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

ABA: Acido Abscisico

ABRC: Centro de Recursos Bioldégicos de Arabidopsis (Arabidopsis Biological
Resource Center)

AD: Dominio de Activacién

ADN: Acido desoxirribonucleico

ADNCc: Acido desoxirribonucleico copia

ADNss: Acido desoxirribonucleico simple cadena

ADN-T: ADN de transferencia

amiR: Micro ARN artificial

ARN: Acido ribonucleico

ARNasa: Ribonucleasa

ARNm: Acido ribonucleico mensajero

ARNt: Acido ribonucleico de transferencia

ATP: Adenosina trifosfato

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

BD: Dominio de unién

BiFC: Complementacién bimolecular de la fluorescencia (Bimolecular Fluorescence
Complementation)

BSA: Albumina de suero bovino

CaMV: Virus del mosaico de la coliflor

CDS: Secuencia codificante (Coding Sequence)

ChIP: Inmunoprecipitacion de la cromatina

Co-IP: Co-inmunoprecipitacién

Col-0: Ecotipo Columbia

cm: Centimetros

CTAB: Bromuro de hexadeciltrimetilamonio

D-Bodies: Corpusculos nucleares de procesamiento de pri-miARNs (Dicing bodies)
dNTP: Desoxinucledétidos trifosfato (mezcla equimolar de dATP, dCTP, dGTP,
dTTP)

ds: Doble cadena (double stranded)
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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 solucion

gPCR: PCR cuantitativa en tiempo real

RIP: Inmunoprecipitacién de ARN (RNA inmunoprecipitation)
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Nomenclatura

Nomenclatura de genes: CARP9, gen CARP9.

Nomenclatura de proteinas: CARP9, proteina CARP9.

Nomenclatura de mutantes: carp9-2, mutante en el gen CARP9, alelo 2.
Nomenclatura de promotores: Promcarrs, promotor del gen CARP9.
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mosaico de la coliflor fusionado a la secuencia codificante de la proteina verde
flourescente (eGFP) y a la secuencia codificante de la proteina CARP9.
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Resumen

3 RESUMEN

En plantas, los ARN pequefios (SARN) controlan multiples aspectos de la fisiologia de
estos organismos, desde la defensa contra virus hasta la estabilidad y topologia de los
genomas. En particular, los micro ARNs (miARNSs), una de las clases mas abundantes de
sARN enddgenos, regulan numerosos procesos durante el desarrollo y la adaptacion de las
plantas al ambiente. Para cumplir sus funciones, los sARNs se asocian a proteinas
ARGONAUTA (AGO). En el caso de los miARNs, AGO1 es el principal efector de la via,
cargando duplex de miARN maduros y reteniendo sélo una de las hebras, la cual usa como
guia para reconocer y silenciar genes blanco. Recientemente, se descubrié que la carga de
miARNs en AGO1 ocurre, al menos en parte, en el nucleo de la célula permitiendo exportar
hacia el citoplasma los miARNs ya asociados al complejo efector RISC. Sin embargo, aun
se desconoce el mecanismo preciso de carga de miARNs en AGO1 dentro del nucleo, y
como esta proteina elige cuél hebra del duplex de miARN retener y cudl descartar. En esta
Tesis buscamos comprender estos dos aspectos de la biologia de la proteina AGO1, en el
contexto de la regulacion génica mediada por miARNSs.

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 deteccién de
miARNs no radiactivo que permitiera la cuantificacién, de manera sensible, de ambas
hebras de un miARN. Ademas, el protocolo permite la re-hibridacion de las membranas,
practica comun en protocolos de deteccion radioactiva pero inexistente en técnicas no-
radioactivas. Mediante el uso de esta herramienta que nos permitié observar cambios en los
niveles de miARNs de plantas mutantes identificadas en nuestro laboratorio y disponibles
para su estudio, logramos identificar a CARP9, una proteina intrinsecamente desordenada
de localizacién nuclear, como un factor que promueve la carga de miARNs en AGO1 en el
nucleo. Mutaciones en el gen que codifica CARP9 llevan a una alteracién en la acumulacién
de miARNs y en el silenciamiento génico, y causan defectos morfoldégicos notables.
Curiosamente, encontramos que CARP9 es capaz de interaccionar con HYL1, pero no con
otras proteinas de la maquinaria de biogénesis de miARNs. De la misma manera, CARP9
interacciona con mMiARNs maduros, pero no con sus precursores, posicionando a esta
proteina 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,
retencién parcial de miARNs en el nucleo, y niveles proteicos reducidos de AGO1. En
conjunto, nuestros resultados sugieren que CARP9 modula la comunicacion HYL1-AGO1
actuando como una proteina de anclaje para permitir la carga adecuada de los miARNs en
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Resumen

el complejo efector RISC. A su vez, estos resultados permiten posicionar a HYL1 como el
potencial “dador” de miARNs a AGO1 durante su proceso de carga nuclear.

Por ultimo, en esta Tesis disefiamos 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 retencion de la hebra guia en el complejo efector AGO1-miARN. El sistema
reportero consta de un miARN artificial disefiado para que su hebra guia (amiR:BASTA)
silencie al gen de resistencia al herbicida BASTA, mientras que su hebra pasajera
(amiR:BASTA*) silencia una versiébn modificada de la proteina bioluminiscente Firefly
Luciferasa (F-Luc). El sistema reportero fue introducido en plantas de Arabidopsis thaliana y
se evalu6 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 establecio la concentracion de trabajo del herbicida. Una vez identificada
una linea de plantas homocigotas para el sistema reportero con caracteristicas 6ptimas, las
mismas se sometieron a mutagénesis al azar y posterior identificacion de mutantes de
interés. Los genomas completos de estas mutantes fueron secuenciados, y se determiné
bioinformaticamente los potenciales genes vinculados a los fenotipos observados. De esta
manera, se generd una coleccion de mutantes, cuyos analisis preliminares de algunas de
ellas se describen en esta Tesis, que nos permitira estudiar los procesos que dictan la
seleccion de la hebra guia de miARNs por AGO1.

