a los elevados costos de esta solución y al 

elevado número de blots que se realizan en el laboratorio, se probaron alternativas más 

económicas [193]. Si bien con estos buffers de hibridación se pierde una porción de la señal 

obtenida comparada con aquellas obtenidas con el buffer PerfectHyb Plus Hybridization, 

obtuvimos muy buenos resultados con el buffer Church [201], [202] (detallado en la sección 

7.3.2), siendo el elegido durante la puesta a punto de este protocolo. Se definió también un 

tiempo mínimo de prehibridación de 60 minutos a 38º C, por debajo de este tiempo el 

background al momento del revelado será elevado, dificultando el análisis del resultado. 

Tiempos mayores de prehibridación mejoran la hibridación y permiten un revelado más 

limpio. 

Por último, fue necesario determinar la concentración óptima de sonda marcada a 

utilizar por cada membrana a revelar. Observamos que con 5 pmoles de sonda por cada 

membrana e hibridando toda la noche, se obtenían buenos niveles de señal para todos los 

miARNs probados. 

7.4.4 Detección No-Radioactiva de ARNs pequeños 

Luego de la hibridación durante toda la noche, es necesario remover la solución con 

las sondas para su posterior incubación con el anticuerpo anti-DIG. Observamos que 2 

lavados de unos 20 minutos con al menos 25 mL de solución 4x SSC es suficiente para 

obtener revelados limpios, sin background que interfiera con la señal emitida por las sondas. 

Lavados con mayor volumen de solución SSC ayudan a tener menos background pero a 

expensas de una pérdida de señal. 

Los pasos de bloqueo de las membranas e incubación con el anticuerpo pueden 

realizarse en cajas de plástico chicas o en placas de Petri, dando vueltas las membranas 

cada 10-15 minutos para asegurar la distrubución homogénea de la solución sobre la 

membrana. Una alternativa a estas opciones que hemos encontrado más práctica es la 

utilización de bolsas de polietileno de 8 cm de ancho, las cuales se cortan del largo de las 
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membranas, para luego sellarse con la membrana y la solución de anticuerpo en su interior. 

Estas bolsas, por su tamaño, permiten utilizar volúmenes de soluciones menores, ahorrando 

solución de bloqueo y anticuerpo. Además, al colocarlas sobre un rotor, durante el tiempo de 

bloqueo e incubación con el anticuerpo, agiliza las etapas de bloqueo e incubación. Es 

fundamental asegurar la completa disolución del agente de bloqueo en la solución de ácido 

maleico para evitar la aparición de puntos negros en las placas radiográficas al revelarlas. 

Luego de estos pasos, es necesario lavar bien las membranas, para ello determinamos que 

4 lavados de 15 minutos cada uno con al menos 50 mL de solución de lavado y bajo 

agitación vigorosa, es suficiente para eliminar el anticuerpo sobrante y evitar que interfiera 

luego en el revelado. 

Por último, definimos los tiempos de exposición a las películas radiográficas según las 

cantidades de ARN total utilizados en el ensayo y/o la abundancia del miARN analizado. En 

la figura 4 se observa que para una cantidad de 1,5 µg de ARN, entre todos los tiempos 

probados, 10 min de exposición son suficientes para que aparezca señal en las U6, en tanto 

que con 6 hrs de exposición la señal del miR319 (miARN de abundancia media) es visible. 

Es importante aclarar que, si bien las U6 pueden dejarse exponiendo durante tiempos más 

prolongados, no es aconsejable superar los 40 min de exposición debido a que las señales 

de cada muestra se saturan y dejan de ser comparables para su posterior cuantificación y 

análisis. Como se mencionó anteriormente, definimos 2 µg de ARN total como cantidad 

estándar a utilizar para nuestros ensayos, y para dicha cantidad de ARN, determinamos que 

los tiempos de exposición sobre las placas de rayos X sean: 15-20 min para las U6; 3-4 hrs 

para miARNs de alta expresión o miARNs artificiales expresados bajo un promotor fuerte y 

constitutivo; 6-20 hrs para miARNs de mediana y baja expresión, tasiARNs y siARNs 

endógenos (Figura 5A). Dado que tiempos de exposición excesivos producen un incremento 

en el background de las películas radiográficas reveladas, se aconseja no sobreexponer las 

placas. 

7.4.5 Stripping de la Membrana y Re-hibridación con otras sondas 

Con el objetivo de poder medir los niveles de varios ARNs pequeños en un único 

ensayo y así ahorrar tiempo y costos, se generó un protocolo que permite re-hibridar las 

mismas membranas con distintas sondas. Esto permite también, en una misma muestra 

medir distintos ARNs pequeños, haciendo las comparaciones entre muestras más confiables 

y precisas. Previo a la re-hibridación, es necesario eliminar las sondas utilizadas en primera 

instancia dado que la señal generada por la molécula de digoxigenina es estable en el 

tiempo. Después de algunos intentos fallidos o poco eficientes, y probando distintas 

alternativas, encontramos que con 2 rondas de 60 min de incubación de las membranas en 
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8.1.2 Identificación de nuevos cofactores de la vía de miARNs mediante un 

Screening genético  

En los últimos años se han identificado numerosos cofactores que regulan diferentes 

etapas de la biogénesis y acción de miARNs en plantas [45]�[48]. Muchos de estos nuevos 

cofactores han sido identificados a partir de screenings genéticos diseñados en distintos 

laboratorios, en base a sistemas reporteros que permiten realizar análisis sobre la actividad 

de los miARNs de manera fácil y rápida [86], [110], [167], [207]. 

Por su parte, el director de este trabajo de Tesis ha ideado y generado un sistema 

reportero de actividad de miARNs, basado en la expresión constitutiva del gen de la Firefly 

Luciferase (F-Luc), el cual es simultáneamente silenciado por un miARN artificial diseñado 

para reconocer al gen F-Luc (amiR:Luc) [86]. Por ende, las plantas transformadas con el 

sistema reportero carecen de actividad bioluminiscente, a pesar de contener el gen que 

codifica para la F-Luc, dado que el amiR:Luc lo mantiene silenciado vía PTGS. Estas plantas 

fueron sometidas a mutagénesis al azar mediada por EMS, sobre las cuales luego, se 

realizó el screening en busca de plantas con su actividad F-Luc restituída, indicador de una 

alteración en la vía de biogénesis y/o acción de los miARNs (Figura 7) [86]. Estas plantas, 

ecotipo Col-0, fueron posteriormente cruzadas con plantas de Arabidopsis ecotipo Lansberg 

erecta (Ler-1) para generar grupos de mapeo, los cuales fueron secuenciados, y los genes 

candidatos a actuar en la vía de miARN, identificados por mapeo SHORE (Figura 7) [208]. El 

mapeo SHORE detecta los genes candidatos basándose en la distribución de frecuencias 

alélicas de los polimosfismos asociados al fenotipo en base al background genético de los 

parentales. Eso se traduce en un pico en el gráfico de frecuencia alélica arrojada por el 

análisis SHORE, lo que permite finalmente identificar la región del genoma donde se aloja la 

mutación causal. A partir de este screening genético, se identificaron numerosos factores 

involucrados en la biogénesis de miARNs, o en la regulación de la misma, a distintos niveles 

[86], [157], [196], [197]. Producto de esta búsqueda genética, en el laboratorio disponemos 

de un gran número de mutantes de interés que todavía no han sido caracterizadas. En este 

capítulo del trabajo de Tesis, se presentan y discuten los resultados obtenidos a partir de la 

caracterización de una de estas mutantes. 
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Figura 7. Descripción gráfica del screening genético con el sistema reportero basado en la actividad 
Luciferasa y su silenciamiento por el miARN artificial amiR:Luc 
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transformadas de manera transitoria. 

pAS54: Es un vector de destino Gateway de la serie pAS derivado del plásmido 

pGREEN-IIS. Este vector posee un promotor 35S CaMV, y luego del sitio de recombinación, 

contiene la mitad N-terminal de la secuencia codificante de la proteína mCitrine. Se lo utilizó 

para expresar ectópica y constitutivamente el ADNc de CARP9 con una fusión C-terminal de 

la mitad N-terminal de mCitrine en hojas de Nicotiana benthamiana transformadas de 

manera transitoria para ensayos de BiFC. 

pAS59: Es un vector de destino Gateway de la serie pAS derivado del plásmido 

pGREEN-IIS. Este vector posee un promotor 35S CaMV, y luego del sitio de recombinación, 

contiene la mitad C-terminal de la secuencia codificante de la proteína mCitrine. Se lo utilizó 

para expresar ectópica y constitutivamente el ADNc de CARP9 con una fusión C-terminal de 

la mitad C-terminal de mCitrine en hojas de Nicotiana benthamiana transformadas de 

manera transitoria para ensayos de BiFC. 

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

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

tumefaciens. 

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

una proteína de interés al dominio de activación de la proteína GAL4 (GAL4AD). Posee un 

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

ampicilina como marcador de selección en bacterias. Contiene la secuencia ARS4/CEN6 de 

replicación y mantenimiento de bajo número de copias en levaduras, y el gen TRP1 como 

marcador de selección en medios carentes de triptofano para las levaduras transformadas 

eficientemente. El gen de interés fusionado al GAL4AD se expresa bajo el control del 

promotor y el terminador de la alcohol deshidrogenasa de levaduras (ADH1). Este vector se 

utilizó en los ensayos de doble híbrido para el estudio de interacciones proteína-proteína. 

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

una proteína de interés al dominio de unión a ADN de la proteína GAL4 (GAL4BD). Posee 

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

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

ARS4/CEN6 de replicación y mantenimiento de bajo número de copias en levaduras, y el 

gen LEU2 como marcador de selección en medios carentes de leucina para las levaduras 

transformadas eficientemente. El gen de interés fusionado al GAL4BD se expresa bajo el 

control del promotor y el terminador de la alcohol deshidrogenasa de levaduras (ADH1). 

Este vector se utilizó en los ensayos de doble híbrido para el estudio de interacciones 

proteína-proteína. 

pEXP-AD502: Este vector tiene las mismas características que el ✠✡☛☞✌✍✎✎ a 

excepción de los sitios de recombinación attR y el casete de muerte flanqueado por estos 



Capítulo 2 � Materiales y Métodos 

64 
 

sitios. Los sitios attR fueron reemplazados por los sitios de recombinación attB que 

flanquean un SMC para generar bibliotecas para la realización de screenings de interacción 

proteína-proteína. Este vector se utilizó como control de vector vacío frente a las proteínas 

de interés fusionadas al GAL4BD en los ensayos de doble híbrido, para descartar falsos 

positivos de interacción. 

pDB-Leu: Este vector tiene las mismas características que el ✠✡☛☞✌✍�✎ a excepción 

de los sitios de recombinación attR y el casete de muerte flanqueado por estos sitios. 

Además, tiene el gen de resistencia a kanamicina en lugar del gen de resistencia a 

gentamicina. Este vector se utilizó como control de vector vacío frente a las proteínas de 

interés fusionadas al GAL4AD en los ensayos de doble híbrido, para descartar falsos 

positivos de interacción. 

8.3.2 Cepas bacterianas y de levaduras utilizadas 

Escherichia coli, ✂✞✂✁ ✂✄☎ ✆✝✄✞✟✠✄✡☛☞✂ ✡✡✞✟✠✄✌✂-argF)U169 recA1 endA1 

hsdR17(rK
☎, mK

+☛ ✍✎✏✂ �✑✍☎✠✠ ✒
☎ thi-1 gyrA96 relA1] [210].  

Agrobacterium tumefaciens, GV3101 [C58 (rif r) Ti pMP90 (pTiC58DT-DNA) (gentr) 

Nopaline]. Esta cepa contiene el plásmido Ti tipo nopalina pMP90 (pTiC58DT-DNA) sin la 

función propia de transporte, pero el ADN-T del vector binario puede transferirse 

correctamente. El plásmido pTiC58DT-DNA contiene los genes VIR y resistencia a 

gentamicina. La cepa presenta resistencia cromosomal a rifampicina [211] 

Saccharomyces cerevisiae✓ ☛✂✔✕✄☎ ✂☛✂✆✁✓ ✞✖✑✕-3,112, trp1-✗✄☞✓ ✎✄�☎✘✕✄✄✓ ✟✙✖✕-

☞✄☞✓ ✚✟✞✠✘✓ ✚✟✞✝✄✘✓ ✟✁✂✁☞✄✛✛✞�✂☎✓ ☞✂✁☞✛✛✞✟✠✄✓ ✞☎✟☎UAS GAL1::HIS3@LYS2, can1R, cyh2R] 

[212]. 

8.3.3 Material vegetal y condiciones de cultivo 

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 líneas 

mutantes insercionales carp9-2 (SALK_032566) y hyl1-2 (SALK_064863) fueron adquiridas 

del Arabidopsis Biological Resource Centre (ABRC), Ohio State University, OH, USA. Se 

identificó la inserción del ADN-T y la presencia del alelo salvaje en las plantas mutantes 

realizando PCR sobre ADN genómico de las mismas utilizando oligonucleótidos específicos 

(ver Anexo). La línea reportera de actividad de miARNs Col-0 (reporter) ha sido descripta 

previamente [86], en tanto que la línea mutante puntual carp9-1 fue aislada de un screening 

previa mutagénesis con EMS de la línea reporter. 

Las plantas fueron crecidas en tierra, en macetas de 8 cm de diámetro y 7 cm de 



Capítulo 2 � Materiales y Métodos 

65 
 

altura, en condiciones de día largo (16 hs de luz / 8 hs de oscuridad) a 22-24 ºC y una 

intensidad lumínica aproximada de 100 µmol.m☎2.s☎1. Se sembraron en superficie entre 5 y 

10 semillas por maceta, según el ensayo y el genotipo utilizado, cubriendo las macetas con 

film autoadherente hasta la germinación de modo de mantener la humedad en la tierra. 

Alternativamente, para selección de plántulas de Arabidopsis por resistencia a 

kanamicina, o en caso de que el ensayo así lo requiera, las semillas se germinaron en 

placas de Petri que contenían medio Murashige y Skoog (MS) 0,5X (pH 5,7) y agar al 0,6% 

(p/v). En el caso de selección con kanamicina, al medio MS-Agar se le adicionó 50 µg/ml del 

antibiótico. Para germinar las semillas de Arabidopsis en placas, se las desinfectó con etanol 

70% (v/v) por 5 min, luego por 30 min con una mezcla de hipoclorito de sodio 10% (v/v) y 

SDS 0,1% (p/v), y se las lavó 4 veces con agua destilada estéril. Finalmente, las semillas 

fueron resuspendidas en una solución de agar 0,1% (p/v) estéril, estratificadas en oscuridad 

a 4º C por 2-3 días, y sembradas en las placas de Petri conteniendo medio MS-Agar y 

antibiótico si correspondiese. El proceso anteriormente descripto se realizó en condiciones 

de esterilidad en una cabina de flujo de aire laminar. Una vez sembradas las placas, se 

trasladaron a la cámara de cultivo en las condiciones de día largo descriptas previamente. 

Los medios de cultivo fueron esterilizados en autoclave Ficoinox, con un programa de 121º 

C durante 20 min. 

8.3.4 Construcciones genéticas y generación de líneas transgénicas en 

Arabidopsis thaliana y Nicotiana benthamiana 

Para el ensayo de complementación de fenotipo de la mutante carp9-1, se amplificó la 

región codificante de CARP9 (3579 pb) mediante RT-PCR de ARN de plantas de 15 días de 

A. thaliana ✠✏� ✏✞✄✚✏�✑✠✞✁✏✂✄✙✏� ✖�✍✖✠✁✄✄✠✏� ✡�✖☎ ✂�✖✆✏☛ ✝ �✖ ✠✞✏�� ✖� ✖✞ �✖✠✂✏☎ ✍☎✝✆�✂✞✂-

TOPO®, obteniéndose la construcción pAT007 (ver Anexo). Luego se realizó la 

recombinación en el vector pFK209 de la serie pGREEN IIS obteniéndose la construcción 

pAT011, la cual fue introducida en plantas carp9-1 heterocigotas para el alelo mutante, 

debido a que la transformación de las homocigotas no progresó. Para analizar la 

complementación del fenotipo se utilizaron plantas T1 resistentes a kanamicina, las cuales 

fueron genotipadas mediante secuenciación de un fragmento de ADN genómico amplificado 

por PCR con oligonucleótidos específicos que flanquean la mutación puntual de carp9-1 (ver 

Anexo). 

Para obtener construcciones capaces de expresar la proteína CARP9 fusionada a las 

proteínas fluorescentes eGFP y mCherry, se clonó mediante recombinación Gateway la 

☎✖✚✄�� ✠✏✙✄✄✄✠✟�✂✖ ✙✖ ✝✂�✁✗ ✖� ✖✞ �✖✠✂✏☎ ✙✖ ✖�✂☎✟✙✟ ✍☎✝✆�✂✞✂-TOPO® (pAT007) en los 

vectores pFK241 y pJV117 de la serie pGREEN IIS. Estos vectores permiten la fusión en el 
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C-terminal de las proteínas eGFP y mCherry, respectivamente, bajo el control del promotor 

35S CaMV. De estas recombinaciones se obtuvieron las construcciones pAT015 y pAT016 

(ver Anexo), las cuales fueron introducidas de manera transiente en hojas de N. 

benthamiana para los ensayos de localización y co-localización. A su vez, la construcción 

pAT015 fue introducida de manera estable en plantas de Arabidopsis, las cuales fueron 

utilizadas para los ensayos en los que se requirió inmunoprecipitar eGFP:CARP9 con 

anticuerpos anti-GFP. 

