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1. RESUMEN.

Los microARNs (miARN) son ARN pequefios de ~20-22nt, de codificacion enddgena, que regulan multiples
rutas bioldgicas a través de la modulacién de la expresidn génica. En plantas controlan el desarrollo, la
sefializacion hormonal y la respuesta al estrés. En humanos, se considera que el 60% de los genes estan
regulados por miARNs. Los miARNs reconocen a sus genes blancos por complementariedad de bases, y los
guian a su degradacién o inactivacién traduccional. La especificidad de la interaccion miARN-ARN

mensajero (ARNm) ha permitido el disefio de miARNSs artificiales para silenciar genes de interés.

Los miARNs son procesados a partir de largos precursores con extensa estructura secundaria.
Estos precursores son cortados por ribonucleasas del tipo Ill, como DICER LIKE1 (DCL1) en plantas. DCL1
realiza al menos dos cortes sobre el ARN doble hebra (ARNdh) y libera al miARN maduro, de ~21nt, junto a
la hebra complementaria del mismo, denominada miARN*. DCL1 es asistida por otras proteinas, como la
proteina de unién a ARN doble hebra, HYPONATIC LEAVES1 (HYL1) y la proteina de dedos de zinc SERRATE
(SE).

Tanto en plantas como en animales el precursor del miARN contiene pistas espaciales que
determinan la posicién del miARN a lo largo de su secuencia. Mientras que los precursores de animales
presentan un tamafio uniforme, los precursores de plantas representan una coleccidon de tamafios y formas
variables que pueden ser procesados mediante cuatro mecanismos diferentes. La biogénesis de los miARNs
es un proceso clave porque determina la secuencia exacta de nucledtidos del ARN pequefio funcional y por
ende los genes regulados por él. Para responder a este interrogante desde un punto de vista gendmico
hemos desarrollado una técnica denominada SPARE (del inglés, “Specific Parallel Amplification of RNA
Ends) que permite analizar los intermediarios de procesamiento de todos los precursores de Arabidopsis

thaliana.

Los resultados obtenidos mediante la técnica de SPARE en conjunto con mutagénesis dirigida de
los precursores de miR171, miR156/miR157 y mIR319 nos ha permitido caracterizar mecanismos de
procesamiento exclusivos de plantas que implican el reconocimiento de la porcidn apical del precursor y la
actividad de corte sucesiva de DCL1. A su vez el analisis global del procesamiento de miARN, nos llevo a
proponer que la biogénesis de miARNs en plantas depende de la direcciéon de procesamiento del precursor,
el nimero de cortes necesarios para liberar el miARN maduro y el determinante estructural que es

reconocido para ubicar la posicidn del primer corte.



2. ABREVIATURAS.

A

ADN

ADNasa

ADNc

AGO

ARN

ARNasa

ARNdh

ARNmM

ARNsh

ATP

C

CBC

CBP

Col

DCL

DDL

DGCR8

diARNs

dsRBD

EXP5

G

GTP

HEN1

HESO1

HYL1

IR-siARNs

LB

Adenosina.

Acido desoxirribonucleico.

ADN nucleasa.

ADN complementario.

proteina de la familia ARGONAUTA.

Acido ribonucleico.

ARN nucleasa.

ARN doble hebra.

ARN mensajero.

ARN simple hebra.

Adenosin trifosfato.

Citosina.

Complejo de unidn a Cap.

Proteina de unidn a Cap.

ecotipo Col-0 de Arabidopsis thaliana.
Ribonucleasa DICER-like.

Dawdle.

Di George syndrome critical region gene 8.
ARNSs pequeiios inducidos por ruptura doble hebra de ADN.
Dominios de unién a ARNdh.

Exportin-5.

Guanina.

Guanosin trifofato.

Hua Enhancer 1.

Supresor de Hua Enhancer 1.

Hyponastic leaves 1.

ARNSs pequeiios derivados de repeticiones invertidas.

Medio de cultivo para bacterias Luria-Bertani.



LNA “Locked nucleic acid ”.

ImiARN MicroARN largo.

miARN MicroARN.

min. Minuto/s.

MOS2 Modificer of sncl 2.

MS Medio de cultivo para plantas Murashige-Skoog.
nat-miARN miARNSs naturales.

nt Nucledtidos.

pb Pares de base.

PCR Reaccidn en cadena de la polimerasa.

Pol ARN polimerasa.

PTGS silenciamiento génico transcripcional.

rasiARN ARN pequeios asociados a regiones repetidas.
RDR ARN polimerasa dependiente de ARN.

RdDM Metilacién del ADN dependiente de ARN.

RISC Complejo de silenciamiento inducido por ARN.
RT Retrotranscripcion.

SE Serrate.

seg segundo/s.

siARN ARN pequefio interferente.

SIC Sicklel.

SMC Sitio de Multiple Clonado.

STAl Stabilized 1.

T Timina.

T1 Lineas transgénicas seleccionada independiente.
tasiARN ARN pequefio de accién en trans.

T-ADN Fragmento de ADN plasmidico transferido al genoma nuclear en las transformaciones

con Agrobacterium tumefasciens.

TGH Tougth.



TGS Silenciamiento génico transcripcional.

Tm temperatura de fusién.
u Uracilo.
wt Silvestre.

Palabras tomadas del inglés

Loop
Bulge

mismatch
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Introduccion

3. Introduccion

3.1. Silenciamiento génico y ARN pequeios en plantas.

El control de la expresidn génica es un proceso vital para los organismos multicelulares. Este proceso es
utilizado por las células para ajustar el conjunto de genes expresados durante el desarrollo o para
responder frente a cambios en su ambiente. En plantas y animales, la generacién de los diferentes tipos
celulares que forman en conjunto un organismo multicelular depende de que los genes se activen en las

células adecuadas y en los momentos precisos del desarrollo.

Muchos de los mecanismos regulatorios operan mediante el control de la expresion a nivel
transcripcional y post-transcripcional. En los ultimos afios moléculas de ARN de 20 a 25 nucleétidos (nt) de
longitud han cobrado vital importancia como reguladores de la expresién génica en eucariotas. En plantas
existen distintos tipos de ARN pequeiios que se diferencian en su biogénesis y modos de accién, lo cual ha

permitido clasificarlos.

A pesar de sus diferencias, los mecanismos de silenciamiento génico mediado por ARNs pequefios
comparten cuatro pasos comunes y necesarios (i) el procesamiento de un ARNdh largo para liberar un
duplex de ARN, de un tamafio de 18-25 pares de bases (pb) de longitud, (ii) la metilacion de ambos
extremos 3° del duplex, (iii) la seleccion de una de las hebras del diuplex de ARN y su incorporacion en el
complejo efector que contiene una proteina de la familia ARGONAUTA (AGO) vy, por ultimo, (iv) el
reconocimiento del acido nucleico blanco por complementariedad de bases y su silenciamiento (Bologna

and Voinnet, 2014; Chapman and Carrington, 2007).

El procesamiento del ARNdh requiere la participacidn de ribonucleasas clase Ill denominadas DICER
(Bologna and Voinnet, 2014). Las proteinas DICER se encuentran conservadas en eucariotas y estan
presentes en organismos unicelulares, vertebrados y plantas superiores. En plantas los homdlogos de
DICER se denominan DCL (del inglés, “Dicer-Like”). Luego de que DCL produce la liberacién del duplex de
ARN, la ARN metiltransferasa HUA ENHANCER 1 (HEN1) metila el grupo 2°0OH de la ribosa en cada extremo

3" del mismo, lo cual lo protege de la degradacidon por otras ARNasas (Boutet et al., 2003).

A continuacidn, una de las dos hebras del duplex es incorporada en AGO y actla como guia para el
complejo RISC (por sus siglas en inglés RNA induced silencing complex)(Llave et al., 2002). Este complejo,
lleva a cabo la busqueda del acido nucleico complementarios al ARN pequefio simple hebra (ARNsh). El
silenciamiento génico post transcripcional (PTGS) puede darse por corte endonucleolitico sobre ARNm
blanco, desestabilizacion del ARNm o supresién traduccional. Mientras que el silenciamiento génico
transcripcional (TGS) requiere de la metilacidon de citosinas (C) en el ADN o de las histonas (Bologna and

Voinnet, 2014).
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3.1.1. Clases de ARN pequefos en plantas.

En A. thaliana existen cuatro proteinas DCLs, DCL1 a 4, cada una de las cuales participa en la biogénesis de
distintos ARNs pequenos. DCL1 produce ARN pequefios de ~21nt, mientras que DCL2, DCL3 y DCL4 produce
ARN pequefios de un tamafio de 22nt, 24nt y 21nt de longitud, respectivamente (Qi et al., 2005). Los ARNs
pequeiios enddégenos que son responsables del PTGS se dividen en cuatro grupos segun a sus origenes,
proteinas efectoras asociadas y funciones bioldgicas. Estos grupos son: (i) los miARNs, (ii) los ARN pequefios
de interferencia derivados de repeticiones invertidas (IR-siARNs), (iii) los ARNs pequefios de interferencia
de accién en trans (tasiARNs) y (iv) ARN pequefios de interferencia derivados de transcriptos antisentido

naturales (nat-siARNs) (Bologna and Voinnet, 2014).

Los IR-siARNs provienen de loci discretos dispersados a lo largo del genoma de las plantas. Estas
repeticiones invertidas al transcribirse dan lugar moléculas de ARNsh que se pliegan sobre si mismos dando
un ARNdh de elevada complementariedad y longitud variable (Dunoyer et al., 2007; Dunoyer et al., 2010;
Kasschau et al., 2007). Estos ARNdh son procesados por DCL4/DCL2, dando siARNs de 21-22nt y DCL3 24nt
siARNSs. Incluso DCL1 participa de esta via, al facilitar la separacién del ARNdh de la regidn de ARNsh del
transcripto primario de los IR (Dunoyer et al., 2007; Dunoyer et al., 2010). Las funciones bioldgicas de estos
ARNs pequefios no estdn del todo clara, y se ha propuesto que podrian responder a stress o expresarse en

tejidos especificos (Dunoyer et al., 2010).

Los miARNs se procesan a partir ARNdh imperfectos mas largos denominados precursores de
miARN o pri-miARNs. Los pri-miARN se forman por hibridacién intramolecular de un ARNsh, dando como
resultado un ARNdh imperfecto. Esta estructura secundaria con forma de horquilla posee con un tallo
doble hebra imperfecto y un loop terminal. El precursor es procesado por un complejo que contiene a la
proteina DCL1 (Bologna and Voinnet, 2014). Tanto la biogénesis como la estructura secundaria de este

grupo de ARNs pequefios seran ampliadas en las Secciones 3.4y 3.5.

Los tasiARNs son codificados por genes que al transcribirse dan lugar a un ARN no codificante
denominados TAS. Este transcripto es reconocido y cortado por accién de un miARN que posee una
secuencia complementaria al mismo (Allen et al., 2005). Los fragmentos de corte de del ARN TAS son
estabilizados por la proteina SGS3 (del inglés, “supresor of gene silencing 3”) y son convertidos en ARNdh
por la accion de polimerasa dependiente de ARN, en particular RDR6. Este ARNdh de complementariedad
perfecta, es procesado por DCL4, generando ARNs pequefios de 21nt, cuya secuencia estd especificada por
la fase generada a partir del corte del miARN inicial. Algunos de estos tasiARNs se incorporan a un complejo
RISC y guian el corte de los transcriptos de otros genes de manera similar a la accion de un miARN (Allen et
al., 2005; Gasciolli et al., 2005; Xie et al., 2005; Yoshikawa et al., 2005). En Arabidopsis se han descripto
ocho loci que codifican para ARNs TAS. TAS1a, TAS1b, TAS1c y TAS2 son cortados por miR173 cargado en
AGO1. TAS3a, TAS3b y TAS3c son cortados por miR390 cargado en AGO7 y TAS4 es cortado por miR828

11



Introduccion

(Allen and Howell, 2010; Cuperus et al., 2010a; Montgomery et al., 2008a; Montgomery et al., 2008b;
Peragine et al., 2004)

Los nat-siARNs se diferencian de los anteriores por el origen de su precursor. Estos se originan a
partir de un ARNdh formado por la transcripcién bidireccional convergente de dos genes parcialmente
solapados (Borsani et al., 2005; Katiyar-Agarwal et al., 2006). En los casos reportados hasta el momento
uno de los genes solapados presenta una expresion constitutiva, por lo que la induccién de la expresion del
gen complementario activa la formacion del ARNdh, el cual es procesado por DCL1 o DCL2 liberando nat-
SiARN primarios que inducen el corte sobre el ARNm expresado constitutivamente (Borsani et al., 2005;
Katiyar-Agarwal et al., 2006). Ejemplos de esto incluyen a nat-siRNASROS5 inducido por stress por sal y a
nat-siRNAATGB2 el cual sdlo se acumula en respuesta a infecciones por bacterias patégenas. (Zhang et al.,

2013).

Existe un segundo grupo de ARNs pequefios enddgenos los cuales participan del TGS (i) siARNs
asociados a regiones repetidas (rasiARNs) (ii) microARNs largos (ImiARNSs) (iii) ARNs pequefios inducidos a
partir de ruptura doble hebra del ADN (diARNs). La metilacién del ADN dependiente de ARN (RdDM)
requiere de ARNs pequefios de 24nt generados por DCL3, los rasiARNs. Estos previenen la transcripcion de
transposones y regiones repetidas a través de la metilacién de novo de C mediante las proteinas DOMAINS
REARRANGED METHYLTRANSFERASE 1 (DRM1) y DRM2. La biogénesis de estos ARNs pequefios depende
dos ARN polimerasas exclusivas de plantas (Pol), Pol IV y Pol V. Estas transcribirian regiones de
heterocromatina produciendo largos transcriptos de ARNsh, los cuales serian convertidos a ARNdh
mediante la accién de RDR2. Estos ARNdh son procesados por DCL3, metilados por HEN1 y cargados en
AGO4, los rasiARNs desencadenarian la RdDM que en ultima instancia resultaria en TGS en el locus de

origen (Bologna and Voinnet, 2014; Matzke et al., 2009).

Trabajos anteriores en arroz y Arabidopsis mostraron que varios pri-miARNs pueden ser procesados
por DCL3 para liberar ImiARN de 24nt. Estos son metilados por HEN1 y cargados en AGO4. Luego el
complejo AGO4-ImmiARN dirige la metilacion de C tanto el locus del MIARN (cis) como en el locus del gen
blanco del miARN (trans) (Chellappan et al., 2010; Wu et al.).Recientemente se ha demostrados que los
mecanismos de reparacion de rupturas doble hebra del ADN (ADNdh) dan lugar a la produccion de ARNs
pequeiios, lo diARNs. En Arabidopsis lo diARNs de 21 y 24nt provienen tanto de la hebra sentido como
antisentido en regiones cercanas a las rupturas de ADNdh (Wei et al., 2012b). Un modelo que continua
siendo especulativo, propone que Pol V generaria ARNsh a partir de regiones proximales de las rupturas de
ADNdh luego una RDR convertiria el ARNsh en ARNdh el cual seria procesado por DCL2, DCL3 y DCL4 para
dar diARNs. Los complejos AGO2-diARN serian reclutados al sitio de la ruptura de ADNdh donde reclutarian

a la maquinaria de reparacion de ADN (Wei et al., 2012b).
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3.2. MicroARNs en plantas

Los miARNs son ARN pequefios de ~20-22nt, de codificacion enddgena que regulan otros ARNs, a los que
reconocen por complementariedad de bases (Bologna and Voinnet, 2014). En plantas controlan procesos
vitales como el desarrollo, sefializacion hormonal y respuestas al estrés (Ambros et al., 2003; Axtell, 2008;
Carthew and Sontheimer, 2009; Cuperus et al., 2011; Song et al., 2010; Voinnet, 2009). En principio, los
miARNs pueden controlar la expresidon génica de maneras diferentes, ajustando cuantitativamente los
niveles finales de las proteinas o bien eliminando los transcriptos de ARN en la célula reasegurando la

inactivaciéon de ciertos genes.

Tanto en plantas como en animales, los miARNs son generados a partir de loci endégenos (Figura
I.1A). Mientras que muchos miARNs de animales provienen de intrones o regiones no traducidas de ARNm
codificantes (Carthew and Sontheimer, 2009; Kim et al., 2009), en plantas los genes que codifican para
miARNs son unidades transcripcionales independientes (Allen et al.,, 2004). Al igual que los genes
codificantes para proteinas, los genes que codifican miARNs (MIARNSs) son transcriptos por la Pol Il en
conjunto con co-activadores como el MEDIATOR y NOT2b (Kim et al., 2011; Wang et al., 2013). Luego
sufren modificaciones similares a los ARNm codificantes de proteinas: poliadenilacién, agregado caperuzay
corte y empalme; este Ultimo proceso suele ocurrir principalmente hacia la regién 3’de los pri-miARN

(Schwab et al., 2013; Xie et al., 2005; Zhao and Srivastava, 2007).

Varios factores de splicing contribuyen al procesamiento del pri-miARN, incluyendo a la proteina de
dedos de zinc del tipo C2H2 SE y las subunidades CAP-BINDING PROTEIN 80 (CBP80) y CBP20, del complejo
de uniodn a la caperuza (CBC) (Laubinger et al., 2008), todos ellos se asocian al co-activador transcripcional
NOT2b (Wang et al., 2013). Se ha propuesto que otras dos proteinas STABILIZED 1 (STA1) y SICKLE (SIC)
participan de este proceso ya que stal y sic muestran una reduccion en la acumulacion de miARNs
maduros, y acumulan grandes niveles de pri-miARN con retencién de intrones (Ben Chaabane et al., 2013;
Zhan et al., 2012). Parte de los defectos de estas mutantes podrian deberse en a que el ARNm de DCL1
también requiere de splicing para dar lugar a la proteina funcional (Ben Chaabane et al., 2013)(Figura 1.4,

Seccién 3.4.2).

Los pri-miARN se pliegan y forman una estructura de apareamiento imperfecto de tallo y loop
(Figura 1.1B). Esta estructura dentro del transcripto primario se conoce como precursor de miARN.
Posteriormente el precursor de miARN es sustrato de la proteina DCL1, asociada con algunas proteinas
accesorias. Este complejo produce al menos dos cortes sobre la estructura de tallo para liberar al miARN

maduro junto a la hebra complementaria del mismo, denominada miARN*.

El duplex miARN/miARN* es metilado y luego el miARN es incorporado a una proteina AGO1
mientras que el miARN* es degradado (Figura I.1C). Ya en el complejo RISC el miARN guia al complejo hacia

una molécula de ARNm complementario. En plantas, usualmente cada ARNm blanco contiene un Unico sitio
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localizado en la regidén codificante que es complementario al miARN (Figura |.1D)(Llave et al., 2002;
Rhoades et al., 2002). Una vez que se reconoce el ARNm blanco la proteina AGO1 del complejo RISC puede
introducir un corte en un enlace fosfodiester del ARNm en el sitio blanco del miARN, o inhibir la traduccidn

del mismo (Brodersen and Voinnet, 2009; Chen, 2004).

A
P°' I Gen de miARN
: l
Ribonucleasa
tipo 1l Precursor miARN
(DCL1)
c RISC ‘P miARN
(AGO1)
. miARN
I S———
ARNm Blanco
D
[\ —
—A— Corte
ARNm
Inhibiciéon
Traduccional

Figura I.1. Biogénesis y accion de los miARNSs en plantas. Esquema que muestra el proceso de sintesis, procesamiento
y mecanismo de accién de los miARNs en plantas.

A) Los pri-miARNs son transcriptos por la Pol Il y se pliegan sobre si mismos en una estructura de tallo y loop
imperfectos.

B) Estas estructuras son procesadas en el nucleo por DCL1 junto a otras proteinas accesorias, liberando el duplex
del miARN/miARN*.

C) El miARN es incorporado en la proteina AGO1 para formar el complejo RISC. Alli el miARN guia al ARNm blanco
gue es reconocido por complementariedad de bases.

D) La regulacién de genes blancos ocurre principalmente por el corte endonucleolitico del ARNm blanco, aunque
algunos miARNs también regulan negativamente la expresién de los ARNm al inhibir la traduccion.

3.3. Genes de miARNs y conservacion evolutiva

Los miARNs se registran en la base de datos de miARNs a través de numeros correlativos (miRBASE

http://www.mirbase.org/). Actualmente existen mas de ~8500 MIARNS del reino Plantae anotados y en
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Arabidopsis se han identificado mds de 300 MIARNs (miRBASE-Release 21: Febrero 2017)(Kozomara and
Griffiths-Jones, 2014). Los genes de miARN se agrupan en familias, las cuales incluyen los diferentes loci
que codifican para miARNs con secuencia madura similar o idéntica, y que se diferencian en el resto de las
secuencias del precursor (Meyers et al.,, 2008). Muchos de los miARNs conservados sufrieron de
duplicaciones a partir del locus original, por lo que las familias de miARNs conservados poseen multiples
loci. Incluso existen familias muy numerosas compuestas por 13 loci como es el caso de la familia miR169,

también hay familias compuestas por un Unico gen.

Hay 21 familias de miARNs conservados en plantas dicotileddneas (Figura 1.2)(Cuperus et al., 2011;
Chavez Montes et al., 2014). Sin embargo el nimero de familias puede variar dependiendo si miR156/157,
miR165/166, miR170/171 o miR159/miR319 son considerados dos familias separadas o un a Unica stuper
familia (Cuperus et al., 2011; Meyers et al., 2008). El resto de las familias tienen una distribucién
taxondmica mds restrictiva a determinados géneros. A su vez muchos pequeiios ARNs han aparecido
recientemente en la evolucién y por lo tanto aparecen en un nimero pequefio de especies, estos son
denominados miARN jévenes (Axtell, 2008; Axtell and Bowman, 2008). En general los miARN jovenes se
encuentran representados por genes de copia Unica en el genoma y sus genes blanco incluyen una amplia

gama de proteinas que abarcan multiples aspectos de la biologia de plantas.