Como resultado de este trabajo de Tesis, hemos logrado generar un avance
significativo en la comprension de la biologia de la proteina AGO1 en las vias de
silenciamiento génico mediado por miARNs. En especial, esta Tesis aporta nuevas
evidencias que permiten comprender mejor como es el proceso nuclear de carga de
miARNs en AGO1 al haber identificado la proteina, CARP9, que actla en la interfase entre
la maquinaria de procesamiento de miARNs y el complejo efector RISC. Ademas, logramos
identificar potenciales mutantes con alteracion en la seleccién de hebras de miARNs por
AGO1, lo que permitird 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 mMiRNA-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
complex. Concurrently, these results allow HYL1 to be positioned as the potential “donor” of
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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5 INTRODUCCION

La morfologia de las plantas esta determinada por diversos procesos que regulan el
crecimiento y la diferenciacién de los 6rganos. El tamano y la forma de estos 6rganos, a su
vez, depende del niumero, tamafo y tipo de células que los componen [1]. Los érganos se
desarrollan a partir de grupos de células indiferenciadas y totipotentes que constituyen los
meristemas. Estas células son capaces de diferenciarse en cualquier tipo celular, y dada la
naturaleza sésil de las plantas, esta caracteristica les permite adaptarse a los constantes
cambios en los factores ambientales a las cuales se encuentran expuestas, asegurando su
supervivencia [2]. Los complejos patrones de crecimiento, division y diferenciacién celular
que definen los distintos pasos del desarrollo de las plantas, deben estar finamente
regulados temporal y espacialmente. Esta regulaciéon ocurre, en gran parte, modulando
positiva o negativamente, la abundancia de los transcriptos de muchos genes en las células
de cada tejido.

Dado que todas las células somaticas poseen la misma informacion genética, la clave
para conseguir la especializacion estructural y funcional de las células es la expresion
diferencial de ciertos genes. A su vez, los niveles de los productos de estos genes, y su
distribucion espacial, dependen en gran parte del contexto celular, de desarrollo y ambiental
[2]. Asi, es necesaria una fina y sincronizada regulacién de la expresién génica, llevada a
cabo a distintos niveles, desde el remodelado de la cromatina hasta modificaciones post-
traduccionales sobre las proteinas, de manera de tener un correcto balance entre la
expresion de un gen y los niveles de proteina funcional derivada de dicho gen.

La abundancia de los transcriptos de muchos genes esta regulada tanto a nivel
transcripcional como post-transcripcional por ARNs pequefios de unos 20 a 24 nucleétidos
(sARNs del inglés small RNAs). Estos, actian uniéndose a sus transcriptos blancos por
complementariedad de bases, desencadenando el silenciamiento génico ya sea por
modificaciones de la cromatina, la degradacion por corte de ARN mensajeros (ARNm), o la
inhibicion de la traduccion mediada por los ribosomas [3], [4].

5.1 Los ARNs pequenos de plantas

En plantas, los ARNs pequefios cumplen diversas funciones controlando tanto el
desarrollo como las respuestas a estrés, contribuyendo a la plasticidad fenotipica y
regulando la estabilidad y compactacion de la cromatina. A comienzos del siglo XXI
aparecieron los primeros reportes sobre el descubrimiento y la descripcion de los ARNs
pequenos en plantas [5]-[8], algunos afios después de la primera aparicion en escena de los

sARNSs en animales [9], [10]. De hecho, fue en plantas donde primero se asocié a los SARNs
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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 pequefios han sido clasificado
en subfamilias basados en sus origenes, mecanismos de biogénesis y proteinas
involucradas, y en sus modos de accién [3]. Como condicion sine qua non, todos los ARNs
pequenos de plantas se producen a partir de precursores de ARNs doble cadena los cuales
son reconocidos y procesados por distintas proteinas del tipo DICER-LIKE (DCL). Una vez
generado un sARN, el cual mantiene su condicién de ARN doble cadena, se asocia a alguna
de las proteinas ARGONAUTA (AGO) codificadas en el genoma de plantas para cumplir su
funcion. 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 desestabilizacion del ARNm y/o bloqueo
de su traduccién. 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 pequefios de
interferencia (siARNs del inglés small interfering RNAS), y aquellos que derivan de
moleculas de ARN simple cadena que se pliegan sobre si mismas formando estructuras de
ARN doble cadena, generalmente de apareamiento imperfecto, conocidos como micro ARNs
(miARNSs) [3]. Estas dos grandes clases de ARNs pequefos a su vez pueden dividirse en
distintos subgrupos de sARNs (Figura 1) en funcion de los mecanismos de biogénesis
involucrados, como asi también el tamafo y la funcién de cada sARN [3].
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Clasificacion terciaria

phasiARNSs: grupo de siARNs en fase

derivados de un precursor dsARN
con extremos uniformemente definidos
que dispara su produccion

tasiARNs: siARNs secundarios que
tienen uno o mas transcriptos blancos
distintos de los de su locus de origen

\

Figura 1. Clasificacion de los ARNs pequenos (figura modificada de Axtell, 2013 [3]).

5.1.1

Los ARNs pequenos de interferencia (siARNSs)

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

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

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

provenientes de regiones heterocromaticas, siARNs heterocromaticos (het-siARNs). Estos

siARNs, que normalmente tienen una longitud de ~24 nt, se generan en regiones genémicas
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repetitivas y ricas en transposones. Su principal funcion 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 1V) la cual actua
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
proteina AGO4 [15], reconoce transcriptos generados en la misma regién por la ARN
Polimerasa dependiente de ADN V (Pol V) [16]-[18], disparando la metilacion del locus vy,
por ende, su silenciamiento, en un mecanismo conocido como metilacién del ADN dirigida
por ARN (RdDM del inglés RNA-directed DNA methylation) [19].