Para la construcción utilizada en los experimentos de complementación bimolecular de 

la fluorescencia (BiFC), se amplificó la región codificante de CARP9 obviando el codón de 

detención (3576 pb) por PCR con oligonucleótidos específicos (ver Anexo) utilizando como 

✁✏✞✙✖ ✞✟ ✠✏��✂☎✑✠✠✄�� ✍✂✆✄✄�✁ ☎�✂✖ ✟✁✍✞✄✠�� ✄✑✖ ✠✞✏�✟✙✏ ✖� ✖✞ �✖✠✂✏☎ ✍☎✝✆�✂✞✂-TOPO® 

obteniéndose la construcción pAT025 (ver Anexo), la cual fue recombinada en el vector 

pAS054 de la serie pGREEN IIS, obteniéndose la construcción pAT026 (ver Anexo). Esta 

última construcción fue utilizada para co-transformar hojas de N. benthamiana con 

construcciones que expresen factores de la maquinaria de biogénesis de miARNs conocidos 

(ver Anexo) fusionados a la mitad C-terminal de la proteína fluorescente mCitrine para 

realizar los ensayos de BiFC por microscopía confocal o de epifluorescencia. 

Para las construcciones utilizadas en los experimentos de doble híbrido en levaduras, 

se clonó mediante recombinación Gateway la región codificante de CARP9 de la 

✠✏��✂☎✑✠✠✄�� ✍✂✆✄✄� ✡�✖☎ ✂�✖✆✏☛ ✖� ✞✏� �✖✠✂✏☎✖� ✙✖ ✙✖�✂✄�✏ ✍✂☎✟✆✂✕✕ ✝ ✍✂☎✟✆✂☎✕✓

obteniéndose las construcciones pAT019 y pAT020 respectivamente. Las mismas fueron 

utilizadas para co-transformar levaduras Saccharomyces cerevisiae de la cepa MAV203 con 

construcciones que expresen cofactores conocidos de la maquinaria de biogénesis de 

miARNs clonados previamente en los mismos vectores de destino. 

✁✏� ✠✞✏�✟✙✏� ✖� ✖✞ �✖✠✂✏☎ ✍☎✝✆�✂✞✂-TOPO® (Life Technologies) y los clonados por 

recombinación Gateway en los vectores de la serie pGREEN IIS y ✠✡☛☞✌✍ (Invitrogen) 

✑✂✄✞✄✁✟�✙✏ ✞✟ ✖�✁✄✁✟ ✁� ✝✞✏�✟�✖✂ ✡☎��✄✂☎✏✚✖�☛✓ ✄✑✖☎✏� ☎✖✟✞✄✁✟✙✏� �✄✚✑✄✖�✙✏ ✞✏� ✍☎✏✂✏✠✏✞✏�

correspondientes de cada fabricante. 

8.3.5 Amplificación de fragmentos de ADN mediante PCR (Reacción en Cadena 

de la Polimerasa) 

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

insercionales y líneas tansgénicas, y chequeo de construcciones obtenidas ya sea 

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

cabo mediante PCR. En cada reacción se utilizó solución amortiguadora de reacción 

provista por el fabricante de la enzima, dNTP 0,2 mM y 0,4 µM de cada oligonucleótido 
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específico. A esta mezcla de reacción se le incorporó el ADN molde y luego se le agregó 0,3 

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

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

✠✟✙✟ ☞✄ ☎✁ ✙✖ �✏✞✑✁✖� ✙✖ ☎✖✟✠✠✄��✁ ✁✏� �✏✞�✁✖�✖� ✄✄�✟✞✖s de reacción fueron de 20 µL, o 

✂✄ ☎✁ ✍✟☎✟ ✟✁✍✞✄✄✄✠✟✠✄✏�✖� ✙✖ ✄☎✟✚✁✖�✂✏� ✟ ✠✞✏�✟☎✁ ✄✄�✟✞✁✖�✂✖ �✖ ✍☎✏✠✖✙✄� ✠✏� ✞✟ ☎✖✟✠✠✄��

de amplificación según los objetivos del experimento. Las reacciones se llevaron a cabo en 

un termociclador T100TM Thermal Cycler (Bio-Rad) y en general se utilizó el siguiente 

programa: (30 s 94° C, 30 s [Tm - 5]º C, t a 72° C) x 30 ciclos + 10 minutos a 72° C, donde la 

temperatura de hibridación se estableció de acuerdo a la composición de bases de los 

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

dependiendo del largo del fragmento a amplificar. Para las reacciones con Taq ADN 

polimerasa el tiempo se estimó en 1 min por cada 1.000 pb a amplificar, mientras que para 

Pfu ADN polimerasa el tiempo estimado fue de 2 min por cada 1.000 pb. Los productos de 

amplificación fueron resueltos y visualizados en geles de agarosa. 

8.3.6 Electroforesis de ADN en geles de agarosa 

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

visualizados mediante electroforesis horizontal en geles de agarosa [213]. Para esto, se 

preparó agarosa en solución amortiguadora TAE 1X en una concentración de 1 al 2 % (p/v) 

de acuerdo al tamaño de los fragmentos a separar. Los productos de amplificación se 

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

dilución 1/1.000 del agente intercalante Gel Red (Biotium®). Se sembraron en el gel de 

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

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

obtenidos, se sembró el marcador de peso molecular de ADN Trans2K® Plus II (Transgen 

Biotech). Una vez finalizada la separación electroforética, la visualización de los fragmentos 

de ADN se realizó en un transluminador de luz UV ENDURO GDS (Labnet, CA, USA). 

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

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

(p/v) y Gel Red 1/1.000 (Biotium®). 

8.3.7 Clonados 

8.3.7.1 Purificación de fragmentos de ADN 

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

cortó la banda de interés del gel de agarosa y se realizó la extracción del producto de PCR 
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utilizando el kit comercial GeneJET Gel Extraction (Thermo Scientific) según las 

instrucciones del fabricante. 

8.3.7.2 Digestión con endonucleasas de restricción 

Las reacciones de digestión de ADN con enzimas de restricción se realizaron según 

las instrucciones provistas por los fabricantes de cada enzima en particular. En todas las 

reacciones se utilizaron entre 1 y 5 U de enzima por cada ☎✚ ✙✖ ✂✂✝ ✟ ✙✄✚✖☎✄☎ ✖� ✑�

�✏✞✑✁✖� ✄✄�✟✞ ✙✖ ✕✄ ☎✁✁ 

8.3.7.3 Ligación de moléculas de ADN 

La ligación de fragmentos de ADN se realizó utilizando 1 U de enzima T4 ADN ligasa 

✡✆✎✖☎✁✏ ✟✠✄✖�✂✄✄✄✠☛ ✖� ✑� �✏✞✑✁✖� ✄✄�✟✞ ✙✖ ☎✖✟✠✠✄�� ✙✖ ☞✄ ☎✁ ☎� ✞✟ ✁✖✁✠✞✟ ✙✖ ☎✖✟✠✠✄�� �✖

incorporaron la solución amortiguadora y los fragmentos a ligar en las proporciones 

recomendadas por el fabricante de la enzima. La reacción de ligación se incubó durante 16 

h a 4º C. 

8.3.7.4 Introducción de moléculas de ADN en vectores de entrada Gateway 

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

✍☎✝✆�✂✞✂-TOPO® (Life Technologies), se siguió el protocolo descripto por el fabricante. 

Brevemente, se mezclan 2,3 ☎✁ ✙✖✞ ✍☎✏✙✑✠✂✏ ✙✖ ✁✝� ✍✑☎✄✄✄✠✟✙✏✓ ✄✓✕ ☎✁ ✙✖✞ �✖✠✂✏☎ de 

✖�✂☎✟✙✟ ✍☎✝✆�✂✞✂-TOPO®, y 0,5 ☎✁ ✙✖ �✏✞✑✠✄�� �✟✞✄�✟ ✍☎✏�✄�✂✟ ✠✏� ✖✞ �✖✠tor. Se incubó a 

temperatura ambiente de 30 min a 2 h, y se transforman células de E. coli 

electrocompetentes inmediatamente. 

8.3.7.5 Recombinación Gateway en vectores de destino 

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

pDEST✍ ✡☎��✄✂☎✏✚✖�☛ ✑✂✄✞✄✁✟�✙✏ ✞✟ ✖�✁✄✁✟ ✁� ✝✞✏�✟�✖✂ ✡☎��✄✂☎✏✚✖�☛ �✖ ☎✖✟✞✄✁✟☎✏� �✖✚�� ✞✟�

indicaciones del fabricante de la enzima. Brevemente, se mezclan 150 ng del vector de 

entrada con el fragmento a recombinar, 100 ng del vector destino, 0,5 ☎✁ ✙✖ LR Clonas✖✂✓

y se lleva a volumen final 3 ☎✁ ✠✏� �✏✞✑✠✄�� ✟✁✏☎✂✄✚✑✟✙✏☎✟ ✆☎ ☞✂✁ ✟✖ ✄�✠✑�✟ ✟ ✂✖✁✍✖☎✟✂✑☎✟

ambiente de 2 a 4 h, y se procede a la transformación de bacterias. 

TE 1X: Tris 5,5 g/L, EDTA 0.75 g/L. 
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8.3.7.6 Transformación de bacterias de E. coli con ADN plasmídico 

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

electroporación se realizó según las recomendaciones del fabricante del equipo de 

✖✞✖✠✂☎✏✍✏☎✟✠✄�� ✡☛✄✠☎✏ ✁✑✞�✖☎✂✓ ✆✄✏-Rad Laboratories Inc., USA). El pulso eléctrico se 

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

recomendaciones del fabricante. Inmediatamente luego del choque eléctrico, las células de 

E. coli se recuperaron en 1 mL de medio LB y se incubaron durante 1 h a 37 °C. A 

continuación el cultivo de células se centrifugó a 1500 g durante 5 min. El sedimento celular 

se resuspendió en 100 µL de medio LB y se sembró en placas de Petri con medio LB-agar 

suplementado con el antibiótico correspondiente. Las placas se incubaron durante toda la 

noche (o hasta la aparición de colonias) a 37 °C. Finalmente, se realizó PCR en colonia 

como se describió anteriormente, con el fin de identificar colonias transformadas con la 

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

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

preparación de ADN plasmídico. 

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

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

8.3.7.7 Transformación de bacterias de A. tumefaciens con ADN plasmídico 

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

recomendaciones del fabricante del equipo de electroporación descripto para E. coli (Micro 

✁✑✞�✖☎✂, Bio-Rad Laboratories Inc., USA). A las células competentes se les adicionó 1 µL 

del plásmido de interés y 0,3 µL del plásmido pSoup. Inmediatamente luego del pulso 

eléctrico en cubetas de 0,2 cm (Bio-Rad), las bacterias se recuperaron en 1 mL de LB y se 

incubaron durante 2 horas a 28 °C. A continuación, se centrifugaron a 1500g durante 5 min y 

el pellet fue resuspendido en 100 µL de medio LB. Se sembró en placas de Petri con LB-

agar suplementado con gentamicina (5 µg/ml), rifampicina (50 µg/ml), tetraciclina (50 µg/ml) 

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

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

Para la identificación de las colonias transformadas se realizó PCR en colonia siguiendo la 

misma metodología explicada para E. coli. 

8.3.8 Minipreparación de ADN plasmídico 

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

transformadas se realizó según el método de la lisis alcalina [214]. Las células 
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transformadas se cultivaron hasta saturación en medio LB suplementado con el antibiótico 

correspondiente. Para cada preparación se centrifugaron 1,5 ml del cultivo saturado a 5.000 

g durante 5 min, y el sedimento celular fue resuspendido en 100 µl de solución I de 

minipreparación. Luego de 5 min de incubación a temperatura ambiente, se agregaron 200 

µl de solución II de minipreparación, los tubos se agitaron por inversión y se incubaron en 

✎✄✖✞✏ ✙✑☎✟�✂✖ ✂ ✁✄�✁ ✁✏�✂✖☎✄✏☎✁✖�✂✖✓ �✖ ✟✙✄✠✄✏�✟☎✏� ☞✂✄ ☎✞ ✙✖ �✏✞✑✠✄�� ☎☎☎ ✝ ✞✟ ✁✖✁✠✞✟ �✖

incubó nuevamente en hielo durante 5 min antes de ser centrifugada a 13.000 g por 10 min 

a 4 ºC. El sobrenadante se recuperó y se le realizó una extracción con 1 volumen de una 

mezcla de fenol saturado en Tris-HCl (pH 8,0) y cloroformo (1:1) a fin de remover las 

proteínas de la muestra. Se centrifugó por 10 min a 10.000 g y temperatura ambiente, y el 

ADN plasmídico presente en la fase acuosa fue precipitado mediante el agregado de 1 

volumen de isopropanol frío. La mezcla se incubó a -20 ºC durante 1 h y posteriormente se 

centrifugó a 13.000 g dpor 10 min a 4 ºC. El precipitado fue lavado con 500 µl de etanol 70% 

(v/v) para eliminar las sales, y se centrifugó por a 13.000 g por 5 min a 4 ºC. Luego se dejó 

secar a temperatura ambiente y finalmente se resuspendió en 30 µl de agua bidestilada 

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

trataron con ARNasa A (Promega) en una concentración final de 0,5 µg/µL a 37 ºC por 1 h. 

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

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

transformación, se realizaron minipreparaciones con el kit comercial GeneJET Plasmid 

Miniprep (Thermo Scientific) siguiendo las instrucciones del fabricante. 

8.3.9 Determinación de la secuencia de moléculas de ADN 

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

utilizó el servicio provisto por Macrogen Sequencing System en Seúl, Corea. Se enviaron 20 

☎✞ ✙✖ ✍✞��✁✄✙✏ ✟ ✑�✟ ✠✏�✠✖�✂☎✟✠✄�� ✙✖ ☞✄✄ �✚✞☎✞ ✁✑�✂✏ ✠✏� ☞✄ ☎✞ ✙✖ ✑� ✏✞✄✚✏�✑✠✞✖�✂✄✙✏

✖�✍✖✠✁✄✄✠✏ ✡✂ ☎☛☛✁ ✁✟� ✁✑✖�✂☎✟� ✄✑✖☎✏� ✍☎✏✠✖�✟✙✟� por un secuenciador automático 

ABI3730XL. Los datos de las secuencias y sus respectivos cromatogramas fueron provistos 

en forma electrónica. 

8.3.10 Transformación estable de plantas de Arabidopsis thaliana 

Para la transformación estable de plantas de Arabidopsis, se utilizó la cepa GV3101 de 

Agrobacterium tumefaciens previamente transformada con las construcciones de interés, 

utilizando el método de inmersión floral (floral dip) [215]. Las plantas se cultivaron hasta 

floración en las condiciones descriptas anteriormente. Cuando el número de inflorecencias y 
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la calidad de las flores fue el adecuado, se procedió a la transformación. Para preparar la 

suspensión de transformación, se cultivaron durante 16 horas en agitación a 28 °C células 

de A. tumefaciens en un tubo de ensayo que contenía 3 ml de medio LB suplementado con 

los antibióticos correspondientes. Este cultivo se utilizó para inocular un Erlenmeyer que 

contenía 200 ml del mismo medio suplementado con los antibióticos correspondientes. Las 

células se cultivaron hasta alcanzar la fase estacionaria (16 horas en agitación a 28 °C). 

Luego se precipitaron por centrifugación a 2.000 g durante 10 minutos. Los sedimentos se 

resuspendieron en 200 mL de una solución de sacarosa 5% (p/v) que contenía 40 µl del 

detergente Silwet L-77 (OSI Specialties, Inc.). Las plantas se sumergieron de 30 a 60 s, 

evitando que la solución de transformación entre en contacto con la roseta de las plantas y 

la tierra. Luego, las macetas fueron ubicadas en posición horizontal en una bandeja, se 

taparon con film autoadherente y se llevaron a la cámara de cultivo. Al día siguiente, se 

colocaron en posición vertical y se cultivaron hasta el momento de la cosecha 

(aproximadamente a 6-8 semanas de la siembra). Una vez las vainas secas y maduras, se 

cosecharon las semillas y se guardaron en cámara fría (4°C) para su posterior selección. 

Las semillas transgénicas fueron seleccionadas en placas de Petri con 50 mg/L de 

kanamicina y posteriormente transplantadas en tierra. Se utilizaron 10 líneas transgénicas 

con eventos de inserción independientes para continuar con los ensayos que fueron 

necesarios. 

8.3.11 Transformación transitoria de plantas de Nicotiana benthamiana 

La transformación transitoria en hojas de N. benthamiana se realizó siguiendo el 

protocolo descripto por de Felippes y Weigel [216]. Para ello se crecieron las cepas de 

Agrobacterium tumefaciens transformadas con las construcciones de interés por 16 h en 

agitación a 28 ºC. En todas las transformaciones transitorias que se realizaron, se incluyó 

una construcción que expresa la proteína viral p19, la cual actúa suprimiendo el 

silenciamiento mediado por ARNs pequeños mediante la captura de sARNs de 21-25 

nucleótidos, inhibiendo su función [217], [218]. Los cultivos fueron centrifugados a 2.000 g 

por 5 min a 4 ºC, los pellets celulares fueron resuspendidos en solución amortiguadora de 

infiltración e incubados por 3-4 h en agitación suave. Pasado ese tiempo, se llevaron todos 

los cultivos a una DO600=0,5 y se realizaron las diferentes combinaciones en una relación 4:1 

(Constr.A:p19) para los ensayos de localización celular, y 2:2:1 (Constr.A:Constr.B:p19) para 

los ensayos de co-localización celular y BiFC. Finalmente, se infiltró con cada combinación 

la cara abaxial de hojas de plantas de 15 a 20 días de Nicotiana benthamiana con jeringas 

sin aguja de 1 mL. 
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Solución amortiguadora de infiltración: MgCl2 10 mM, MES 10 mM pH 5,7, acetosiringona 

150 µM. 