En animales se han encontrado miARNs conservados en especies muy distantes como gusanos
hasta humanos (Pasquinelli et al., 2000). Sin embargo no se han encontrado miARNs conservados entre
animales y en plantas, lo que sugiere que han aparecido en forma independiente durante la evolucidn
(Cuperus et al., 2011). A pesar de que los miARNs en plantas y en animales compartan componentes

basicos, su biogénesis y su modo de accidn difieren entre ellos.
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miR159/319
miR160
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miR390
miR395
miR396
miR397
miR398
miR162
miR164
miR167
miR168
miR169
miR172
'miR393
miR394
miR399
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miR2111
miR403
'miR472
miR857
miR441
'miR444
miR818
miR821
miR1435
miR437
miR2118
miR2275
miR528
miR529

I iR536

miR171

Bryophyta Funariacea
Selaginellaceae

Pinaceae
Panicoideae
Ehrhartoideae
Pooideae
Basal eudicots Ranunculaceae
i Solanaceae
Vitaceae
Eurosid | Fabaceae
Euphorbiaceae

Salicaceae
Eurosid Il Rutaceae
Brassicaceae

Em: Embriofitas Tr: Traqueofitas Es: Espermatofitas An: Angiospermas Eu: Eudicots Cr: Core rosids
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Figura 1.2. Familias de miARNs conservados en plantas. Familias de miARNs (columnas) que se encuentran
conservados entre diferentes especies (filas). Las familias de miARNs especificas de una sola especie fueron omitidas.
Los grupos de familias de miARNs son marcados con diferentes colores de acuerdo al rango taxondmico inferido.
Tomado de (Cuperus et al., 2011).

3.4. Biogénesis de miARN

3.4.1. Procesamiento de miARNs en animales

Al igual que en plantas, los genes de miARNs de animales son transcriptos por la Pol Il. Los pri-miARN
pueden poseer un tamafo de varias kilobases de longitud y presentar varias estructuras locales de tallo y
loop que daran lugar a mas de un miARN (Kim et al., 2009). Un pri-miARN tipico consiste en un tallo de 33-
35pb, un loop terminal pequefio y un segmento de ARNsh hacia los extremos 3’y 5. La transicién de ARN
ARNdh entre el tallo y los extremos de ARNsh (ARNsh-dh), se denomina unién basal, mientras que la
transicion de ARNsh-dh entre el tallo y el loop terminal, se denomina unién apical (Figura I.3A). El
procesamiento de los precursores de animales, consta de dos pasos de los cuales el primero es realizado en

el nucleo y el segundo en el citoplasma (Ha and Kim, 2014).

El primer corte en el nucleo es realizado por un complejo denominado microprocesador (Figura
I.3B). El mismo esta constituido por una molécula de la ribonucleasa de tipo Ill, DROSHA y por dos
moléculas de la proteina Di George sindrome critical gene 8 (DGCR8), esta proteina accesoria posee
dominios de unién a ARNdh (dsRBD). El complejo microprocesador produce el primer corte sobre el pri-
miARN, el cual se ubica 11pb hacia arriba de la unién basal, y 22pb hacia debajo de la unién apical (Figura
I.3B). Esto produce la liberacién del pre-miARN, una estructura de tallo y loop de ~65nt que luego es
exportada al citoplasma (Figura 1.3D)(Denli et al., 2004; Gregory et al., 2004; Han et al., 2004a; Kwon et al.,
2016; Zeng and Cullen, 2005).

Un posible modelo para explicar el mecanismo de reconocimiento y corte del microprocesador
propone que DROSHA se une a la base del pri-miARN, mientras que las dos moléculas de DGCR8 reconocen
la regidn apical del mismo (Figura 1.3C). De esto modo las DGCRS8 interaccionarian entre si frontalmente y
con DROSHA hacia abajo. DROSHA tendria dos sitios de unién para DGCR8, uno en cada dominio ARNasa
tipo 1ll, mediando de este modo, el ensamblado del complejo microprocesador alrededor del pri-miARN. A
continuacién DROSHA reconoceria la transicién de ARNsh-dh presente en la unién basal del pri-miARN vy
realizaria un corte a ~11pb de la misma. En este sentido DROSHA no sélo aportaria la actividad catalitica
para realizar el corte sino que ademas determinaria la posicién de corte al contar 11pb de ARNdh desde la

unién basal, funcionando como una regla molecular (Figura 1.3C) (Kwon et al., 2016; Nguyen et al., 2015).

La proteina de transporte nuclear EXPORTIN-5 (EXP5) reconoce el tallo inferior de ARNdh del pre-
miARN con dos nucledtidos 3 protruyentes (Figura I.3E). Luego forma un complejo con la proteina nuclear
de unidn a GTP, RAN-GTP. Este complejo es exportado a través de los poros nucleares al citoplasma. Una
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vez alli, la hidrolisis de GTP promueve la disociacién de este complejo y la liberacién del pre-miARN en el
citosol (Ha and Kim, 2014; Lund et al., 2004, Yi et al., 2003). Algunos pre-miARNs procesados por vias no-
candnicas son trasportados mediante la proteina EXPORTIN-1, sin embargo las estructuras reconocidas en

el pre-miARN por la misma no estan del todo claro (Ha and Kim, 2014).

En el citoplasma una segunda ribonucleasa de tipo Ill, DICER conjuntamente con TRPB, otra
proteina de uniéon a ARNdh, produce un segundo corte sobre el precursor para liberar el duplex
miARN/mIARN* (Figura 1.3E). Este segundo corte ocurre a ~22nt de distancia del sitio donde se habia
producido el primer corte por DROSHA. DICER se une a los nucledtidos 3" protruyentes dejados por
DROSHA vy desde alli realiza un corte a una distancia fija de ~22nt (Figura 1.3F). Cabe destacar que la
distancia fija de corte depende de la especie y el tipo de DICER, en el caso de |la DICER de Giardia intestinalis
el corte ocurre a ~25nt (Ha and Kim, 2014; Kwon et al., 2016). Finalmente, el miARN maduro es

incorporado al complejo RISC (Figura 1.3G)(Ha and Kim, 2014).

Ademas de esta ruta candnica de procesamiento, se han descripto vias alternativas. Para algunos
precursores, el requerimiento de DROSHA puede ser suplantado por la maquinaria de corte y empalme
(splicing)(Okamura et al.,, 2007; Ruby et al., 2007). En el caso de otros, es necesaria la interaccidon de
proteinas especificas con el loop terminal (Guil and Caceres, 2007; Trabucchi et al., 2009). Por ultimo,
existen casos en donde, el procesamiento de ciertos precursores puede estar especificamente inhibido en
ciertos tejidos o determinadas condiciones (Heo et al., 2008; Obernosterer et al., 2006; Viswanathan et al.,

2008).
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1.3. Biogénesis de miARN en animales.

A) Dentro del pri-miARN existe una transicion de ARNsh-dh en la base llamada unién basal y una transicion de
ARNsh-dh en el loop, llamada unién apical.

B) El complejo microprocesador conformado por DROSHA y DGCR8 realiza el primer corte en el citoplasma.

C) DROSHA reconoce la union basal y realiza el corte a ~11pb de la mismo.

D) El pre-miARN es exportado al citoplasma.

E) El segundo corte es mediado por un complejo formado por DICER y TRBP.

F) DICER reconoce los extremos 3 protuyentes dejados por DROSHA en el pre-miARN y corta a ~22pb, liberando el
duplex miARN/miARN*

G) El miARN es incorporado en el RISC mientras que el miARN* es degradado.

3.4.2. Procesamiento de miARNs en plantas

Los miARNSs se diferencian de otros ARNs pequefios por su biogénesis particular que implica su escision de

un precursor con extensa estructura secundaria en forma de tallo y loop (Jones-Rhoades et al., 2006). El
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miARN maduro se ubica en uno de los brazos del precursor, apareado con una secuencia parcialmente
complementaria denominada miARN* (Figura |.4). A diferencia de lo que ocurre en animales, los
precursores de miARNs de plantas son procesados completamente en el nicleo mediante DCL1 (Park et al.,

2002; Reinhart et al., 2002).

DCL1 es asistida por la proteina de unidon a ARNdh HYL1 y SE (Figura 1.4) (Laubinger et al., 2008;
Vazquez et al., 2004a). Estas tres proteinas interaccionan fisicamente y co-localizan con el pri-miARN en los
cuerpos D en nucleo (del inglés Dicing-Bodies)(Fang and Spector, 2007; Fujioka et al., 2007; Song et al.,
2007). HYL1 y SE mejoran la eficiencia y precision del corte de DCL1, en concordancia con esto alelos
fuertes de se son letales mientras que mutantes en hy/1 causan severos defectos en el desarrollo (Dunoyer
et al., 2007; Han et al., 2004b; Lobbes et al., 2006; Yang et al., 2006). La inactivacidon de las proteinas de
unién a ARN TOUGTH (TGH)(Ren et al., 2012b) y MODIFICER OF SNC1 2 (MOS2) (Wu et al., 2013) aumentan
los niveles de los pri-miARNs lo que sugiere que ambas proteinas participan del procesamiento de miARNSs.
A su vez se ha propuesto que la proteina de union a ARN DAWDLE (DDL) reconoce el pri-miARN y mediante
interacciones proteina-proteina facilita la interaccién del mismo con DCL1 (Achkar et al., 2016; Bologna and
Voinnet, 2014; Yu et al., 2008). La fosfatasa CPL1 participa en esta via de una manera indirecta activando a

HYL1 por desfosforilacidn de residuos especificos (Manavella et al., 2012a).

El ddplex miARN/miARN* liberado contiene dos nucledtidos simple hebra protruyentes en el
extremo 3" los cuales son metilados por HEN1, la cual a su vez metila los extremos 3'de todos los ARNs
pequerios (Figura I.4)(Boutet et al., 2003). El grupo metilo previene la uridilacién y posterior degradacion
del duplex del miARN (Li et al., 2005; Yu et al., 2005). El paso final de la biogénesis es la incorporacion
asimétrica del miARN, a partir del duplex miARN-miARN* al complejo RISC y el miARN* es degradado. HYL1
y CPL1 facilitan este proceso, lo que sugiere que la carga en AGO1 podria estar acoplada a la biogénesis del
miARN, como se ha visto en Metazoos (Eamens et al., 2009; Manavella et al., 2012a). La remocién del
miARN* de AGO1 no depende de la actividad de corte de la misma, si no que requiere de su asociacion con
las proteinas HSP90 y SQN (Iki et al., 2012; Iki et al., 2010) las cuales probablemente causen un cambio
conformacional en AGO1, como se ha visto en Metazoos (Gu et al., 2012; Kwak and Tomari, 2012). En
algunos casos el miARN* puede estabilizarse y ser funcional en condiciones fisioldgicas o bajo condiciones
de stress como sucede con miR393* frente a la infeccion por Pseudomonas (Devers et al., 2011; Zhang et

al., 2011).

El componente central de todos los complejos RISC es un miembro de la familia de proteinas AGO.
En Arabidopsis existen distintas proteinas AGO que participan en diferentes procesos bioldgicos (Seccidon
3.6.7). La incorporacidn de los ARN pequefios en los diferente complejos depende de la identidad del
nucledtido del extremo 5 y de la via de biogénesis (Mi et al.,, 2008; Montgomery et al., 2008a). En la

mayoria de los miARNs presentan una U en el extremo 5’, lo que ayudaria a la seleccién del ARN pequeiio
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por AGO1, la principal efectora de la actividad de los miARNs (Mi et al., 2008; Vaucheret et al., 2004;
Voinnet, 2009).

pri-miRNA S
plicing,
‘?’° caperuza and polyA
7mGGB?7‘
Componentes
spllceosoma
0
D Body
DDL
CBPBO
~15 pb
BPZQ SE .. )_ Anp
pri-miARN cLP1. Hy._,

Procesamiento
al menos dos
cortes

p

miARN/miARN* 0 metilacién
NUCLEUS
CYTOPLASM

DDL g
pre-miARN S TGH

HSP90
Seleccion de hebra ) a'

Degradacién
v
AGO2
¢

1.4 Biogénesis de miARNs en plantas. Tomado de (Bologna and Voinnet, 2014).

3.5. Estructuras secundarias y mecanismos de procesamiento en animales y plantas.

La biogénesis de miARNs involucra el adecuado procesamiento del precursor para liberar el miARN maduro.

Un error durante la biogénesis del miARN cambiaria la secuencia del miARN maduro y por lo tanto los

20



Introduccion

genes blanco regulados por él. Ademas de las diferencias que existen durante la biogénesis y el mecanismo
de accidn entre los miARNs en plantas y en animales existen diferencias en las estructuras secundarias de

los precursores de ambos reinos.

En animales, existe una marcada homogeneidad en el tamafio de los precursores de miARNs, en
cambio los precursores de miARNs de plantas son muy variables en tamafio y forma. Trabajos previos
mostraron que un pri-miARN de animales consiste en un tallo imperfecto posee de ~65nt (Han et al., 2006)
(Figura 1.5A). El mismo puede ser dividido en: un loop terminal y tallo superior pequefios, un duplex
miARN/mIARN*, un tallo inferior y las secuencias flanqueantes simple hebra. El diplex miARN/miARN*
posee una longitud de ~22pb y el tallo inferior ~11pb (Han et al., 2006). Luego del primer corte llevado a
cabo por DROSHA, el pre-miARN liberado estd conformado sélo por el diplex miARN/miARN* y el loop

terminal.

En cambio, los precursores de miARNs de plantas presentan tamafios que varian desde los 50 a
900nt, lo que se traduce en un amplio abanico de estructuras diferentes donde el Gnico tamafo conservado
entre los precursores, es el diplex miARN/miARN* de ~21pb (Bologna et al., 2009) (Figura I.5B). Al parecer
es la estructura secundaria por sobre la secuencia primaria del precursor la determinante del correcto
procesamiento del mismo (Bologna et al., 2013a). En plantas existen cuatro mecanismos descriptos por los
cuales la maquinaria de procesamiento pude reconocer a precursor de miARN y cortarlo, lo cual podria

explicar la heterogeneidad de estructuras de los precursores (Bologna et al., 2013b).

Un grupo de precursores de miARN presenta un tallo inferior de ARNdh ~15/17pb seguido de un
loop interno por debajo del duplex del miARN/miARN*, el cual es reconocido por el complejo de DCL1 y
especifica la posicidn del primer corte (Figura 1.5C) (Bologna et al., 2013b; Mateos et al., 2010; Song et al.,
2010; Werner et al., 2010; Zhu et al., 2013). Luego DCL1 realiza un segundo corte ~21nt del primero, y
libera el duplex del miARN/miARN*. Este mecanismo es denominado base a loop y tiene semejanza con el
mecanismo de procesamiento descripto para animales (Seccién 3.4.1) Este determinante estad presente
también en un segundo grupo de precursores los cuales presentan un tallo inferior mas largo (Figura 1.5D).
Estos precursores son procesados desde la base al loop, pero requieren de tres cortes consecutivos de
DCL1 para liberar el miARN maduro, esto se ha denominado procesamiento secuencial (Bologna et al.,
2013b; Kurihara and Watanabe, 2004).

Sin embargo otro grupo de precursores de plantas es procesado con un primer corte por debajo del
loop terminal y luego DCL1 continda en direccién a la base del precursor (Addo-Quaye et al., 2009; Bologna
et al., 2009; Bologna et al., 2013b). Estos precursores procesados desde el loop hacia la base presentan una
region estructurada de ARNdh por encima del duplex de miARN, se ha propuesto que este tallo superior es
reconocido por la maquinaria de procesamiento. Como en el caso anterior, la biogénesis del ARN pequefiio

puede depender de dos o mas cortes de DCL1, es decir que el procesamiento secuencial de un precursor
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puede comenzar desde la base o loop terminal (Figura I.5EF)(Addo-Quaye et al., 2009; Bologna et al., 2009;
Bologna et al., 2013b).
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Figura I.5. Estructuras secundarias y mecanismos de procesamiento de precursores de miARN en plantas.

A) Esquema de un pri-miARN de animales. El mismo consiste en un tallo imperfecto posee de ~65nt, donde el
duplex miARN/miARN* posee una longitud de ~22pb y el tallo inferior ~11pb. El tallo superior y el loop terminal son
pequenos.

B) Esquema de un pri-miARN de plantas. EIl mismo consiste en tallo inferior de longitud variable que puede
contener loops internos, un duplex de miARN/miARN* de ~21pb, y un tallo superior y loop terminal de longitud
variables.

C) Esquema de un precursor procesado desde la base al loop con dos cortes de DCL1.

D) Esquema de un precursor procesado desde la base al loop con tres cortes de DCL1.

E) Esquema de un precursor procesado desde el loop hacia la base con dos cortes de DCL1.

F) Esquema de un precursor procesado desde el loop hacia la base con cuatro cortes de DCL1.

En todos los casos las flechas muestran los cortes sobre el precursor. Y el miARN se muestra en rojo. Adaptado de
(Bologna and Voinnet, 2014).
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3.6. Proteinas involucradas en la biogénesis de ARNs pequefios.

Las proteinas que participan de biogénesis de miARNs son proteinas modulares que contienen diferentes
dominios con funciones especificas, y recientemente se han descripto nuevos componentes en la
biogénesis de miARNs en plantas (Figure 1.4). A continuacién, se describen en mas detalle las caracteristicas
de algunas de ellas que tienen un rol descripto central en la biogénesis y accién de los miARNs de plantas,

incluyendo a DICER, HYL1, SE, HEN1, y AGO.
3.6.1. ARNasas tipo lll.

Las enzimas ARNasa lll son especificas de ARNdh. Los productos de la digestion por ARNasa Il son
fragmentos de ARNdh con un grupo fosfato 5" y un hidroxilo terminal 3" en cada hebra. El mecanismo
propuesto de accidn de estas enzimas consiste en la dimerizacién inter o intramolecular de los dominios
ARNasa lll para formar un Unico centro catalitico (Zhang et al., 2004). En este centro catalitico Unico cada
dominios ARNasa corta una de las hebras del ARNdh, y la distancia entre dos dominios involucrados en el

sitio catalitico de los es la que genera extremos 3” con dos nucledtidos protruyentes.

Las distintas enzimas ARNasa lll presentan dominios adicionales que funcionan concertadamente
con los dominios ARNasa Il (Nicholson, 2014). Segun el arreglo de dominios, este tipo de enzimas puede
dividirse en tres clases (MacRae and Doudna, 2007). Las de clase | se encuentran en bacterias,
bacteriéfagos y hongos, y contienen un solo dominio tipo ARNasa Ill unido a un dominio dsRBD, estas
enzimas no se desarrollaran en la introducciéon. Mientras que las clases Il y Ill son representadas por

DROSHA, DICER y las DCLs, respectivamente.
3.6.1.1. Clase Il: DROSHA.

DROSHA es la ARNasa Il a cargo de realizar el primer paso en el procesamiento de precursores de miARNs
en animales. Se ha demostrado que la regidon N-terminal de la proteina no es necesaria para el
procesamiento de pri-miARNSs in vitro, sin embargo, la misma es requerida para localizaciéon nuclear (SLN)
de la misma in vivo. Mientras que en el extremo C-terminal presenta dos dominios ARNasa Ill en tdndem vy
un dsRBD (Figura 16). Los dos dominios ARNasa Il dimerizan intramolecularmente para formar un Unico
centro catalitico. El primer dominio ARNasa llll (ARNasa llla) corta la hebra 3'mientras que el segundo
dominio ARNasa Il (ARNasa lllb) corta la hebra 5°del pri-miARN (Ha and Kim, 2014; Han et al., 2004a; Han
et al., 2006). El dominio dsRBD de DROSHA es necesario, pero no suficiente para asegurar la interaccién con
el sustrato. La actividad adicional de unién a ARN es proporcionada por DGCRS, la cual es reclutada a través

de la region media de DROSHA (Ha and Kim, 2014).
3.6.1.2. Clase IlI: DICER.

La ARNasa de clase Il son estructuralmente mas complejas que las ARNasas Il de tipo Il. En general poseen

un dominio o helicasa (DEAD/Helicasa), un pequefio dominio de interaccion proteina—proteina (DUF283),
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un dominio PAZ (del inglés, “Piwi Argonaute Zwille”), dos dominios ARNasa Ill en tdndem, y al menos un
dsRBD. La clase Il de las ARNasa Il agrupa a las enzimas DICER. Estas enzimas se encuentran presentes en
la mayoria de los eucariotas, con un nimero de copias y estructura de dominios que varia entre los
distintos organismos. Existen dos en Drosophila melanogaster y una en mamiferos, Caenorhabditis elegans,
y Schizosaccharomyces pombe (Park et al., 2005).

DICER presenta en el C-terminal los dominios ARNasa Ill en tandem los cuales forman un dimero
intramolecular para crear un centro catalitico, de manera similar a lo que sucede con DROSHA (Figura 1.6).
La helicasa presente en el dominio N-terminal DICER facilita el reconocimiento del pre-miARN por
interaccion con el loop terminal del mismo. A su vez, experimentos realizados in vitro con la proteina DICER
de humanos indicarian que el dominio helicasa tendria funciones de interaccién proteina-proteina y
funcionaria como un interruptor intramolecular para mantener a DICER en un estado de baja actividad

hasta que la proteina se ensamble con sus proteinas accesorias (Ma et al., 2012).

Se ha propuesto que DICER ancla el extremo 3" protruyente del pre-miARN mediante el dominio
PAZ. Este dominio esta conectado al dominio catalitico de tal forma que el sitio activo se queda localizado a
una distancia fija, actuando como una regla molecular y determinando la longitud del producto de la
reaccién de corte (Ha and Kim, 2014; Lau et al., 2012; MacRae et al., 2006; Tian et al., 2014). Esto se conoce
como la regla del corte 3" (MacRae and Doudna, 2007; Vermeulen et al., 2005; Zhang et al., 2002; Zhang et
al., 2004). En mamiferos y moscas existe un mecanismo adicional para determinar el corte en el pre-miARN:
DICER se une al extremo 5" fosfato del pre-miARN y corta a 22nt de dicho extremo, lo cual se conoce como
la regla del 5° (Tian et al., 2014). La unién del extremo 5 ocurre cuando el mismo es termodinamicamente
inestable, y no sucede cuando el mismo presenta un apareamiento fuerte, como un G:C. La estructura del
dominio PAZ de la DICER humana tiene dos bolsillos con caracteristicas basicas para unir los extremos 5" y
3" del pre-miARN (Park et al., 2011; Tian et al., 2014). Los bolsillos estan suficientemente separados para
gue ambos puedan ocuparse simultaneamente con los extremos 5” y 3" del pre-miARN, cuando el mismo
presenta dos nucledtidos 3” protruyentes. Esta disposicidn espacial podria explicar en parte la preferencia

de la DICER de humanos de sustratos con extremos 3 protuyentes (Ha and Kim, 2014).
3.6.1.3. Clase lll: ENZIMAS DICER-LIKE (DCLs).