El segundo tipo de siRNA mas comudn 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 anémalos 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 duplex de siARN de 21 y 22 nt
respectivamente [23]. Posteriormente, estos siARNs son cargados en distintas proteinas
AGO (mayormente AGO1), para disparar el silenciamiento por clivaje de sus ARNs blanco
[24]-[26]. En algunos casos el PTGS puede amplificarse disparando la producciéon de
siARNs secundarios, llamados asi dado que se generan en un paso posterior a la acciéon de
algun siARN o miARN cargado en alguna proteina AGO. La produccién de siARNs
secundarios depende de varios factores como el mal procesamiento de ciertos transcriptos
[27], el numero de sitios blanco de miARNs que tiene el transcripto, el tamafno del sARN que
lo dispara, la estructura del duplex del cual proviene [28]-[32], y la proteina 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 proteinas 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 (hpARNSs)

Muchos loci en los genomas de plantas, derivados de repeticiones invertidas (IR del
inglés inverted repeats), producen ARNs simple hebra que se pliegan sobre si mismos
formando una estructura de horquilla. Estas estructuras de ARN doble cadena normalmente
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son reconocidas y procesadas por proteinas DCL para producir SARNs. En lineas generales,
las proteinas DCL2, DCL3 y DCL4 reconocen horquillas con alto nivel de apareamiento
entre los brazos del dsARN generando sARNs de 22, 24 y 21 nt respectivamente [36], [37].
Recientemente en nuestro laboratorio, encontramos en la regién promotora del factor de
transcripcibn HaWRKY6 de girasol, un elemento IR derivado de un elemento transponible
(MITE, del inglés Miniature IR Transposable Element), capaz de transcribirse y ser
procesado por la proteina DCL3, generando het-siARNs que regulan su propio /ocus en un
mecanismo complejo y dindmico que involucra metilacién y remodelamiento de la cromatina
mediante la formacion de loops activadores y represores de la transcripcion [38].

Aquellas horquillas con apareamiento imperfecto en su regidbn dsARN son
normalmente reconocidas por DCL1 para generar miARNs. Este tipo de sARN es el
segundo en abundancia dentro de la poblacién de ARNs pequenos, siendo los factores mas
importantes en la regulacién post-transcripcional de la expresion génica, tanto en plantas
como en animales. Debido a que los objetivos de esta Tesis abordan cuestiones
relacionadas principalmente con la maquinaria de accién de esta clase de sARNs, a
continuacién, se hara foco en los mecanismos de biogénesis y accién de los miARNs, como

asi también en las proteinas que participan de estas vias.

5.2 Los microARNs

Después de los het-siARNs, la segunda familia de ARNs pequenos mas abundantes
en plantas son los miARNSs, representando aproximadamente un 20% de la poblacion total
de sARNs de la célula. Los miARNSs, todos codificados en el genoma de la planta, tienen un
rol esencial en el silenciamiento de la expresidén génica al igual que en la gran mayoria de
los organismos eucariotas. Si bien las vias de biogénesis y accion de los miARNs en plantas
difieren significativamente de las vias en animales, estos sSARNs actuan de manera similar
en ambos reinos, inactivando ARNm blanco a nivel post-transcripcional (PTGS del inglés
Post-Transcriptional Gene Silencing), controlando distintos procesos de desarrollo, defensa
y adaptacién [39]. En plantas, estos sARNs enddgenos de 20-22 nt regulan los niveles de
transcriptos de genes que codifican mayoritariamente para factores de transcripcion,
proteinas de respuesta a estrés, y proteinas que regulan el desarrollo de las plantas [40].

Basados en las diferencias y similitudes entre las vias en plantas y animales, asi como
en la conservacion de sus componentes esenciales, se sugiere que posiblemente estas vias
han evolucionado a partir de un mecanismo de silenciamiento primordial por siARNs con un
modo de accion basado en el clivaje de los transcriptos blancos de silenciamiento de un
ancestro comun, y que en ambos casos, evolucionaron en paralelo como un sistema de

defensa contra virus y transposones que finalmente se adapté a la regulacion post-
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trancripcional de la expresién de genes [41]. Dentro del reino de las plantas, varias familias
de miARNSs se encuentran conservadas en muchas especies, incluso algunas de ellas estan
presentes en todos los linajes de plantas terrestres. Sin embargo, muchos otros miARNs
han surgido y evolucionado en paralelo, siendo especificos inclusive entre especies
relacionadas [42]-[44]. Asi, los miARNs aparecen como un importante componente de la
maquinaria de regulacién de la expresion génica, con un fuerte rol a lo largo de la evolucién

en la adaptacion de las plantas al ambiente.

5.3 Biogénesis de los microARNs

Los miARNs se producen a partir de transcriptos de miARN primarios (pri-miARN) que
se pliegan sobre si mismos formando estructuras secundarias del tipo “tallo-burbuja”, capaz
de ser reconocidos y procesados por la endonucleasa del tipo RNase Il DICER-LIKE1
(DCL1). Esta enzima genera miARNs maduros doble cadena (duplex de miARNSs) que, una
vez cargados en ARGONAUTE1 (AGO1), cumplirdn con sus funciones regulatorias
silenciando ARNms blanco (Figura 2). Desde el descubrimiento de los primeros miARNs en
plantas, se han identificado numerosas proteinas que participan y regulan la biogénesis y
accion de los miARNs, convirtiendo a esta via en una intrincada y compleja red compuesta
por un gran numero de actores y reguladores del silenciamiento [45]-[48]. A fin de
comprender como se producen y actdan los miARNs en plantas, dividimos esta via en
etapas sucesivas discretas.