8.3.12 Extracción de ADN genómico de plantas de Arabidopsis thaliana 

La extracción de ADN genómico se realizó sobre una hoja de roseta la cual fue 

disgregada dentro de un tubo Eppendorf de 1,5 mL durante 15 segundos con un pilón 

plástico a temperatura ambiente. Luego se adicionaron 300 µL de solución de extracción, se 

mezcló en vórtex durante 15 segundos y se centrifugó a 16.000 g durante 10 minutos a 

temperatura ambiente. Se trató el sobrenadante con 1 volumen de una mezcla de fenol 

saturado en Tris-HCl (pH 8,0) y cloroformo (1:1) a fin de remover las proteínas de la 

muestra. Se centrifugó por 10 min a 10.000 g y temperatura ambiente, y el ADN genómico 

presente en la fase acuosa se precipitó con 1 volumen de isopropanol. Luego se centrifugó a 

16.000 g durante 15 minutos a 4 °C. Finalmente, el pellet con el ADN genómico se secó y se 

resuspendió en 50 µL de agua miliQ estéril. 

Solución de extracción: Tris-HCl 200 mM pH 8,0; NaCl 250 mM; EDTA 25 mM; SDS 0,5% 

(p/v). 

8.3.13 Análisis de ARN 

8.3.13.1 Extracción de ARN total de plantas de Arabidopsis thaliana  

Las extracciones de ARN total de plantas de Arabidopsis se realizó según lo descripto 

en la sección 7.3.1. 

8.3.13.2 Transcripción reversa (RT) 

✁✟� ☎✖✟✠✠✄✏�✖� ✙✖ ☎✖✂☎✏✂☎✟��✠☎✄✍✠✄�� �✖ ☎✖✟✞✄✁✟☎✏� ✑✂✄✞✄✁✟�✙✏ ☞☎✚ ✙✖ ✂�✝ ✂✏✂✟✞ ✂☎✟✂✟✙✏

con DNaseI (Thermo Fisher Scientific) utilizando el kit de transcripción inversa RevertAid RT 

(Thermo Fisher Scientific) siguiendo las instrucciones del fabricante. La síntesis de la 

primera hebra de ADNc se realizó utilizando oligonucleótidos poli-dTv (un nucleótido variable 

✖� ✖✞ ✖✆✂☎✖✁✏ ✂� �✖✚✑✄✙✏ ✙✖ ☞✝ �✑✠✞✖�✂✄✙✏� ✙✖ ✂✄✁✄�✟☛ ✍✟☎✟ ✟✆✑✖✞✞✏� ✠✟�✏� ✖� ✞✏� ✆✑✖ �✖

midieron niveles de ARNm por RT-qPCR o se amplificó por PCR la región codificante de 

genes a clonar, oligonucleótidos dN6 (mezcla de oligonucléotidos de 6 pb con secuencias 

aleatorias) para medir por RT-qPCR los niveles de pri-miARNs, u oligonucleótidos 

específicos para miARNs maduros (ver Anexo) para medir por RT-qPCR de tallo-burbuja 

[219] niveles de miARNs. 
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8.3.13.3 PCR cuantitativa en tiempo real (RT-qPCR) 

Las RT-qPCR cuantitativas se realizaron en un termociclador Mx300SP (Stratagene, 

La Jolla, CA, USA), en un volumen final de reacción de 20 µL conteniendo 1X solución 

amortiguadora para Taq ADN polimerasa (Transgen Biotech), 0,2 µM de cada 

oligonucleótido específico (ver Anexo), dNTPs 0,2 mM, 1/40 EvaGreen® (Biotium), 1/40 de 

la reacción de retrotranscripción, y 0,5 U de Taq ADN polimerasa (Transgen Biotech). La 

fluorescencia fue medida a 72 ºC durante 40 ciclos de PCR. Para todas las medidas se 

utilizaron tres réplicas biológicas independientes de pooles de plántulas. Como genes de 

referencia fueron utilizados ACTINA2 (At3g18780) y ACTINA8 (At1g49240) [220] para la 

normalización de los niveles de expresión de los transcriptos analizados. La cuantificación 

de miARNs por RT-qPCR de tallo-burbuja se realizó según los descripto por Kramer y 

colaboradores [219]. Los promedios de triplicados biológicos y SEM se calcularon a partir de 

los valores de 2-✁✁�✂, y el error se mostró como dos veces SEM. Cada réplica se trató como 

muestras independientes para el análisis estadístico. Las diferencias estadísticas entre las 

muestras se determinaron mediante un análisis de test T no pareado y se corrigieron con el 

método de Holm-Sidak para comparaciones de varios pares. 

8.3.14 Análisis de proteínas 

8.3.14.1 Extracción de proteínas totales de Arabidopsis thaliana 

Para el análisis de western blot, se extrajeron proteínas de pools de plantas de 15 días 

✡☎ ✟ ✂ ✍✞✟�✂✟�☛✁ ✁✟☎✟ ✖✞✞✏ �✖ ✟✚☎✖✚� ☞✄✄ ☎✞ ✙✖ �✏✞✑✠✄�� ✙✖ ✖✆✂☎✟✠✠✄�� ✙✖ ✍☎✏✂✖✁�✟� ✍✏☎ ✠✟✙✟

100 mg de tejido molido. Luego se centrifugó durante 20 min a 16.000 g y 4 ºC, y finalmente 

se traspasó el sobrenadante a un nuevo tubo Eppendorf de 1,5 mL, teniendo así los 

extractos proteicos listos para continuar con el western blot. La concentración de proteínas 

totales en las muestras se determinó mediante la técnica de Bradford [221], utilizando como 

patrón una solución de BSA (Invitrogen). Las lecturas de absorbancia se realizaron a 595 

nm en un espectrofotómetro Novaspec Pro (Biochrom). 

Solución de extracción de proteínas: Tris 50 mM pH 7,5, NaCl 150 mM, EDTA 1 mM, glicerol 

10% (v/v), DTT 1 mM, y una tableta del Complete Protease Inhibitor Cocktail (Roche). 

8.3.14.2 Separación de proteínas y análisis por western blot 

La separación de proteínas en geles de poliacrilamida en presencia de SDS (SDS-

PAGE) se llevó a cabo en geles verticales según lo descripto por Laemmli [222]. Las 

proteínas se resolvieron en geles de separación con una concentración final de acrilamida 
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del 8% (p/v), con geles superiores de concentración del 6% (p/v). Los extractos proteicos a 

sembrar fueron mezclados con solución de siembra Laemmli 5X en una relación 4:1, 

respectivamente, y luego incubados por 5 min a 95 ºC con el fin de desnaturalizar las 

proteínas de las muestras. Luego se llevó a cabo la corrida electroforética en solución de 

corrida 1X. A continuación, las proteínas se transfirieron a una membrana de PVDF 

(Amersham) pre-activada con metanol 100%, por el método estándar de transferencia 

húmeda en tanque, con solución de transferencia 1X. Para determinar el peso molecular de 

las bandas y para confirmar la eficiencia de transferencia se utilizó el marcador de peso 

molecular proteico PageRuler Pretined Protein Ladder (Thermo Scientific). Terminada la 

transferencia, se dejó incubando toda la noche la membrana en solución de bloqueo. Luego, 

la membrana se incubó con el anticuerpo primario correspondiente a la proteína a visualizar 

en solución de bloqueo, durante 2 h a temperatura ambiente y en agitación constante. 

Después de 3 lavados por 10 min con solución TBS-T 1X, la membrana fue incubada con el 

anticuerpo secundario IgG policlonal conjugada con HBR (Agrisera AS09602; dilución 1: 

20.000) para detectar anticuerpos primarios, por 1 h a temperatura ambiente en agitación 

constante. Posteriormente, se realizaron 4 lavados de 10 min con solución TBS-T 1X, se 

transfirió la membrana a un folio de plástico transparente, se le agregó por arriba 1 mL del 

�✑�✂☎✟✂✏ ☎✝✁✂ ✁☎✄✁✖ Western Blotting System (GE Healthcare), se eliminaron los excesos 

de líquido, y finalmente se realizó la exposición a temperatura ambiente durante tiempos 

variables en películas radiográficas ECL Hyperfilm (Amersham) según la intensidad de la 

señal deseada. AGO1, HYL1 y SE se detectaron usando un anticuerpo policlonal dirigido a 

la proteína endógena de Arabidopsis (Agrisera AS09527, AS06136 y AS09532; dilución 

1:10.000 en los tres casos). Como controles de carga en diferentes experimentos se 

utilizaron ACTINA 8 (Agrisera AS132640; dilución 1:10.000), HISTONA 3 (Agrisera 

AS10710; dilución 1:10.000), o tinción con azul de Coomassie. 

Solución de siembra Laemmli 5X: 312,5 mM Tris-HCl pH 6,8; glicerol 50% (v/v), SDS 10% 

�✁✂✄☎✆ ✝✞✟✠ ✡☛ ☞✌✍✎✍✏☛✑✍✠ ✒✓✒✔✕ �✁✂✄☎✆ ✖-mercaptoetanol 25% (v/v). 

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

Solución de transferencia 1X: Tris-Base 2,5 mM; glicina 19,2 mM; metanol 5% (v/v). 

Solución TBS-T 1X: Tris-HCl 50 mM pH 7,5; NaCl 150 mM; Tween-20 0,1% (v/v). 

Solución de bloqueo: leche en polvo 5% (p/v) en TBS-T 1X. 

8.3.14.3 Ensayos de cuantificación de la actividad Luciferasa 

Para las medidas de actividad Luciferasa, se cortaron 4-8 discos de 5 mm de diámetro 

de hojas de plantas de Arabidopsis de 2-3 semanas, los cuales fueron embebidos 

individualmente en una solución de D-Luciferina sal de potasio 100 mM (PJK GmbH, 

Alemania), y se les cuantificó la bioluminiscencia utilizando un luminómetro de placa 
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✄✞✑✏☎✏�✁✟� ✂�✠✖�✂ ✂ ✄✁ ✡✆✎✖☎✁✏ ✟✠✄✖�✂✄✄✄✠☛✁ ✝✟✙✟ ✙✄�✠✏ ✑✂✄✞✄✁✟✙✏ ✖� ✞✟� ✁✖✙✄✙✟� ✄✑✖ ✑�✟

réplica biólogica. 

8.3.15 Microscopía de escaneo láser confocal (CLSM) 

Para los ensayos de localización subcelular, se transformaron de manera transitoria 

hojas de N. benthamiana con las fusiones de CARP9 a las proteínas fluorescentes eGFP y 

mCherry. En tanto que para los ensayos de co-localización se contransformó con las 

fusiones de CARP9 a eGFP o mCherry, y las fusiones de HYL1, SE, DCL1 y CPL1 a eGFP 

o mCherry, según corresponda. Pasadas 72 h de la infiltración, se llevó a cabo la 

visualización y captura de imágenes con un microscopio confocal Leica TCS SP8 (Leica, 

Solms, Alemania). Para tal fin, las capturas se realizaron con un lente 40x, excitando las 

muestras con los láseres de 488 nm y 552 nm, y recolectando la emisión a 500-530 nm y 

600-630 nm para eGFP y mCherry respectivamente, agregando una ventana de detección 

de 670-730 nm para la autofluorescencia de la clorofila. Se utilizó una apertura del pinole de 

1, una ganancia con valores de 700-850, y una potencia de láser que varió en un rango 

entre 0,5% y 20% según la proteína a visualizar. El procesamiento de las imágenes se 

realizó en el software Fiji [223]. 

Para los ensayos de BiFC, se cotransformaron hojas de N. benthamina con la fusión 

de CARP9 al fragmento N-terminal de la proteína fluorescente mCitrine, y las fusiones de 

HYL1, SE, DCL1, AGO1 y HaHB11 al fragmento C-terminal de la proteína mCitrina. Luego 

de cumplidas las 72 h post infiltración, se procedió de la misma manera que para las 

localizaciones y co-localizaciones previamente descriptas, utilizando esta vez el láser de 514 

nm para excitar las muestras, y recolectando la emisión en un rango de 525-560 nm para la 

mCitrina. Se realizaron las capturas correspondientes para cada BiFC, y las imágenes se 

procesaron nuevamente en el software Fiji [223]. 

8.3.16 Tratamientos con MG132 

Los tratamientos con MG132, un inhibidor general y reversible de la degradación 

proteica vía proteosoma, se realizaron rociando con una solución de MG132 20 µM plantas 

de 12 días cultivadas en placas con medio MS-Agar. El tratamiento se realizó por 24 h, 

dejando las placas en cámara de cultivo. Transcurrido ese tiempo, se procedió a la toma de 

muestra y congelamiento de las mismas en nitrógeno líquido. 
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8.3.17 Fraccionamiento núcleo/citoplasma 

El fraccionamiento núcleo/citoplasma se realizó siguiendo el protocolo descripto 

previamente por Wang y colaboradores [224]. Brevemente, se pulverizaron en mortero 

muestras de plantas de 15 días de edad (2,5 g) en hielo con 2 mL/g de solución de lisis 

�✑✍✞✖✁✖�✂✟✙✏ ✠✏� ✁☛✟✄ ✕✄✄ ☎☛ ✡�✏✞✏ ✍✟☎✟ ✞✏� ✄☎✟✠✠✄✏�✟✁✄✖�✂✏� ✙✖ ✍☎✏✂✖✁�✟�☛✁ ☎✞

homogenato se filtró a través de una capa de Miracloth, y la fase acuosa se centrifugó a 

1500 g durante 10 minutos. El sobrenadante (fracción citoplasmática) se centrifugó a 10.000 

g y 4 °C durante 10 minutos para eliminar restos de sedimentos, y el sobrenadante fue 

recogido en un nuevo tubo Eppendorf y congelado inmediatamente. El sedimento se lavó de 

3 a 5 veces con 5 ml de solución NRBT y luego se resuspendió en 500 µl de solución NRB2 

suplementado con el inhibidor de proteasas Complete Protease Inhibitor Cocktail (Roche, 

solo para los fraccionamientos de proteínas). La resuspensión se pipeteó cuidadosamente 

sobre 700 µl de solución NRB3 complementado con el inhibidor de proteasas Complete 

Protease Inhibitor Cocktail (Roche, solo para los fraccionamientos de proteínas). El 

gradiente de sacarosa obtenido se centrifugó a 16.000g y 4 ºC durante 1 a 3 minutos, 

dependiendo de la cantidad de núcleos purificados. Para la extracción de proteínas, el 

�✖✙✄✁✖�✂✏ �✖ ☎✖�✑�✍✖�✙✄� ✖� ☞✄✄ ☎✁ ✙✖ �✏✞✑✠✄�� ✙✖ ✞✄�✄� ✝ �✖ �✏�✄✠� ✖� ✑� �✏�✄✠✟✙✏☎

Bioruptor Pico con baño de agua (Diagenode) (10 ciclos de 30 s de pulsos a alta 

intensidad/30 s sin pulsos). A continuación, se centrifugó a 16.000 g durante 10 min a 4 ºC, y 

el sobrenadante se recolectó como la fracción proteica nuclear. Para la extracción de ARN, 

✖✞ �✖✙✄✁✖�✂✏ �✖ ☎✖�✑�✍✖�✙✄� ✖� ✕✄✄ ☎✁ ✙✖ �✏✞✑✠✄�� de lisis, y luego se le agregó 1 mL de 

reactivo TRIzol (Life Technologies), como así también a la fracción citoplasmática, siguiendo 

luego el protocolo estándar de extracción de ARN ya descripto. Como controles de calidad y 

carga del fraccionamiento, se utilizaron un anticuerpo anti-ACTINA8 (para análisis de 

proteínas) y una sonda de ARNt (para cuantificaciones de ARN) como marcadores de 

citoplasma, mientras que Histona H3 (para análisis de proteínas) y U6 sARN (para 

cuantificaciones de ARN) se utilizaron como marcadores nucleares. 

Solución de lisis: Tris-HCl 20 mM pH 7,5, KCl 20 mM, EDTA 2 mM, MgCl2 2,5 mM, 25% 

glicerol, sacarosa 250 mM, DTT 5 mM. 

Solución NRBT: Tris-HCl 20 mM pH 7,5, glicerol al 25%, MgCl2 2,5 mM, Triton X-100 0,2% 

(v/v). 

Solución NRB2: 20 mM Tris-HCl pH 7,5, sacarosa 0.25 M, MgCl2 10 mM, Triton X-100 0.5% 

�✄✂✄☎✓ ✖-mercaptoetanol 5 mM. 

Solución NRB3: Tris-HCl 20 mM pH 7,5, sacarosa 1,7 M, MgCl2 10 mM, Triton X-100 0,5% 

�✄✂✄☎✓ ✖-mercaptoetanol 5 mM. 
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8.3.18 Ensayos de co-inmunoprecipitación (Co-IP) 

Para el ensayo de Co-IP, se inmunoprecipitó AGO1 con un anticuerpo anti-AGO1 

(dilución 1:1.000) de muestras extraídas de flores transgénicas de A. thaliana transformadas 

✠✏� ✞✟ ✠✏��✂☎✑✠✠✄�� ☎✂✟✛✛✖☞✄✁✛✝✂�✁✗ ✑✂✄✞✄✁✟�✙✏ ✞✟� �✖✟✙� ✁✟✚�✁✂✄✠✟� ✟✑☎✖ ✆✖✟✙�✂

Protein-A (Bio Rad) siguiendo las instrucciones del fabricante. Se detectó eGFP-CARP9 en 

la fracción de IP mediante western blot usando el anticuerpo anti-GFP ABCAM ab290. Las 

flores de plantas de Arabidopsis Col-0 salvajes se incluyeron en el experimento como control 

negativo para ayudar a identificar la banda específica de eGFP-CARP9. 