En Arabidopsis, DCL1-4 cuentan con un dominio DEAD/helicasa, DUF283, PAZ, dos dominios ARNasas Il y al
menos un dsRBD (Figura 1.6). Por tratarse de proteinas de gran tamafo, la informacion estructural
disponible sobre estas enzimas es limitada. Las funciones de los distintos dominios han sido determinadas

combinando evidencias de actividad in vivo y ensayos bioquimicos.

Mutaciones en el dominio helicasa, ARNasa Ill o en los dsRBDs de DCL1 reducen la acumulacién de
miARN maduros in vivo (Kurihara and Watanabe, 2004; Willmann and Poethig, 2011). El dominio helicasa es

necesario para el correcto procesamiento in vivo de al menos algunos pri-miARNs y la actividad de la
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enzima dependiente de ATP in vitro (Liu et al., 2012; Zhu et al., 2013). Una mutante de DCL1 denominada
dcl1-7, que presenta un dominio helicasa inactivo, no es capaz de acumular miARNs maduros pero presenta
una alta eficiencia y precision en la reacciéon del primer corte (Kurihara et al., 2006) lo que sugiere que
probablemente que este dominio no esté involucrado en la realizacion del primer corte sobre el precursor

(Bologna and Voinnet, 2014).

El dominio DUF283 presenta una estructura similar a un dsRBD, pero un estudio estructural y
bioquimico sobre este dominio de DCL4 mostré que tenia un plegamiento no candnico y no se detecté
afinidad por el ARNdh. En el mismo trabajo se determiné la capacidad de este dominio de interaccionar con
la proteina accesoria de unién a ARN DRB4, mientras que el dominio DUF283 de DCL1 interaccionaria
especificamente con HYL1 (Qin et al., 2010). Una particularidad que diferencia a DCL1, DCL3 y DCL4 de su
contraparte en animales es la presencia de un segundo dsRBD en el extremo C-terminal. A pesar de ser un
dominio de uniéon a ARNdh, el dsRBD C-terminal de DCL1 presenta un plegamiento no candnico y forma
complejos heterogéneos con el ARNdh. Se ha propuesto que este dominio promueve la localizacién de

nuclear de estas proteinas (Burdisso et al., 2012; Carbonell et al., 2012).

SLN
Pro Arg y Ser Interaccion con DGCRS ARNasa Il dsRBD
DROSHA — N L b a2y ooy
DEAD/Helicasa DUF283 PAZ ARNasa Il dsRBD

DICER A —— I
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DCLs S — N NS

dsRBD KH

HYL1 —HE—

dsRBD LCD dsRBD PLD MTase
HENH1 L = = 7 3

N-variable PAZ L1 MIDI L2 PIWI
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I.6.Representacion esquematica de los dominios presentes en las proteinas DROSHA, DICER, DCLs, HYL1, HEN1 y
AGOs. El esquema es ilustrativo y no representa los tamafios relativos de las proteinas.
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DCL1 participa en la biogénesis de miARN y nat-siARN (Cuperus et al., 2011; Rogers and Chen, 2013). DCL2
en la formacidn nat-siARN y de siARN exdgenos en respuesta a un transgén o defensa antiviral y (Jauvion et
al.,, 2012). DCL3 estd involucrada en el TGS mediante modificacidon de la cromatina, ademas de generar
SiARN en ciertas ocasiones (Pontes et al., 2006). DCL4 es la responsable de la biogénesis de tasiARNs y
también participa en la defensa antiviral (Bologna and Voinnet, 2014; Henderson et al., 2006) Mas alla de la
sectorizacién en la funciones de las DCLs, estudios con doble, triple y cuadruples mutantes de DCLs han
mostrado que las proteinas DCLs pueden actuar de manera redundante y compensar la ausencia de alguna
de ellas en la produccidn de ciertos ARN pequefios, en especial en la respuesta a la infeccion por virus o
actuar en paralelo sobre ciertos sustratos (Blevins et al., 2006; Gasciolli et al., 2005; Henderson et al., 2006;
Moissiard and Voinnet, 2006). Un ejemplo de esto, es la generacion de ImiARNs de 24nt a partir del
reconocimiento y corte de un precursor de miARNs mediante DCL3. Se observd que la acumulacién de
especies de 24nt era mayor en inflorescencias, donde los niveles de DCL3 son mayores (Vazquez et al.,

2008).

Un estudio filogenético acerca de la similitud entre las secuencias de las cuatro enzimas entre
distintas especies de plantas propuso que DCL2-4 son evolutivamente mas cercanas que DCL1 (Liu et al.,
2009). Esto se consistente con la funcidn especializada de DCL1 en la via de biogénesis de los miARN. La
pérdida de funcion de DCL1 resulta letal a nivel del embrién en Arabidopsis lo que sugiere que no existe
otra DCL que sea capaz de procesar eficientemente a los precursores de miARNs con estructuras de
horquilla o de localizarse en el tejido adecuado al momento de cumplir su funcion esencial (Nodine and

Bartel, 2010; Schauer et al., 2002).
3.6.2. HYL1.

Durante la biogénesis de miARNs en animales las proteinas de union a ARNdh DGCRS8 y TRBP interaccionan
con DROSHA y DICER respectivamente y son esenciales para producir el corte preciso de los precursores
(Kim et al., 2009). En plantas la proteina de unién a HYL1 juega un similar asistiendo a DCL1 durante el
procesamiento. En concordancia con esto, ensayos in vitro mostraron que HYL1 se une a las regiones de
ARNdh de los pri-miARNs (Bologna and Voinnet, 2014). Esta proteina, también conocida como DRB1, fue
descubierta originalmente a partir del fenotipo de plantas mutantes que tienen alterada la morfogénesis de
las hojas, de ahi el nombre HYPONASTIC LEAVES y la respuesta a hormonas (Lu and Fedoroff, 2000).
Posteriormente se demostrd la participacion de la misma en la biogénesis de miARNs (Vazquez et al.,
2004a). En Arabidopsis, existen 4 proteinas homdlogas a HYL1 denominados DRB2-DRB5, particularmente
DRB4 interaccionaria con DCL4 (Hiraguri et al., 2005).

La proteina contiene dos dsRBD sobre el extremo N-terminal y un dominio de unién a &cidos
nucleicos KH ubicado sobre el centro de la proteina (Figura 1.6). El extremo C-terminal seria dispensable,

mientras que la regidn N-terminal, conteniendo solamente los dos dsRBD es suficiente como para rescatar
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el fenotipo de hyl1 (Wu et al., 2007). Ademas de la regulacién de HYL1 por fosforilacion y desfosforilacién,
HYL1 también es regulada post-traduccionalmente. Durante el dia la enzima E3 ubiquitin ligasa
CONSTITUTIVEPHOTO-MORPHOGENIC1 (COP1) es traslocada desde el nucleo al citoplasma para suprimir a

una proteasa aun no identificada y prevenir la degradacion de HYL1 (Cho et al., 2014).
3.6.3. SE.

Posee una estructura de dedos de zinc del tipo C2H2 y fue descripta primeramente como una proteina
involucrada en el desarrollo del tallo (Prigge and Wagner, 2001). Sin embargo, las plantas mutantes se
presentan los fenotipos pleiotrépicos caracteristicos de la deficiencia de miARNs debido al rol que juega SE
en la biogénesis de los mismos (Lobbes et al., 2006; Yang et al., 2006). Mediante experimentos in vitro se
demostré que SE reconoce las transiciones ARNsh-dh e interacciona con HYL1. Tanto la regién N-terminal
como el dominio de dedos de Zn, son necesarios para la interacciéon con DCL1 (Dong et al., 2008; Laubinger

et al., 2008).

Las plantas mutantes se ademas de poseer problemas en la biogénesis de miARNs poseen afectado
el mecanismo de corte y empalme de ARNm (Laubinger et al., 2008; Lobbes et al., 2006; Yang et al., 2006).
Se postuld que posiblemente SE actlie como un mediador comun entre CBC (el cual se encuentra unido al
cap de los ARNm y a los pri-miARN) y los complejos de procesamiento del ARN, y a su vez con la maquinaria

de corte y empalme (Laubinger et al., 2008).
3.6.4. Interaccion de otras proteinas con DCL1, HYL1 y SE.

DDL contiene un dominio denominado forkhead-associated (FHA) el cual media las interacciones proteina-
proteina con motivos que poseen fosfo-treoninas (Morris et al., 2006). Se ha demostrado que DDL
interacciona con el dominio helicasa de DCL1, particularmente con una regién del mismo que posee un
potencial motivo fosfo-treonina, lo cual sugiere que DCL1 deberia estar fosforilada para interaccionar con
DDL y procesar eficientemente a los pri-miARNs (Bologna and Voinnet, 2014; Yu et al., 2008). En ausencia
de DDL la porcién de pri-miARNs que no sean dirigidos a DCL1 probablemente sean degradados, lo que
explicaria los niveles reducidos de pri-miARNs en las mutantes de dd/ (Bologna and Voinnet, 2014; Yu et al.,

2008).

TGH interacciona con los pri-miARN, DCL1, HYL1 y SE en los cuerpos D (Calderon-Villalobos et al.,
2005; Ren et al., 2012b). Se ha propuesto que TGH seria capaz de modular tanto la interaccién del pri-
miARN con DCL1 como la actividad de DCL1 per se (Ren et al., 2012b), mientras que MOS2 parece ser un
cofactor externo que facilita el reclutamiento de los pri-miARNs por el complejo mencionado
anteriormente (Ren et al.,, 2012b; Wu et al., 2013). CPL1 es un interacciona directamente con SE. A
diferencia de lo que ocurre en hyll, se, tgh, y mos2, en cpl1, no se acumulan los pri-miARNs sin procesar

sino que varios miARNs son procesados de manera incorrecta. Esto lo que llevé a proponer un modelo
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donde SE reclutaria CLP1 al complejo con DCL1 donde podria activar a HYL1 al desfosforilarla (Manavella et

al., 2012a).
3.6.5. HEN1.

HEN1 metila los OH 2°de cada hebra de todos los productos de las DCLs protegiéndolos de la degradacién
(Li et al., 2005; Yu et al., 2005). Se ha demostrado que HEN1 y SE interaccionan con la misma region de
DCL1, lo cual sugiere que SE tendria que disociarse del complejo para que HEN1 pudiera unirse, lo que
aseguraria que la metilacién ocurra luego del procesamiento (Baranauské et al.,, 2015). HEN1 de
Arabidopsis consiste en cinco dominios, cuatro de los cuales interaccionan directamente con los ARNs
pequefios: un dominio metiltransferasa (Mtase) altamente conservado pero no relacionado a ninguna otra
ARN 2’-O-metiltransferasa, dos dsRBDs (dSRBD1 y dSRBD2) y un dominio que contiene un La-motive (LCD)
el cual reconoce especificamente el grupo 3'OH. El dominio restante es un PPlase-like-domain (PLD) que no

interacciona con los sustratos de ARN pequefio (Huang et al., 2009) (Figura 1.6).

Ensayos de metilacidon in vitro y andlisis estructurales de HEN1 de Arabidopsis en complejo con el
ARNdh mostraron que los dos extremos 3’del duplex son metilados en eventos separados (Huang et al.,
2009; Li et al., 2005; Yu et al., 2005). Es probable que un monémero de HEN1 se una al duplex de ARN
pequefio a partir del extremo N-terminal de dsRBD1, luego LCD y dsRBD2 se unirian sinérgicamente del
extremo del ARN pequefio por, lo que ayudaria a posicionar los entremos 3” protruyentes cerca al dominio
metiltransferasa. Este podria ser uno de los motivos que explique porque HEN1 cataliza metilacidn sdlo a

partir de los duplex de ARNdh.(Huang et al., 2009).

Los miARNs de plantas requieren de la metilacion para ser estables, por lo que sdélo alelos
hipomoérficos de henl son viables en Arabidopsis. Ensayos de busquedas de supresores que rescataran el
fenotipo henl, revelaron la existencia de una preteina denominada HEN1 SUPRESSOR 1 (HESO1). La misma
es una nucelotidil transferasa la cual puede agregar U sin templado a los extremos 3'de duplex de ARN no
metilados marcandolos para la degradacién. El otro proceso responsable de la degradacién de ARNs
pequefios sin metilar se ha denominado truncado y requiere de la actividad de una exonucleasa que los
degrada en direccion 3°-5". Ambos procesos son impedidos por la metilacion en dichos extremos por HEN1

(Ren et al.,, 20123; Yu et al., 2005; Zhao et al., 2012).
3.6.7. ARGO.

Las proteinas AGO se encuentran profundamente conservadas, y se expresan en un amplio rango de tejidos
en la mayoria de los organismos. Sin embargo el nimero de AGO codificadas en cada uno de los distintos
organismos varia notablemente (Vaucheret, 2008). Por ejemplo, mientras que en animales, C.elegans
presenta 27 AGO diferentes, en Drosophila melanogaster tiene dos y en humanos solo estan presentes

cuatro AGOs (Huntzinger and lzaurralde, 2011; Ipsaro and Joshua-Tor, 2015). Mientras que en arroz hay 18
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genes AGO y en Arabidopsis diez (Mallory and Vaucheret, 2010). Estas diez AGO se encuentran clasificadas
en tres grupos principales (i) AGO1, AGOS5 y AGO10, (ii) AGO2, AGO3 y AGQO7, y (iii) AGO4, AGO6, AGO8 y
AGO 9. Sin embargo esta clasificacion estd basada exclusivamente en la similitud de secuencia y no

necesariamente en su funcién (Mallory and Vaucheret, 2010; Vaucheret, 2008).

Las proteinas AGOs estan constituidas por un dominio N-terminal variable y por tres dominios
conservados PAZ, MID y PIWI. Juntos estos tres dominios posicionan correctamente el ARN pequefios en
relacién a la secuencia blanco. Los dominios PAZ, MID y PIWI estan conectados por las regiones L1 y L2.
(Figura 1.6). El dominio MID reconoce el extremo 5°del ARN pequefio, mientras que el dominio PAZ se ancla
al extremo 3 (Frank et al., 2012). La actividad catalitica para cortar al ARNm reside en el dominio PIWI, el
cual tiene un plegamiento similar a las ribonucleasas tipo H (Mallory et al., 2009; Wei et al., 2012a). Sin
embargo, no todas las proteinas AGO tienen los residuos cataliticos necesarios, y por ende solo algunas de
ellas pueden cortar el ARN blanco (Mallory and Vaucheret, 2010). El corte del ARNm blanco ha sido
demostrado experimentalmente para AGO1, AGO2, AGO7 y AGO10 las cuales participan del PTGS, y AGO4
la cual realiza TGS (Carbonell et al., 2012; Manavella et al., 2012b; Zhu et al., 2011). Finalmente el dominio
N-terminal estda compuesto por una regidén variable, la cual facilita la separacién del duplex ARN

pequerio/ARN blanco luego que se produce el corte en el ARN blanco.

Estudios realizados a partir de inmuno-precipitaciones de AGO mostraron que las mismas tienen
preferencia tanto por el tamafio como por identidad del nucledtido presente en el extremo 5°del ARN
pequerio (Mi et al., 2008; Montgomery et al., 2008a; Zhu et al., 2011). AGO4, -6 y- 9 se asocian
principalmente con siARNs de 24nt, mientras que AGO1,-2,-5,-7 y 10 unen moléculas de 21-22nt. Por otro
lado AGO7 y AGO10 unen casi exclusivamente a miR390 y miR165/166 respectivamente. En lo que respecta
a identidad del nucledtido 5" AGO1, -2 y -5 se unen preferentemente a ARNs pequefios que presenten un
5°U, A o C respectivamente (Mi et al., 2008). Por otro lado AGO4,- 6 y -9 se asocian principalmente con
ARNs pequefos que comiencen con 5°A. Existen requerimientos especiales que pueden actuar
independientemente de la identidad del nucledtido 5° para determinar la carga en una AGO particular.
Estos incluyen mismatchs en posiciones claves o interacciones con proteinas, de esto modo los miembros
de la familia MIR165/166 se asocian con AGO10 a pesar de presentar un extremo 5°U (Zhu et al., 2011). Del
mismo modo miR390 se asocia especificamente con AGO7 en lugar de AGO2, como se esperaria teniendo

en cuenta que comienza con 5°A (Montgomery et al., 2008a).

El complejo RISC con el ARN pequefio incorporado puede producir una regulacion a nivel
transcripcional mediante la metilacion de citosinas del ADN o de proteinas histonas o una regulacion a nivel
post-transcripcional produciendo el corte endonucleolitico sobre el ARN mensajero blanco o la represion de
su traduccidn (Seccién 3.7). Siendo la identidad de la AGO que forma parte del complejo RISC quién fijara la

funcién final del mismo (Bologna and Voinnet, 2014).
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3.6.7.1. El clado AGO1, -5, y -10.

AGO1 es un componente central de las vias de silenciamiento por miARN y tasiARN, entre otros. Se ha
validado la participacion de AGO1 en el corte de ARNm como también en la represidn traduccional. Una
fraccién de las proteinas AGO1 se asocia a endomembranas, y la presencia de AGO1 en el reticulo
endoplasmatico rugoso ha llevado a proponer que este es el sitio donde AGO1 mediaria la inhibicion de la
traduccion (Bologna and Voinnet, 2014; Li et al., 2013). A su vez, se ha propuesto que regulacién por
inhibicidon de la traduccién probablemente ocurra cuando AGO1 se encuentra asociada a proteinas que

inhiben su actividad de corte (Brodersen et al., 2008; Mallory et al., 2009).

AGO5 se expresaria principalmente en las megaesporas durante la transicion hacia Ia
megagametogénesis. En concordancia con esto plantas que presentan el alelo semidominante ago5-4
muestran defectos en la megagametogénesis. En el gametofito masculino, AGO5 se localiza
preferentemente en citoplasma de las células que daran lugar al polen maduro. Es probable que alli dirija el
silenciamiento mediado por miARNs o siARNs de genes necesarios para el desarrollo del gametofito

masculino (Tucker et al., 2012).

AGO10 es el homologo mas cercano de AGO1 en Arabidopsis. La misma regula el desarrollo del
meristema apical al unirse especificamente de los miembros de la familia MIR165/166 (Zhu et al., 2011).
Estos miARN también se asocian con AGO1 para reprimir a los factores de transcripcion class-lll
homeodomain-leucinezipper (HD-ZIP-IIl), los cuales son necesarios para el establecimiento del meristema
apical (Mallory et al., 2009). A diferencia de AGO1, AGO10 regula positivamente los HD-ZIP Ill, dispensado
de la actividad de corte de dicha proteina. Mientras que AGO1 se expresa de manera ubicua AGO10 se
expresa modernamente en el meristema apical del tallo, en la porcién adaxial de los primordios foliares y
en los tejidos que dardn lugar a la vasculatura. Finalmente AGO10 participa también de la regulacién
traduccional de genes blanco de miARNSs, los cuales incluyen a AGO1 (Mallory et al., 2009) (Zhang and

Zhang, 2012)(Desarrollado en la Seccion 3.8).
3.6.7.2. El clado AGO2, -3,y -7.

A pesar de pertenecer a otro clado AGO2 cumple funciones solapadas con AGO1. Por ejemplo, AGO1 vy
AGO?2 regulan redundantemente el ARNm de la plastocianina al cargar a miR408. A su vez ambas proteinas
son requeridas el silenciamiento de regiones intergénicas, pseudogenes y transposones jovenes que se
transcriben en Arabidopsis. (Maunoury and Vaucheret, 2011). Trabajos recientes mostraron que el stress
genotoéxico inducido por rupturas al ADNdh, da lugar a diARNs pequefios los cuales son cargados en AGO2,
permitiéndole llevar adelante una funcién en la reparacion del ADN (Wei et al., 2012b). Los niveles de
AGO?2 son regulados por el miR403, en un proceso que depende de AGO1 (Allen et al., 2005). A pesar de su

cercania con AGO2, no se han encontrado roles bioldgicos asociados a AGO3 (Bologna and Voinnet, 2014).
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Como se menciond anteriormente, AGO7 se asocia casi exclusivamente con miR390 en un
mecanismo que depende del extremos 5°A y la region central del duplex miR390/miR390*. Incluso el corte
de la hebra de miR390* es un paso necesario para la maduracidon de AGO7-miR390 en el RISC (Montgomery
et al., 2008a). MiR390 cargado en AGO7 desencadena la produccién de tasiARNs a partir de TAS3, los cuales
en ultima instancia regulan a AUXIN-RESPONSE FACTOR 3 (ARF3) y ARF4, para asegurar la transicion de fase
de juvenil a adulto y el correcto establecimiento del patrén adaxial-abaxial (Axtell et al., 2006; Montgomery

et al., 2008a).
3.6.7.3. El clado AGO4, -6, -8, y -9.

Los complejos de TGS involucran AGO4, AGO6 o AGO9 y estan asociados a siARNs de 24nt que comienzan
con 5°A (Havecker et al., 2010; Mi et al., 2008; Zilberman et al., 2003). AGO4 es el principal efector de
RdADM y el TGS de transposones y repeticiones. La actividad de corte AGO4 seria necesaria para la
metilacion de algunos loci y dispensable para otros. A su vez AGO4 carga los ImiARNs de 24nt provenientes
del procesamiento por DCL3 y en ultima instancia causa la metilacién del ADN en el loci del miARN de
origen (Qi et al., 2006). Por otra parte AGO6 y AGO9 parecen dirigir el RdADM en loci y tejidos especificos
(Havecker et al., 2010). La expresion de AGO6 parece estar confinada al tallo y raiz, mientras que AGO9 se
expresa en los évulos, anteras y cubierta de las semillas, participando del proceso de formacion de las
gametas femeninas. Se ha demostrado que AGO9 participa en el silenciamiento de los transposones en las
gametas femeninas y células accesorias (Olmedo-Monfil et al., 2010).Por otro lado AGO8 tiene muy baja

expresion en Arabidopsis y es considerada un pseudo gen (Bologna and Voinnet, 2014).