5.3.1 Transcripcion de genes MIR

Los miARNs estan codificados en el genoma de las plantas, en numerosos genes
MIR que son transcriptos por la ARN Polimerasa Il (Pol Il) [49]. Al igual que cualquier gen
qgue codifica para proteinas, los genes MIR contienen en su regién promotora secuencias
reconocidas por la maquinaria de transcripcién basal, y multiples sitios de reconocimiento
para factores de transcripcion especificos [50]. La Pol Il es reclutada a los /oci de los genes
MIR por el co-activador general de la transcripcién Mediator [51], y su dominio C-terminal
(CTD) es fosforilado por las enzimas CYCLIN-DEPENDENT KINASES F;1 y D (CDKF;1 y
CDKD) activandola para la transcripcioén [52]. Las proteinas NEGATIVE ON TATA LESS2
(NOT2) y CELL DIVISION CYCLE 5 (CDC5) aparecen como factores de transcripcion
generales para todos los genes MIR, asocidndose a sus promotores y promoviendo su
transcripcién [53], [54], en tanto que el complejo Elongator favorece la elongacion
transcripcional en estos loci [55]. Se han descripto varios otros factores asociados a la
regulaciéon de la transcripcion de los genes MIR, tratados con mayor profundidad en
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recientes revisiones [45], [47]. Los transcriptos primarios nacientes (pri-miARNs) son
protegidos por la adicién de la caperuza (CAP) en su extremo &, poliadenilados en su
extremo 3’, y en aquellos casos en los que los pri-miARNs contengan intrones, los mismos

seran 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 nucleo
central de este complejo lo componen la enzima ARNasa nuclear tipo Il DICER-LIKE1
(DCL1) que se encarga de realizar los cortes sobre el pri-miARN, acompafada de las
proteinas accesorias HYPONASTIC LEAVES1 (HYL1) y SERRATE (SE), que mejoran la
eficiencia y precisiobn de los cortes realizados por DCL1, dando lugar al duplex 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 sélo
asociados a la transcripcion de genes.

A diferencia del mecanismo descripto en animales, en el que la escision del duplex de
miARN se realiza en dos cortes sucesivos, catalizados primero por la endonucleasa
DROSHA en el nucleo y segundo por DICER en el citoplasma [60], en plantas, el
procesamiento de los pri-miARNs se produce completamente en el nacleo, y es DCL1 la
unica enzima encargada de realizar todos los cortes necesarios para la escision del duplex
de miARN [8], [58]. Los precursores de miARNs en plantas tienen una gran variedad de
tamanos y estructuras de plegamiento, sin embargo, la maquinaria de procesamiento logra
generar de cada uno de ellos el correspondiente miARN biolégicamente 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 DCLA1
realiza el procesamiento de los pri-miARNs mediante 4 mecanismos distintos segun la
naturaleza del precursor, desde la base hacia la burbuja, o viceversa, y en 2 0 mas pasos de
corte, segun el tamano y la estructura del precursor [4].

El ndcleo central del complejo de procesamiento tiene como actor principal no sélo a
DCL1, sino también a la proteina con dominio de union a dsARN HYL1 y a la proteina 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 proteinas
no serian 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 morfoldgico
caracteristico 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 inactivacién de estos cofactores genera una
importante baja en los niveles de los miARNs maduros, y un procesamiento erréneo e
impreciso de los pri-miARNs. HYL1 homodimeriza y se une a la region con estructura de
tallo (dsARN) del pri-miARN a través de sus dominios de union a ARN doble cadena
(dsRBDs del inglés double-strand RNA binding domains) en su extremo N-terminal, y
mediante su interaccion 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 proteinas CAP-BINDING PROTEIN 20 y 80 (CBP20 y CBP80) del complejo nuclear de
unién al cap-5’ (CBC del inglés cap-binding complex), que mediante su interaccion con SE
promueven el correcto procesamiento de los precursores de miARNs [72]-[74]. Otras
proteinas involucradas en el proceso de splicing, también participan en el procesamiento de
pri-miARNSs, relacionando estrechamente ambos procesos [45]. Ademas, otras proteinas
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
interaccion con los pri-miARNs y el complejo de proteinas DCL1, HYL1 y DCLI1,
estabilizdndolo y modulando la actividad de DCL1 [75]-[78].

5.3.3 Regulacion de la maquinaria de procesamiento

Hasta hace algunos arfios se tenia la idea de que la maquinaria de biogénesis de
miARNSs era ubicua en toda la planta, y se mantenia 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
via se encuentra finamente regulada a distintos niveles. La proteina 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 fosforilacion [80].
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Figura 2. Representacion esquematica de la via de biogénesis y accion de los miARNs, y su
regulacion (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 proteina nuclear XAP5 CIRCADIAN
TIMEKEEPER (XCT/CMA33) [81], [82]. Ademas, 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 €l mismo
producidos. Por un lado, el miR162 silencia al transcripto de DCL1 en la unién entre los
exones 12 y 13 [84]. Por otro lado, en el intron 14 del ARNm de DCL1 reside el precursor del
miR838, lo que produce una competencia entre la maquinaria de procesamiento de pri-
miARNSs, 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 eliminacién de este
intron, y una disminucién en sus niveles de transcripto funcional [85]. A nivel post-
traduccional, DCL1 se fosforila en su dominio helicasa, y esta fosforilacion es necesaria para
su interaccion con DDL [76], [78], sin embargo, hasta el momento se desconoce cual seria el
rol molecular de esta fosforilacion sobre DCL1.