8.3.19 Ensayos de inmunoprecipitación de la cromatina (ChIP) 

Los ensayos de ChIP de los loci asociados a eGFP::CARP9 y DCL1 se realizaron 

utilizando anti-GFP (ABCAM ab290, dilución 1:250) y anti-DCL1 (AS122102, dilución 1:200). 

Se realizó un enriquecimiento de núcleos de muestras obtenidas de 3 g de plántulas 

siguiendo el mismo protocolo descripto anteriormente para el ensayo de fraccionamiento 

núcleo/citoplasma. Los núcleos ✖✆✂☎✟✁✙✏� �✖ ☎✖�✑�✍✖�✙✄✖☎✏� ✞✑✖✚✏ ✖� ✂✄✄ ☎✁ ✙✖ �✏✞✑✠✄�� ✙✖

lisis nuclear. La cromatina se fragmentó utilizando un sonicador Bioruptor Pico con baño 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 diluyó diez veces con solución de 

dilución de ChIP. La inmunoprecipitación se llevó a cabo a 4 ºC durante toda la noche con 

☞✄✄ ☎✞ ✙✖ �✖✟✙� ✁✟✚�✁✂✄✠✟� ✞✟�✟✙✟�✓ ✟✑☎✖ ✆✖✟✙�✂ ✁☎✏✂✖✁�-A (Bio Rad) y la cantidad 

apropiada de anticuerpo. Después de lavar cinco veces con solución de dilución de ChIP, 

✞✟� �✖✟✙� �✖ ☎✖�✑�✍✖�✙✄✖☎✏� ✖� ☞✄✄ ☎✞ ✙✖ �✏✞✑✠✄�� ✆☎ ☞✂ ✝ �✖ ✟✚☎✖✚� ☞ ☎✞ ✙✖ ✍☎✏✂✖✄�✟�✟ ✄

20 mg/L (Quiagen). Las muestras se incubaron a 43 °C durante 1 h y la proteinasa K se 

inactivó mediante una incubación a 95 °C durante 10 min. Las muestras se centrifugaron 

durante 1 minuto a máxima velocidad, y finalmente se utilizaron 1,5 µl para las reacciones 

de qPCR. Se realizaron controles negativos con muestras en las que no se incluyeron 

anticuerpos específicos. 

Solución 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). 

Solución de dilución de ChIP: Triton X-100 1,1% (v/v), EDTA 1,2 mM, Tris-HCl 16,7 mM pH 

8,0, NaCl 167 mM. 

8.3.20 Ensayos de inmunoprecipitación de ARN (RIP) 

Los ensayos de RIP para detectar miARN o pri-miARN maduros unidos a 

eGFP::CARP9, HYL1 y AGO1 se realizaron siguiendo un protocolo descripto por Carbonell 
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[298] con algunas modificaciones y la reducción al 50% de los volúmenes utilizados. La 

inmunoprecipitación se realizó con 4 g de tejido (flores) utilizando anti-GFP (ABCAM ab290, 

dilución 1:250), anti-HYL1 (AS06136, dilución 1:500) y  anti-AGO1 (AS09527, dilución 

1:500). En el caso de los experimentos de RIP con AGO1, se utilizaron plantas de 15 días 

crosslinkeadas con UV, cultivadas en placas con MS agar y tratadas con MG132 durante 24 

horas, como material de partida. En todos los casos, se usaron beads magnéticas Sure 

Bea✙�✂ ✁☎✏✂✖✄�-A (Bio Rad) para la inmunoprecipitación. Finalmente, se extrajo el ARN de 

la fracción de IP mediante una extracción estándar con TRIzol. Las cuantificaciones de ARN 

asociadas se realizaron por RT-qPCR como se describió previamente. 

8.3.21 Ensayos en levaduras 

8.3.21.1 Co-transformación de levaduras 

La co-transformación de células de las cepas S. cerevisiae MaV203 se llevó a cabo 

mediante una modificación del método de acetato de litio descripto por Gietz y 

colaboradores [225]. Partiendo de un cultivo saturado de levaduras en medio YPDA, 

incubado por 20- 24 horas a 30 °C y en agitación, se tomó un volumen de 1,5 mL del mismo 

el cual fue centrifugado a 5.000 g durante 1 min, y lavado con 1 ml de agua bidestilada 

✖�✂✁☎✄✞✁ ✁✑✖✚✏ �✖ ✟✙✄✠✄✏�✟☎✏� ✕✠✄ ☎✁ ✙✖ ✁☎☞ ☎☎✂✄ ✂✄� ✡✍✞�☛✓ ☎✄ ☎✁ ✙✖ ✟✠✖✂✟✂✏ ✙✖ ✞✄✂✄✏ ☞ ☛✓

☞✄ ☎✞ ✙✖ ✂✂✝�� ✙✖ ✖�✍✖☎✁✟ ✙✖ �✟✞✁�� ✙✖��✟✂✑☎✟✞✄✁✟✙✏ ✡☞✄ ✁✚✞✁L), y 200-400 ng de las 

✠✏��✂☎✑✠✠✄✏�✖� ✙✖ ✄�✂✖☎✁� ✡�✖☎ ✂�✖✆✏☛ ✖� ✑� �✏✞✑✁✖� ✄✄�✟✞ ✙✖ ☎✂✂ ☎✁✁ ✁✏�✂✖☎✄✏☎✁✖�✂✖✓ ✞✟

mezcla fue incubada en un baño a 42 °C durante 40 min. Transcurrido este tiempo, las 

✠✁✞✑✞✟� �✖ ✞✟�✟☎✏�✓ �✖ ☎✖�✑�✍✖�✙✄✖☎✏� ✖� ✕✄✄ ☎✁ ✙✖ ✟✚✑✟ �✄✙estilada estéril y se incubaron 

✍✏☎ ✂ ✁✄� ✟ ✂✖✁✍✖☎✟✂✑☎✟ ✟✁�✄✖�✂✖✁ ✄✄�✟✞✁✖�✂✖ �✖ �✖✁�☎✟☎✏� ☞✄✄ ☎✁ ✙✖ ✖�✂✟ �✑�✍✖��✄�� ✖�

placas de Petri con el medio selectivo correspondiente, y se las incubó a 30 °C durante 3-5 

días hasta la aparición de colonias. 

Medio YPDA: Peptona de carne 20 g/lL, extracto de levadura 10 g/L, glucosa 20 g/L, adenina 

hemisulfato dihidrato 43,9 mg/L. 

Medio selectivo SD -leu -trp: Yeast Nitrogen Base (YNB) 7,6 g/L, glucosa 20 g/L, suplemento 

DO -leu -trp (Clontech) 0,64 g/L, agar 15 g/L. 

8.3.21.2 Ensayos de Doble Híbrido en levaduras 

Los ensayos de Doble Híbrido en levaduras [226] se realizaron siguiendo las 

instrucciones descriptas en el manual Yeast Protocols Handbook (Clontech Laboratories). 

Se tomaron 2-3 colonias de levaduras co-transformadas con las construcciones a analizar 

crecidas en medio selectivo SD -trp -leu, y se resuspendieron en agua bidestilada estéril. La 
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suspensión se llevó a una DO600 = 0,5 y se realizaron 3 diluciones seriadas 1/10. Se 

sembraron en placas con medio selectivo SD -trp -leu como control de crecimiento y SD -trp 

-leu -his para el ensayo de interacción entre las proteínas en estudio, y se incubaron a 30 °C 

durante 3-5 días hasta la observación de crecimiento de colonias. El medio de selección SD 

-trp -leu �his se suplementó con 5 mM de 3-AT (3-amino-1,2,4-triazol) para reducir la 

autoactivación propia de algunas construcciones. 

Medio selectivo SD -trp -leu -his: Yeast Nitrogen Base (YNB) 7,6 g/L, glucosa 20 g/L, 

suplemento DO -trp -leu -his 0,62 g/L, Agar 15 g/L. 

8.3.22 Análisis bioinformáticos 

Las secuencias de proteínas similares a CARP9 de especies de plantas 

representativas se obtuvieron de Phytozome [227] utilizando la secuencia completa de 

aminoácidos de AtCARP9 como query para la búsqueda mediante BLASTP con parámetros 

predeterminados. Se descartaron las secuencias de proteínas con baja homología 

(cobertura <30%, valor E> 1.1-10). Las secuencias resultantes se alinearon utilizando el 

método iterativo de MAFFT G-INS-1 [228] y se recortaron automáticamente utilizando el 

servidor web TrimAI [229] con una fracción umbral de 0,9 espacios. Variantes de splicing 

fueron eliminados manualmente. El análisis filogenético se realizó utilizando el método de 

máxima probabilidad (ML) con los parámetros predeterminados de IQ-Tree [230] usando la 

prueba de razón de probabilidad aproximada Shimodaira-Hasegawalike. El árbol consenso 

se obtuvo con todos los grupos compatibles y se visualizó utilizando FigTree v1.4.3 

(http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/). Para probar la conservación de CARP9 en 

especies de algas, se utilizaron las secuencias proteicas de AtCARP9 y CARP9 de 

Marchantia polymorpha como query para la búsqueda de BLASTP contra la base de datos 

no redundante del NCBI. Las búsquedas de arquitectura de dominio se realizaron utilizando 

InterProScan [231]. El score de aminoácidos desordenados y las regiones se obtuvieron de 

MobiDB [232] utilizando secuencias de proteínas completas. La calidad de la alineación se 

calculó con Jalview [233] utilizando la misma alineación obtenida para el análisis 

filogenético. La señal de localización nuclear (NLS) se predijo utilizando cNLS Mapper 

(http://nls-mapper.iab.keio.ac.jp) con un puntaje de corte de 7,0 
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los niveles de expresión de CARP9 en esta mutante, observamos que los mismos se 

encuentran reducidos respecto de plantas salvajes (Figura 8E), indicando que es una 

mutante del tipo knock-down, en tanto que en la mutante carp9-1, los niveles del transcripto 

no se ven disminuídos respecto de su control (Figura 8E), indicando en principio, que la 

mutación puntual no afectaría la estabilidad del ARNm, pudiendo existir en estas plantas una 

versión trunca de la proteína CARP9 producto del codón de STOP prematuro en su 

secuencia. Por otro lado, realizamos la cruza de esta mutante insercional carp9-2 con el 

alelo carp9-1, y analizamos el fenotipo de las semillas obtenidas de esta cruza. Si el locus 

AT3G21290 es efectivamente el responsable del fenotipo observado en carp9-1, esperamos 

que en una primera filiar de la cruza, donde ambos alelos se encuentran mutados, el 

fenotipo morfológico se mantenga, caso contrario, si el fenotipo se revierte al de una planta 

salvaje, entonces la mutación en este gen no sería la responsable del fenotipo. Tal como 

esperábamos, en la primera filial de la cruza carp9-1/carp9-2 el fenotipo observado en la 

mutante se mantuvo, dándonos un nuevo indicio de que es AT3G21290 (CARP9) el gen 

responsable (Figura 8D). 

8.4.1.2 Caracterización de mutantes carp9 

En una primera instancia, realizamos una caracterización morfológica de ambos alelos 

mutantes de CARP9, y las comparamos con plantas salvajes y con aquellas que fueron 

complementadas con una copia salvaje del ADNc del gen. En comparación con una planta 

salvaje (Col-0), carp9-2 presenta altura reducida, bordes irregulares de las hojas jóvenes, 

color verde pálido, silicuas más cortas y retorcidas, y un retraso en el tiempo de floración sin 

ningún defecto observable en la arquitectura de las flores. Todas estas características 

morfológicas se comparten con las plantas carp9-1, aunque en esta última los defectos 

morfológicos son visiblemente más acentuados (Figura 9B, 9C, y 9D). Por su parte, el 

agregado de una copia del gen salvaje a la mutante carp9-1 logró revertir todos los defectos 

morfológicos descriptos. 

La mutante carp9-1 mostró un aumento en la actividad Luciferasa con una reducción 

importante de los niveles de amiR:LUC (Figura 10A y 10B), efectos revertidos cuando se le 

agregó una copia salvaje del gen. A su vez, los niveles endógenos de la mayoría de los 

miARNs medidos, cuantificados por sARN blot, se encontraron disminuídos, en mayor o 

menor medida, en las mutantes carp9-1 y carp9-2 respecto de sus controles, con un 

incremento en los niveles transcripcionales de los genes regulados por esos miARNs, los 

cuales fueron cuantificados por RT-qPCR (Figura 10C y 10D). Estas características 

moleculares fueron revertidas en la mutante carp9-1 con la transformación con una copia 

salvaje del CARP9. (Figura 10C y 10D). 
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En conjunto estos resultados nos permitieron identificar a CARP9 como el gen 

responsable de la deficiencia en la vía de miARNs, y las alteraciones morfológicas 

observadas en la mutante identificada en el screening genético y estudiada en este trabajo. 

8.4.2 CARP9 codifica una proteína intrínsecamente desordenada de función 

desconocida conservada en plantas terrestres 

CARP9 codifica para una proteína de 1192 aminoácidos, con funciones aún 

desconocidas, que incluye una señal de localización nuclear (NLS) en las posiciones 238-

245 según predicciones bioinformáticas (Figura 11A). Además de la NLS predicha, un 

análisis de la secuencia proteica en búsqueda de dominios conservados por homología 

reveló la presencia de un dominio similar a los dominios Occludin/ELL (pfam E-value: 8,71e-

27, [234]) en la región C-terminal (aminoácido 1088 al 1187, Figura 11A). La mayoría de los 

factores de elongación de la ARN polimerasa II (ELLs) de eucariotas contienen este tipo de 

dominio, pero en plantas son ampliamente desconocidos [235]. Se cree que los dominios 

Occludin-ELL son los encargados de mediar la interacción con otras proteínas [236], [237]. 

Por fuera de este dominio, se observó, mediante predicción de estructura, que CARP9 es 

una proteína altamente desordenada (61,1% de secuencia desordenada, Figura 11B) [238]. 

Curiosamente, de acuerdo con la base de datos InterPro, parece que las proteínas con 

largas regiones desordenadas seguidas de un dominio Occluding, son exclusivas de plantas 

[231]. En este sentido, un análisis de la conservación de CARP9 en plantas, basado en un 

BLASTp, indicó que esta proteína está altamente conservada en especies embriofitas 

(Figura 11C). Encontramos también ortólogos de CARP9 en briófitas, linaje basal temprano 

de las embriofitas, y su ausencia en algas ancestrales, lo que sugiere que CARP9 ha 

evolucionado en plantas terrestres. Usando el método de Máxima Probabilidad, realizamos 

un análisis filogenético de estas proteínas (Figura 11C). Obtuvimos un árbol filogenético 

totalmente coherente con la evolución de las especies de plantas, indicando además, que en 

la mayoría de las especies, como en Arabidopsis, los ortólogos de CARP9 corresponden a 

genes de copias únicas. El alineamiento proteico reveló que las regiones conservadas 

incluyen tanto el dominio Occludin/ELL como la región desordenada (Figura 11B). Además, 

los parálogos de CARP9 también son predichos como proteínas desordenadas en todas las 

especies. Esto sugiere que ambas partes de la proteína, el dominio Occludin/ELL y la región 

desordenada, podrían ser importantes para su función molecular. 
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celular como corpúsculos nucleares o gránulos de estrés [241]. Por otra parte, se ha 

demostrado que las regiones intrínsecamente desordenadas son importantes en las 

interacciones proteína-ARN, que median interacciones específicas y no específicas [242], 

[243]. Recientemente, se demostró que la proteína desordenada FLL2 de A. thaliana, estaba 

localizada en corpúsculos nucleares promoviendo la separación de la fase líquido-líquido 

[244]. En concordancia con estos resultados, el estudio por microscopía confocal de CARP9 

fusionada con las proteínas fluorescentes eGFP o mCherry, reveló que se localiza en el 

núcleo, particularmente en corpúsculos nucleares de naturaleza desconocida (Figura 11D). 

Dichas entidades nucleares podrían reflejar perfectamente orgánulos líquidos específicos o 

los bien conocidos dicing bodies (orgánulos subnucleares de procesamiento de miARN). 

8.4.3 CARP9 no actúa como un factor de elongación en loci de MIARNs 

Es posible que la reducción en los niveles de los miARNs en las mutantes carp9 sea 

consecuencia de una reducción en los niveles de transcripto de los genes que codifican 

algún factor de la biogénesis de miARNs o incluso una reducción de la transcripción de los 

genes MIARNs. Esta es una hipótesis válida basada en el dominio ELL de CARP9, que 

puede sugerir un papel regulador de la transcripción de esta proteína. Para probar esta 

hipótesis, cuantificamos por RT-qPCR los niveles de transcripción de pri-miARNs y genes 

que codifican los componentes centrales de la maquinaria de biogénesis de miARN. A 

diferencia de la mutante hyl1-2, donde los pri-miARNs están claramente sobre acumulados, 

carp9-1 y carp9-2 presentaron niveles normales de los precursores de miARNs (Figura 12A), 

incluso no se observaron mayores variaciones del pri-amiR:Luc en la mutante carp9-1 

respecto de su control reporter (Figura 12B). Entre todos los genes probados que codifican 

proteínas relacionadas con miARN, observamos un leve pero significativo incremento en los 

niveles de transcripción de HYL1 y SE (Figura 12B), un resultado que se opone a nuestra 

hipótesis de que CARP9 actúa como un factor de elongación sobre estos genes, pero que 

es coherente con una respuesta de retroalimentación a la falta de actividad de miARNs en 

las mutantes. Ensayos de western blots mostraron que los niveles proteicos de HYL1 y SE 

permanecen estables en las mutantes a pesar del cambio sutil en los niveles de 

transcripción (Figura 12C). Se ha demostrado que DCL1 es reclutado a genes MIARNs por 

la acción de factores de elongación [55]. Por lo tanto, es posible que CARP9 no afecte la 

transcripción de los genes MIARN en sí, sino que permita el reclutamiento de la maquinaria 

de procesamiento hacia estos loci. Para ello, inmunoprecipitamos una versión de CARP9 

fusionada a eGFP y evaluamos su capacidad de interaccionar con los loci de MIARNs 

mediante qPCR (ChIP-qPCR). A diferencia de DCL1, utilizado como control positivo, CARP9 

no apareció asociado a los genes MIARNs (Figura 12D). Estos resultados en conjunto, 
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tres proteínas se encuentran muy próximas entre sí pero no necesariamente 

interaccionando entre ellas de manera directa. Estos resultados sugieren, en conjunto con la 

incapacidad de CARP9 de interaccionar con DCL1, que CARP9 podría estar 

interaccionando con HYL1 en el núcleo en alguna etapa posterior al procesamiento de pri-

miARNs durante la biogenésis de miARNs. 