3.7. Regulacion de la expresion génica por miARNSs.

En humanos se considera que mas del 60% de los genes estan regulados por miARNs (Ha and Kim, 2014).
Incluso un ARNm puede estar regulado por varios miARNs, en cambio los miARNs de plantas regulan un
numero limitado de genes blanco (Voinnet, 2009). A su vez, existen otras diferencias entre estos reinos,
mientras que los miARN de plantas inducen principalmente el corte endonucleolitico en sus genes blanco,
los miARNs de animales raramente cortan el ARNm (Carrington and Ambros, 2003; Llave et al., 2002), si no

gue en general reprimen la traduccién o desestabilizan el ARNm (Ameres and Zamore, 2013; Bartel).
3.7.1. Regulacion por corte del ARN blanco.

Esta parece ser la via predominante de regulacion en plantas. El ARN pequefo guia al complejo RISC hacia
una molécula de ARNm el cual suele presentar una elevada complementariedad con el miARN. Luego del
reconocimiento de ARNm blanco, la proteina AGO1 introduce un corte en un enlace fosfodiester del ARNm.

Este corte ocurre entre las posiciones 10 y 11 desde el extremo 5’ del miARN, independientemente de la

31



Introduccion

longitud del miARN (Floyd and Bowman, 2004; Llave et al., 2002; Mallory et al., 2004; Palatnik et al., 2003;
Xie et al., 2003).

Luego del corte mediado por el miARN, los fragmentos 3’ son degradados mediante la actividad de
la enzima citoplasmatica 5’-3’ EXORIBONUCLEASA 4 (XRN4), mientras que los fragmentos 5’ son
degradados por el complejo denominado Exosoma (Chekanova et al., 2007; Souret et al., 2004). A su vez la
degradacion de los fragmentos 5° puede ser acelerado por la uridilacién en los extremos 3" mediante

HESO1 (Ren et al., 2014).
3.7.2. Regulacién de la traduccidon por miARNs.

Los miARNs en animales reconocen a sus genes blanco mediante complementariedad de bases parcial, la
region semilla que incluye los nucledtidos 2-7/8 del miARN es particularmente importante para el
reconocimiento (Ameres and Zamore, 2013). Incluso un mismo miARN puede unirse a uno o mas sitios
presentes en la regién 3’ no traducida de uno o varios ARNm blancos (Carrington and Ambros, 2003). Los
miARNs de animales, inhiben la traduccién del ARNm blanco o disminuyen la vida media de los transcriptos

a los que se unen (Seccién 3.7.3) (Guil and Caceres, 2007; Ha and Kim, 2014).

En plantas también se ha demostrado la existencia de un mecanismo de represidn traduccional,
ademas del corte del transcripto (Aukerman and Sakai, 2003; Brodersen et al., 2008; Chen, 2004; Dugas and
Bartel, 2008; Schwab et al., 2005). Se han propuesto varios modelos acerca de cémo lo miARNs de plantas
inhiben la traduccion, probablemente en al impedir la iniciacidn de la misma. Uno de ellos plantea que el
complejo RISC-miARN-ARNm podria inhibir la traduccién al secuestrar al ARNm en compartimentos
subcelulares donde no haya ribosomas (Xu et al.,, 2006). Por otro lado existe una elevada cantidad de
miARN asociados a polisomas lo cual sugiere que también podria haber inhibicién de la traduccidn en pasos
posteriores a la iniciacidon(Lanet et al., 2009). Un estudio in vitro mostré que AGO1 es capaz de inhibir la
traduccidn sin inducir la deadenilacién ni desestabilizar el ARNm. A su vez ensayos con mutantes cataliticas
de AGO1 mostraron que cuando el RISC se une a la region5” sin traducir o al marco abierto de lectura, el
mismo es capaz de bloquear el reclutamiento de los ribosomas o el movimiento de los mismos sobre el
ARNmM. Por ultimo el complejo RISC requeriria una mayor complementariedad de bases entre el ARNm y el
miARN para inhibir la traduccién que su contrapartida de animales, lo cual sugiere que los mecanismos por
los cuales se inhibe la traduccidn en ambos reinos son diferentes (Tang et al., 2003). Trabajos recientes han
asociado a la represidon traduccional por miARNs en plantas con a complejos asociados al reticulo
endoplasmico. La asociacion de ARNm que no codifican para proteinas de membrana y complejos AGO-
miARN con el reticulo endoplasmadtico abre nuevas perspectivas para entender los mecanismos de

regulacion traduccional en plantas (Li et al., 2016; Li et al., 2013).
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3.7.3. Desestabilizacion del ARNm

Los miARNs de animales pueden promover la desestabilizacion de sus ARNm blanco al reclutar
deadeinilasas, las cuales acortan la cola de poliA del mismo o aumentando la accesibilidad de la cola de
poliA a las deadenilasas. Luego de la deadenilaciéon el ARNm blanco es degradado en sentido 5" a 3" (Braun
et al.; Fukaya and Tomari, 2012; Moretti et al., 2012). El complejo RISC también puede promover la
remocién de la caperuza al reclutar factores de decaping hacia al ARNm blanco (Makino et al., 2015;
Nishihara et al., 2013). En contraste con los miARNs de animales, no se han encontrado casos de miARNs de
plantas que promuevan la deadenilacién de sus ARNm blanco (Ameres and Zamore, 2013; Iwakawa and

Tomari).

3.8. Funciones de miARNs en plantas

Muchas familias de miARNs conservados (Seccion 3.3) cumplen funciones esenciales para la biologia de las
plantas (Jones-Rhoades and Bartel, 2004). A pesar de que muchos genes blancos de miARNs de plantas son
factores de transcripcion, los miARNs también participan de la regulacién de genes involucrados en la
transducciéon de sefiales hormonales, la respuesta a estrés y a sefiales del ambiente (Rubio-Somoza et al.,

2009; Rubio-Somoza and Weigel, 2011; Voinnet, 2009).

De las 21 familias de miARNs conservados en plantas, 11 regulan factores de transcripcion y la
mayoria de ellos estan involucrados en procesos de desarrollo o diferenciacién celular (Jones-Rhoades and
Bartel, 2004). Por ejemplo, los genes blanco del miR172 pertenecen a la familia de factores de transcripcién
APETALA2 (AP2) que estan involucrados en el tiempo de floracion y en el desarrollo de la hoja (Aukerman
and Sakai, 2003; Chen, 2004). Este miARN trabaja de manera coordinada con la familia miR156/157, estos
son a su vez reguladores de los factores de transcripcion SQUAMOSA PROMOTER BINDING PROTEIN-LIKE
(SPL) promoviendo la floracion asociada a la edad de la planta (Wang, 2014). La familia del miR319 regula
factores de transcripcion TEOSINTE BRANCHED1, CYCLOIDEA, PCF1/2 (TCP), la familia del miR165/166
regula los factores de transcripciéon HD-ZIPIll y la familia del miR396 regulan factores de transcripcion
GROWTH-REGULATING FACTOR (GRF). Todas estas familias intervienen en el desarrollo de la hoja
(Bowman, 2004; Palatnik et al., 2003; Rodriguez et al., 2010). El miR164, participa en el establecimiento del
meristema apical del tallo, en el desarrollo de la raiz y definicién de los bordes de los érganos mediante la
regulacion de miembros de la familia de factores de transcripcion NAM, ATAF1/2 and CUC2 (NAC)(Laufs et
al., 2004). La sobre-expresion de miR170/171 da como resultado plantas con menos hojas y mas verdes que
las plantas silvestres, e incluso con menor nimero de ramificaciones en el tallo. Lo cual sugiere que sus
genes blanco los factores de transcripcion SCAREDCROW-LIKE, GRAS participan en la regulacién concertada

de estos procesos con los miARNs mencionados anteriormente. (Rodriguez et al., 2016; Song et al., 2010).
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Los miARN miR162 y miR168 tienen como genes blanco a DCL1 y AGO1, respectivamente, en un
mecanismo de regulaciéon que requiere de la participacion de otros miARN y proteinas efectoras. DCL1
estaria bajo la regulacion de miR162 (Xie et al., 2003) y miR414 (Liu et al., 2009). De manera que cambios
temporales o espaciales en la expresidon de estos miARNs, afectarian los niveles de DCL1 y por lo tanto los
niveles globales de los miARNSs. Los mismos principios se pueden aplicar en la regulacién de AGO1 (Rhoades
et al., 2002; Vaucheret et al., 2004). En particular la homeostasis de AGO1 es alcanzada por varios loops
regulatorios que permiten que las rutas de los miARN y siARN funcionen correctamente. Estos loops
incluyen el corte de ARNm de AGO1 mediado por miR168 (Vaucheret et al., 2004), el aumento en la
acumulacién de los niveles de miR168 cuando se incrementan los niveles de AGO1 (Vaucheret, 2008) y la

represidon traduccional de AGO1 mediada por AGO10 (Mallory and Vaucheret, 2009).

Por otra parte, entre los genes blanco que no corresponden a factores de transcripcidon ni proteinas
de procesamiento, hay genes involucrados en diversos aspectos de la biologia vegetal. Algunos codifican
proteinas pertenecientes a la familia F-Box o enzimas E2 ubiquitin ligasas (miR393, miR394 y miR399, Tabla
11), las cuales estan implicadas en el marcado de proteinas para la degradacién por el proteosoma (Rubio-
Somoza et al., 2009). Otros genes blanco con funcién conocida codifican para proteinas involucradas en el
metabolismo energético, la respuesta a estrés o déficit de nutrientes (miR395, miR397, miR398 y miR408,

Tabla 1)(Sunkar et al., 2012).

En esta Tesis nos enfocaremos principalmente en las familias de miARNs miR171, miR156, miR157 y
miR319 que regulan factores de transcripcion y procesos de desarrollo esenciales para plantas, como se
mencionara anteriormente. Ademas, estos sistemas de miARNs y sus genes blanco estan conservadas

ampliamente entre distintas las distintas especies de plantas.
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Tablal.1. miARNs conservados y sus genes blancos en plantas

miARNs

miR156
miR159
miR160
miR162
miR164
miR166
miR167
miR168
miR169
miR171
miR172
miR319
miR390
miR393
miR394
miR395
miR396
miR397
miR398
miR399
miR408

Genes blanco

Factores de transcripcion SPL

Factores de transcripcion MYB, NOZZLE
Factores de transcripcion ARF

DCL1

Factores de transcripcion NAC
Factores de transcripcion HDZip
Factores de transcripcion ARF

AGO1

Factores de transcripcién CCAAT-HAP2
Factores de transcripcion GRAS
Factores de transcripcion AP2
Factores de transcripcién TCP

TAS RNA

TIR1 proteins, F-BOX proteins
Proteinas F-BOX

ATP-sulfurilasas, transportadores de sulfato

Factores de transcripcion GRF

Laccases

Cu/Zn SODs, CytC oxidase protein subunit, Chaperona de cobre

Enzima E2 de conjugacion de ubiquitina

Blue copper proteins, Laccases, P-TYPE ATPase, PAC1 (componente del proteosoma)
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4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo general

Se pretende estudiar varios aspectos mecanisticos de la biogénesis de los miARNs en plantas. En general, se
plantea: dilucidar cuales son los determinantes estructurales presentes en el precursor del miARN que
guian la biogénesis del mismo. El enfoque de esta Tesis es caracterizar los mecanismos de procesamiento

exclusivos de plantas.

Los resultados obtenidos no sélo serian importantes desde el punto de vista bdsico sino que también
tendrian aplicacion directa en el disefio de miARNs artificiales, utilizados en la terapéutica y la

biotecnologia.

4.2. Objetivos particulares

1. Optimizar el protocolo para construir bibliotecas de intermediarios de procesamiento en plantas
silvestres para describir la biogénesis de los precursores de miARNs de plantas en forma sistematica.

2. ldentificar secuencias y elementos estructurales dentro de los precursores de miARNs que sean
claves para dirigir el procesamiento de los mismos.

3. Determinar el mecanismo de procesamiento de precursores de miARNs que aun no se hayan
descripto.

4. Caracterizar el procesamiento de precursores de aquellos precursores que presenten
caracteristicas inusuales.

5. Desarrollar modelos que expliquen de manera global el procesamiento de los precursores de

miARN de Arabidopsis.
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5. Materiales y Métodos.

5.1. Metodologia para el clonado de fragmentos de ADN.

5.1.1. Cepas bacterianas empleadas.

Escherichia coli DH5a (Hanahan, 1983): esta cepa fue empleada para el clonado de plasmidos, la

amplificacidn de pldsmidos y para guardar los mismos en un cepario.

Agrobacterium tumefasciens ASE: Esta cepa es resistente a los antibiéticos cloranfenicol y kanamicina. Se la

utilizé para transformar Arabidopsis thaliana.
5.1.2. Vectores plasmidicos utilizados.

Plasmido pBluescript Il SK(-) (Stratagene): es el vector empleado para el clonado de fragmentos de PCR.

Posee el sitio de multiple clonado en el gen lacZ que codifica para el fragmento N-terminal de la B-
galactosidasa. Este fragmento permite la seleccién de colonias bacterianas blancas o azules por a
complementacion, dependiendo de la presencia o ausencia del fragmento a clonar, respectivamente.
Ademads posee el gen BLA (ApR), que codifica para la B-lactamasa, que le confiere resistencia al antibidtico

ampilicina.

Plasmido pCHF3 (Jarvis et al., 1998). Vector binario que permite la transformacion de A.thaliana mediada

por A. tumefasciens. Posee origenes de replicacion para E. coli y A. tumefasciens. También posee el gen de
resistencia a espectinomicina para la seleccidon bacteriana. El T-ADN estd definido por los bordes derecho
(RB, del inglés “right border”) e izquierdo (LB, del inglés “left border”), y es la porciéon de ADN transferida al
genoma de la planta durante las transformacién. Esta region contiene el gen NPTII, que confiere resistencia
a kanamicina en plantas, bajo el promotor 35S del virus del mosaico del coliflor. Ademas presenta un sitio
de multiple clonado (SMC) flanqueado por el promotor 35S del virus del mosaico del coliflor y el terminador

de la transcripcidn de la subunidad pequefia de Rubisco de arveja.

Secuencias transcriptas del vector:

Hebra 5’: AACACGGGGGACGAGCTCGGTACCCGGGGATCC.

Hebra 3’: CTGCAGAGCTTTCGTTCGTATCATCGGTTTCGACAACGTTCGTCAAGTTCAATGCATCAGTT TCATTGC.
5.1.3. Minipreparaciones de ADN plasmidico.

Los plasmidos se obtuvieron utilizando el “kit” comercial “Wizard® Plus SV Minipreps” (Promega),

segun las indicaciones del fabricante.
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5.1.4. Digestién de ADN con endonucleasas de restriccidn.

Las digestiones de ADN con endonucleasas de restriccién se realizaron utilizando enzimas y buffers

comerciales. Las condiciones de reaccidn fueron las especificadas por el fabricante.
5.1.5. Electroforesis de ADN en geles de agarosa.

La separacidon de moléculas de ADN por electroforesis en geles de agarosa se realizé mediante el sistema
tipo submarino en cubas de acrilico (Sambrook et al., 1989). Se utilizaron concentraciones de agarosa de 1 a
3% (p/v) segun el tamafio de las moléculas de ADN a resolver. Los geles se prepararon con solucion buffer
1X TAE y se agregd bromuro de etidio a una concentracion final de 0,3 pug/ml. Previo a la siembra, las
muestras de ADN se mezclaron con 1/5 volimenes de solucion de siembra. Las corridas electroforéticas se
llevaron a cabo en solucién buffer 1X TAE, empleando voltaje constante. Se utilizaron marcadores de

tamaio molecular adecuados.
5.1.6. Purificacion de fragmentos de ADN a partir de geles de agarosa.

Luego de la separacion electroforética, el fragmento de ADN deseado se identificé mediante la visualizacién
del gel con un transiluminador UV y se escindié la banda correspondiente empleando un bisturi. La
purificacién de los fragmentos de ADN del gel se llevd a cabo utilizando el “kit” de purificacion de ADN

Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega).
5.1.7. Ligacién de fragmentos de ADN.

Para la ligacion de fragmentos de ADN en los vectores plasmidicos deseados se siguieron dos estrategias

segun el origen del fragmento.
a) Clonado de productos de PCR por el método de “restriccion-ligaciéon”.

Teniendo en cuenta que la amplificacién de fragmentos de ADN mediante PCR se llevd a cabo utilizando
ADN polimerasas que dejan extremos romos, el clonado de dichos fragmentos se realizd segun el siguiente
protocolo. Primero se digirié el vector de clonado pBluescript Il SK(-) con la enzima de restriccién Smal, la
cual deja extremos romos. Luego se procedié a la ligacidn del fragmento de ADN en la siguiente mezcla de
reaccion: en un volumen final de 21 pl se adiciond 20 ng de pBluescript Il SK(-) cortado previamente con
Smal, 2 ul de Buffer Tango (Fermentas), 2 U de T4 ADN ligasa, 3 U de Smal (Fermentas), ATP a una
concentracion final de 0,09mM y aproximadamente 20 ng de inserto. La mezcla de ligacidn se incubé toda

la noche a 16°C, y se utilizaron 5ul de la misma para transformar E. coli DH5a.
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b) Ligacién de fragmentos de ADN generados por corte con enzimas de restriccion (empleado para

subclonados)

En los vectores plasmidicos correspondientes ya cortados se llevé a cabo con la enzima T4 ADN ligasa
(Fermentas). Las condiciones de la reaccion fueron las especificadas por el fabricante. En todos los casos el

volumen de reaccién de ligacidn fue de 10ul y se utilizaron 5ul de la misma para transformar E. coli DH5a.
5.1.8. Transformacién bacteriana.
a) Transformacién de E. coli.

A partir de un cultivo saturado de E. coli DH5q, crecido toda una noche a 37°C en medio Luria-Bertani (LB;
10 g/| peptona de caseina, 5 g/l extracto de levadura y 5 g/l NaCl), se realizé una diluciéon 1:100 en el mismo
medio y se incubd 2 horas a 37°C. Por cada transformacién se tomd una alicuota de 1,5 ml de cultivo en
tubos de microcentrifuga y se centrifugd durante 2 min. a 2600g a temperatura ambiente. El sedimento de
células fue resuspendido suavemente en 1,5ml de 0,1M CaClI2 frio. Luego se centrifugd nuevamente 2 min.
a 2600g a temperatura ambiente. El sedimento de células fue resuspendido suavemente en 100 ul 0,1M
CaCl2 frio y sobre esto se adicioné el volumen correspondiente de solucién plasmidica. Esta mezcla se
incubd en hielo durante una hora, luego 90 segundos a 42°C y finalmente 2 min. en hielo. A continuacidn se
adiciond 900 pl de medio LB y se incubd durante una hora a 37°C, de modo que el marcador de seleccidn
presente en el plasmido se exprese. Transcurrida la incubacidn se realizd una centrifugacion de 2 min. a
2600g a temperatura ambiente, el sedimento de células fue resuspendido en 100 pl de medio LB y
finalmente se sembrd en placas de medio LB que contenian el antibidtico correspondiente. Las placas se

incubaron toda la noche a 37°C.
b) Transformacién de A. tumefasciens.

Un cultivo de A. tumefasciens (cepa ASE), crecido toda la noche a 28-30 2C en medio LB, fue diluido 1:100
en el mismo medio y cultivado hasta alcanzar una DO600 entre 0,5 y 1. La suspension de células fue
fraccionada en alicuotas de 1,5 ml, cada una de las cuales sirve para realizar una transformacién. Se
centrifugd a 10.000 g por 1 min. a 4 2C, y se resuspendid el sedimento de células en 0,5 ml de agua
destilada estéril a 4 2C. Se repitieron estos lavados 3 veces. Luego se resuspendieron las células en 0,5 ml
de 10 % (v/v) glicerol estéril a 4 °C. Se centrifugd nuevamente a 10.000 g por 1 min. a 4 eC y se
resuspendieron las células en 20 pl de 10 % (v/v) glicerol estéril. Se transfiri6 a una cubeta de
electroporador (Biorad) y se aplicd un pulso de 2,5 kV con capacitancia de 25 pF y una resistencia de 400 Q.
A continuacién se adicioné 1 ml de medio LB y se incubd durante dos horas a 28°C. Transcurrida la
incubacién se realizd una centrifugacion de 2 min. a 2600 g a temperatura ambiente, el sedimento de
células fue resuspendido en 100 ul de medio LB y finalmente se sembrd en placas de medio LB que
contenian el antibiodtico correspondiente. Las placas se incubaron toda la noche a 28°C.
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5.1.9. Seleccion y analisis de transformantes.

La seleccién de las colonias E. coli DH5a transformadas se realizé suplementando las placas con medio LB
con el antibiético adecuado segun el vector usado. Cuando el vector fue pBluescript Il SK(-) las placas se
suplementaron 100 ug/ml de ampicilina. Ademas, se adiciond a las placas 100uM IPTG y 20 ug/ml X-Gal.
Esto permitié identificar potenciales colonias que transformadas con el vector que contenia el inserto

clonado por su ausencia de coloracion azul.

Para bacterias (E.coli DH5a) transformadas por el vector pCHF3, la seleccidn se llevé adelante con
100 pg/ml de espectinomicina. Para la seleccidn de las colonias ASE transformadas con el vector binario
pPCHF3 las placas con medio LB se suplementaron con 50 pg/ml de espectinomicina, 50 pug de kanamicina y

25 pg de cloranfenicol.