La actividad, estabilidad y localizacion 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 uniéon a dsARN (DRBMs),
y que esta fosforilacién inactiva a HYL1, lo que deriva en la produccion de miARNs
defectuosos debido a un mal procesamiento por parte de DCL1, y a fallas en la seleccién y
retencién de la hebra del duplex de miARN/miARN* por parte de AGO1 y el complejo
efector. La inactivacién de HYL1 mediante su fosforilacién se produce por la accion de las
quinasas MPK3 y SnRK2 [80], [87], en tanto que su activacién por defosforilacion es
mediada mayormente por las fosfatasas CPL1 y 2 a través de la interaccion directa con SE,
convirtiéndolas en cofactores muy importantes dentro de la maquinaria de procesamiento de
precursores de los miARNs [86]. El estado de fosforilacion de HYL1, ademas de modular la
actividad de la proteina, define su estabilidad y localizacion celular [88]. HYL1 se mueve
entre el nucleo y el citoplasma dindmicamente, aunque se desconoce que funcién cumple en
este ultimo. La B importina KETCH1 se encarga de importar a HYL1 desde el citoplasma
hacia el nacleo, para que se acople a la maquinaria de procesamiento de miARNs y cumplir
con sus funciones en la via [89]. En una condicion de oscuridad, luego de cumplir sus
funciones en el ndcleo, la version activa no fosforilada de HYL1, sale al citoplasma y es
degradada por una proteasa aun no identificada [88], [90]. Sin embargo, una porcion de
HYL1 fosforilada se mantiene en el nlcleo escapando de la degradacion citoplasmatica.
Durante el dia, el supresor de la fotomorfogénesis  CONSTITUTIVE
PHOTOMORPHOGENIC 1 (COP1) se transporta desde el nicleo al citoplasma, y protege a

HYL1 de su degradacion inhibiendo a la proteasa que la degrada [90]. En esta condicion
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luminica, la versién fosforilada inactiva de HYL1 que se mantuvo en el nucleo, actia como
reserva para que la maquinaria de biogénesis se reactive rapidamente mediante la
defosforilacién de HYL1 mediada por CPL1/2 de modo de recuperar nuevamente los niveles
de miARNs [88].

5.4 Eventos post-procesamiento y ensamblado del complejo RISC

Una vez procesado un pri-miARN por DCL1, se libera un duplex miARN/miARN* con
dos nucleétidos sobresalientes en cada extremo 3’, y que carece del CAP-5 y cola de
poli(A) en su 3', caracteristicas que le brindan estabilidad a los ARNm protegiéndolos de su
degradacién por RNAasas. Este duplex de miARN es reconocido por la metiltransferasa
HUA ENHANCER1 (HEN1) en sus extremos 3’ sobresalientes de cada hebra, y afade un
grupo metilo al grupo 2'-hidroxilo de la ribosa de cada nucledsido en la posicion 3,
previniendo la degradacién del miARN maduro [91], [92]. HEN1 contiene un motivo de unién
a dsARN (DRBM), mediante el cual se une a los duplex de miARN dejando sus extremos
sobresalientes 3’ apuntando hacia el sitio activo, metilandolos de manera Mg?* dependiente
[93]. HENT1 se localiza tanto en nucleo como citoplasma [56], pero su interaccion con HYL1 y
DCL1 sugiere que la metilacion se produce en el nucleo inmediatamente después de la
escisién del duplex de su precursor [94]. De hecho, la interaccion entre DCL1 y HEN1 se
produce en el mismo motivo de DCL1 que le permite interaccionar con SE, sugiriendo que
luego del procesamiento del pri-miARN, SE es desplazada del complejo DCL1-HYL1-
miARN/miARN* por HEN1, la cual ocupa su lugar para modificar el miARN maduro [45], [94].

Una vez que el duplex miARN/miARN* es metilado y protegido de la maquinaria de
degradacion, se cargar en el complejo de silenciamiento inducido por ARN (RISC del inglés
RNA-Induced Silencing Complex) mediante la asociacién con la proteina AGO1, principal
efector del PTGS mediado por miARNs [95]. El ensamblado del complejo RISC requiere de
la chaperona HEAT SHOCK PROTEIN 90 (HSP90), la cual homodimeriza e interacciona con
AGO1, proceso que es asistido y facilitado por la proteina SQUINT (SQN), proteina ortéloga
ala CYCLOPHYLIN 40 (CYP40) de animales [96]-[99]. SQN contiene un dominio N-terminal
peptidil-prolina isomerasa (PPlasa) y un dominio C-terminal TPR (del ingés tetratrecopeptide
repeat) mediante el cual interacciona con el dominio C-terminal de secuencia MEEVD de las
variantes citosolicas de HSP90, esencial para la funcion de SQN [96], [98], [100]. Por otra
parte, la PROTEIN PHOSPHATASE 5 (PP5), actia como un represor del ensamblado del
complejo RISC [98].
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Figura 3. Esquema de formacién del complejo RISC. A) Modelo anterior (figura modificada de lki y
col., 2012 [98]). B) Modelo actual (figura modificada de Bologna y col., 2018 [101]) C) Estructura de
Ago2 de humanos, homdloga a AGO1 de plantas. En rojo se representa la hebra guia del miARN.
(figura modificada de Nakanishi, 2016 [102]).
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El modelo propuesto para la formacion del RISC sugiere que luego de su
homodimerizacion, HSP90 se une a AGO1. Mediante la hidrélisis de ATP, HSP90 provoca
un cambio conformacional en la estructura de AGO1, lo que facilita la incorporacion del
duplex maduro miARN/miARN*. Una vez el duplex cargado, HSP90 se disocia de AGO1 de
manera dependiente de ATP, provocando un nuevo cambio conformacional en AGO1 que
induce la remocidén de la hebra pasajera del duplex (miARN*), manteniendo cargada la
hebra guia (miARN) (Figura 3A) [97], [98]. ElI mecanismo que describe cambios
conformacionales en la estructura de AGO1 y su relacion con la eliminacion de la hebra
pasajera también se ha descripto para otras proteinas AGO en animales [102].

Por mucho tiempo se pensé que el ensamble del complejo RISC y la seleccion de la
hebra guia se llevaban a cabo en el citoplasma, bajo la premisa de que el duplex
miARN/miARN* metilado es exportado al citoplasma por la proteina HASTY (HST) [103],
homologa a la EXPORTIN 5 (EXPO5) de humanos que exporta pre-miARNs del nucleo al
citoplasma donde son procesados por DICER [104], y la observacion de que HSP90 y SQN,
ambas necesarias para el ensamblado del RISC, son proteinas que cumplen sus funciones
en el citoplasma [96], [100], [105], [106]. Sin embargo, a pesar de presentar niveles
disminuidos de miARNSs, plantas mutantes en HST presentan una distribucién normal de
miARNs en nucleo/citoplasma [103], lo que sugiere que debe existir otra via mediante la cual
se transportan los miARNs del nacleo al citoplasma.