8.4.5 El complejo CARP9-HYL1 se forma en una etapa posterior al 

procesamiento de los pri-miARNs  

A fin de evaluar si CARP9 interacciona con HYL1 en una etapa temprana o tardía de la 

biogénesis de miARNs, realizamos ensayos de inmunoprecipitación de ARN asociado a 

proteínas (RIP-qPCR) para cuantificar la asociación de CARP9 a precursores de miARN o 

miARN maduros. Este ensayo consiste en inmunoprecipitar una versión de CARP9 

fusionada a eGFP con anticuerpos anti-GFP en plantas Col-0 transgenicas; HYL1 con 

anticuerpos anti-HYL1 como control positivo; y un anticuerpo anti-IgG como control negativo 

del ensayo. Los ARNs inmunoprecipitados junto a las proteínas en cuestión, fueron 

utilizados para detectar por RT-qPCR pri-miARNs y miARNs maduros asociados a las 

mismas. A diferencia del RIP contra HYL1, no detectamos pri-miARNs asociados a CARP9 

(Figura 14A), confirmando una vez más que CARP9 no estaría actuando en las etapas 

tempranas de la biogénesis de miARNs. Sin embargo, encontramos abundantes miARNs 

maduros asociados a CARP9, al igual que a HYL1, en las muestras inmunoprecipitadas 

(Figura 14B). Esta asociación de CARP9 con miARNs maduros es, probablemente, a través 

de la interacción con HYL1, ya que se sabe que esta proteína interactúa con los miARNs 

[67]. El hecho de que HYL1 es capaz de unirse tanto a pri-miARN como a los miARNs 

maduros [67], pero que CARP9 solo pueda interaccionar con miARNs maduros, sugiere que 

la interacción CARP9-HYL1 ocurre luego del procesamiento de los precursores de miARNs. 

Esto se condice con los niveles inalterados de pri-miARNs detectados en los alelos 

mutantes carp9-1 y carp9-2, que tienden a acumularse en mutantes de procesamiento [246], 

sugiriendo que esta proteína no es activa durante la biogénesis de miARNs (Figura 12A y 

12B). 
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sugiriendo un efecto positivo de CARP9 sobre los niveles proteicos de AGO1. En 

concordancia con esta observación, las mutantes carp9-1 y carp9-2 mostraron niveles 

reducidos de AGO1 en comparación con sus controles respectivos (Figura 17A). Por otro 

lado, no observamos un incremento en los niveles de miR168 maduro o en la transcripción 

del su gen que pudieran explicar los niveles reducidos de AGO1 en las mutantes (Figura 

10C y 17C). En oposición a los niveles proteicos de AGO1, los niveles de su ARNm, 

medidos por RT-qPCR con oligos diseñados hacia el extremo 3' del ARNm (A) o que 

flanquean el sitio de reconocimiento del miR168 (B), fueron más altos en las mutantes que 

en las plantas control, probablemente como una respuesta a la baja cantidad de proteína, o 

como consecuencia de la menor actividad del miR168 (Figura 17D). Se sabe que AGO1 es 

poli-ubiquitinada por la F-box FBW2, y degradada por autofagia/proteosoma 26S [155]�[157] 

y que el reactivo MG132 inhibe esa degradación [157]. Tratamientos de plantas mutantes 

con el inhibidor de proteasoma MG132, revirtió parcialmente la reducción de AGO1, lo cual 

indica que esta proteína es degradada activamente en las plantas mutantes (Figura 17B). 

Estos resultados llevaron a que los ensayos de RIP descriptos en la sección anterior fueran 

realizados en plantas tratadas con MG132 para evitar que esa reducción de AGO1 afecte la 

interpretación de los resultados. 

Dado que AGO1 localiza tanto en núcleo como en citoplasma [56], [101], [107], y que 

CARP9 influye en su carga con miARNs, nos preguntamos si la disminución en los niveles 

de AGO1 es general o se presenta sólo en alguna fracción celular. Podría esperarse que la 

alteración en la carga de AGO1 con miARNs conduzca a un incremento de la población de 

esta proteína no asociada a miARNs, la cual podría presentar diferencias en su estabilidad 

proteica respecto de las AGO1 cargadas con miARNs. Para analizar esta posibilidad, 

realizamos fraccionamientos núcleo/citoplasma de plantas WT y carp9-2, y analizamos los 

niveles de AGO1 en los extractos proteicos obtenidos. Este ensayo mostró que la fracción 

nuclear de AGO1 no se reduce en la mutante carp9-2 (Figura 17E), sugiriendo que la 

partición subcelular de AGO1 podría verse afectada en plantas mutantes y que la fracción 

citoplasmática es la que potencialmente se degrada vía proteasoma y/o autofagia.  







Capítulo 2 � Discusión 

97 
 

contribuyendo al proceso de carga de miARN (Figura 15). CARP9 es en gran parte una 

proteína intrínsecamente desordenada, y es común que este tipo de proteínas actúen como 

chaperonas que ayudan al plegamiento de otras proteínas, permitiendo interacciones e 

incluso evitando su agregación [239], [252]. En tal escenario, CARP9 podría actuar como un 

anclaje que promueva la interacción AGO1-HYL1 y la carga de miARNs en el núcleo. Como 

HYL1 también se encuentra en el citoplasma celular, es posible que esta proteína de unión a 

ARN escolte a AGO1 durante la translocación núcleo/citoplasma del miARN, proceso que 

excluiría a CARP9, ya que encontramos que es exclusivamente nuclear. 

Los alelos mutantes carp9 analizados, mostraron en general una reducción de los 

niveles de miARNs totales, una unión deficiente de miARNs a AGO1, y defectos 

morfológicos compatibles con mutantes deficientes de miARNs. Sin embargo, estos defectos 

fueron más leves que los observados comúnmente en mutantes de proteínas centrales de la 

vía, como HYL1 y AGO1. Es poco probable que la redundancia con homólogos cercanos 

explique esta observación, ya que CARP9 apareció como un gen único en la mayoría de los 

genomas de las plantas analizadas, incluída A. thaliana (Figura 11C). Es más probable que 

la actividad parcial de CARP9 en los alelos mutantes explique las observaciones. En este 

sentido, el codón de STOP prematuro en carp9-1 permitiría que una gran parte de la 

proteína se traduzca, y la inserción intrónica de ADN-T de carp9-2 posiblemente represente 

un alelo knock-down como lo indican los niveles de transcripto de CARP9 en este alelo 

mutante (Figura 8E). Apoyando esta idea, no hemos logrado identificar plantas homocigotas 

para otros alelos insercionales donde la mutación se encuentra en los primeros exones, lo 

que sugiere que mutantes nulas no serían viables. Otra observación interesante fue la 

reducción de los niveles de AGO1 en las mutantes carp9, y su incremento cuando se 

sobreexpresó una copia del gen CARP9. Esta observación podría indicar que CARP9 tiene 

un papel en el control del turnover de AGO1, en su localización subcelular, o simplemente, 

que AGO1 se desestabilice cuando no está cargada con miARNs. Es notable el alto grado 

de conservación de CARP9 entre las plantas terrestres, lo que sugiere un papel crucial de 

esta proteína para la homeostasis en plantas. El alto nivel de conservación de aminoácidos 

en las regiones intrínsecamente desordenadas de la proteína, que comúnmente tienden a 

divergir rápidamente durante la evolución, refuerza la idea de una presión evolutiva para 

conservar esta proteína. 

CARP9 representa un nuevo componente en la vía de los miARNs que une la 

maquinaria de procesamiento con la carga nuclear de AGO1. Varias preguntas permanecen 

abiertas, como por ejemplo, si AGO1 se asocia a miARNs ya metilados o si la metilación 

ocurre después de la carga; si la selección de hebras de miARN ocurre en núcleo o en 

citoplasma; cuál es el rol de HYL1 en programar el destino del complejo efector RISC; y si la 

fracción citoplasmática de HYL1 tiene un rol activo en la vía de miARNs. También se mostró 
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luciferasa modificada, flanqueados por los sitios de recombinación attL del vector pJL-

Blue(r), fue transferido mediante el sistema de clonado Gateway (Invitrogen) al vector 

destino pFK209 de la serie pGREEN IIS, obteniéndose la construcción pAT002 (ver Anexo). 

Esta construcción fue introducida en la línea mutante rdr6-12 [254], que expresa 

constitutivamente el gen de resistencia al herbicida BASTA. Una línea insercional 

independiente homocigota en los genes que componen el sistema reportero de doble gatillo 

fue seleccionada para su mutagénesis con EMS y posterior screening para la identificación 

de plantas mutantes con una potencial alteración en la selección de hebras de miARNs. 

9.3.5 Amplificación de fragmentos de ADN mediante PCR (Reacción en Cadena 

de la Polimerasa) 

Se llevaron a cambo según lo descripto en la sección 8.3.5. 

9.3.6 Electroforesis de ADN en geles de agarosa 

Las corridas electroforéticas se realizaron según lo descripto en la sección 8.3.6. 

9.3.7 Clonados 

Los clonados y trasnformación de bacterias competentes de E. coli y A. tumefaciens 

se realizaron según los protocolos descriptos en la sección 8.3.7. 

9.3.8 Minipreparación de ADN plasmídico 

Las minipreparaciones de ADN plasmídico se llevaron a cabo según lo descripto en la 

sección 8.3.8. 

9.3.9 Determinación de la secuencia de moléculas de ADN 

La secuenciación de moléculas de ADN se realizó según lo descripto en la sección 

8.3.9. 

9.3.10 Transformación estable de plantas de Arabidopsis thaliana 

La transformación estable de plantas de Arabidopsis por el método de inmersión floral 

se describe en la sección 8.3.10. 
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9.3.11 Transformación transitoria de plantas de Nicotiana benthamiana 

La transformación transitoria de plantas de N. benthamiana por el método de 

infiltración se describe en la sección 8.3.11. 

9.3.12 Extracción de ADN genómico de plantas de Arabidopsis thaliana 

La extracción de ADN genómico se realizó según lo descripto en la sección 8.3.12. 

Alternativamente, cuando fue necesario obtener ADN genómico de mayor pureza para 

ser secuenciado, se utilizó una versión modificada del protocolo de extracción de ADN con 

CTAB [255]. Brevemente, se pulverizó el material con nitrógeno líquido en un mortero estéril 

y el polvo congelado se transfirió a un tubo Falcon de 15 mL (el equivalente a 

aproximadamente 4 mL de tejido pulverizado proveniente de 300 plantas de 15 días). Se 

agregó a cada tubo 6 mL de solución CTAB y 5 µL de ARNasa A preparada 100 mg/mL 

(Promega) y se mezcló por inversión hasta que el polvo se descongeló por completo. Luego 

se incubó por 30 min a 65 ºC en un baño de agua, mezclando por inversión cada 5 min. 

Transcurri✙✏� ✞✏� ✍☎✁✂✖☎✏� ☞✄ ✂✁� ✙✖ ✁�✠✑�✟✠✁☎�✓ �✖ �✑✍✞✖✂✖�✂☎ ✠✟✙✟ ✂✑�✏ ✠✏� ☞✕ ✆✝ ✙✖ ✞-

mercaptoetanol, se mezcló y se dejó incubando a 65 ºC los restantes 15 min. Pasado ese 

tiempo, se dejó enfriar a temperatura ambiente por 5 min. Luego se agregó 6 mL de 

fenol:cloroformo:isoamílico (25:24:1), se agitó hasta emulsión completa, y se centrifugó a 

3.000 g durante 20 min a 4 ºC. La fase acuosa se transfirió a un nuevo tubo Falcon de 15 

mL, se mezcló con 1 volumen de cloroformo:isoamílico (24:1), y se centrifugó a 3.000 g 

durante 20 min a 4 ºC. Se transfirió nuevamente la fase acuosa a otro tubo Falcon de 15 mL, 

se adicionó el mismo volumen de isopropanol para precipitar el ADN genómico, se incubó a 

temperatura ambiente por 10 min y se centrifugó a 3.000 g durante 10 min. A continuación, 

se lavó el pellet de ADN con 5 mL de etanol 70% (v/v), se centrifugó nuevamente a 3.000 g 

por 5 min, y se dejó secar completamente el pellet de ADN. Una vez seco, el pellet se 

resuspendió en 200 µL de TE 1X pH 8,0, se agregó 0,5 µL de ARNasa A preparada 100 

mg/mL (Promega), y se incubó a 55 ºC por al menos 30 min. Por último, se centrifugó a 

3.000 g por 2 min para eliminar sedimentos no disueltos, y el sobrenadante se transfirió a un 

tubo Eppendorf de 1,5 mL listo para realizar la secuenciación de genoma completo. 

Solución CTAB: Bromuro de hexadeciltrimetilamonio (CTAB) 2% (p/v), NaCl 1,4 M, Tris-HCl 

100 mM pH 8,0, EDTA 20 mM, Polivinilpirrolidona (PVP) 1% (p/v). 

9.3.13 Análisis de ARN 

Los análisis de ARN se realizaron siguiendo los protocolos descriptos en la sección 

8.3.13. 



Capítulo 3 � Materiales y Métodos 

105 
 

9.3.14 Ensayos de cuantificación de la actividad Luciferasa 

La cuantificación de la actividad Luciferasa se realizó según lo descripto en la sección 

8.3.14.3. 

9.3.15 Mutagénesis en semillas de Arabidopsis thaliana con etilmetanosulfonato 

(EMS) 

Una vez obtenida la línea transgénica homocigota para todo el sistema reportero de 

doble gatillo (sección 9.3.4), se procedió a realizar la mutagénesis de las semillas con el 

mutágeno químico metanosulfonato de etilo (EMS). Todo el proceso de mutagénesis fue 

supervisado y asistido directamente por el director de esta Tesis, quien oportunamente 

recibió en Alemania entrenamiento en esta técnica, los recaudos a tener en cuenta durante 

su ejecución, y las metodologías de eliminación adecuada de los residuos generados. Se 

alicuotaron de 17.000 a 20.000 semillas (equivalente a 300-400 mg de semillas) y se las 

hidrató con 45 ml de una solución de Tween-20 al 0,005% (v/v) por 2-4 h en un tubo Falcon 

de 50 mL en rotación suave. Pasado ese tiempo, las semillas se lavaron 2 veces con 45 mL 

de agua para remover el detergente. A partir de este punto se trabajó bajo campana de 

extraccíon química utilizando obligatoriamente guardapolvo y 2 pares de guantes de nitrilo, 

tomando además todas las precauciones necesarias debido a la peligrosidad del EMS. Se 

mezclaron 150 µL de EMS con 350 µL de agua utilizando una jeringa con aguja hipodérmica 

25G, obteniendo una solución de EMS 30% (v/v) en estado de emulsión. Al tubo Falcon de 

50 mL conteniendo las semillas en agua, se le adicionó 250 µL de EMS 30% (v/v) y se llevó 

a volumen final 50 mL con agua, quedando el EMS en una concentración final del 0,15 % 

(v/v). Se selló la tapa del tubo con dos capas de parafilm, se introdujo el tubo Falcon dentro 

de una bolsa con cierre hermético, y se incubó durante 16 h en rotación para mantener a 

todas las semillas en contacto con la solución. Luego, se descartó la solución de EMS y se 

realizaron 8 lavados con 45 mL de agua durante 20 min en rotación continua. Luego del 

último lavado, se resuspendieron las semillas en agar 0,1% (p/v) y se las estratificó por 3 

días a 4 ºC en oscuridad. Todos los desperdicios contaminados con EMS, ya fueran líquidos 

o sólidos, incluidos guantes, jeringas, etc., fueron descontaminados mediante tratamiento 

con una solución de NaOH 1N durante toda la noche. En el caso de los residuos sólidos, 

estos fueron sumergidos directamente en la solución NaOH 1N. Los residuos líquidos se 

recolectaron en un envase volumétrico descartable con tapa, el cual permitió el agregado 1 

volumen de NaOH 2N para culminar con una solución de concentración final de NaOH 1N. 

Pasados los 3 días de estratificación, las semillas fueron sembradas en tierra con una 

densidad de aproximadamente 60 semillas por pote (15 cm de largo por 12 cm de ancho) y 
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se las cultivó en cámara hasta que estuvieron listas para la cosecha de sus semillas 

(alrededor de 60 días). La tasa de mutagénesis, la cual deber ser lo suficientemente alta 

para garantizar el éxito del experimento, pero no excesiva para evitar causar una letalidad 

masiva, fue medida observando el porcentaje de plantas que presentan clorosis en mosaico 

(falta de clorofila como signo de mutación en las vías de biogénesis de este compuesto), 

porcentaje que comúnmente no debe superar una planta por pote. Luego se cosechó cada 

pote por separado, de modo de tener aproximadamente unos 300 grupos de unas 60 

plantas cada uno. Con estos grupos de semillas se procedió a realizar el screening para 

aislar plantas mutantes con restauración de la resistencia a BASTA. 