5.2. Mutagénesis sitio dirigida.

Para realizar las mutagénesis dirigidas se utilizé la técnica “Extensién por Superposicion” (del inglés,
Overlap Extension; (Pogulis et al., 1996). Esté método permite introducir inserciones o deleciones sobre la
region de interés mediante Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) utilizando cuatro o mas cebadores

gue se solapan entre si.
5.2.1. Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR)

Las reacciones de amplificacion que involucraron mutagénesis, se llevaron a cabo bajo las siguientes
condiciones: en un volumen final de reaccién de 25 ul se adicioné 2,5 pl de buffer Pfu ADN polimerasa con
MgSO4 10x (Promega), 7,5 pmol de cada oligonucledtido correspondiente, 0,1 ug de ADN plasmidico o
producto de PCR y 2 U de Pfu ADN polimerasa. La concentracion en la mezcla de reaccién de cada uno de
los dNTPs (dCTP, dATP, dGTP, dTTP) fue de 0,2 mM. Se completé el volumen restante con agua Milli-Q. El
termociclado de las mezclas de reaccién se llevd a cabo en un equipo PCR SPRINT Termal Cycler® (Termo

Electron Corporation) segun el siguiente programa:

Etapa Ciclos Temperatura Tiempo

1 1 952C 30 seg

2 30 952C 30 seg
552C 30 seg
682C 1 min

3 1 682C 10 min
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5.2.2. Clonado de los fragmentos mutantes

Para confirmar la obtencién de los productos del tamafo esperado se corrié una alicuota de la reaccién
finalizada en un gel de agarosa teifido con Bromuro de Etidio con un marcador de peso molecular
adecuado. Luego de la purificacion de dichos fragmentos del gel, se procedid al clonado de los mismos en el

vector pBluescript Il SK(-) como se detalla en la Seccién 5.1.7.a

Las mezclas de ligacidn se transformaron en cepas de E. coli DH5a y se procedié como se detalla en
la Seccién 5.1.9. A partir de 3 colonias blancas seleccionadas en este medio para cada inserto se realizaron
inéculos en medio LB liquido con ampicilina. La presencia de los insertos en el vector se verificé en estos
clones mediante el patron de restriccién generado luego del corte de ADN plasmidico y se secuenciaron a

fin de verificar que la secuencia amplificada carecia de errores.

5.3. Obtencion de A. thaliana transformadas.

5.3.1. Ecotipo utilizado y condiciones de crecimiento.

Las plantas de A. thaliana utilizadas en esta tesis corresponden al ecotipo Columbia-0 (Col-0). A menos que
se indique lo contrario, las mismas fueron cultivadas en una camara de crecimiento con un régimen de 16
hs. De luz (100 pE.m-2.s-1) y 8 hs. de oscuridad. La temperatura de crecimiento fue de 23 2C durante el
ciclo luz/oscuridad, mientras que la humedad fue mantenida en 65 % de humedad relativa. Las plantas

fueron regadas dos veces por semana con agua.
5.3.2. Transformacioén de A. thaliana.

La transformacion de plantas de A. thaliana fue realizada mediante la técnica de “floral-dip” (Clough and
Bent, 1998). Se crecieron las cepas de A. tumefasciens ASE transformadas con los distintos pldsmidos
binarios en 5 ml de LB conteniendo 50 pg/ml de espectinomicina, 50 ug de kanamicina y 25 ug de
cloranfenicol a 28 2C hasta llegar a una DO600 cercana a 2. Se recuperaron las células por centrifugacién a
5.000 g durante 10 min. a temperatura ambiente y se resuspendieron en un medio con 5 % (p/v) sacarosa y

200 pl/I de Silwet L-77.

Las inflorescencias de plantas de A. thaliana regadas el dia anterior, fueron sumergidas en la
suspension de células durante 30 seg.. Luego de escurrir el exceso de medio de cultivo, se colocaron las
plantas en posicion horizontal dentro de bolsas plasticas para conservar la humedad. Luego de 24 hs. se
sacaron de las bolsas y se prosiguid con el cultivo en la cdmara de crecimiento hasta la maduracion de las

semillas.

42



Materiales y Métodos

5.3.3. Recoleccion de semillas.

La recoleccion de semillas se realizé a partir de plantas que finalizaron su ciclo de vida y que presentaban
semillas maduras. Se retird las plantas del contenedor de tierra y frotando las mismas con las manos se
dejo caer las semillas sobre una hoja de papel. Se eliminaron los restos de silicua y hojas por tamizado. Las

semillas se almacenaron en bolsas de papel en un recipiente seco hasta su posterior utilizacion.
5.3.4. Esterilizacién de semillas.

Para la esterilizacion de las semillas, las mismas fueron incubadas con una solucion de 70% (v/v) etanol,
0,1% (v/v) tritdon-X-100, durante al menos 5 y a los sumo 15 min.. Luego se realizé un enjuague con 96%
(v/v) etanol y finalmente se las dejo secar en el flujo laminar. La manipulacion del material vegetal en

condiciones de esterilidad se realizd en una cabina de flujo laminar.
5.3.5. Seleccion de transformantes.

Para la seleccion de plantas transformadas, semillas esterilizadas fueron sembradas en placas de Petri con
medio MS-agar (Murashige and Skoog, 1962) suplementado con 25 pg/ml de kanamicina. Las placas fueron
mantenidas en oscuridad a 4°C por 48 horas. Transcurrido este periodo las placas fueron transferidas a la

camara de cultivo y en estas condiciones las plantas se dejaron crecer 10 dias.

Luego las placas fueron analizadas y aquellas plantas que presentaban un fenotipo resistente al
agente de seleccién, evidenciado por el desarrollo de raiz y la aparicién del primer par de hojas verdaderas,
fueron transferidas a contenedores con tierra. Los mismos, fueron ubicados en bandejas con agua las
cuales se cubrieron con film de nylon transparente, de modo de evitar la pérdida de humedad. En estas
condiciones se cultivaron en la cdmara durante 2 dias, momento en el que se retird el nylon y se continué

con su crecimiento.

5.4. Blot de ARN pequefios.

5.4.1. Extraccion de ARN.

Para realizar la extraccién primeramente se realizd la recoleccion de muestras vegetales. Se recolectaron
inflorescencias de al menos 15 lineas T1 transgénicas independientes que sean representativas de la

poblacién de plantas para cada muestra, por duplicado.

La extraccion de ARN de tejido vegetal de A. thaliana se realizd utilizando el reactivo TRIzol
(Invitrogen). La recoleccién de las muestras de tejido se realizd en crioviales que inmediatamente fueron
sumergidos en N2 liquido. El material fue reducido a un polvo fino utilizando un pilén. A continuacion,
sobre este polvo se adiciond TRIzol (1 ml de reactivo para un maximo de 100 mg de tejido) y se agitd de
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modo de resuspender el tejido mortereado. El homogenado se centrifugé a 12000 g a 4 °C durante 10 min.

y finalmente se transfirid el sobrenadante a un tubo de microcentrifuga nuevo.

A continuacién se agregaron 0,2 volumenes de cloroformo por cada volumen de TRIzol original.
Esta mezcla se invirtié vigorosamente por 15 segundos y se centrifugd a 12000 g a 4 °C durante 15 min.. Se
transfirio la fase superior a un nuevo tubo de microcentrifuga y se precipitd el ARN mediante el agregado
de 0,5 volumenes de isopropanol por cada volumen de TRIzol inicial. Esta mezcla se incubd por 10 min. a

temperatura ambiente. Luego se centrifugd a 12000 g a 4 °C durante 10 min..

Finalizada la centrifugacién se descartd el sobrenadante. Se lavé el precipitado de ARN mediante el
agregado de 1 ml de 70 % (v/v) etanol frio y agitaciéon con vortex. Luego se centrifugd a 7500 g a 4 °C
durante 5 min., descartando el sobrenadante una vez finalizada la centrifugacién. Este paso de lavado se
repiti6 una vez mas. El precipitado de ARN obtenido se secd en estufa 37 °C por 10 min. y luego fue

resuspendido en 50 ul de agua Milli-Q para ARN.
5.4.2. Cuantificacién del ARN purificado espectrofotométricamente.

La cuantificacion se determind espectrofotométricamente midiendo la absorbancia a 230, 260 y 280 nm. Se
estimo la pureza de la preparacion a partir de la relacidn de las medidas de absorbancia a Abs260/ Abs230 y

Abs260/ Abs280.
5.4.3. Chequeo de la integridad del ARN purificado.

La integridad del ARN purificado se determiné mediante la electroforesis en geles de 1,5% (p/v) agarosa de
5 ul del ARN preparado. Las bandas de ARN ribosomal se visualizaron por tincion de los geles con bromuro

de etidio.
5.4.4. Armado del gel y corrida electroforética.

Se procedid a armar los geles de poliacrilamida al 17% en condiciones desnaturalizantes segun las

siguientes instrucciones:

37% Acryamida/ 1% Bis-acrylamida (Sigma: A6050) 10,6 ml
Urea 10,5g
H,0 (autoclavada dos veces) 1,75 ml
TBE 5X 12,5ml
Temed 12,5ml
APS 10% (peso/peso) 50ml
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La polimerizacién se llevd a cabo por aproximadamente 1 hora después de la cual se procedié a
pre-correr el gel por 1 hora a 180 V (E844 — CONSORT) en TBE 1X. Posteriormente, se prepararon las
muestras a sembrar. Para ello, se mezcld 1 volumen de colorante de siembra y 2 volimenes de formamida.
1,5 volumenes de esta preparacidén se mezclaron con 1 volumen de la muestra de ARN (2 — 6 ug). Se incubd

durante 4 min. A 95 °Cy luego se enfrid en hielo.

Se sembraron las muestras en el gel y se realizd la corrida electroforética del mismo a 180 V y
durante dos horas. Una vez finalizada la corrida, se tind el gel con 1X TBE y Bromuro de Etidio por 5 min. Se
tomo una foto y el gel se destifidé con 1X TBE. Se transfirié el gel a una membrana “Nytran Super Charge”
(NYLON, Schleicher & Schuell BioScience). Para ello, se empapd la misma junto con dos papeles “Whatman”

(Axygen®) con 1X TBE.

Luego, se realizd la transferencia en 1X TBE a 300 mA durante 1 hora (Trans-Blot ® SD Semi Dry
Transfer Cell — Biorad). Terminado esto, se realizd el crosslinking de la membrana durante 5 min. Con UV

(UV Transilluminator ® - UVP).
5.4.5. Marcado radioactivo de la sonda

El LNA (del inglés, locked nucleic acid) es un nucleétido de ARN modificado en cual se genera un enlace que
une al oxigeno del C2 con el C4. Esta modificacion en la estructura, produce un aumento en las propiedades
de hibridacion del oligo LNA. Entre ellas, un incremento en la estabilidad térmica del duplex y capacidad de
discernir entre secuencias similares. Mediante sintesis quimica se pueden generar oligos que poseen bases

intercaladas de LNA y ADN o ARN.

Sonda LNA 319: 5" AGGGAGCTCCCTTCAGTCCAA 3’

Sonda LNA miR319a-3p.2: 5’ TTGTCTACCGCATCATTCAT 3’
Las bases LNA estas subrayadas.

Otras sondas empleadas fueron de oligos sin modificar de secuencia complementaria del ARN pequefio que

se quisiera detectar.

Sondal71: 5°CGTGATATTGGCRCGGCTCAATCA3’

La R representa las bases A o G. Por ende esta sonda permite la deteccién simultanea de miR170/171.
Sonda 157: 5'GTGCTCTCTATCTTCTGTCAA3’

SONDA miR319a-3p.1: 5" TCAAAGAGAATCAATGATCCAA3’

Para llevar adelante el marcado radioactivo de la sonda, se prepard la siguiente mezcla de reaccion:

Oligonucledtido DNA/LNA (10uM) 2 ul
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Buffer polinucledtido quinasa 10X 1ul
H,0 3l
[32P]y-ATP (6000ci/mmol; 10 3ul
mCi/ml)

Polinucledtido quinasa T4 1ul

Se incubd a 37°C durante 1 h, luego se agregd 40 ul dH20. El oligo marcado se purificd por cromatografia de

exclusién molecular (BioRad columns, MICROBIO-SPIN 6, Cat. No. 7326200).
5.4.6. Hibridacion.

Se pre-hibridé la membrana a 38 °C durante 1 hora utilizando PerfectHybTM (Sigma). Se agregd la sonda (5
pmol) a 100 ul de PerfectHybTM vy se calentd la mezcla a 65 °C durante 10 min. tras lo cual se enfrié en
hielo y centrifugd. Se agregaron 10 ml de PerfectHybTM y se dejé hibridando la membrana con esta mezcla

a 38 °C durante toda la noche.

Terminada la hibridacidn, se procedié a enjuagar la membrana con 4X SSC. Luego se realizaron dos

lavados durante 20 min. con 4X SSC seguidos de un tercer lavado con 2X SSCy 0,1 % SDS durante 15 min.
5.4.7. Deteccion radioactiva

Se sec6 por unos minutos la membrana al aire libre. Luego se la cubrié con papel de film y fue puesta en

exposicidén en una placa autoradiografica.

5.5. Determinacion de intermediarios.

5.5.1. Construccion biblioteca 5’ RACE PCR.

Se realizd una extraccion de ARN total (segin punto 5.4.1) de plantas sobre-expresantes del precursor
mutante al cual se desean identificar los intermediarios. Luego a partir del ARN total se llevé a cabo una
purificacion de ARNm mediante kit comercial PolyATract® mRNA Isolation System Ill Promega) segun las

indicaciones del fabricante.

A continuacion se precipité al ARNm mediante el agregado de 2 pl de glucdégeno (10mg/ul), 10 pl de
Acetato Sodio 3M pH 5.2 y 220 ul de etanol absoluto. Se incubd toda la noche a -202C. Se centrifugd 20 min
a 4 °C a maxima velocidad y se lavd con etanol 80%. Luego se centrifugd 5 minutos a 4 2C a mdaxima
velocidad. Se removié el excedente y se secé 10 minutos a 372C. Posteriormente se resuspendié en 10 pl

de agua Milli-Q para ARN.
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Luego se realizd una ligacién del Oligo Adaptador de ARN mediante el siguiente protocolo: se
mezclé 250ng de ARNm con 0,25 pl de oligo ARN (100 uM). Se incubd 5 min a 652C. Se dejd en hielo 2 min.

Se agregd a la mezcla de reaccidn:

10X Buffer Ligasa 1l
10mM ATP 1l
BSA 1l

RNAseOut (40U/ul) 1l

T4 RNA ligasa (5U/ul) | 1

H,0 csp 10ul

Se incubé a 37°C durante 1 hora. Se centrifugd, y precipité el ARNm mediante el protocolo
descripto previamente, y se resuspendié en H,0 Milli-Q para ARN. Luego, se traté el ARN con ADNasa, con
el objetivo de eliminar potenciales contaminaciones con ADN gendmico. Para ello se prepard la siguiente
mezcla de reaccidn: en un volumen final de reaccién de 20 pl se adiciond: 2 a 4 ug de ARNm total, 2 pl de
buffer “RQ1 RNase- Free DNase” (Promega), 1 U “RQ1 RNase-Free DNase” (Promega) y agua Milli-Q para
completar el volumen de reacciéon. La mezcla de reaccién se incubd 30 min. a 37 °C. Luego se inactivd la
ADNasa mediante la adicion al tubo de reaccién de 1 pl de “DNase Stop Solution” (Promega) e incubacién

por 10 min. a 65°C. Se usaron 12 pul para sintetizar el ADN complementario (ADNc), de los 21 ul de reaccion.

Posteriormente se realiza una retrotranscripcion (RT) utilizando un oligo especifico que hibrida en
una region transcripta 3’ de pCHF3 a modo de determinar solo los intermediarios de precursores de miARN
transgénicos expresados bajo el vector CHF3 y descartando los intermediarios enddgenos silvestres. La
sintesis del ADNc se llevé cabo segun el siguiente protocolo. En un volumen final de 25 pl se adicioné 0,25
ug de oligo RT CHF3-1, 12 ul de ARN tratado con ADNasa, dNTPs a una concentracidn final de 0,4 Mm cada
uno. El volumen de la mezcla se completd con agua Milli-Q. La mezcla de reaccién se incubé durante 5 min
a 65°Cy a continuacion en hielo durante al menos un minuto. Luego se realizé una centrifugacion rapida y
se adiciond a cada tubo de reaccion 4 pl de “5X First Strand Buffer”, 1 pl de 0,1 M DTT, 1 ul “Rnase OUT
Recombinant Ribonuclease Inhibitor” (Invitrogen) y 100 U de “SuperScript Ill Reverse Transcriptase”. Se
mezcld con micropipeta y se incubd 60 min. a 50 °C. Luego se realizé una centrifugacién rapida y se inactivo
la reacciéon mediante la incubacién a 70 °C durante 15 min.. Finalmente se realiza la eliminacion del exceso

de oligo ARN GeneRacer incubando 30 min a 37°C con 0,04 ug/ul de RNAsa A.

Secuencia de oligo adaptador ARN:
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5’ CAGCUGGAGCACGAGGACACUGACAUGGACUGAAGGAGUAGAAA 3’
Oligo RT CHF3-1: 5' GTGCGCAATGAAACTGATGC 3’
5.5.2. Amplificacién de intermediarios.

Se realiza una PCR con un oligo que hibrida sobre la secuencia del Oligo Adaptador ARN y un oligo que
hibrida especificamente sobre la secuencias del CHF3 transcriptas 3’ del precursor. Posteriormente con el
objetivo de aumentar la especificidad y la eficiencia de la deteccion de intermediarios de procesamiento se
realiza una PCR anidada.

Oligo general Adaptador: 5'- CGACTGGAGCACGAGGACACTGA-3’
Oligo general Adaptador anidado: 5'-GGACACTGACATGGACTGAAGGAGTA-3’
Oligo especifico CHF3: 5’- GTGCGCAATGAAACTGATGC-3’

Oligo especifico CHF3 anidado: 5'-CGAAACCGATGATACGAACG-3’

5.6. Optimizacion del método SPARE para analisis gendmico de intermediarios de
procesamiento de microARNs
5.6.1. Material vegetal.

Como material vegetal de partida se emplearon plantulas de Arabidopsis thaliana crecidas durante 10 dias
con luz continda. De este modo no hay variaciones asociadas al ritmo circadiano durante la colecta de

muestra. En paralelo se crecieron las siguientes plantas mutantes en HYL1, SE, y FIERY1.

5.6.2. Protocolo SPARE multiplex.

5.6.2.1. Extraccién de ARN
Se siguieron los pasos indicados en las Secciones 5.4.1 a 5.4.3.
5.6.2.2. Tratamiento con ADNAsa
En este punto se llevan todos los ARN a la misma concentracidn final.
1. Preparar la siguiente reaccién:

ARN (40ug de RNA en 89 ul finales)

Buffer DNasa 10ul

DNasa (Promega) 1ul
2. Incubar 30 minutos a 37 °C

3. Agregar 1 ul de ADNas Stop Solution
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4. Incubar 10 minutos a 65 °C
5.6.2.3. Precipitacion de ARN.
Agregar:
Glucdégeno (20mg/ul)
Acetato Sodio 3M pH 5.2

Etanol absoluto

2. Incubar durante la noche a -20°C.

3. Centrifugar 30 minutos a 4 2C a maxima velocidad.

4, Descatar sobrenadante.

5. Lavar con etanol 80%.

1 ul

10 ul

220 ul

6. Centrifugar 5 minutos a 4 2C a maxima velocidad.

7. Descartar SN. Repetir el paso 5 una vez.

8. Spinyremover excedente.
9. Secar 5-10 minutos a 37°C.
10. Resuspender en 9ul agua.

5.6.2.4. Ligacidon con Oligo ARN.

1. Mezclar 9ul de RNA con 1ul oligo de ARN (200 uM).

2. Incubar 5 minutos a 65°C

3. Poner en hielo aproximadamente 2 minutos

4. Agregar a la mezcla de reaccién (volumen final: 20 ul)

10X Buffer Ligasa
10mM ATP
BSA
ARNsaOut (40U/ul)
T4 ARN ligasa (5U/ul)
5. Incubar a 372C durante 1 hora

6. Centrifugary poner en hielo.

2 ul

2 ul

2 ul

2 ul

2 ul
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7. Inactivacion de la ligasa: 72°C durante 15".
5.6.2.5. Purificacion de ARNm con dynabeads
1. Seguir las instrucciones del kit
2. Resuspender en 12 ul agua.
5.6.2.6. Transcripcidn Reversa.
1. Preparar la siguiente reaccién:
ARNm-ligado purificado: 12ul (dividir en 8 tubos de PCR con 4ul en cada uno).
dNTP mix 10 mM:1 pl.
MixOligoespecifico: 0,5ul (en la Seccion 4.6.9 se detalla la preparacién de la mix de oligos).
En total hay 8 mix de oligos diferentes con entre 15 y 16 oligos cada una (ANEXO Tabla Al).
2. Calentar a 65 °C durante 5 minutos

3. Incubar en hielo al menos 1 minuto

4. Spin down

5. Agregar:
5X First Strand Buffer 4 ul
DTTO,1 M 1ul

Inhibidor de RNasa (Invitrogen) 1ul
SuperScript Il 0,5 ul
Volumen total de: 20ul
6. Incubar 60 minutos a 50 °C
7. Spin down
8. Inactivar la reaccion 15 minutos a 70 °C
9. Preparacién de la mix de oligos:

Los stocks de oligos son 100uM, y en cada reaccion de sintesis de ADNc se retrotrascriben 15 precursores.
Para preparar cada una de las 8 mix de los oligos se coloca en un eppendorf 1ul de cada oligo y se completa
con cantidad suficiente de agua mili-Q para 20ul. De esta dilucién 1:20 se toman 10ul y se lleva a un
volumen final de100ul, para obtener una diluciéon 1:200. Este procedimiento se repite para obtener una
dilucion 1:2000 de la que se toman 0,5ul de para realizar la sintesis de ADNc.
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5.6.2.7. PCRs

1. PCR1: el objetivo es enriquecer los intermediarios de procesamiento, sin la interferencia de los oligos
indexados de gran tamafio que generan una gran cantidad de dimeros de primer. Se emplean los oligos
FW1 y RV1 cuyas secuencias se detallan abajo.
2. PCR2: La funcidn de la PCR2 es incorporar los oligo indexado al producto de la PCR1 (Tabla M1). En Ila
PCR2 se usan los oligos FW2 y RV2 cuyas secuencias se detallan abajo y que son anidados a los oligos FW1y
RV1.

Como el protocolo completo involucra dos rondas de PCR, ambas se optimizaron (Seccién 5.7
Puesta a punto de las reacciones de PCR.). El objetivo era que la técnica fuera semi-cuantitiva de modo que
las lecturas obtenidas sean representativas de la abundancia real de los intermediarios de procesamiento.