Varios reportes demuestran que AGO1 no sélo se localiza en citoplasma, sino también
en el nucleo, cumpliendo funciones en la regulacién de la expresién génica y reparacion del
ADN danado por UV [107]. En este sentido, se ha reportado que AGO1 y HYL1
interaccionan en el nucleo, mas precisamente en corplsculos nucleares que podrian ser los
D-bodies [56]. HYL1, por su parte, ademas de asistir a DCL1 en el procesamiento de los
precursores de miARNs, se mantiene unida a los duplex de miARN post-procesamiento, e
interacciona con HENT1 facilitando la metilacion de los duplex [67], [94]. También se ha
reportado que HYL1 cumple un rol importante en el proceso de seleccion de la hebra guia
de los miARNs una vez que se produjo su carga en AGO1 [86], [108], posiblemente
mediante la interaccidbn entre ambas [56]. Recientemente, Bolonga y colaboradores
encontraron que el extremo N-terminal sin estructura de AGO1 contenia una senal de
localizacién nuclear (NLS del inglés Nuclear-Localization Signal) putativa y una sefal de
exportacion nuclear (NES del inglés Nuclear-Export Signal), ambas muy conservadas en
todas las proteinas AGOs de plantas [101]. En el citoplasma el NES de AGO1 no cargada se
encuentra escondido, pero no asi su NLS, que se encuentra expuesto permitiendo el ingreso
de AGO1 al nucleo donde es capaz de interaccionar con homodimeros de HSP90
generando los cambios conformacionales que le permite la carga del duplex miARN/miARN*

metilado (Figura 3B) [97], [101]. Si bien se ha descripto a las chaperonas HSP90 como
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citosodlicas, Samakovli y colaboradores reportaron que estas contienen NLS y NES putativos
en sus secuencias, y confirmaron su localizacidon subcelular tanto en nucleo como en
citoplasma [109]. Una vez cargado el duplex en AGO1, se produce la disociacién del
complejo AGO1-HSP90, cambiando nuevamente la conformacion de AGO1, derivando en la
remocién de la hebra pasajera del duplex, y en la exposicién del NES. Asi el complejo
miARN:AGO1 es exportado al citoplasma via CRM1/EXPORTIN1 para disparar el
silenciamiento (Figura 3B) [101]. Dos proteinas de la familia de las B-Importinas,
ENHANCED MIRNA ACTIVITY1 (EMA1) y TRANSPORTIN1 (TRN1), has sido asociadas al
control de la carga de los miARNs en AGO1. EMAT1 tiene un rol negativo sobre la carga de
los duplex miARN/miARN* en AGO1, mientras que TRN1, mediante una interaccién directa
con AGO1, regula la carga de los miARNs de manera positiva [110], [111]. Si bien ambas
son proteinas pertenecientes a la familia de las B-Importinas, ninguna tiene un rol directo
sobre la traslocacion nucleo/citoplasma de AGO1, dado que plantas deficientes en estas
proteinas no presentan diferencias en la particion nacleo/citoplasma ni de AGOT1, ni de
miARNSs, respecto de plantas salvajes [110], [111]. Este modelo logra explicar parcialmente
como los miARNs son exportados al citoplasma, pero aun resta identificar el mecanismo
preciso de carga de AGO1 y responder algunas cuestiones fundamentales sobre este
proceso. Entre ellas, ¢se precisa de algun otro cofactor para la carga del duplex en AGO1, o
sblo HYL1 es suficiente? En un reciente estudio se observé una gran variedad de duplex
miARN/mMiARN* metilados en el citoplasma libres, es decir, no cargados en ningin complejo
RISC ni asociados a ninguna proteina [112], lo que sugiere que al menos una porcién de los
duplex se estaria exportando del nucleo en un mecanismo independiente y paralelo al

recientemente descripto.

5.5 Proteinas ARGONAUTA

Las proteinas AGO se encuentran muy conservadas en todas las eucariotas, siendo
las principales efectoras del silenciamiento mediado por ARN. La cantidad de genes AGO
entre especies varia significativamente, habiendo solo uno en Schizosaccharomyces pombe
pero ninguno en Saccharomyces cerevisiae, cinco en Drosophila melanogaster, ocho en
Humanos, y 27 en Caenorhabditis elegans [113] Por su parte, Arabidopsis contiene 10
genes AGO, los cuales se agrupan filogenéticamente en 3 clados. El primero lo componen
AGO1, AGO5 y AGO10; el segundo AGO2, AGO3 y AGO7; y el tercero AGO4, AGOB,
AGO8 y AGO9 [26].

Todas las proteinas AGO estan definidas por 3 dominios funcionales muy conservados
en su C-terminal (los dominios PAZ, MID y PIWI), y una region N-terminal variable en la cual

recientemente se han identificado sefales de localizacion y exportacion nuclear (NLS vy
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NES) [26], [101]. Los dominios PAZ, MID y PIWI estan conectados por dos regiones linkers
L1y L2, que les permiten adoptar la estructura adecuada para cargar al SARN y posicionarlo
correctamente sobre su transcripto blanco a silenciar. Las proteinas AGO adoptan una
estructura biglobular con una ranura central en donde se carga el sSARNs. En el dominio
MID, un loop especifico para nucleétidos que recubre la ranura donde se unira el sARN,
reconoce su nucleotido 5’, mientras que el dominio PAZ une el extremo terminal 3’ del
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
catalitico Asp-Asp-His (DDH) [116], sin embargo, la sola presencia de este motivo no es
condicién suficiente para que AGO presente actividad catalitica de endonucleasa.