9.3.16 Screening de genética directa por mutagénesis con EMS utilizando un 

sistema reportero de doble gatillo 

El screening de genética directa por mutagénesis se diseñó en base a los descripto 

previamente por Manavella y colaboradores [86] con algunas modificaciones. Para la 

identificación de plantas mutantes con la selección de hebras de miARN alterada, se utilizó 

como sistema reportero de doble gatillo con un micro ARN artificial, descripto en la sección 

de resultados 9.4.1. Para el screening se sembraron pooles de semillas de unas 60 plantas 

en tierra, las cuales fueron regadas con 0,1% (v/v) de glufosinato de amonio (BASTA) a fin 

de seleccionar en una primera instancia aquellas plantas que recuperen la resistencia al 

herbicida debido a algún defecto en la biogénesis, acción o carga en AGO1 del miARN 

artificial. Las plantas que sobrevivieron al herbicida fueron sometidas a un segundo 

screening basado en la actividad luciferasa. Para tal fin, se cortaron 4 discos de 5mm de 

diámetro de hojas de las plantas resistentes a BASTA, los cuales fueron embebidos 

individualmente en una solución de D-Luciferina sal de potasio 100 mM (PJK GmbH), y se 

✞✖� ✠✑✟�✂✁✄✁✠☎ ✞✟ �✁✏✞✑✂✁�✁�✠✖�✠✁✟ ✑✂✁✞✁�✟�✙✏ ✑� ✞✑✂✁�☎✂✖✂☎✏ ✙✖ ✍✞✟✠✟ ✄✞✑✏☎✏�✁✟� ✁�✠✖�✂ ✂

FL (Thermo Scientific). Las plantas mutantes que presentaron menores niveles de 

bioluminiscencia que el control sin mutagenizar fueron seleccionadas como mutantes 

candidatas a presentar alteraciones en la selección y/o carga de las hebras de miARNs, el 

resto fueron catalogadas como mutantes en la biogénesis o acción de miARNs. 

9.3.17 Generación de los grupos de mapeo y secuenciación de genoma 

completo 

La identificación de los genes candidatos por secuenciación de genoma completo se 

realizó según lo descripto previamente por Manavella y colaboradores [86] con algunas 

modificaciones. Brevemente, las plantas mutantes seleccionadas fueron cruzadas con 
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plantas de la línea reportero amiR:BASTA salvajes (backcross) con el fin de generar los 

grupos de mapeo para la secuenciación de genoma completo. Una vez alcanzada la 

segunda filial de semillas, las mismas se sembraron en tierra y se regaron con el herbicida 

BASTA para seleccionar aquellas plantas con el fenotipo de interés. Para el armado de los 

grupos de mapeo, se tomaron muestras de aproximadamente unas 300 plantas por cada 

mutante de interés, y se realizó la extracción de ADN genómico con el protocolo de CTAB 

previamente descripto. 

El armado de las bibliotecas genómicas y su porterior secuenciación fueron realizadas 

por el Dr. Damián Cambiagno, compañero de nuestro laboratorio, en las instalaciones del 

laboratorio del Dr. Detlef Weigel, en el Instituto Max-Planck de Biología del Desarrollo en 

Tübingen, Alemania. Las bibliotecas se prepararon de la siguiente manera: 1-10 ng del ADN 

genómico se mezclaron con 10 µL de transposomas Tn5 inmobilizadas en beads 

paramagnéticas con Streptavidina (New England Biolabs), 4 µL de solución 5X TAPS-DMF 

MgCl2, y se llevó a volumen final 20 µL con H2O miliQ estéril. La mezcla fue incubada por 10 

min a 55 °C, mezclando para resuspender las beads magnéticas pasados los primeros 5 min 

de incubación. Inmediatamente pasados los 10 min, se colocó cada muestra en hielo. Luego 

de la tagmentación, se eliminó la transposasa Tn5 del ADN utilizando 25 µL de solución de 

lavado con SDS 0,6% (p/v), e incubando a 55°C por 5 min. Luego se lavaron las beads dos 

veces con 125 µL de solución de lavado en un soporte magnético para retener las beads. A 

continuación, se realizó la amplificación por PCR y extensión de adaptadores adicionando 5 

µL de la solución de reacción Q5 5X, 2,5 µL de dNTPs 2 mM, 0,75 µL del P5 primer S5 10M, 

7,5 µL del P7 primer N7 1M, 0,25 µL de Q5 high-fidelity DNA polymerase (M0491, New 

England BioLabs) y H2O miliQ estéril hasta un volumen final de 25 µL por reacción, seguido 

del siguiente programa de termociclado: 5 min a 72 °C, 30 s a 98 °C, seguido de 8 ciclos de 

desnaturalización (15 s a 98 °C), anillado (20 s a 65 °C), y extensión (90 s a 72 °C), con un 

paso final de 5 min a 72 °C.  Los fragmentos obtenidos de los productos de PCR fueron 

seleccionados con el kit HighPrep beads (MagBio Genomics). Finalmente, las bibliotecas 

fueron secuenciadas en un equipo Illumina HiSeq3000 (Illumina, San Diego, CA, USA). 

Transposomas Tn5: la transposasa Tn5 fue expresada y purificada según los descripto por 

Picelli y colaboradores [256]. 

5X TAPS-DMF MgCl2: 50 mM TAPS; 25 mM MgCl2; 50% DMF (v/v). 

Solución de lavado: 30 mM Tris pH 8; 50 mM NaCl; 0,1% Tween-20 (v/v). 

9.3.18 Mapeo de mutaciones por secuenciación de próxima generación 

Un total de ocho grupos de plantas procedentes de la retrocruza con la línea reportero 

amiR:BASTA salvajes fueron secuenciadas, además del parental reportero amiR:BASTA sin 

mutagenizar. Se hizo una secuenciación de lecturas pareadas de 150 bases por lectura, 
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obteniéndose en promedio un total de 72 millones de pares de lecturas por conjunto y 25 

millones para la línea parental reportero amiR:BASTA. 

El análisis bioinformático se realizó comenzando por eliminar bases de mala calidad 

✙✖✞ ✖✆✂☎✖✂✏ �� ✙✖ ✞✟� ✞✖✠✂✑☎✟� ✠✏� ✖✞ ✍☎✏✚☎✟✂✟ trimmomatic [257], quedando en promedio 

lecturas de 140 bases. Luego se mapearon al genoma de Arabidopsis thaliana usando 

bowtie2 [258], obteniéndose porcentajes promedio de mapeo superiores al 90% de las 

lecturas. Los mapeos de múltiples líneas (lanes) fueron combinadas y se determinaron las 

variantes genómicas en los conjuntos haciendo un análisis de apilamiento de lecturas con 

samtools y bcftools (versión 0.1.19 compatible con SHORE, [259]). A continuación, se 

utililizó el programa SHOREmap (versión 3.6, [208], [260]) para identificar los polimorfismos 

candidatos a explicar el fenotipo de las plantas mutantes obtenidas del screening. Las 

variantes de los conjuntos se contrastaron con las variantes presentes en la línea reportero 

amiR:BASTA salvaje usando SHOREmap backcross con un qscore mínimo de 25 y se 

seleccionaron las variantes con una frecuencia alélica mayor a 0,9. Finalmente las variantes 

fueron anotadas con SHOREmap annotate para identificar los genes afectados y el potencial 

efecto de la mutación. 
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cuatro mutantes bajo el promotor constitutivo 35S CaMV, transformar transitoriamente hojas 

de N. benthamiana, y medir bioluminiscencia usando una cámara hiper-refrigerada CCD. 

Este ensayo demostró que sólo la versión 3 de la F-Luc mutada conservó la actividad 

enzimática (Figura 19B) por lo cual seleccionamos esta versión para ensamblar el sistema 

reportero final. Ya con ambos componentes del sistema clonados y evaluados 

individualmente (amiR:BASTA y F-Luc mutada), los ensamblamos en un único vector que a 

su vez presenta el gen que codifica para la resistencia a kanamicina en plantas (ver sección 

9.3.4, y tabla de construcciones en el Anexo). Esta construcción fue transformada en plantas 

de Arabidopsis que ya presentaban resistencia al herbicida BASTA (Figura 20). Estas 

plantas además, tienen una deleción en el gen RDR6 (alelo rdr6-12), gen que codifica para 

una proteína clave en el silenciamiento de transgenes mediado por siARNs [22], [261], [262], 

de modo de evitar posibles problemas de silenciamiento del sistema reportero mediados por 

siARNs. La principal ventaja de este sistema reportero es que permite un screening de 

mutantes rápido, dado que sólo requiere crecer las plantas mutagenizadas en presencia del 

herbicida BASTA para encontrar aquellas que sobreviven (mutantes con un defecto en la 

acción del amiR:BASTA). Posteriormente, podemos medir el nivel de bioluminiscencia en 

estas plantas seleccionadas, para identificar aquellas que, además, tengan un cambio en la 

selección de hebras (observable por una reducción de la actividad luciferasa), siendo este 

último parámetro cuantificable dentro del sistema. 

El segundo sistema reportero generado se basa en las mismas premisas, pero 

mientras la hebra guía fue diseñada para silenciar al gen de la F-Luc [86], la hebra 

complementaria reconoce una versión mutada de la proteína bioluminiscente Renilla 

Luciferasa (R-Luc). Este segundo sistema presenta la ventaja que la actividad de ambas 

hebras del amiR:Luc pueden ser cuantificadas, pudiendo así identificar mutantes con 

distintos grados de variabilidad en la selección de las hebras del miARN artificial. 

Lamentablemente ninguna de las versiones mutadas de la R-Luc presentó actividad de 

bioluminiscencia, por lo cual decidimos proseguir utilizando el sistema reportero 

amiR:BASTA. 
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Figura 20. Esquema representativo del screening para la identificación de plantas mutantes con 
alteraciones en la carga, selección y retención de hebras del dúplex de miARN en AGO1, basado en 
el silenciamiento del gen de resistencia a BASTA (BAR) y el gen de la F-Luc por las hebras 
amiR:BASTA y amiR:BASTA*, respectivamente. A) Screening y aislamiento de mutantes de interés. 
B) Identificación de los genes causales del fenotipo de interés por secuenciación de genoma 
completo y mapeo SHORE. 
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9.4.2 Evaluación del correcto funcionamiento del Sistema Reportero en plantas 

de Arabidopsis transgénicas 

Una vez transformado el sistema reportero doble gatillo amiR:BASTA en plantas de 

Arabidopsis thaliana, seleccionamos eventos únicos e independientes de inserción mediante 

la tasa de segregación e identificamos 13 líneas homocigotas para los transgenes mediante 

selección con kanamicina. Luego se procedió a comprobar el correcto funcionamiento del 

sistema reportero en estas plantas y a la posterior selección de la línea de trabajo, 

basándonos en los niveles de expresión de los componentes del sistema y el nivel de 

silenciamiendo obtenido. En primera instancia, se incubaron hojas de las plantas 

seleccionadas con 1 mM de Luciferina, sustrato de la F-Luc, para cuantificar los niveles de 

bioluminiscencia en las mismas mediante un Luminómetro de placas (Thermo Scientific 

✄✞✑✏☎✏�✁✟� ✁�✠✖�✂✂✓ ✄✁✚✑☎✟ ✕☞✁☛✁ A su vez, se realizaron sARN blots de muestras de ARN 

total extraídos de hojas de estas plantas para detectar los niveles de las hebras 

amiR:BASTA y amiR:BASTA* con sondas no radioactivas utilizando el protocolo 

desarrollado en esta Tesis (Capítulo 1 [263]). Se pudieron observar niveles variables de 

acumulación de ambas hebras del amiR:BASTA, como así también de la actividad F-Luc en 

las distintas líneas (Figura 21B). Esta variabilidad es lógica en líneas insercionales 

independientes, y nos permitió seleccionar una línea de trabajo con niveles adecuados de 

cada componente del sistema. 

Como es de esperar, aquellas líneas donde el análisis de segregación del transgén en 

la 3º generación (T3) permitió identificarlas como portadoras de más de una inserción, 

fueron también las líneas con mayores niveles de amiR:BASTA y bioluminiscencia (Figura 

21A y 21B, líneas L10 y L18). Estas líneas con inserciones múltiples, así como también 

aquellas con niveles muy bajos de bioluminiscencia (podría dificultar la cuantificación del 

cambio en la actividad de F-Luc) o con niveles muy altos de amiR:BASTA (potencialmente 

más difícil de revertir la resistencia al herbicida BASTA por una mutación débil), fueron 

descartadas. Por último, también descartamos aquellas líneas que presentaron fenotipos 

aberrantes y/o baja producción de semillas, posiblemente debido a efectos insercionales. De 

esta forma, nos quedamos con 3 líneas independientes (L3, L6 y L19) para realizarles las 

pruebas faltantes y determinar la línea a mutagenizar. 
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Para identificar aquellas mutantes de interés a los fines de este trabajo, se realizó por 

un lado la evaluación de los niveles de amiR:BASTA mediante sARN blots de aquellas 

plantas que recuperaron la resistencia al BASTA, y por otro lado la cuantificación de los 

niveles de bioluminiscencia en discos de hojas de dichas mutantes. Varias de las plantas 

que habían recuperado la resistencia al herbicida mostraban un fenotipo morfológico 

notoriamente afectado, característica esperable en una mutante con alteraciones en las vías 

de miARNs, siendo difícil la toma de muestra de discos de hojas. Por este motivo la 

medición de actividad de F-Luc se realizó sólo en aquellas plantas en las que fue posible la 

toma de muestra, y por ello no todas las mutantes a las que se le midieron los niveles de 

amiR:BASTA (Figura 25A), figuran en la cuantificación de la actividad de F-Luc (Figura 25B). 

Las plantas con niveles de amiR:BASTA y actividad F-luc por debajo del control 

(reportero) fueron las seleccionadas para continuar con su secuenciación y determinar los 

polimorfismos causales de los fenotipos de interés. A su vez, algunas de las mutantes con 

niveles bajos de amiR:BASTA pero altos niveles de actividad F-Luc (por encima del 

reportero), llamaron nuestra atención, dado que ese patrón podría denotar un defecto fuerte 

en la maquinaria de biogénesis y/o acción de los miARNs. De esta forma, también 

seleccionamos algunas mutantes con estas características para continuar con su estudio. 

Así, para el primer grupo de mutantes de interés, nos quedamos con las líneas 87.1, 92.1, 

92.6, 93.1, 99.1, 101.4, 106.2, 106.5, 119.1, 123.1, 124.1, 125.1, 134.1 y 137; en tanto que 

del segundo grupo de mutantes que llamaron nuestra atención, sólo nos quedamos con las 

líneas 89.2 y 108 (Figura 25A y 25B). Estas plantas fueron cruzadas con plantas de la línea 

del reportero salvaje, con el fin de generar los grupos de mapeo para la secuenciación de 

genoma completo. No todas las cruzas fueron exitosas dado que muchas de las mutantes 

obtenidas presentaron severos defectos en sus órganos reproductivos, y no se obtuvieron 

semillas en los reiterados intentos de cruzarlas. De todas formas, aquellas mutantes de 

interés que pudieron ser cruzadas (líneas 89.2, 93.1, 108, 119.1, 125.1, 134.1 y 137), fueron 

reproducidas hasta alcanzar la segunda filial de semillas (Figura 26). 
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Figura 26. Líneas mutantes aisladas del screening genético. Estas líneas son las que finalmente 
se retro-cruzaron con la línea del reportero salvaje a fin de armar posteriormente los grupos de 
mapeo para su secuenciación. 

9.4.4 Obtención de grupos de mapeo e identificación de mutaciones causales 

del fenotipo observado 

La segunda filial (F2) de semillas provenientes de la cruza entre las mutantes 

obtenidas y las plantas reportero salvajes, filial donde las mutaciones de forma azarosa 

vuelven a encontrarse en homocigosis, fueron sembradas en tierra con el herbicida BASTA 

a fin de seleccionar aquellas que fijaron la mutación causal de los fenotipos de interés. Entre 

la 2° o 3° semana de germinadas, se comenzaron a recolectar los grupos de mapeo 

tomando muestras de aproximadamente unas 300 plantas por cada mutante. Cabe destacar 

que como estas plantas son seleccionadas sólo bajo el criterio de su resistenca a BASTA, 

es de esperar que la única mutación que se encuentre en homocigosis en todas las plantas 

por igual sea la que causa la resistencia al herbicida (esquematizado en Figura 20B). Una 

vez colectados los grupos de mapeo, se realizaron extracciones de ADN genómico para su 

secuenciación (sección 9.3.12). Las muestras de ADN fueron enviadas al Instituto Max-

Planck de Biología del Desarrollo en Tübingen, Alemania, donde el Dr. Cambiagno, posdoc 

de nuestro laboratorio, realizó las bibliotecas necesarias y posterior secuenciación Illumina 

de genoma completo (sección 9.3.17). Una vez secuenciadas las mutantes, se realizó el 

mapeo SHORE (sección 9.3.18) para identificar los polimorfismos causales de los fenotipos 

de interés, trabajo realizado en colaboración con el Dr. Arce, investigador de nuestro 

laboratorio. En la Tabla 2 figuran los resultados obtenidos de este análisis, en el cual se 

filtraron aquellos genes en los que la mutación se ubicaba en las re✚✁✏�✖� ✁�✂✖☎✚✁�✁✠✟�✓ ✄� ✝



Capítulo 3 � Resultados 

121 
 

�� �✁✂✓ ✏ ✟✄✑✖✞✞✟� ✄✑✖ ✟✍✟☎✖✠☎✟� ✖� ☎✖✚✁✏�✖� ✁�✂☎☎�✁✠✟� ✟ ✂✖�✏� ✄✑✖ ✙✁✠✎✟ ✂✑✂✟✠✁☎�

genere un cambio en las secuencias dadoras o aceptoras de splicing. 