Luego de cada PCR se corre un gel de agarosa al 2% para evidenciar los productos de la reaccion.
Oligo FW1: 5°-GTTCAGAGTTCTACAGTCCGA-3’ (contenida en el oligo FW2).
Oligo RV1: 5"-TGGAATTCTCGGGTGCCAAGG-3’ (contenido en el oligo indexado, RV2)

Oligo FW2: 5°-AATGATACGGCGACCACCGACAGGTTCAGAGTTCTACAGTCCGAC-3". La regidn subrayada

coincide en secuencia con el oligo FW1.
Oligo indexado, RV2:

5 -TGGAATTCTCGGGTGCCAAGGAACTCCAGTCACNNNNNNATCTCGTATGCCGTCTTCTGCTTG-3"

La regidon NNNNNN es la porcion variable de los oligos indexados que sirve para identificar de que

biblioteca provino el fragmento. La regidn subrayada coincide en secuencia con el oligo RV1.

Todas estas secuencias deben ser removidas luego de la secuenciacidn, ya que son comunes y no

aportan informacidn acerca del procesamiento de los microARNs.

Tabla M1. Secuencias correspondientes a los 48 index disponibles.

index | Secuencia | index | Secuencia | index | Secuencia

RPI1 ATCACG RP117 | GTAGAG RPI33 | TCATTC

RPI12 CGATGT RPI18 | GTCCGC RPI34 | TCCCGA

RPI3 TTAGGC RPI19 | GTGAAA RPI35 | TCGAAG

RP14 TGACCA RP120 | GTGGCC RPI36 | TCGGCA

RPI5 ACAGTG RP121 | GTTTCG RPI37 | GCCGCG

RP16 GCCAAT RPI122 | CGTACG RPI38 | GCCTTA

RP17 CAGATC RPI123 | GAGTGG RPI39 | GCTCCA

RPI8 ACTTGA RPI24 | GGTAGC RPI40 | GGCACA

RPI9 GATCAG RPI25 | CTAGCT RPI41 | GGCCTG

RPI10 | TAGCTT RPI26 | CTAGCT RPI42 | TCTACC

RPI11 | GGCTAC RPI27 | CTATAC RPI43 | TGAATG

RPI12 | CTTGTA RPI28 | CTCAGA RPI44 | TGCCAT

RPI13 | AGTCAA RPI29 | CTGCTG RPI45 | TGCTGG
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RPI14 | AGTTCC RPI30 | TAATCG RPI46 | TGGCGC

RPI15 | ATGTCA RPI31 | TACAGC RPI47 | TTCGAA

RPI16 | CCGTCC RPI32 | TATAAT RPI48 | TTCTCC

5.6.2.8. Purificacidn de la banda con el kit Wizard SV gel and PCR Clean-up system.

Siguiendo las instrucciones del fabricante se purifican las bibliotecas y se eluyen en un volumen de 20 ul de
agua ultra pura. La efectividad de la purificacién puede corroborarse corriendo una alicuota de 10ul en un

gel de agarosa 1,5%, mientras que el remanente se envia a secuenciar.

5.6.3. Puesta a punto de las reacciones de PCR.
A la hora de iniciar la puesta a punto de este protocolo habia ciertos requisitos que debian cumplirse para

que la técnica fuera de utilidad:

e Reproducibilidad entre los duplicados.

Se decidié emplear una elevada cantidad de molde (ADNc) para llevar adelante las reacciones de PCR. De
este modo se disminuye el error en el pipeteo y se espera asegurar la presencia de los fragmentos menos
abundantes. A su vez se decidié hacer Unica reaccién de PCR mezclando todos los ADNc correspondientes a
la misma biblioteca con el objetivo de reducir la variabilidad durante las reacciones de PCR1.

La puesta a punto se inicié con5uL de ADNc por cada mix de sintesis de ADNc, para un total de
40uL. Se seleccioné el ADNc proveniente de una muestra de Col-O ya que queriamos poner a punto el
protocolo para las plantas control. Por ultimo se queria usar el menor nimero de ciclos durante la PCR1
que diera amplificacion en la PCR2.

e Eficiente en términos de la secuenciacion.

Generalmente en técnicas de secuenciacién masiva, se consume un gran numero de lecturas en dimeros de
primers y oligos que quedan sin utilizar durante pasos de construccidn de la biblioteca. El objetivo era
disminuir estas lecturas al minimo, para ello se decidid realizar una purificacién a partir de gel entre la
primera y segunda PCR. Y una segunda purificacién luego de la segunda PCR.

De este modo se esperaba eliminar los oligos necesarios para la sintesis del ADNc, los oligos
remanentes y dimeros de primer de la primer y segunda PCR. Para delimitar las regiones a purificar se
calcularon los tamafios minimos esperados en ambas PCRs. Esto se hizo a partir de las distancias conocidas
de los oligos y los mecanismos de procesamiento para cada precursor de Arabidopsis (Bologna et al.,
2013b). Para la PCR1 se cortara el gel en las regiones comprendidas entre 100 y 700pb, mientras que para
la PCR2 se cortara el gel en las regiones comprendidas entre 150 y 800pb. Estas regiones fueron

delimitadas mediante el uso de marcadores de peso molecular especificos.
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5.6.3.1. PCR1.1

Lo primero que se evalud fue la concentracién de oligos y el nimero de ciclos a emplear durante la PCR1.

Se trabajé con la ADN polimerasa TaKaRa Ex Taq (A la cual nos referiremos de ahora en mas como Taq).
MM

Oligo FW1: 0,5 uL (1uM)

Oligo RV1: 0,5 uL (1uM)

dNTPs: 8ulL

buffer: 10uL

TaKaRa Ex Taq: 0,04uL

cDNA: 40uL

Agua: 41,6ul

Volumen final: 100uL

Los primeros 5 ciclos se hicieron 10% de oligo (1ul de oligo mix 1uM) y Taq polimerasa. Luego se
agregd el 90% restante de oligo mix y Taq polimerasa (4,5uL de cada oligo y 0,36uL de enzima) para los
siguientes 25 ciclos. En los ciclos 10, 15, 20 y 30 se detuvo la reaccién y se tomaron 25ul del volumen de
reaccién y se corrid un gel de agarosa al 2%, concentracion empleada de rutina a menos que se indique lo

contrario. En la Figura M1 se muestran los resultados de la PCR1.1.

Programa de PCR:

3794° x 1 ciclo
307 94°
307 55° X 30 ciclos
50” 72°
5°72° x 1 ciclo

A menos que se indique lo contrario este el programa de PCR empleado para la PCR1.
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Figura M1. Gel de agarosa al 2% con los productos de la PCR1.1
El gel se corrié durante 30 minutos con dos marcadores de peso molecular de 50 y 100pb. Los nombres de las calles
indican el nimero de ciclos de la PCR1.1 en el cual se tomd la alicuota.

A pesar de no observar amplificacién en ninguna calle se cortaron las regiones comprendidas entre
100 y 700pb y se purificaron como se indico en la Seccién5.6.2.5. con la excepcion de que el volumen de

elusién sera de 30uL. Este procedimiento se repetira luego de la PCR1 a menos que se indique lo contrario.

A partir de 2ul de PCR1 purificada, se realizé la PCR2 a 10 y 30 ciclos, para cada una de las
condiciones (es decir, ciclos) de la PCR1. Durante la puesta a punto de la PCR2 se usaran los oligos FW1 y

RV1, en lugar de los indexados, a menos que se indique lo contrario.
MM (PCR2)
Oligo FW1: 1,25 uL (1uM)
Oligo RV1: 1,25 uL (1uM)
dNTPs: 4uL
buffer: 5uL
ExTaq: 0,25 uL
moldePCR1: 2ulL
Agua: 36,25ulL
Volumen final: 50 uL

Programa de PCR

3794° x 1 ciclo

307 94°

30 55° X 10 o 30 ciclos

50” 72°

5°72° 1 ciclo
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A menos que se indique lo contrario este es el protocolo y programa empleado en la PCR2. En la

Figura M2 se muestran los resultados de la PCR2.

10 ciclos de PCR2 30 ciclos de PCR2

10 15 20 30 PM50 PM100 10 15 20 30

Figura M2. Gel de agarosa al 2% con los productos de la PCR2.
El gel se corrié durante 30 minutos con dos marcadores de peso molecular de 50 y 100pb. Los nombres de las calles
indicar el nimero de ciclos de la PCR1.1 en el cual se tomé la alicuota

Sélo se observé amplificacion para 30 ciclos de la PCR2, a partir de los 15 ciclos de la PCR1.1 en
adelante. Sin embargo este numero de ciclos es inapropiado para trabajar con oligos indexados por lo que

se continué ensayando otras condiciones para la PCR1.
5.6.3.2. PCR1.2

A continuacién se decidid trabajar con una concentracién final de oligo superior. Se probd entonces con

una concentracion 10uM en lugar de 1uM.
MM

Oligo FW1: 1 uL (10uM)

Oligo RV1: 1 uL (10uM)

dNTPs: 8uL

buffer: 10uL

ExTaq: 0,04uL

cDNA: 40ulL

Agua: 31,6ulL

Volumen final: 100uL

Los primeros 5 ciclos se hicieron 10% de oligo y Taq. Luego se agregd el 90% restante de oligo y Taq
(4ulL de cada oligo y 0,36uL de enzima). A los ciclos 10, 15, 20 y 30 se detuvo la reaccidn y se tomaron 25ul,

para correr luego en un gel de agarosa. La Figura M3 muestra los resultados de la PCR1.2.
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Figura M3. Gel de agarosa al 2% con los productos de la PCR1.2
El gel se corrié durante 30 minutos con dos marcadores de peso molecular de 50 y 100pb. Los nombres de las calles
indican el nimero de ciclos de la PCR1.2 en el cual se tomé la alicuota.

A pesar de no observar amplificacién en ninguna calle, se purificaron desde el gel las regiones
comprendidas entre 100 y 700pb. A partir de 2ul de PCR1 purificada, se hizo la PCR2 a 10 y 30 ciclos, con el
protocolo que se describid en la Seccién 5.7.1., para cada una de las condiciones (es decir, ciclos) de la

PCR1.2. La Figura M4 muestra los resultados de la PCR2.

10 ciclos de PCR2 30 ciclos de PCR2
10 15 20 30 PM50 PM100 10 15 20

Figura M4. Gel de agarosa al 2% con los productos de la PCR2.
El gel se corrié durante 30 minutos con dos marcadores de peso molecular de 50 y 100pb. Los nombres de las calles
indican el nimero de ciclos de la PCR1.2 en el cual se tomé la alicuota.

|Il

En las calles 3 y 4 se observa un patron de amplificacién aceptable. Sin embargo el “manchado”
observado en las calles 8-10 (30 ciclos de PCR2) podria ser indicativo de problemas de amplificacion del
ADN simple cadena. Debido a esto se decidié hacer la PCR1 con temperaturas de hibridacidn mas bajas de

55¢C.
5.6.3.3. PCR1.3

Se repitieron las condiciones de la PCR1.2. La Unica modificacién fue en el programa de PCR, donde se
emplearon dos temperaturas de hibridacidn: 452C y 509C.Para ambas temperaturas se tomaron 25ul a los

15, 20 y 30 ciclos. La Figura M5 muestra los resultados de la PCR1.3
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Hibridacion: 45°C Hibridacion: 50°C
15 20 30 PM50 15 20 30

Figura M5. Gel de agarosa al 2% con los productos de la PCR1.3
El gel se corrié durante 30 minutos con el marcador de peso molecular de 50pb. Los nombres de las calles indican el
numero de ciclos de la PCR1 en el cual se tom4 la alicuota.

A partir de 2ul de PCR1.3 purificada, se realizé la PCR2 a 10 y 30 ciclos, en un volumen final de 25 ul
en lugar de 50ul. A su vez se realizé la PCR2 de la PCR1.2, con 10ul (A) y 20 ul (B), del ciclo 15 de la PCR1.2
purificada. Esto ultimo se hizo con el objetivo de evaluar el efecto del aumento de molde en el resultado de
la PCR2 y seguir trabajando con una temperatura de hibridacién de 55°C. La Figura M6 muestra los

resultados de las condiciones ensayadas en la PCR2.

10 ciclos 30 ciclos PCR2
45°C 50°C 55°C 45°C 50°C 55°C T de hibridacion
15 20 30 15 20 30 A B PM50 15 20 30 15 20 30 A B  Ciclos de PCR1

Figura M6. Gel de agarosa al 2% con los productos de la PCR2.

El gel se corrié durante 15 minutos con el marcador de peso molecular de 50pb. Los nombres de las calles indican el
numero de ciclos de la PCR1.3 en el cual se tomd la alicuota (15, 20 y 30) o la cantidad de producto purificado de la
PCR1.2 (Ay B).

En todos los casos el manchado a los 30 ciclos de la PCR2, persistid. Debido a ello decidimos hacer
una busqueda bibliografica para encontrar posibles soluciones a este problema. Las recomendaciones mas

frecuentes fueron:
e Reducir el numero de ciclos de PCR.
e Aumentar la temperatura de hibridacién.
e Emplear un perfil térmico de “touchdonw” PCR.
e Trabajar en condiciones de “hot start” PCR.

e Para ADNc complejos se recomienda optimizar el buffer de la PCR, utilizar DMSO (desde un 5-10%)

y utilizar una polimerasa muy procesiva.
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En funcidn de dichas recomendaciones se decidié cambiar la polimerasa (TaKara ExTaq) por la
enzima Phusion. Esta polimerasa es procesiva y extremadamente fiel, lo suficiente como para emplearse en
la construccion de bibliotecas que requieren de secuenciacién masiva (Zhai et al., 2014). A su vez, emplea
elevadas temperaturas de hibridacion (~632C) debido a la elevada concentracion de sales presentes en los
buffers que vienen con la enzima, HF (de alta fidelidad) y GC. Este ultimo es recomienda para templados

dificiles, con posibilidad de formar estructura secundaria y es compatible con el uso de DMSO.
5.6.3.4. PCR1.4

Se cambid la polimerasa TaKaRa Ex Tag por la Phusion. En esta primera prueba se siguieron las

recomendaciones del manual de la enzima.
MM

Oligo FW1: 2,5ulL (10uM)

Oligo RV1: 2,5uL (10uM)

dNTPs: 4uL

buffer: 10uL

DMSO: 1,5uL

Phusion: 0,5 uL

cDNA: 20ulL o 8uL

Agua: c.s.p: 50uL

Programa de PCR:

60"’ 98¢ x1 ciclo

307" 98¢

30" 63¢ X 15 o 30 ciclos.
507" 72¢

Las variables a probar fueron la cantidad de inicial de ADNc (20uL o 8ul totales) en 50 ul de
reaccion y los dos tipos de buffers, higth fidelity (HF) y GC (con DMSQO). Estas se resumen en la Tabla
M.2.Ademas de esto, la PCR1.4 se hizo a 15 y 30 ciclos. Los resultados de la PCR1.4 se presentan en la
Figura M7.
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Tabla M2. Condiciones evaluadas con polimerasa Phusion.

A B C D
cDNA 20ulL | 20uL | 8ulL 8ulL
Buffer GC HF GC HF
15 ciclos 30 ciclos
A C B D PM100 A C B

Figura M7. Gel de agarosa al 2% con los productos de la PCR1.4.

El gel se corrié durante 15 minutos con el marcador de peso molecular de 100pb. Los nombres de las calles hacen
referencia a las condiciones enumeradas en la Tabla M2.

Se cortaron las regiones comprendidas entre los 100 y 700pb para las reacciones de PCR de 15

ciclos A-D (izquierda del gel). A partir de 2ul de PCR1.4 purificada, se realizé la PCR2. Teniendo en cuenta

gue se habian obtenido mejores resultados al trabajar con buffer GC y DMSO (Figura M7, calles Ay C,

derecha del gel, 30 ciclos de PCR1.4) estos se emplearon en la PCR2.

MM

Oligo FW1: 1uL (10uM)

Oligo RV1: 1ulL (10uM)

dNTPs: 2uL
buffer GC: 4uL
DMSO: 0,6uL
Phusion: 0,2 uL
molde: 2uL

Agua: c.s.p: 20uL
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Programa de PCR:

60" 982 x1 ciclo
30 98¢

30" 632X 10 ciclos.
50 722

La Figura M8 muestra los resultados de la PCR2.

10 ciclos

A C PM100 B D

Figura M8. Gel de agarosa al 2% con los productos de la PCR1.
El gel se corriéd durante 15 minutos con el marcador de peso molecular de 100pb. Los nombres de las calles hacen
referencia a las PCR1 de 15 ciclos purificadas, segun las condiciones enumeradas en la Tabla M2

Como no se hubo amplificacién en ninguna calle, se decidié repetir la PCR2 cambiando las

cantidades iniciales de la PCR1.4 de 15 ciclos purificada (Figura M7).
5.6.3.5. PCR2.1

Se hizo la PCR2 a partir de la PCR1.4 de 15 ciclos, con cantidades variables de molde: 25ul de la reaccion A,
8uly 16ul de la reaccidon B. A su vez se usaron 2ul de la reaccién A a 30 ciclos de la PCR1.4, como control de
amplificacidn. El volumen final de la reaccién fue 50ul y se tomaron 25ul a los 10 y 30 ciclos de la PCR2 para

constatar amplificacién y ausencia de la mancha. En la Figura M9 se muestran los resultados de la PCR2.1.

10 ciclos 30 ciclos
B(8) B(16) A(2) PM100 A(25) B(8) B(16)

A(25)

A(2)

Figura M9. Gel de agarosa al 2% con los productos de la PCR2.1

El gel se corrid durante 15 minutos con el marcador de peso molecular de 100pb. Los nombres de las calles hacen
referencia a las PCR1.4 de 15 ciclos purificada, segun las condiciones enumeradas en la Tabla R1.2. Los niumeros entre
paréntesis son las cantidades de partida de la PCR1.4 purificada (25, 8 y 16) mientras que A (2) corresponde a la
PCR1.4 purificada de 30 ciclos.
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A los 30 ciclos de la PCR2.1 se detecta amplificacién en todas las calles. A la derecha del gel, en las
calles A (25) y B (16) se ve una coleccidon de bandas, definidas y acotadas, siendo este el resultado
esperado. En funcién de esto, se seleccionaron las siguientes condiciones para la PCR1: 20uL de ADNc vy el

buffer GC, condicion A.

Sin embargo 30 ciclos de PCR2 son inadecuados para trabajar con oligos indexados, por lo que se

continud poniendo a punto las condiciones de la PCR2, a partir del molde A de la PCR1.4 purificada.
5.6.3.6. PCR2.2

En funcién de los resultados anteriores, se decidié hacer la PCR2 con cantidad variable de molde de la
PCR1.4 purificada (A).Para esto se repitioé la PCR1.4, a 15, 20 y 25 ciclos. Se corrié un gel de agarosa al 2%

(no se observé amplificacion, gel no mostrado) y se cortd la region comprendida entre 100 y 700pb.

Luego, se usaron 2 y 10ul para cada una de las condiciones (es decir, ciclos) de la PCR1.4.como
molde de la PCR2.2 El objetivo era trabajar con un ndmero bajo de ciclos en la PCR1, durante la etapa
exponencial de amplificacion. La PCR2.2 se hizo a 10 ciclos. La Figura M10 muestra los resultados

obtenidos.

2uL de PCR1 10uL de PCR1

15 20 25 PM100 15 20 25

Figura M10. Gel de agarosa al 2% con los productos de la PCR2.2
El gel que se muestra en la parte superior, se corrié durante 15 minutos, y el que se muestra en la porcidon
inferior, durante media hora. Se usé un marcador de peso molecular de 100pb. Los nombres de las calles hacen
referencia al niUmero de ciclos de la PCR1.4 de 15 ciclos purificada.

La calle que mejor amplificé fue la 6, donde se usaron 20 ciclos de PCR1, 10 ciclos de PCR2 y 10uL
de PCR1 purificada como molde. Estas condiciones se seleccionaron para la construccién de las

bibliotecas.
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5.6.4. Construccion de marcadores de peso molecular especificos.

Estos marcadores de peso molecular se hicieron con el objetivo de delimitar la zona de corte en los geles,

especialmente para la PCR1 donde se trabaja a 20 ciclos y no se detectan las bandas en el gel (Figura M7).

Para su construccidon se emplearon plasmidos vacios y oligos genéricos que hibridaran en por fuera del sitio

de multiple clonados de los mismos, disponibles en el laboratorio.

Parala PCR1:

e Limite inferior: 90pb. Se construyd un marcador de 92pb, Figura M11, calle 1.

e Banda mayoritaria esperada: 120pb. Se construyd un marcador de 117pb, Figura M11, calle 2.

Parala PCR2:

e Limite inferior: 150pb. Se construyé un marcador de 144pb, Figura M11, calle 4.

e Banda mayoritaria esperada: 220pb. Se construyd un marcador de 224pb, Figura M11, calle 5.

Los marcados mencionados anteriormente fueron preparados mediante PCR siguiendo el siguiente

protocolo:

MM

5X buffer GoTaq (trasparente)
dNTPs

oligo FW

oligo RV

GoTaq

Molde (plasmido vacio 1/10)

H20

Programa:

95 2C 60 seg

952C 30 seg
552C 30 seg x 35 ciclos

72°C 40 seg

10uL
2uL
2uL
2uL
0.2uL
luL

31,9uL

Volumen final: 50uL
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Los resultados se muestran en la Figura M11.

92pb 117pb  PM100  144pb  224pb

Figura M11. Gel de agarosa al 1,5% con los productos de la PCR.
El gel se corriéd durante 15 minutos, con un marcador de peso molecular de 100pb. Los nombres de las calles hacen
referencia al tamafio esperado del producto de PCR.

En todas las calles se obtuvo una banda del tamafo esperado a excepcion de la calle 5. Por lo tanto
se decidio reemplazar el marcador de 224pb por un marcador de 240pb que estaba disponible previamente

en el laboratorio.
5.6.5. Construccion de bibliotecas con las condiciones finales de trabajo.