5.5.1 Las proteinas AGO en Arabidopsis thaliana

Dentro del clado 1, AGO1 es el principal efector del silenciamiento mediado por
miARNSs, y a los fines de esta Tesis, merece una revision especifica donde sera tratada en
mayor detalle. AGO10, también conocida como ZWILLE o PINHEAD, es el paralogo mas
cercano de AGO1 [26]. Su expresion esta limitada sélo a algunas células de forma tejido-
especifica, y su funcion estd asociada a la represion de la actividad de los miR165/166,
actuando en el mantenimiento de las células meristematicas y en la polaridad de las hojas
[117]-[121]. También participa en el silenciamiento mediante inhibicién de la traduccion de
algunos ARNms, como el caso de AGOT a través del miR168 [122]. Por su parte, AGO5 se
expresa particularmente en megaesporas en desarrollo donde deberia cumplir con funciones
mediadas por miARNs y siARNs necesarias para el desarrollo de los gametofitos masculinos
o la especificacion del tipo celular [123].

El clado 2 se compone de AGO2, AGO3 y AGO?7. 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 jovenes activos.
También participa en defensa contra virus y bacterias cargando y estabilizando varios
miARN*s, y en reparacién del ADN cuando se dafa por estrés genotoxico [4], [124]-[128].
AGOS, 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
funcién esta asociada casi exclusivamente al miR390 y a la produccién 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 transicién de la fase juvenil a la fase adulta y el
patron adaxial/abaxial de las hojas [30], [33].

31



Introduccion

Las proteinas AGO del clado 3, AGO4, AGO6 y AGO9, cargan especificamente
siARNs de 24 nt generados por DCL3. AGO4 es el efector principal de la via RdDM, y del
silenciamiento de transposones y regiones repetitivas del genoma, como ha sido introducido
previamente. Ademas, AGO4 también carga miARNs poco comunes de 24 nt producidos por
DCLS3, para dirigir la metilacion de los genes MIR que dieron origen a esos miARNSs. Incluso
puede sustituir funcionalmente a AGO1 y AGO7 en la biogénesis de tasiARNs [33], [130]. Se
ha observado que AGO6 tiene funciones parcialmente redundantes con AGO4, en
determinados loci blancos de metilacién via RdDM [131]. Sin embargo, andlisis a gran
escala han demostrado que en general, los siARNs de 24 nt cargados en AGO4, AGO6 y
AGO9 provienen de distintas regiones del genoma [15]. Mas aln, los patrones de expresion
de estas AGOs son diferentes, indicando que cada una dispara RdDM en distintos /oci de
manera tejido-especifica [15]. Por su parte, AGO8 presenta niveles de expresion
indetectables en todos los estadios y tejidos de Arabidopsis estudiados, por lo que es

considerado un pseudogen sin funcién alguna [26].

5.6 ARGONAUTA1 (AGO1). Caracteristicas, funciones y localizacién

AGO1 es el miembro fundador de la familia de proteinas ARGONAUTA de los
organismos eucariotas, ya que fue identificada por primera vez en estudios que se realizaron
en plantas de Arabidopsis [132]. De hecho, el nombre que recibe esta familia de proteinas
en todos los reinos, se deriva del nombre que se le dio a las plantas del primer alelo mutante
de AGO, al cual llamaron argonautei (ago1) por el parecido entre la forma de las hojas y los
tentaculos de los moluscos cefalépodos del género Argonauta [132]. Posteriormente, varios
nuevos alelos mutantes ago1 nulos o hipomoérficos fueron identificados, algunos de los
cuales surgieron de screenings relacionados a la reactivacion de genes silenciados post-
transcripcionalmente, lo cual rapidamente la ubicOo como un importante factor en el
silenciamiento mediado por ARN [133]-[135]. Hoy sabemos que AGO1 cumple un rol central
en el silenciamiento génico mediado por miARNs (generados por DCL1), y en la produccién
y actividad de los tasiARNs (generados por DCL1 o DCL4 segun el caso). También participa
en el silenciamiento antiviral cargando viARNs de 21 y 22 nt (siARNs derivados de virus),
producidos por DCL4 y DCL2, respectivamente [128]. En general AGO1 tiende a unir
preferencialmente sARNs de 21 nucleétidos con un uracilo en la posiciéon 5’ y su principal
modo de accion es a través del clivaje de trascriptos blancos a través de su motivo canénico
de actividad RNaseH, DDH, en su dominio PIWI [136], [137]. Sin embargo, AGO1 también
participa en el silenciamiento mediante represion de la traduccion, posiblemente acoplado a
los mecanismos de decaimiento del ARN (RNA decay) [138]. Una fraccion de AGO1 se

encuentra asociada a membranas, siendo una proteina periférica de membrana. Esta
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asociacion depende de la sintesis de isoprenoides, dado que una deficiencia en Arabidopsis
de enzimas de la via de sintesis 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 asociacion de proteinas a estas [139]. Ademas, AGO1 fue asociada
particularmente al reticulo endoplasmatico rugoso (RER), mas precisamente a polisomas, en
donde se demostr6 que se produce el silenciamiento génico mediante inhibicion de la
traduccion mediada por miARNs [140].

Asi como el nucleo central de la maquinaria de procesamiento de precursores de
miARNs esta finamente regulada a varios niveles, AGO1 no es la excepcién. 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 expresion 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 produccién de siARNs secundarios dependientes de RDRG6,
reforzando el silenciamiento de AGO1 [32], [142]-[144]. Recientemente se reportd que el
duplex miR168a/miR168a* contiene en su regién central una estructura flexible que genera
tres alternativas posibles de apareamiento entre las dos hebras. Segun la conformacién que
adquiera el precursor pri-miR168a, su procesamiento liberara distintos duplex con diferentes
propiedades y secuencias [122]. Mientras que el duplex simétrico de 21 nt se carga
normalmente en AGO1 y silencia a su propio transcripto, la isoforma de 22 nt generada por
una conformacién del precursor que presenta bucles asimétricos en la region del duplex, es
preferentemente cargada por AGO10 [122] y silencia al mensajero de AGO1 por inhibicién
traduccional, ademas de inducir la produccion de siARNs secundarios amplificando la
represion de AGO1. Este mecanismo parece ser aprovechado por el tombusvirus para
suprimir el silenciamiento antiviral mediado por AGO1, a través de la proteina viral supresora
del silenciamiento por ARN, P19 [122]. HOS1, una ubiquitin E3 ligasa de respuesta a estrés,
regula transcripcionalmente al loci del MIR168 controlando asi los niveles de AGO1 [145].
Proteinas relacionadas a la actividad de AGO1, como las HSPs que participan en la
formacion del RISC, se regulan bajo condiciones de estrés, lo que deriva en el control de la
via de silenciamiento de miARNs [146], [147].