 

Tabla 2. Genes que presentan mutaciones puntuales en las plantas mutantes secuenciadas. 
 

Mutante Gen Tipo de mutación Región* Cambio en la secuencia proteica** 

89.2 AT5G28350 ✆ ✝ ✞ CDS ✟ ✝ ✠ �✡✍✑☛☞✑☎ 

93.1 

AT2G24490 ✌ ✝ ✆ CDS ✍ ✝ ✎ �✡✍✑☛☞✑☎ 

AT2G25700 ✌ ✝ ✆ CDS ✌ ✝ ✏ �✡✍✑☛☞✑☎ 

AT2G26810 ✑ ✝ ✌ CDS ✒ ✝ ✓ �✡✍✑☛☞✑☎ 

108 

AT1G39350 ✆ ✝ ✌ Sitio de splicing - 

AT1G40104 ✞ ✝ ✆ CDS ✞ ✝ ✠ �✡✍✑☛☞✑☎ 

AT1G40104 ✞ ✝ ✆ CDS ✔ ✝ ✎ �✡✍✑☛☞✑☎ 

AT1G50520 ✆ ✝ ✑ CDS ✕ ✝ ✎ �✡✍✑☛☞✑☎ 

137 
AT5G36320 ✞ ✝ ✑ CDS ✔ ✝ ✖ �✡✍✑☛☞✑☎ 

AT5G37150 ✞ ✝ ✑ CDS ✑ ✝ ✆ �✡✍✑☛☞✑☎ 
*CDS: Secuencia Codificante (del inglés Coding Sequence) 
**Nonsyn: Sustitución No Sinónima (del inglés Nonsynonymous substitution) 

Lamentablemente no todas las muestras que se enviaron para su secuenciación 

funcionaron, posiblemente por una baja profundidad de secuenciación en algunas de ellas, 

por errores durante el proceso de generación de los grupos de mapeo, o por co-dominancia 

entre dos mutaciones en la misma planta, y por tanto, no pudieron ser analizadas. Es 

importante aclarar en este punto que, hasta el momento, de los aproximadamente 300 

grupos de mutantes obtenidos post-mutagénesis, sólo un tercio ha sido analizado para la 

obtención de mutantes de interés, quedando alrededor de 200 grupos más para evaluar a 

futuro.  

9.4.5 Caracterización preliminar de las mutantes identificadas  

Con el fin de analizar los genes mutados en las plantas obtenidas, se comenzó por 

realizar una búsqueda en bases de datos como TAIR, BAR-Toronto, etc., a fin de identificar 

el tipo de proteína que estos genes codifican, y su patrón de expresión en la célula. De las 7 

mutantes secuenciadas, hemos logrado asociar ciertas mutaciones al fenotipo observado en 

4 de ellas (89.2, 93.1, 108 y 137). En el caso de la mutante 89.2, el único gen que aparece 

como un posible candidato a causar el fenotipo es AT5G28350. Este gen codifica para una 

proteína con dominios WD-repetitivos predichos por bioinformática, además de un dominio 

RIC1 conservado en levaduras [265]. Los dominios WD-repetitivos están asociados a 

interacciones proteína-proteína, en tanto que el dominio RIC1 se ha asociado al transporte 

de vesículas de endosoma al aparato de Golgi en levaduras [265]. Este gen se expresa 

prácticamente en toda la planta y en todos los estadios, pero no se ha descripto su función 
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hasta el momento. Por su parte, en la mutantes 93.1 se identificaron 3 genes candidatos a 

ser los causales del fenotipo observado. AT2G24490 es un gen que codifica para la 

Replicon Protein A 2 (RPA2), también conocido como ROR1, una proteína que forma parte 

del complejo RPA de unión a ADN simple cadena, asociado a los procesos de replicación, 

recombinación y reparación del ADN [266]�[268]. Se ha reportado que esta proteína cumple 

un rol importante en el mantenimiento del silenciamiento génico (TGS) pero no es requerida 

para la metilación del ADN, y además, no afecta los niveles de los ARNs pequeños. Se ha 

demostrado también que cumple una función en la reparación del ADN cuando es dañado 

con MMS (Metilmetanosulfonato) [266], [267]. También se ha demostrado que juega un 

papel importante en la regulación del desarrollo y mantenimiento del meristema apical del 

tallo [268], tejido en el que se expresa fuertemente. A su vez, también se expresa en raíces 

y hojas jóvenes en el estadio vegetativo, y en el gineceo de las flores en el estadio 

reproductivo. Por su parte, AT2G25700 codifica para ASK3 (Arabidopsis Skp1-related 

protein 3), una de las 19 proteínas relacionadas a Skp1, la cual forma parte del complejo E3 

ubiquitin ligasa SCF [269], [270]. Este complejo marca proteínas por ubiquitinación para su 

degradación. Si bien ASK3 ha sido relacionada con este complejo, hasta el momento no se 

le ha asignado una función específica. Este gen se expresa mayormente en órganos 

reproductivos [270]. AT2G26810 codifica para una metiltransferasa putativa, pero hasta el 

momento no ha sido estudiado, por lo que no tiene una función asignada. Sin embargo, su 

expresión ubicua en toda la planta y en todos sus estadios sugiere que tendría una función 

importante. Para el caso de la mutante 108, el análisis por SHORE-map arrojó 3 genes que 

posiblemente estén asociados al fenotipo en ella observado. Sin embargo, de esos 3 genes, 

AT1G39350 sería un transposón, por lo que posiblemente deba descartarse como un 

candidato posible, en tanto que del gen AT1G40104 no aparece ninguna información en 

base de datos de su expresión, ni estudios que la describan, por ende, no tiene una función 

asignada hasta el momento. En tanto que el gen AT1G50520 codifica para una proteína de 

la familia Citocromo P450, proteínas asociadas a la producción de distintos pigmentos, 

antioxidantes, polímeros estructurales y compuestos de defensa. Este gen se expresa 

fuertemente en raíces, y semillas secas. Hasta el momento, tampoco se lo ha estudiado ni 

asignado una función particular. Por último, para la mutante 137 se han identificado dos 

genes candidatos. AT5G36320 codifica para una proteína de la familia ECA1 relacionadas al 

proceso de gametogénesis. Se expresa fuertemente en gineceo y óvulos, y tampoco se lo 

ha estudiado ni asignado una función específica. Además, no hemos encontrado disponibles 

mutantes por ADN-T en este gen. Finalmente, al gen AT5G37150 tampoco se le ha 

asignado una función particular, ni se ha descripto su perfil de expresión en la planta. 

Codifica para una proteína de la familia P-loop containing nucleoside triphosphate 
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hydrolases. En la Tabla 3 se describen brevemente, y a modo de resumen, todos los genes 

aquí mencionados. 

Significativamente, ninguno de los genes, identificados como potencialmente 

implicados en la selección de hebras por AGO1, han sido descriptos hasta el momento 

como componentes de las vías de los ARNs pequeños. Debido a que la técnica de 

mutagénesis por EMS genera mutaciones al azar, es frecuente encontrar múltiples 

mutaciones en la región del genoma asociada al fenotipo, como se puede observar en la 

Tabla 2. Para confirmar cuál de estos genes es verdaderamente el causal del fenotipo 

observado utilizamos dos aproximaciones. Por un lado, se adquirieron del ABRC mutantes 

insercionales para cada uno de estos genes. Una vez tengamos en nuestro poder dichas 

semillas, será confirmada la inserción en el gen de interés y su homocigosis por técnicas de 

PCR y posteriormente se procederá a evaluar su fenotipo molecular en relación a la 

acumulación de miARNs y miARN*s. Por otro lado, nos encontramos en el proceso de 

clonado de los fragmentos genómicos (2.000 pb de promotor más el gen de interés 

✠✏�✂✖�✁✖�✙✏ ✄��✁✂✓ ✖✆✏�✖� ✖ ✁�✂☎✏�✖�� ✖� ✁✖✠✂✏☎✖� ✟✙✖✠✑✟✙✏� ✍✟☎✟ ✞✟ ✂☎✟��✄✏☎✂✟✠✁☎� ✙✖

plantas. Utilizando estas construcciones, se transformarán las plantas mutantes y se 

verificará si esa construcción es capaz de compensar la mutación mediante la reversión del 

fenotipo observado a nivel morfológico y de acumulación de miARNs. Ambas 

aproximaciones se encuentran en proceso actualmente. 

Una vez confirmados los genes mutados causales de los fenotipos de interés, se 

seguirá un esquema experimental que permita entender las funciones de estas proteínas en 

la carga diferencial de hebras, caracterización que excede a este trabajo de Tesis, y que 

será abordada a futuro en el laboratorio donde ha sido realizado este trabajo. 
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Tabla 3. Descripción de los genes candidatos obtenidos de la secuenciación de las mutantes obtenidas y posterior análisis por mapeo SHORE. 

Mutante Gen Nombre Función Expresión según BAR Mutantes 
disponibles  

89.2 AT5G28350 

amine 
dehydrogenase beta 
chain-like; RIC1-like 
guanyl-nucleotide 
exchange factor 

No descripta. Predicha como una proteína con 
dominios repetitivos WD, asociados a 

interacciones proteína-proteína. También tiene 
un dominio predicho RIC1 conservado en 

proteínas levaduras involucradas en el 
transporte de vesículas derivadas de endosoma 

al aparato de Golgi [265]. 

Bajos niveles de expresión en 
semillas, silícuas y meristema 

apical del tallo (SAM). Elevados 
niveles de expresión en general, 

en todos los órganos de la 
planta, tanto en estadios 

vegetativo como reproductivo. 

SALK_069037 
SALK_022134 
SAIL_452_E05 
GABI_317E10 
GABI_103G09 

93.1 

AT2G24490 

ATRPA2, 
ATRPA32A, 
REPLICON 

PROTEIN A2, RPA2, 
RPA32A, ROR1, 

SUPPRESSOR OF 
ROS1 

Componente del complejo proteico Replication 
Protein A (RPA). RPA2/ROR1 tiene importantes 

roles en el mantenimiento del TGS de forma 
independiente a la metilación del ADN y sin 

afectar la acumulación de sARNs endógenos, 
en reparación del ADN, y en la regulación del 

desarrollo del meristema [266]�[268]. 

Se expresa en SAM, raíces y 
hojas jóvenes, y en el gineceo 

de flores. 
Se localiza en núcleo. 

ror1-3;rpa2-5 
(SALK_129173)  

rpa2-4 
(SALK_111834) 
SALK_006944 
SALK_056634 
SALK_051729 

AT2G25700 ASK3, SK3, 
SKP1-LIKE 3 

Una de las 19 proteínas relacionadas a Skp1 
(ASK3, Arabidopsis Skp1-related protein 3), 
componente del complejo E3 ubiquitin ligase 
SCF, que marca proteínas por ubiquitinación 

para su degradación [269], [270].  

Se expresa en flores, silicuas y 
semillas. 

Se localiza tanto en núcleo como 
en citoplasma. 

SALK_087897 
SALK_087898 
SALK_087905 
SALK_087909 

AT2G26810 - No descripta. Es una metiltransferasa putativa. 
Gen no estudiado hasta el momento. 

Se expresa en todos los óganos 
de la planta, tanto en estadios 
vegetativo como reproductivo. 

SALK_144932 
SALK_125244 
SALK_024440 
GABI_368A06 

108 
AT1G39350 - Elemento transponible. - - 

AT1G40104 - No descripta. - SALK_001185 
SALK_001527 
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SALK_038007 
GABI_167H12 

AT1G50520 

"CYTOCHROME 
P450, FAMILY 705, 

SUBFAMILY A, 
POLYPEPTIDE 27", 

CYP705A27 

No descripta. Proteína de la familia Citocromo 
P450, proteínas involucradas en reacciones de 

hidroxilación dependientes de O2 y NADPH, 
asociadas a diversos procesos de síntesis de 

pigmentos, antioxidantes, polímeros 
estructurales, y compuestos de defensa. 

Se expresa fuertemente en 
raíces y semillas secas. 

SALK_070485 
SALK_134075 
WiscoxDslox_ 

507A01 

137 

AT5G36320 - No descripta. Codifica para una proteína de la 
familia ECA1 relacionada a gametogénesis. 

Fuerte expresión en gineceo y 
óvulos. - 

AT5G37150 - 
No descripta. Es una proteína de la superfamilia 

P-loop containing nucleoside triphosphate 
hydrolases. 

- 

SALK_128896 
SALK_127090 
SAIL_192_A05 
GABI_400E01 
FLAG_265F05 
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cuestiones logísticas, de espacio requerido para su crecimiento, y para lograr que el proceso 

de screening completo se ajuste temporalmente al tiempo de ejecución de esta Tesis. Por 

otro lado, el reducido grupo de mutantes secuenciadas se debe a que, de aquellas mutantes 

seleccionadas con una potencial alteración en la selección de hebras, sólo algunas pudieron 

ser cruzadas, para luego obtener los grupos de mapeo. Además, sumamos a esta tanda de 

mutantes a secuenciar, dos que presentaron una alteración general de la vía. Dado los 

tiempos estipulados para este proyecto, se decidió entonces, sólo mandar los grupos de 

mapeo obtenidos en esta primera instancia a pesar de ser un número reducido, lo que nos 

permitió acotar los tiempos y costos de esta etapa del proyecto, y utilizarlo como una prueba 

piloto para determinar si la aproximación había funcionado correctamente. El resto de los 

grupos de mutantes no analizados, así como aquellas mutantes no secuenciadas, formarán 

parte de una segunda etapa de este proyecto que no coincidirá temporalmente con este 

trabajo de Tesis. En este sentido, este trabajo ha generado una invaluable y novedosa 

herramienta para futuros estudios relacionados a la selección y carga de las hebras de 

miARNs en AGO1. 

Del conjunto de mutantes secuenciadas (7), no hemos podido identificar los genes 

causales del fenotipo en 3 de ellas. No son infrecuentes las fallas en la identificación de 

mutaciones asociadas a un fenotipo de interés, y en general, esto puede deberse a varios 

factores. Por un lado, problemas técnicos en la realización de las librerías y posterior 

secuenciación pueden conllevar a secuencias con baja cobertura. SHORE-map, el algoritmo 

usado para identificar SNPs en las plantas mutantes, necesita un nivel de cobertura alto en 

cada posición mutada para alcanzar el poder estadístico necesario para identificarlas. Este 

problema puede solucionarse simplemente secuenciando nuevamente las mismas muestras 

con el fin de ganar mayor nivel de cobertura. Por otro lado, el error puede deberse a una 

incorrecta recolección de los grupos de mapeos. Para que el análisis sea eficiente, es 

condición sine qua non que los grupos de mapeos sean puros, es decir, que durante la 

recolección de plantas mutantes (aproximadamente unas 300 plantas individuales) todas 

presenten el fenotipo de interés. A pesar de que esto a primera vista parece fácil, en ciertas 

mutantes la diferencia fenotípica es sútil, motivo por el cual es posible que puedan incluirse 

acidentalmente plantas que no presentan la mutación en cuestión. Una vez más, este 

problema es potencialmente solucionable repitiendo la toma de muestra de los grupos de 

mapeo, aumentando la astringencia en la selección de plantas a incluir en el grupo. Por 

último, un problema frecuente, y causado en parte por el gran número de mutaciones que el 

EMS incorpora en el genoma, es que un grupo de mapeo incluya todas plantas que 

presentan el fenotipo de interés, pero que no en todas estas plantas el fenotipo sea causado 

por mutaciones en un único gen. De esta forma, si la mutante aislada originalmente tiene 

mutaciones en dos o más genes que puedan dar el fenotipo de alteración en la carga y 
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selección de las hebras de miARNs, el algoritmo utilizado fallará en identificarlas. En este 

caso, la solución sería hacer segregar estas mutaciones, en el caso en que se las pueda 

diferenciar fenotípicamente, y generar grupos de mapeo paralelos para cada fenotipo 

observado. A pesar de que estos tres problemas son potencialmente solucionables, lo más 

fácil es, dado el gran número de mutantes identificadas, proseguir con el análisis de otras 

mutantes en el futuro, descartando o postergando el re-análisis de aquellas que hayan 

presentado los problemas descriptos. 

De todas formas, de las 7 mutantes secuenciadas, en 4 de ellas (89.2, 93.1, 108 y 

137) logramos asociar determinados genes con SNPs al fenotipo de interés. A simple vista, 

la mayoría de los genes mutados obtenidos en este análisis, candidatos a ser los causales 

de alteraciones en la carga y selección de hebras de miARNs, no tienen funciones 

asociadas, y ninguno estaría relacionado, al menos hasta el momento, con los procesos de 

silenciamiento génico mediado por miARNs. Sólo uno de ellos, RPA2/ROR1 (AT2G24490), 

identificado como uno de los genes candidatos en la mutante 93.1, tiene localización nuclear 

y está asociado a regulación de la expression de genes, aunque no mediada por miARNs 

[266]�[268]. Es interesante que este gen haya sido asociado a los procesos de reparación 

del ADN, dado que AGO1 también ha sido relacionado a dichos procesos [107], lo que deja 

abierta la pregunta de si ambas proteínas podrían participar de las mismas vías de 

reparación de ADN, y en algunos otros procesos. No menos interesante parece la proteína 

ASK3, también identificada en la mutante 93.1, ya que al formar parte del complejo E3 

ubiquitin ligasa SCF [269], [270] podría estar participando en la marcación para degradación 

del algún factor importante en el proceso de carga y selección de hebras de miARNs por 

AGO1, al menos, en los tejidos donde este gen se expresa. 