Se tomaron 5ul de cada mix individual de los ADNc, para dar 40ul totales, de los cuales se usaron 20ul como
molde de la PCR1 y el remanente se reservd en caso de que hubiera que repetir la primer PCR. Este
protocolo se aplicé a las muestras prevenientes de Col-0 (cuadriplicados bioldgicos), se (duplicados), hyl1

(duplicados) y fiery1 (duplicados), se construyeron un total de 10 bibliotecas.
5.6.5.1. PCR1.
MM:
5x buffer GC: 10uL
dNTPs: 4uL
Oligo FW1: 1,5uL
Oligo RV1: 1,5 uL
Molde: 20ul de ADNc
DMSO: 1,5 ul
Phusion: 0,5 ul
H,0: 11ul
Volumen final: 50ul

Programa de PCR:
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98C 1 min x 1 ciclo
98C 30s

63C 30s x 20 ciclos
72C 50s

72C 10 min

Se corrié un gel de de agarosa al 1,5% (no mostrado). Se cortaron las regiones comprendidas entre

100y 700pb y se purificaron en un volumen final de 35uL.
5.6.5.2. PCR2.
En cada caso se usaron 10ulL de la PCR1 purificada.
MM
5X GC buffer: 10ul
dNTPs: 4ul
Oligo FW2: 0.75ulL
Oligo Indexado (RV2): 0.75ulL
Molde: 10ul PCR1 purificada.
DMSO: 1,5ul
Phusion: 0,5ul
H,0: 22,5ul
Volumen final: 50ul

Los oligos indexados empleados en la PCR2, se resumen en la Tabla M3

Programa de PCR

98C 1 min x 1 ciclo
98C 30s

63C 30s x 10 ciclos
72C 50s

72C 10 min
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Tabla M3. Numero de index empleado en cada biblioteca generada con el nuevo protocolo de SPARE.

Col-01

Col-0 2

Col-03

Col-04

fiery11

fiery1 2

hyl11

hyl1 2

sel

se?2

11

12

9

10

7

8

4

Los productos de la PCR2 se corrieron en geles de agarosa al 2%, dividiéndose el volumen total de la

reaccién en dos pocillos. Los resultados se resumen en las Figuras M12-14.

pmioo GO0 444240 G002  pmio0 hyi 1 144/240
-— -~
| — — — -—
-3 k
~ A
P O — e ~O—
— — o

Figura M12. Gel de agarosa al 2% con los productos de la PCR2.

El gel se corrié durante 30 minutos, con un marcador de peso molecular de 100pb y los marcadores especificos de 144

y 240pb. Los nombres de las calles hacen referencia a las bibliotecas amplificadas durante la PCR2. En el gel inferior se
muestra la region cortada entre ~150pb y 800pb.

hyl12 fiery1 1 fiery1 2
PM100 Y 144/240 e PM100 e 144/240
-
o ——

e

e T

- —

e

Figura M13. Gel de agarosa al 2% con los productos de la PCR.
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El gel se corridé durante 30 minutos, con un marcador de peso molecular de 100pb y los marcadores especificos de 144
y 240pb. Los nombres de las calles hacen referencia a las bibliotecas amplificadas durante la PCR2. En el gel inferior se
muestra la region cortada entre ~150pb y 800pb.

PM100 _COM03  q44/240 __C0M04  pmigp __S€T  144/240 PM100 €2  144/240

Figura M14. Gel de agarosa al 2% con los productos de la PCR.

El gel se corridé durante 30 minutos, con un marcador de peso molecular de 100pb y los marcadores especificos de 144
y 240pb. Los nombres de las calles hacen referencia a las bibliotecas amplificadas durante la PCR2. En el gel inferior se
muestra la region cortada entre ~150pb y 800pb.

En todos los casos se obtuvieron productos de amplificacidn, siendo las mismas bandas discretas
de diferentes tamafios, lo cual coincide con lo esperado. La region cortada desde 150-800pb se purificd

como se indica en la Seccidn 5.6.2.8. y se eluyeron en un volumen de 22ul.
5.6.5.3. Cuantificacion de las bibliotecas generadas

Empleando el equipo NanoDrop se cuantificaron 2ulL de las bibliotecas, midiendo absorbancia a 260nm. Los

resultados se resumen en la Tabla M4.

Tabla M4. Concentraciones de las bibliotecas generadas.

Col-01 | Col-02 | Col-03 | Col-04 | fiery11 | fieryl2 | hyl11 hyl12 sel se 2

5,9 5,4 7,9 12,9 7,7 11ng/uL | 5,5ng/ul | 5,8 ng/uL | 8,6ng/ul | 5,4ng/ulL
ng/uL | ng/uL | ng/uL | ng/uL ng/uL

Finalmente se corrié un gel con la PCR2 purificada para corroborar la presencia de ADN post-
purificacién. Se corrieron aproximadamente 10ulL de cada biblioteca purificada, quedando 10ulL para enviar

a secuenciar. Los resultados se muestran en las Figuras M15-16.
66



Materiales y Métodos

Col-0 1 Col-0 2 144/240 hyl1 1 hyl12 144/240 fiery1 1 fiery1 2 PM100

Figura M15. Gel de agarosa al 1,5 % con los productos purificados de la PCR2.
El gel se corrid durante 15 minutos, con un marcador de peso molecular de 100pb y los marcadores especificos de 144
y 240pb. Los nombres de las calles hacen referencia a las bibliotecas purificadas.

PM100 Col-0 3 Col-0 4 144/240 se 1 se 2 PM100

Figura M16. Gel de agarosa al 1,5 % con los productos purificados de la PCR2.
El gel se corridé durante 15 minutos, con un marcador de peso molecular de 100pb y los marcadores especificos de 144
y 240pb. Los nombres de las calles hacen referencia a las bibliotecas purificadas.

5.6.5.4. Precipitacidn de las bibliotecas generadas.

Luego de constatar la presencia de ADN luego de la purificacidn, las bibliotecas de precipitaron. Para esto,
10ul de cada biblioteca se llevaron a 100ul con agua, y a continuacion se agregaron 220uL de etanol

absoluto, 10uL de NaAc 3M y 2uL de Glicoblue.

Las muestras se dejaron precipitando durante la noche a -202C en tubos eppendorf de 2mL de
panza redondeada. Luego se centrifugaron a mdaxima velocidad durante media hora en la centrifuga
refrigerada, se descarté el sobrenadante y se agregd 1mL de etanol absoluto. Se envolvieron y se enviaron

a secuenciar.

5.7. Procesamiento de los datos crudos.

5.7.1. Archivo final con los resultados de las bibliotecas.

Una vez obtenidos los datos crudos de la secuenciacion, se realizé el procesamiento de los datos (en el
contexto de la tesis doctoral del Dr. Uciel Chorostecki). Para la obtencion de un archivo final de Excel se

siguieron los siguientes pasos:

1. Remover secuencias adaptadoras (trimming)
2. Agrupar secuencias iguales y determinar abundancia (conversién de fast-q file a tag-count file).

3. Mapear las secuencias Unicas contra las secuencias de precursores (sub-genoma definido previamente).
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4. Combinar los resultados del mapeo con la abundancia de cada secuencia.

5. Filtrado de secuencias menores a 30pb. Este paso es importante ya que los ARNs pequefios maduros son
muy contaminantes. Esto se visto para bibliotecas del tipo degradoma o PARE del inglés, Paralell Analisys of

RNA Ends(Addo-Quaye et al., 2009).

6. Normalizacion de los datos. El numero de lecturas totales varia de biblioteca a biblioteca, es por ello que
es necesario normalizar los resultados obtenidos para poder comparar entre las diferentes muestras. La

Tabla M5 resumen las lecturas obtenidas en cada biblioteca antes de normalizar.

Tabla M5. Lecturas obtenidas en cada una de las bibliotecas generadas.

Col-01 | Col-02 Col-03 | Col-04 | fieryl1l | fieryl?2 hyl11 hyl12 sel se2

56.280 | 121.253 | 39.262 | 81.407 | 45.2434 | 79.4067 | 45.103 25.677 38.554 | 74.277

Teniendo en cuenta que la biblioteca Col-0 2 fue la que tuvo el mayor nimero de lecturas se
empled 120K para la normalizacion. Para normalizar, cada lectura obtenida en cada biblioteca se realizd la

siguiente conversion:
Normalizacion: N2 de lecturas* 120.000/NQ lecturas totales.
5.7.2. Representacion grafica de los cortes en cada precursor.

En todos los casos, la secuencia de interés que corresponde al precursor de microARN es la representada
como: 5'-NINNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN-3" (Figura M17A). El corte en el precursor se encontrard
entre los nucledtidos N1 y “NO”, estando este ultimo ausente en la secuencia obtenida y debe recuperarse
ubicando esta secuencia en el contexto de la estructura secundaria del precursor (Figura M17B). Cada
posicién de corte se indicara con una flecha de color verde, cuando el corte provenga de una biblioteca de

Col-0y roja cuando el corte provenga de una biblioteca de fiery1.

Cada flecha, estara acompafiada de la abundancia normalizada de dicha posicién de corte. En el
caso de las muestras provenientes de plantas salvajes, para graficar el corte en una determinada posicion,
el mismo debe estar presente en al menos dos de las cuatro bibliotecas. Mientras que en el en caso de
fiery1 los cortes deben estar presentes en todas las bibliotecas (dos) para considerarlo como un corte
positivo. La sumatoria de todos los cortes provenientes de cada biblioteca, permiten reconstruir el patrén
de procesamiento de cada precursor y a partir de este, inferir el mecanismo de procesamiento del mismo

(Figura M17CD y Tabla M6).
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Figura M17. Reconstruccion del patrén de procesamiento a partir de las lecturas de fragmentos individuales.

A) Esquema y detalle de los fragmentos finales obtenidos en bibliotecas de SPARE multiplex.

B) Detalle de dos secuencias correspondientes a dos intermediarios de procesamiento del precursor de
miR162a.

C) Ubicacion de los cortes asociados a las secuencias en el contexto de la estructura secundaria del precursor
de miR162a.

D) Patrdn final de procesamiento del precursor de miR162a reconstruido para las bibliotecas de Col-0 vy fiery1

Debido a la posicién relativa de los oligos en el precursor, el método permite detectar un nimero
variable de cortes dependiendo del mecanismo de procesamiento responsable de la biogénesis de cada
microARN. La informacién resumida en la Tabla M6 permite asociar el patron de cortes de un precursor con
uno de los cuatro mecanismos de procesamiento descriptos previamente (Bologna et al., 2013b). De este

modo se determinacién del mecanismo de procesamiento para cada precursor.

Tabla M6. Numero de intermediarios de SPARE esperados para cada de mecanismo de procesamiento.

Mecanismo de procesamiento | Numero de Intermediarios Ejemplo
Tallo a burbuja corto 1 miR171a
Tallo a burbuja secuencial 1 miR169b
Burbuja a tallo corto 2 miR156a
Burbuja a tallo secuencial 4 miR159b
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5.8. Transcripcion in vitro

5.8.1. Preparacion de muestras de ARN
5.8.1.1. Moldes para transcripcidn in vitro.

Para generar el molde para la transcripcién in vitro del precursor de miR157c se partié de un pldsmido que
contenia un clon gendmico de dicho precursor. Con el objetivo de incorporar la secuencia del promotor T7
se realizé una primer PCR donde uno de los oligos presentaba la secuencia del promotor T7 sobre el
extremo 5’. El programa de PCR empleado se detalla en la Seccién 5.2.2. El producto esperado era de

195pb.

Para evidenciar los productos de la PCR se corrié un gel de agarosa al 2%. La banda deseada se
cortd y se purificd como de detalla en la Seccién 5.1.6. A continuacién se realizd una nueva PCR sobre este
inserto purificado con el objetivo de aumentar la masa final de molde para la transcripcién. Esta PCR se hizo
en las mismas condiciones que la primer PCR. Luego se corrid un gel de agarosa al 2% donde se sembraron
5uL del volumen de reaccidon para constatar amplificacion. El remanente de del volumen de PCR se purifico

empleando una extraccidon con una mezcla de fenol-cloroformo-isoamilico que se detalla a continuacion.

1. Llevar el volumen de reaccién a 100uL finales
2. Agregar 100uL de la meza de 25 partes de fenol, 24 partes de cloroformo y 1 parte de alcohol
isoamilico
3. Meazclar usando un vortex
Centrifugar 2min. a maxima velocidad
Descartar la fase organica
Agregar 100uL de cloroformo
Mezclar usando un vortex

Centrifugar 2min. a maxima velocidad

o ® N oo v &

Descartar la fase organica

10. Agregar 10uL de NaCl 3M y 300uL de etanol absoluto
11. Dejar precipitando durante 20 min. a -802C

12. Centrifugar 30min. a maxima velocidad

13. Hacer un lavado con etanol al 70% v/v

14. Centrifugar 5min. a mdxima velocidad

15. Secar en una estufa a 372C durante 7min.

16. Resuspender en 20uL de agua

17. Cuantificar el molde
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5.8.1.2. Transcripcidn in vitro.

Para realizar la transcripcion in vitro se realiza una mezcla inicial que contiene: 10uL del ADN molde, 4uL del
buffer comercial de la ARN polimerasa y 6L de agua. Esta mezcla se calienta a 952C durante 2min. y luego

se deja 15min. a temperatura ambiente.

La mezcla de reaccién para transcripcion lleva 16ulL del buffer comercial, 20uL de la mezcla de NTPs
10mM cada uno, 2,5uL de ARNasa OUT, 3uL de la T7 ARN polimerasa (Thermo) y 38,5 ul de agua. Una vez
transcurridos los 15 minutos, se agrega la mezcla de reaccion a la mezcla inicial. La trascripcién se realiza
379C durante 5hs.A continuacion los productos de la reaccién de se mezclaron con 1/5 volimenes de
solucion de siembra y se corrieron en un gel de poliacrilamida al 6% en condiciones desnaturalizantes (Se
usaron las condiciones detalladas en la Seccidn 5.4.4 modificando la cantidad de 19% Acryamida/1% Bis-
acrylamida para llegar a una concentraciéon del 6%). La corrida electroforética del mismo se realizd a 180 V
y durante una hora. Una vez finalizada la corrida, se tifié el gel con 1X TBE y Bromuro de Etidio por 5 min, y

se escindié la banda del tamafio esperado de 175nt.
5.8.1.3. Purificacidon de ARN a partir de geles de poliacrilamida

Para realizar la purificacion del ARN a partir de la banda de poliacrilamida, se colocé la misma en un
tubo eppendorf y se centrifugd el mismo a 13000rpm durante 2min. Luego de agregaron 300uL de buffer
TEN (cuya composicion se detalla mas abajo) y se mezcla empleando un vortex. Se incuban los fragmentos

de acrilamida con el buffer de extraccién a 42C durante toda la noche.

Al dia siguiente se centrifuga a 42C a 13000rpm durante 2min y se toman ~300uL de la fase acuosa
y se trasvasa a otro tubo eppendorf el cual se guarda a 42C. Mientras tanto se agregan 300uL mas en el
tubo eppendorf que contiene los restos de acrilamida, se mezcla empleando un vortex y se incuban 3hs a
temperatura ambiente. Una vez transcurridas las 3hs, se centrifuga a 42C a 13000rpm durante 2min y se
toman ~300puL de la fase acuosa y se trasvasa al tubo eppendorf que se habia guardado previamente. El

remanente de poliacrilamida se descarta.

A los 600pL de buffer TEN de extraccion se agregan 900uL de etanol absoluto y se deja precipitando
1h. a -809C. Luego se centrifuga a 42C a 13000rpm durante 1 hora. Se descarta el sobrenadante vy el
sedimento se lava con 1mL de etanol al 75%v/v. Se centrifuga a 42C a 13000 rpm durante 5min. Se descarta
el sobrenadante y el sedimento se seca a 372C durante 7 minutos. Finalmente se resuspende en 20ulL de

agua y se cuantifica.

Para la preparacion del buffer de extraccion TEN se mezclan 5mL de Tris 1M pH=8, 1mL de EDTA
0,5M pH=8, 50mL de NaCl 3M vy se lleva a volumen final de 500mL.
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5.9. Mapeos estructurales sobre el ARN

5.9.1. Marcado de muestras de ARN con **P en el extremo 5’

Para realizar los ensayos de mapeo estructural es necesario marcar las muestras de ARN en el extremo 5’
con fosforo radioactivo. Para esto tomamos 300pmoles de ARN y realizamos una desfosforilacion
empleando la enzima Fosfatasa Antartika (NEB) segun las instrucciones del fabricante. Luego realizamos
una extraccién fenol/cloroformo/alcohol isoamilico como se describe en la Seccién 5.8.1.1y resuspendimos

en 15 pl de agua.

Tomamos 5ul de esta muestra y procedimos a realizar la fosforilacion del extremo 5° empleando la
enzima Polinucledtido Quinasa (Thermo Scientific) de acuerdo a las instrucciones del fabricante y utilizando
como sustrato 32P-y-ATP. Finalmente purificamos estas muestras por gel de poliacrilamida desnaturalizante
al 8% como se describe en la Seccidén 5.4.4 y la extraccién del ARN marcado se realizd segun la Seccion
5.8.1.3. Resuspendimos las muestras en agua estimando una concentracion final de 1uM de acuerdo al

porcentaje de precursor marcado de largo completo visualizado en el gel.
5.9.2. Mapeo por digestidén enzimatica

Antes de realizar el tratamiento con las enzimas especificas se calienta el precursor marcado a 95°C durante
5 min. y se enfria inmediatamente en un bafio de hielo/agua durante 5min. para favorecer el plegamiento
por hibridacidn intramolecular. Esto es lo que se conoce como ARN activado y se usa en una concentracion

de 1pmol/pL.

Luego se preparan 6 reacciones. Las primeras dos reacciones se emplean como referencias. Para la
reacciéon de hidrolisis alcalina (OH’) se mezclan 1,5uL de ARN activado y 3uL de NaHCO; 200mM pH=7.Se
calienta a 952C durante 3min. y se le agrega 5uL del buffer de siembra. Para la reaccion con la enzima T1 en
condiciones desnaturalizantes se mezclan 1,5uL de ARN activado y 7,5 plL de buffer CEU (cuya composicion
se detalla mas adelante). Se calienta a 502C durante 5min. y se le agrega 1L de T1 en una concentracion de
1U/uL. Se deja cursar la reaccion durante 15min. a 502C y luego se realiza una precipitacion durante de la
noche como se detalla en la Seccion 5.9.2.1.Para la reaccidon con T1 (Fermentas) en condiciones nativas se
mezcla 1,5uL de ARN activado, 1L de buffer de plegado (cuya composicion de detalla mas abajo), 0,3uL de
ARN de transferencia de E.coli 0,1mg/mL (Sigma) y 6,2 uL de agua. Esto se incuba a temperatura ambiente
durante 15min. y luego se agrega 1uL de T1 a una concentracién de 0,01U/uL. La reaccién se deja cursar

durante 15min. a temperatura ambiente y luego se precipita durante la noche.

Para la reaccién con la enzima S1 (Fermentas) se mezclan 1,5uL de ARN activado, 1ulL de buffer de
plegado, 0,3uL de ARN de transferencia de E.coli 0,dmg/mLy 5,2 pL de agua. La mezcla se incuba 15 min. a

temperatura ambiente. Luego se agrega 1uL de S1 a una concentracion de 1U/uL y 1uL de ZnCl, y la
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reaccién ocurre durantel5 minutos a temperatura ambiente y se deja precipitando durante la noche. Para
la reaccién con la enzima V1 se mezclan 1,5uL de ARN activado, 1uL de buffer de plegado, 0,3uL de ARN de
transferencia de E.coli 0,1mg/mL y 6,2 uL de agua. Se incuba 15 minutos a temperatura ambiente, y luego
se agrega 1uL de la enzima V1 (Ambion) a una concentracion de 0,001 U/uL . La reaccion ocurre durante 15
minutos y se deja precipitando durante la noche. La ultima reaccion sirve como control negativo y consiste
en mezclar 1,5uL de ARN activado y 8,5uL de agua e incubar durante media hora a temperatura ambiente

antes de poner a precipitar durante la noche.

Composicién del buffer CEU: citrato 20 mM pH 5, EDTA 1 mM y urea 7 M. Composicion del buffer
de plegado: Tris 20 mM pH 7,5, KCI 25 mM y MgCl210 mM.

5.9.2.1. Precipitacién de las muestras

Las reacciones se llevan a un volumen de 100uL con agua y a cada tubo se le agrega 10uL de NaCl 3M,
300uL de etanol absoluto y 1uL de Glycoblue, lo que permite seguir ocularmente el sedimento. Se deja
precipitando toda la noche y al dia siguiente se centrifuga a méxima velocidad durante 45min a 49C. Se
descarta el sobrenadante y se lavan los sedimentos con 1mL de etanol al 80% v/v. A continuacion se
centrifuga a maxima velocidad durante 7min. a 42C, se descarta el sobrenadante y se repite el paso
anterior. Luego se seca el remanente en un termobloque a 372C hasta que no se observe presencia de

etanol.

El sedimento se resuspende en 5uL de solucién de siembra la cual contiene formamida 80%v/v,
Xilene cyanol 0,025%p/v azul de bromo fenol 0,025%p/v, solucién reguladora TBE (Tris 100 mM, borato de
sodio 100 mM, EDTA 2 mM) y EDTA 50 mM pH 8. Finalmente se sembraron las muestra en geles de

secuenciacion como se describe en la Seccién 5.9.3.
5.9.3. Geles de Secuenciacion

Para la preparaciéon del gel, se utilizaron geles de 6 y 8 % acrilamida conteniendo urea 7 M. La
polimerizacién de los geles se realizd en vidrios de 40 cm de largo, con separadores de 0,4 mm y peines de
32 calles. Luego de verter la mezcla de polimerizacion dentro de los vidrios se dejé incubando durante 30
min. Una vez polimerizados, se colocaron los geles en las cubas de electroforesis vertical junto con la
solucién reguladora de corrida (TBE 1X). Se hizo una pre-corrida aplicando un potencial de 3000 V durante

30 min previo a sembrar las muestras.