A nivel post-traduccional, la regulacién de la estabilidad proteica de AGO1 también
tiene un rol fundamental en el control de su homeostasis. Los primeros indicios de la
regulaciéon de AGO1 via degradacién, aparecieron en estudios de interaccién virus-planta. El
principal mecanismo de defensa de las plantas contra los virus esta asociado al

silenciamiento de ARNSs 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 proteina 2b codificada por el virus de mosaico del pepino (CMV del inglés
Cucumber Mosaic Virus) que interacciona con AGO1 para inhibir su actividad [148].
Ademas, existen numerosos supresores virales que actian en la regulacién de la estabilidad
de AGO1 promoviendo su degradacion. La proteina F-box PO del Polevirus actia como
supresor viral reconociendo el dominio PAZ de AGO1 y dirigiéndola a degradacién [149].
Las proteinas F-box forman parte de los complejos SCF (Skp1-Cullin-F-box proteins) E3
ubiquitin ligase, que marcan proteinas por ubiquitinacion para dirigirlas a degradacién via
proteosoma 26S [150]-[152]. Posiblemente PO secuestra a la maquinaria SCF E3 ubiquitin
ligasa, imitando a las F-box enddgenas de la planta, y utiliza este sistema para desactivar la
maquinaria de defensa antiviral [153]. Estudios posteriores, identificaron a la proteina F-box
FBW2 (del inglés F-box WD-repeat domain-containing protein 2) como un regulador
endogeno negativo de la estabilidad proteica de AGO1 [154]. Sin embargo, se ha observado
que la AGO1 poli-ubiquitinada tanto por PO como por FBW2 no se degradan via proteosoma
26S exclusivamente, sino también por autofagia [149], [154], [155]. AuUn cuando la
desestabilizacion proteica de AGO1 por PO y FBW2 ha sido asociada a autofagia, también
se ha visto que la ubiquitinacion de AGO1 por el supresor viral P25 del virus X de la papa
promueve la degradacion de la proteina 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
expresion de genes blanco mediante la tri-metilacion de la lisina 27 de la Histona3 (H3K27).
Encontramos que CLF reprime directamente el loci de FBWZ2, la cual ubiquitina a AGO1 para
su degradacion via autofagia y/o proteosoma, como se menciond anteriormente. Ante
exposiciéon UV, CLF previene la degradacion de AGO1 permitiendo la activacion de las
respuestas de reparacion del ADN danado por UV, asi como la regulacion programada de
muerte celular después de la irradiacién [107], [157]. También encontramos que AGO1 es
preferentemente degradado en mutantes clf cuando esta unida a mARNs blanco. Este
fendbmeno se encuentra promovido cuando los mensajeros blancos no son clivables,
sugiriendo que una unién prolongada de AGO1 a su blanco favorece la degradacién de
AGO1 [157]. Esta observacidon adquiere relevancia en miras de un potencial mecanismo de
reversion del silenciamiento de genes por inhibicion traduccional mediada por AGO1,
mediante la modulacién de la estabilidad de esta proteina.
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5.7 Cargay seleccion de hebras del duplex miARN/miARN* en proteinas AGO

Una vez cargado el duplex miARN/miARN* en AGO1, el complejo RISC debe
guedarse con la hebra correcta, denominada hebra guia (miARN), y remover la hebra
pasajera (miARN*), para finalmente dirigirse hacia su transcripto blanco y silenciarlo. La
seleccion de la hebra en Arabidopsis no es un proceso al azar; contrario a esto, depende de
la presencia de ciertos factores, de la estabilidad de las hebras, de la naturaleza del
nucleétido en el extremo 5', y de la estructura del duplex.

Como regla general, tanto en animales, insectos y plantas, la hebra del duplex de
miARN con el extremo 5’ menos estable termodinamicamente es la que frecuentemente se
carga en el complejo RISC, y por lo tanto, definida como la hebra guia, mientras que la
hebra con el extremo 5 unido mas fuertemente en el duplex, es la que finalmente se
remueve y degrada [102], [108], [158]-[160]. Posiblemente la interacciéon mas débil del 5’ le
facilite al dominio N-terminal de las proteinas AGO la separacién de las hebras del duplex
desde ese extremo para remover la hebra pasajera. Sin embargo, esta regla general esta
lejos de explicar la seleccion de hebras de todos los miARNs dado que muchos miARNs
retenidos no cumplen con esta premisa. En Arabidopsis, el tamarfio del sARN define en qué
AGO se terminara cargando. Asi, siARNs de 24 nt se cargan en AGOs del clado Ill, mientras
gue los miARNs y siARNs de 21 y 22 nt se cargan preferentemente en AGO1, AGO2,
AGO5, AGO7 y AGO10 [4].

Otro factor importante que define en qué AGO se carga el duplex miARN/miARN*, es
la naturaleza del primer nucleétido del extremo 5 de la hebra. EI dominio MID de las
proteinas AGO une el extremo 5 del miARN, y tiene la capacidad de discernir cual es el
primer nucle6tido en la hebra. En Arabidopsis, AGO1 se une preferentemente a miARNs con
un uracilo (U) en su extremo 5’, mientras que AGO2 selecciona sARNs con una adenina (A),
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