Con el objetivo de definir cuál de los genes mutados es el que confiere el fenotipo en 

cada mutante, en primer lugar, adquirimos del ABRC líneas mutantes por ADN-T para 

dichos genes, las cuales deberían replicar el fenotipo de alteración en la carga y selección 

de las hebras de miARNs en AGO1 si el gen en cuestión estuviese involucrado en dicho 

proceso. Por otro lado, comenzamos a clonar las versiones salvajes de todos estos genes, 

con las cuales transformaremos las plantas mutantes obtenidas. En este caso, sólo las 

copias salvajes de los genes que causen el fenotipo molecular buscado serán capaces de 

revertirlo. El análisis y caracterización, tanto molecular como mecanística de cada uno de 

estos genes, comprenderán una segunda etapa del proyecto que quedará fuera del marco 

de este trabajo de Tesis. 
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10 CONCLUSIONES GENERALES 

Como conclusión general de este trabajo de Tesis, podemos remarcar que, en primer 

lugar, hemos logrado poner a punto un protocolo de sARN blot no radioactivo, que nos 

permitió la medición y cuantificación de niveles de numerosos miARNs durante todo este 

trabajo de Tesis, como así también en otros proyectos que se llevaron y se están llevando a 

cabo en nuestro laboratorio [148], [196], [197]. Además, este protocolo ha sido útil para otros 

laboratorios ajenos a nuestro instituto [198]�[200]. Esta parte de la Tesis, aunque parezca 

trivial, constituye una contribución fundamental para el laboratorio donde se realizó este 

trabajo, para el instituto de Agrobiotecnología del Litoral, y potencialmente para otros grupos 

ajenos al Instituto. En este sentido, el protocolo desarrollado está siendo utilizado 

constantemente en nuestro laboratorio, así como en colaboraciones con otros grupos. De la 

misma forma, se prevee su utilización indefinidamente a futuro. 

En segundo lugar, identificamos a CARP9 a partir de una mutante obtenida 

previamente en nuestro laboratorio de un screening genético en el cual se buscaba 

identificar factores involucrados en la biogénesis y/o acción de los miARNs. Gracias a este 

trabajo de Tesis podemos decir que CARP9, una proteína previamente no descripta, es una 

proteína nuclear intrínsecamente desordenada, capaz de interaccionar con HYL1 y AGO1 

en el núcleo, actuando como anclaje entre ambas proteínas para permitir la correcta carga 

nuclear del dúplex de miARNs maduro en AGO1 post-procesamiento de su correspondiente 

✍☎✖✠✑☎�✏☎✁ ✁✙✖✂��✓ �✑✖�✂☎✏� ☎✖�✑✞✂✟✙✏� �✑✚✁✖☎✖� ✄✑✖ ✁✌✝☞ ✟✠✂✂✟ ✠✏✂✏ ✄✙✟✙✏☎☎ ✙✖✞ ✙✂✍✞✖✆

de miARN a AGO1 para su carga y posterior selección de la hebra correcta. La identificación 

y caracterización de CARP9 la posiciona como el primer factor conocido de la vía de 

miARNs en actuar exclusivamente en la interfase entre la maquinaria de biogénesis de 

miARNs y el complejo efector RISC. El estudio de mutantes en el gen CARP9 ya permitió 

responder algunas preguntas fundamentales sobre la carga de miARNs en AGO1, y será un 

eslabón clave para el estudio de la dinámica de este proceso. 

Por último, logramos desarrollar un sistema reportero de doble gatillo, como 

herramienta para la identificación de nuevos factores asociados al proceso de carga, 

selección y retención de hebras del dúplex de miARN, de modo de lograr comprender con 

mayor profundidad cómo es que AGO1 decide con qué hebra quedarse, y los mecanismos 

por los cuáles se dicta este proceso. Además del diseño y armado de esta herramienta, 

logramos también, mediante su utilización, la obtención de un importante número de 

pontenciales mutantes con fallas en el proceso de selección y retención de la hebra 

correcta, como así también, otras mutantes con alteraciones en otros pasos de la vía de 

biogénesis y/o acción de los miARNs. A su vez, 4 mutantes obtenidas de este screening 
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fueron secuenciadas, obteniéndose los genes mutados potencialmente causales de los 

fenotipos observados. Estos genes, actualmente están siendo estudiados y caracterizados, 

con el objetivo de comprender su rol en el proceso de carga y selección de hebras de 

miARNs en AGO1. Un estudio más profundo de estos genes, y/o de otras mutantes 

obtenidas durante el desarrollo de este trabajo, quedarán disponibles para futuros proyectos 

del laboratorio, que trascienden al presentado en esta Tesis. 

A modo de cierre, quisiera destacar que, con este trabajo de Tesis y los resultados 

obtenidos en el mismo, hemos realizado un valioso aporte a la comprensión de la vía de 

silenciamiento génico mediado por miARNs. En especial, quisiera resaltar la contribución de 

este trabajo en el estudio de la carga de los miARNs en AGO1, por un lado con la 

identificación de CARP9 como partícipe clave de este proceso, y por otro lado, con la 

generación de una invaluable colección de mutantes que servirá para el estudio de los 

procesos de selección de la hebra por AGO1. 
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Tabla A1. Construcciones utilizadas en esta Tesis. 

 

Nombre Construcción Descripción Referencia 

pPM168 amiR:BASTA::rbcs:Pro35S:: 
F-Luc 

amiR:BASTA fusionado al terminador 
de la transcripción rbcs, seguido del 
Pro35S y el ADNc de la F-Luc en el 
vector de entrada Gateway pJL-Blue. 

Este trabajo 

pPM225 F-Lucmodificada 
ADNc de la F-Luc modificada versión 
3 en el vector de entrada Gateway 
pENTR1A. 

Este trabajo 

pAT001 amiR:BASTA::rbcs::Pro35S:: 
F-Lucmodificada 

amiR:BASTA fusionado al terminador 
de la transcripción rbcs, seguido del 
Pro35S y el ADNc de la F-Luc 
modificada versión 3 en el vector de 
entrada Gateway pJL-Blue. 

Este trabajo 

pAT002 Reportero Doble Gatillo 
Pro35S dirigiendo la expresión del y 
amiR:BASTA y el ADNc de la F-Luc 
modificada versión 3. 

Este trabajo 

pAT007 CARP9 ADNc de CARP9 en el vector de 
entrada Gateway ✍✁✁✁✂�✞�-TOPO® Este trabajo 

pAT011 Pro35S::CARP9 Promotor 35S (Pro35S) dirigiendo la 
expresión del ADNc de CARP9. Este trabajo 

pAT015 Pro35S::eGFP:CARP9 Pro35S dirigiendo la expresión del 
ADNc de CARP9 fusionado a eGFP. Este trabajo 

pAT016 Pro35S::mCherry:CARP9 
Pro35S dirigiendo la expresión del 
ADNc de CARP9 fusionado a 
mCherry. 

Este trabajo 

pAT019 ProADH1::GAL4AD:CARP9 

ProADH1 dirigiendo la expresión del 
ADNc de CARP9 fusionado al 
dominio de activación de GAL4 (AD) 
para ensayo de doble híbrido en 
levaduras. 

Este trabajo 

pAT020 ProADH1::GAL4BD:CARP9 

ProADH1 dirigiendo la expresión del 
ADNc de CARP9 fusionado al 
dominio de unión a ADN de GAL4 
(BD) para ensayo de doble híbrido en 
levaduras. 

Este trabajo 

pAT026 Pro35S::CARP9:N-Citrina 
Pro35S dirigiendo la expresión del 
ADNc de CARP9 fusionado a la mitad 
N-terminal de Citrina. 

Este trabajo 

pPM029 Pro35S::eGFP:SERRATE 
Pro35S dirigiendo la expresión del 
ADNc de SERRATE fusionado a 
eGFP. 

Manavella 
et al., 2012 

pPM082 Pro35S::eGFP:HYL1 Pro35S dirigiendo la expresión del 
ADNc de HYL1 fusionado a eGFP. 

Manavella 
et al., 2012 

pPM115 Pro35S::mCherry:DCL1 Pro35S dirigiendo la expresión del 
ADNc de DCL1 fusionado a mCherry. 

Manavella 
et al., 2012 

pPM273  ProADH1::GAL4AD:HYL1 ProADH1 dirigiendo la expresión del Manavella 
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ADNc de HYL1 fusionado al dominio 
de activación de GAL4 (AD) para 
ensayo de doble híbrido en levaduras. 

et al., 2012 

pPM275  ProADH1::GAL4AD:SE  

ProADH1 dirigiendo la expresión del 
ADNc de SERRATE fusionado al 
dominio de activación de GAL4 (AD) 
para ensayo de doble híbrido en 
levaduras. 

Manavella 
et al., 2012 

pPM334  Pro35S::AGO1:C-Citrina 
Pro35S dirigiendo la expresión del 
ADNc de AGO1 fusionado a a mitad 
C-terminal de la Citrina. 

Este trabajo 

pPM360 Pro35S::eGFP:CPL1 Pro35S dirigiendo la expresión del 
ADNc de CPL1 fusionado a eGFP. 

Manavella 
et al., 2012 

pPM363 Pro35S::HYL1:C-Citrina  
Pro35S dirigiendo la expresión del 
ADNc de HYL1 fusionado a la mitad 
C-terminal de la Citrina. 

Manavella 
et al., 2012 

pPM401  Pro35S::SERRATE:C-Citrina 
Pro35S dirigiendo la expresión del 
ADNc de SERRATE fusionado a la 
mitad C-terminal de la Citrina. 

Manavella 
et al., 2012 

pDC090  Pro35S::DCL1:C-Citrina 
Pro35S dirigiendo la expresión del 
ADNc de DCL1 fusionado a la mitad 
C-terminal de la Citrina. 

Este trabajo 

pPM085  Reportero Pro35S dirigiendo la expresión del 
ADNc de F-Luc y amiRLUC. 

Manavella 
et al., 2012 

S/N Pro35S::eGFP Pro35S dirigiendo la expresión del 
ADNc de eGFP. Este trabajo 

S/N  Pro35S::HaHB11:C-Citrina 
Pro35S dirigiendo la expresión del 
ADNc de HaHB11 fusionado a la 
mitad C-terminal de la Citrina. 

Cedida por 
la Dra. 

Raquel L. 
Chan (IAL) 

pEXP-
AD502 ProADH1::GAL4AD 

ProADH1 dirigiendo la expresión del 
dominio de activación de GAL4 (AD) 
para ensayo de doble híbrido en 
levaduras. 

Manavella 
et al., 2012 

pDB-Leu ProADH1::GAL4BD 

ProADH1 dirigiendo la expresión del 
dominio de unón a ADN de GAL4 
(BD) para ensayo de doble híbrido en 
levaduras. 

Manavella 
et al., 2012 
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Tabla A2. Oligonucleótidos de ADN y sondas utilizadas en esta Tesis. 

 

Gen/ARN pequeño Secuencia Utilizado en 

amiR:LUC CGG GAA AAC GCT GGG CGT TAA sARN blot 

amiR:BASTA AAG CAC GGT CAA CTT CCG TA sARN blot 

amiR:BASTA* TGA ATA CGG ATG TTG ACC GTG A sARN blot 

miR156a-f GTG CTC ACT CTC TTC TGT CA sARN blot 

miR157 GTG CTC TCT ATC TTC TGT CA sARN blot 

miR159a TAG AGC TCC CTT CAA TCC AAA sARN blot 

miR161a CCC CGA TGT AGT CAC TTT CAA sARN blot 

miR164a-b TGC ACG TGC CCT GCT TCT CCA sARN blot 

miR166a-g GGG GAA TGA AGC CTG GTC CGA sARN blot 

miR167a TAG ATC ATG CTG GCA GCT TCA sARN blot 

miR168a-b TTC CCG ACC TGC ACC AAG CGA sARN blot 

miR171 GAT ATT GGC GCG GCT CAA TC sARN blot 

miR319a GGG AGC TCC CTT CAG TCC AA sARN blot 

U6 GCT AAT CTT CTC TGT ATC GTT CC sARN blot 

ARF8 F: CCA CCA CTG CCT TCT CCA 

R: TTC AGC AGC TAC CAC GAG CTG 

qPCR 

SCL6 F: CGT GAA AGC CTC TCA CTG GCG 

R: CAG CCG GAG ATA GAG AAG CTG 

qPCR 

TCP4 F: CAA CCG ATA CAG GAA ACG GAG 

R: CTG GTA TGC GAA AAC CCG AAG 

qPCR 

NF-YA9 F: GGG TAC TGG AGG ACG GTT TG 

R: CGG GGA CTG AGT AAC ATG ACC 

qPCR 

AP2 F: GGT GTC GAA CAA ACC CAA AT 

R: TAC ACG TAC TTC GCC GAC AA 

qPCR 

APS4 F: CTC CGT GAC AAA AAG CTT CCA qPCR 
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R: CAA ATC GAT GCG ACT CGA CG 

ACA10 F: TAC CAA AGG TGG CTT TTA GTG GT 

R: AAC CGA AGA TGC CGT TTG C 

qPCR 

ACTIN2/8 F: GGT AAC ATT GTG CTC AGT GGT GG 

R: GGA GAT CCA CAT CTG CTG GAA TG 

qPCR 

HYL1 F: CAG AAG CAA GCC ACG CAT AAC 

R: CTC AAT CGA CCA CCA AAT TGT ACC 

qPCR 

SERRATE F: GGA CCT GCC CCT TTT CTG TT 

R: GCC CTT TAA CCC AAC CCG AA 

qPCR 

AGO1 (Primers A) F: TCG GTG GAC AGA AGT GGG AAT A 

R: CCA AAG AAC GTG GTA ATG AGC AGG 
qPCR 

AGO1 (Primers B) F: GAC CTT CTT CTG GAC CAC CG 

R: GTA GGC TGA GAA GAC ACC GC 
qPCR 

CARP9 F: GTT GGG GCA AGA CCT TGG G 

R: AAC GTT TGT GTC TCT CCC CAT A 
qPCR 

Pri-amiR:LUC F: ACA AAC ACA CGC TCG GAC GCA T 

R: ATA ACG CGC AGC GTT TTC TCG 
qPCR 

Pri-miR156a F: GTT AAA ACT CAG ATC TAA CAC AAA G 

R: GAG AAC GAA GAC AGG CCA AAG 

qPCR/RIP 

Pri-miR164a F: CCC TCA TGT GCT TGG AAA TG 

R: GCA AAT GAG ACG GAT TTC GTG 
qPCR 

Pri-miR167a F: TCC TTT GTT GTG TTT CAT GAC GAT 

R: ACG GGT GAA ACT GCG AAC A 
qPCR/RIP 

Pri-miR168a F: GGA ACC AAT TCG GCT GAC AC 

R: GGG ATC CAA TCC CTG CTC AC 
qPCR 

Pri-miR171a F: TTT CCT TTG ATA TCC GCA CTT TAA G 

R: TCC ATT TCA ACA CAC ACA TAC AAA TC 

qPCR/RIP 

miR160 RT: GTC GTA TCC AGT GCA GGG TCC GAG GTA TTC 

GCA CTG GAT ACG ATG GCA T 

F: TGG TAT GCC TGG CTC CCT GT 

R: GTG CAG GGT CCG AGG T 

RIP 

miR164a F: CCC TCA TGT GCT TGG AAA TG 

R: GCA AAT GAG ACG GAT TTC GTG 
RIP 
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miR173 RT: GTC GTA TCC AGT GCA GGG TCC GAG GTA TTC 

GCA CTG GAT ACG AGT GAT T 

F: AGG ACA TTC GCT TGC AGA GAG A 

R: GTG CAG GGT CCG AGG T 

RIP 

MIR159A F: GAT CTG ACG ATG GAA GTA GAG 

R: TAA AGC TCC TGA GAT ATG CA 
ChIP 

MIR164A F: TGC ACG TAC TTA ACT TCT CCA 

R: ACA CTT ACA TAT ATG AGA ACT 
ChIP 

MIR165A F: GGG GAA TGT TGT CTG GAT CGA 

R: GGA TGA AGC CTG GTC CGA G 

ChIP 

MIR166A F: TCT TCG GAC CAG GCT TCA TTC 

R: CAA ACA ATC AAT AAC GCA TGT A 
ChIP 

CARP9 F: CAC CAT GTT CAA AGG ATC GTC GAA AC 

R: TCA ATC TTT TCC ATG AGA TGA TG 
Clonado 

CARP9 sin codón 

de stop 

F: CAC CAT GTT CAA AGG ATC GTC GAA AC 

R: GAT CTT TTC CAT GAG ATG ATG CGT A 
Clonado 

ADN-T mutantes 

SALK 

F: ATT TTG CCG ATT TCG GAA C 

(LBb1.3) 
Genotipado 

Mutantes 

SALK 

CARP9 alelo salvaje F: TGA GTC TGG CTT TCA CGA AAC 

R: ATA CCC CTC GAA CAT ATT GGC 

 

Genotipado 

SALK_03256 

(carp9-2) 

CARP9 (plantas 

transgénicas 

pAT011) 

F: CTC CAA ACG AGC ATC CAC ATC CC 

R: TCA ATC TTT TCC ATG AGA TGA TG 
Chequeo de 

inserción 

pAT011 

 

 

 

 

 

 