Se prepararon las muestras para sembrar en geles de secuenciacion mezclando con solucién de
siembra desnaturalizante. A continuacién se calientan durante 1 min a 95°C, se centrifuga y se siembra 2,5
ul inmediatamente en cada pocillo del gel. Luego de sembrar las muestras los geles se corrieron aplicando
el mismo potencial durante 3h. para los geles de 8% de poliacrilamida y 4h para los geles de 6 %. Finalizada

la electroforesis transferimos los geles a papel de filtro y cubrimos con film plastico para secar en secador
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de geles a 80°C durante 40 min. Finalizado el secado colocamos el gel en contacto con placas sensibles a la

radioactividad durante toda la noche. Finalmente escaneamos las placas con un escaner dptico.
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Muchacho, que no sabes que es secarse en una timba y armarse, para volverse a meter.

“Muchacho” — Adriana Varela
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6. Resultados I.

“Disefio de una herramienta gendmica para estudiar el procesamiento de los

miARNs de Arabidopsis”

6.1. INTRODUCCION |

Los miARNSs se definen por su mecanismo de biogénesis Unico, el cual involucra el corte preciso a partir de
su precursor plegado (Bologna and Voinnet, 2014). En animales, un complejo formado por DROSHA vy
DGCR8 reconoce el pri-miARN en el ndcleo, y produce el primer corte. El pre-miARN resultante es
traslocado al citoplasma por las proteinas EXP5 y RAN-GTP. Una vez alli, un complejo formado por DICER y
TRBP, realizan el segundo corte, que libera al miARN maduro (Ha and Kim, 2014). Debido a que los
intermediarios de procesamiento deben ser exportados al citoplasma, los mismos son relativamente
estables y poseen una vida media considerable, lo que en la préctica significa que son facilmente

detectados en blots para ARN pequefios.

En Arabidopsis thaliana, el componente principal de la maquinaria de procesamiento, es la
ribonucleasa de tipo Ill DCL1. La misma interacciona con la proteina de uniéon a ARNdh HYL1 (Han et al.,,
2004b; Vazquez et al., 2004a) y con una proteina de dedos de Zn del tipo C2H2, SE (Lobbes et al., 2006;
Yang et al., 2006). A diferencia de lo que ocurre en animales, DCL1 posee la actividad catalitica para realizar
los todos los cortes necesarios para liberar el miARN maduro (Axtell et al., 2011; Bologna and Voinnet,
2014; Rogers and Chen, 2013). Por ende, en plantas todos los cortes se producen en el nucleo y los

intermediarios de procesamiento tienen una vida media corta, comparada con lo que sucede en animales.

Dada esta diferencia entre plantas y animales, muchos de los enfoques técnicos usados para
estudiar el procesamiento de miARNs en animales no resultan apropiados para plantas. Es por esto que la
mayoria de los mecanismos de procesamiento en plantas, han sido descriptos empleando mutagénesis
dirigida y caracterizados mediantes el uso de una versiéon modificada de la técnica 5’'RACE (Bologna et al.,
2009; Mateos et al., 2010; Song et al., 2010; Werner et al., 2010). Si bien estos métodos son informativos,
consumen una gran cantidad de tiempo, y sélo brindan informacion acerca de precursores particulares.
Debido a esto, en nuestro laboratorio se desarrollé6 un método basado en secuenciacién masiva de alta
sensibilidad el cual permite estudiar el procesamiento de todos los precursores de Arabidopsis en
simultaneo (Bologna et al., 2013b). Esta técnica se denomind SPARE (del inglés Specific Parallel Analisys of
5'RNA Ends). El objetivo de la misma es dilucidar los mecanismos de procesamiento de los precursores de

miARNs de Arabidopsis. El nimero y posicidon de cortes detectados para la biogénesis de cada miARN son
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utilizados para deducir el mecanismo de procesamiento de cada precursor (Figura R1.1B) (Bologna et al.,

2013a).

Brevemente, la técnica consiste en emplear los extremos 5° fosfato, que deja DCL1 cortar los
precursores, para realizar una reaccion de ligacion ARN-ARN entre los intermediaros de procesamiento y un
oligo de ARN de secuencia conocida. A continuacidn se emplean oligos especificos para retro-transcribir los
intermediaros de cada precursor, con una secuencia comun a todos. En este punto todos los fragmentos
generados durante el procesamiento presentan los mismos extremos: en el 5 esta presente la secuencia
del oligo de ARN y en el 3" la secuencia comun incorporada durante la retro-transcripcién. Con esta
informacién se disefian los oligos FW1 y RV1, que se emplean a continuacién en una reaccion de PCR.
Finalmente los fragmentos son secuenciados (Figura R1.1A) (Bologna et al., 2013b; Schapire et al., 2014).
Este ultimo paso en la construccidn de la biblioteca fue realizado en colaboracién con el Laboratorio del Dr.

Blake Meyers, el cual se especializa en estudios de secuenciacién de alto rendimiento.
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21nt nt: "
TAAA oligo ARN
5
Oligo especifico (41nt) — 1 1 5
LI l 2
5 . 3 3
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Figura R1.1 Esquema de la construccion de bibliotecas de SPARE.

A) Reacciones empleadas para la construccién de bibliotecas SPARE.

B) Deteccion diferencial de intermediarios de procesamiento para precursores procesados desde la base al loop o
del loop a la base. Para los precursores procesados desde la base se obtiene un Unico fragmento, a diferencia de los
precursores procesados desde el loop donde se obtienen tantos fragmentos como cortes hay en el precursor.
Adaptado de (Schapire et al., 2014).

Si bien la técnica de SPARE desarrollada previamente en el laboratorio permitié identificar el
mecanismo de procesamiento de varios precursores, consideramos que la misma necesitaba optimizarse.
Por cuestiones metodoldgicas la mayoria de los resultados obtenidos previamente provinieron de plantas
mutantes en FIERY1 en lugar de las plantas silvestres, Col-0. Las mutantes fiery tienen reducida la actividad

de las ARNasas XRN, lo que permite que los intermediarios del metabolismo de ARN se acumulen,
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facilitando su deteccion (Gy et al., 2007). Debido a esto, nos planteamos los siguientes objetivos

especificos:

1- Optimizar el método de SPARE para poder dilucidarlos mecanismos de procesamiento de
precursores de miARNs en plantas silvestres.

2- Determinar el mecanismo de procesamiento precursores de miARNs que aun no se hayan
descripto.

3- Utilizar el método de SPARE para evaluar si los precursores de miARNs sufren cortes no-productivos
in vivo, ademads de aquellos producidos por DCL1 para liberar el miARN maduro.

4- Evaluar los posibles mecanismos que generen estos cortes adicionales.

6.2. Modificaciones realizadas para la construccién de bibliotecas multiplex en plantas

silvestres.

El principal interés en modificar la técnica de SPARE radicaba en aumentar la sensibilidad, poder trabajar

con plantas Col-0 y detectar cortes adicionales. Para ello se hicieron los siguientes cambios:
e Optimizacién general del protocolo:

Se aumento la cantidad de ARN total de partida de 10ug a 40ug y luego de varias pruebas se
decidié cambiar la ADN polimerasa utilizada en las PCRs, eligiéndose la enzima Phusion® High-Fidelity DNA
Polymerase (NEB), entre otros cambios realizados. En la Seccidn 5.6-5.7de Materiales y Métodos, puede
verse una discusidon general sobre los esfuerzos para optimizar la técnica, asi como el protocolo final

obtenido.
e Disefo de los oligos para la sintesis de ADNc.

En la construccién de la biblioteca original se emplearon oligos que hibridaban en el brazo 3’ del
precursor, 30nt corriente abajo del extremo inferior del miARN o miARN*. Con el objetivo de detectar
cortes que se produjeran aln mas corriente abajo, se decidié aumentar esta distancia. Se disefiaron un
total de 111 oligos a ~100nt, para retro-transcribir todos los precursores conservados y el conjunto de los

jévenes que hubieran sido validados hasta el momento (Bologna et al., 2013b)(Anexo Tabla Al).
e Construccion de bibliotecas multiplex:

El paso final de la técnica consiste en secuenciar las bibliotecas generadas (Figura R1.1A). Cuando
se desea comparar entre replicas bioldgicas o diferentes condiciones, es necesario construir mas de una
biblioteca. Para poder secuenciar todas las bibliotecas en una misma calle, los fragmentos provenientes de
cada biblioteca se marcan con secuencias especificas de 6nt denominadas index (Seccién 5.6.2. Materiales

y métodos, Tabla M1). Metodolégicamente, esto se hace agregando una segunda reaccién de PCR con los
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oligos FW2 y RV2, donde los index son incorporados en todas las secuencias que vienen de la misma
biblioteca (Figura R1.2A). Una vez obtenidos los resultados de la secuenciacidon, se separan

informdticamente las secuencias y se asocian con la biblioteca de partida.

La construccién de bibliotecas indexadas implica que luego deben hacerse dos secuenciaciones. El
index se lee mediante una secuenciacién corta, de aproximadamente diez nucleétidos (Figura R1.2B, 1).
Mientras las que las secuencias que se originaron a partir de los cortes en el precursor, se obtienen con una

secuenciacion de ~51nt desde el extremo opuesto del fragmento (Figura R1.2B, 2).

RV2 (44nt)

E

~ 7

FW2: oligo indexado (60nt)

PCR 2

o 1
Secuenciacion de alto

F

rendimiento. —
Index
B
5-AATGATACGGCGACCACCGACAGGTTCAGAGTTCTACAGTCCGAC
TGGAATTCTCGGGTGCCAAGGAACTCCAGTCAC ATCTCGTATGCCGTCTTCTGCTTG-3"

Figura R1.2. Construccidon de bibliotecas multiplex con el uso de oligos indexados.

A) Esquema de los fragmentos finales obtenidos en bibliotecas de SPARE multiplex. Los fragmentos indexados son
de mayor tamafio como resultado de incorporar una segunda PCR al protocolo.

B) Detalle de la secuencia final obtenida en el nuevo protocolo. Se muestra una sola hebra del producto obtenido
en direccién 5'>3".

6.3. Analisis global de los resultados obtenidos en plantulas de plantas silvestres vy

mutantes fieryl.

De los 111 oligos que se disefiaron contra los precursores de miARNs, 95 correspondian a MIRANS
conservados evolutivamente y 16 eran jovenes, sélo presentes en Arabidopsis y especies relacionadas
(Cuperus et al., 2011; Taylor et al., 2014). Cabe destacar que los MIARNS conservados suelen pertenecer a
familias multigénicas, mientras que los MIARNS jévenes suelen estar representados por genes de Unica

copia (Allen et al., 2004).

Se considerd a un precursor como detectado cuando se recuperan al menos dos lecturas
correspondientes a su secuencia. Debido a la posicién relativa de los oligos en el precursor, el método
permite detectar solamente el primer corte cuando el precursor es procesado desde la base, y todos los
cortes asociados a la biogénesis cuando el mismo es procesado desde el loop terminal (Figura R1.1B). En el

caso de las muestras provenientes de plantas silvestres, un corte debe estar presente en al menos dos de
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las cuatro bibliotecas para ser tomado en cuenta. Mientras que en el caso de fiery1 los cortes deben estar
presentes en las dos bibliotecas para considerarlo como un corte positivo. La sumatoria de todos los cortes
provenientes de cada biblioteca, permiten reconstruir el patron de procesamiento de cada precursor e

inferir el mecanismo de procesamiento del mismo.

Se analizaron muestras de plantulas de Arabidopsis de diez dias. En este estadio particular y
teniendo en cuenta los criterios antes mencionados, en las bibliotecas de Col-O se detectaron en total 71
precursores, de los cuales se pudo establecer la direccion de procesamiento de 45. A su vez hubo 40
precursores de los cuales no se recuperaron intermediarios de procesamiento, por lo que se los calificé
como no detectados (Figura R1.3, panel izquierdo). En el caso de las bibliotecas provenientes de fiery1 se
detectaron 86 precursores, de los cuales se pudo establecer la direcciéon de procesamiento de 71 y 25 no

fueron detectados (Figura R1.3, panel derecho).

Col-0 fiery1 Precursores detectados

M Direccion de procesamiento
establecida.

Precursores no detectados

26

Figura R1.3. Andlisis global del procesamiento de precursores de miARN obtenidos de plantulas de Arabidopsis.

Los precursores detectados pero sin poder confirmar la direccién de procesamiento en forma experimental se
muestran en celeste, mientras que los precursores detectados y con direccion de procesamiento establecida se
indican en azul. Finalmente, los precursores sin detectar en plantulas de Arabidopsis se muestran en gris para las
bibliotecas de Col-0y fiery1.

La diferencia entre el nimero los precursores detectados en Col-0 y fieryl, puede deberse a que
estos precursores se expresen en bajos niveles o sus intermediarios de procesamiento sean
particularmente susceptibles a la degradaciéon por ARNasas, las cuales tienen su actividad reducida en
plantas mutantes en FIERY1 (Gy et al., 2007). Es posible que aquellos precursores que no fueron detectados
en ningun caso, se expresen bajo condiciones de crecimiento particulares o en otro tipo de tejidos. Este es
el caso del precursor de miR172a, el cual se expresa en plantas adultas y tiene su maximo de expresion
durante la floracién (Wang, 2014). En concordancia con su funcién bioldgica y patrén de expresidn, es

razonable no haber detectado intermediarios de procesamiento provenientes de este precursor.
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6.4. Identificacion de la direccion de procesamiento de los precursores de miARNSs.

Con los datos obtenidos de las bibliotecas de Col-0 y fieryl se caracterizé el mecanismo de procesamiento
de 45 y 75 precursores respectivamente (ver ANEXO A1-A43 con informacion detallada de estos
resultados). Entre estos precursores encontramos 16 precursores que no habian sido identificados

previamente y decidimos analizarlos en mds detalle.
6.4.1. Caracterizacion de precursores procesados desde la base con dos cortes de DCL1

Los precursores procesados desde la base tienen un Unico corte detectado en las bibliotecas de SPARE, el
cual coincide con el extremo inferior del miARN o miARN* (Figura R1.4A). En la Figura R1.4B se muestran
los resultados obtenidos para los precursores demiR173, miR395f, miR397b y miR399a. Cada corte esta
representado por una flecha y el numero de lecturas que se recuperaron para el mismo, los cuales se
relacionan con la abundancia del intermediario detectado. El corte responsable de la biogénesis del miARN
se indica en color verde oscuro cuando proviene de las bibliotecas de Col-0 y en rojo oscuro cuando

proviene de las bibliotecas de fiery1.

Los precursores de miR167c, miR396a y miR399d también forman parte del grupo de nuevos
precursores procesados en direccion de base a loop (ANEXO A13, A30 y A34). Todos estos precursores
tienen un segmento de ARNdh de 15-17pb por debajo del miARN vy justo por encima de un loop interno,
indicado como un recuadro verde en la Figura R1.4AB. Este segmento seria reconocido por la maquinaria
de procesamiento de miARNs para posicionar el sitio del primer corte (Bologna et al., 2013b; Mateos et al.,

2010; Song et al., 2010; Werner et al., 2010; Zhu et al., 2013).

MiR395f, miR397b y miR399a son miembros de familias mas grandes, compuestas por otros genes
que codifican para el mismo miARN maduro. El resto de los miembros descriptos para cada una de las
familias, comparten la misma direccién de procesamiento. El MIR173 es un MIARN joven presente en
Arabidopsis thaliana y Arabidopsis lyrata (Taylor et al., 2014). Este desencadena la produccion de tasiARNs
a partir del corte de sus genes blanco, TAS1 y TAS2 (Vazquez et al., 2004b). Mientras que MIR395, MIR397 y

MIR399 estan presentes en las angiospermas en general (Cuperus et al., 2011).

Ademas de los cortes de biogénesis discutidos hasta ahora, se encontraron otros dos tipos de
cortes. El primero, fue denominado corte impreciso, y es representado con una flecha verde claro en Col-0
y una flecha rosa en fiery1. El corte impreciso es cercano al corte de biogénesis y libera un ARN pequefio
que difiere en el miARN maduro en uno o dos nucleétidos. Esto tiene una verificacién experimental, ya que
las bibliotecas de ARN pequefios de plantas silvestres también registran una heterogeneidad similar en las
secuencias de estos pequefios ARN. Es decir, que consideramos a cualquier corte que caiga en un rango +/-

dos nucledtidos del corte de biogénesis como un corte impreciso (Liu et al., 2012). Lo mas probable es que
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estos cortes se generen como resultado de cierta heterogeneidad durante el reconocimiento y corte de

DCL1 en el procesamiento (Jeong and Green, 2012; Lu et al., 2010; Nakano et al., 2006).

También encontramos un tercer tipo de corte que denominamos espurio. Los cortes espurios son
eventos de corte cuyo origen es, en principio, desconocido, y que no se corresponde con la liberacién del
miARN con actividad bioldgica (indicados en color gris en la figura R1 4B). Mas aun, en general estos cortes
no se correlacionan con la generacion de un ARN pequeiio, lo cual no seria sorprendente porque los
precursores de miARNs también podrian ser sujetos a la accién de otras rutas involucradas en el

metabolismo del ARN.
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Figura R1.4. Identificacion de sitios de corte en precursores de miARNs procesados en direccion de base a loop con
dos cortes.

A) Representacion esquematica de un precursor procesado desde la base al loop terminal con dos cortes de
DCL1. Se muestra la posicién del primer y segundo corte, asi como el Unico corte detectado por SPARE. El tallo inferior
reconocido por la maquinaria de procesamiento se marca con un recuadro verde.

B) Estructuras secundarias predichas para los precursores de miR173, miR395f, miR397b y miR399a. El miARN
esta en color rojo y el miARN* en celeste. Las flechas indican las posiciones de los diferentes cortes: de biogénesis
verde oscuro y rojo oscuro, impreciso, verde claro y rosa, y espurio, en color gris, segiin se hayan obtenido en Col-0 o
fiery1 respectivamente. Cada flecha esta acompafiada de un nimero que representa la abundancia de dicho corte. En
todos los casos los 3 cortes mayoritarios estan indicados en negrita.
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6.4.2. Caracterizacion de precursores procesados desde la base con tres cortes de DCL1.

Los precursores procesados desde la base de manera secuencial, presentan un unico corte en las
bibliotecas de SPARE. Sin embargo este corte se encuentra ~21 nucleétidos corriente abajo del duplex
miARN/mIARN* (Figura R1.5A). Se encontraron tres nuevos precursores de miARNs con este patrén de
cortes. En la Figura R1.5B se muestran los resultados para loa precursores de miR169i y miR402 (el

precursor de miR169k se muestra en el ANEXO A18).

En estos precursores el loop interno se encuentra a ~35pb por debajo del duplex de
mMiARN/miARN*. El tallo inferior estd compuesto por un primer segmento de ARNdh de ~15pb por encima
del loop interno, el cual es reconocido por la maquinaria de procesamiento para posicionar el primer corte
(Figure R1.5B, recuadro verde). A continuacidn existe un segundo segmento de ARNdh de ~21pb, que
coincide con la distancia esperada entre dos cortes de DCL1. El mismo duplex de ARNdh de ~35pb se ha
encontrado en otros precursores que se procesan desde la base con tres cortes de DCL1 (Bologna et al.,

2013b).

Es comun encontrar ARNs pequeiios derivados de los precursores que se procesan de modo
secuencial (Addo-Quaye et al., 2009; Bologna et al., 2009; Bologna et al., 2013b; Zhang et al., 2010). Se hizo
una busqueda en bibliotecas de ARNs pequefios disponibles publicamente
(https://mpss.danforthcenter.org/) y se encontraron ARNs pequefios cuyos extremos provenian del primer
y segundo corte de DCL1 (Figura R1.5 B, lineas grises). Por lo tanto, el patrén de cortes obtenido por SPARE
es concordante con la identificacion de ARN pequefos a partir de las células vegetales, lo que muestra que

a partir de aproximaciones experimentales diferentes se obtienen resultados coincidentes.

Tanto MIR169i, como MIR169k pertenecen a una familia numerosa de MIARNs, ampliamente
distribuida en las angiospermas en general (Cuperus et al., 2011). El resto de los miembros descriptos de
esta familia, comparten la misma direccidon de procesamiento con tres cortes por DCL1, a excepcion del
precursor demiR169a el cual se procesa desde la base pero con dos cortes (Bologna et al., 2013b). Por otro
lado, el MIR402 es un miARN de evolucidn reciente presente sélo en Arabidopsis thaliana y Arabidopsis
lyrata (Taylor et al., 2014). El mismo afecta la germinacion de las semillas bajo condiciones de stress, al

regular a el ARNm de la proteina DEMETER-LIKE Protein3 (Kim et al., 2010).
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Figura R1.5. Identificacion de sitios de corte en precursores de miARNs procesados secuencialmente desde la base

al loop.
A)

Representacion esquematica de un precursor procesado desde la base al loop con tres cortes de DCL1. Se

muestra la posicion del primer, segundo y tercer corte, asi como el Unico corte detectado por SPARE. El tallo inferior
reconocido por la maquinaria de procesamiento se marca con un recuadro verde.

B) Estructuras secundarias predichas para los precursores de miR169i y miR402. El miARN esta en color rojo y el
mMiARN* en celeste. Las flechas indican las posiciones de los diferentes cortes: de biogénesis verde oscuro y rojo
oscuro, impreciso, verde claro y rosa, y espurio, en color gris, segin sean en Col-0 o fieryl respectivamente. Cada
flecha estd acompafiada de un nimero que representa la abundancia de dicho corte. En todos los casos los 3 cortes
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mayoritarios estan indicados en negrita. ARNs pequeios derivados de estos precursores se indican con una linea gris,
y la abundancia de los mismos se indica con un ndmero.

6.4.3. Caracterizacién de precursores procesados desde el loop hacia la base con dos cortes de

DCL1

Los precursores procesados desde el loop hacia la base tienen dos cortes en las bibliotecas de SPARE. Estos
se encuentran en los extremos del miARN/miARN* (Figura R1.6A). Se hallaron cinco nuevos precursores
con este tipo de cortes. En la Figura R1.6B se muestran los resultados obtenidos para los precursores
demiR162a y miR408. Los precursores de miR157a, miR157b y miR157¢c, que comparten este mecanismo

de procesamiento, se desarrollaran en el capitulo de RESULTADOS Il (ANEXO A3).

Se ha visto que muchos precursores procesados desde el loop tienen una regidon superior
estructurada de ~42nt, que incluye un segmento de ARNdh y un loop terminal pequefio, por encima del
duplex del miARN (Bologna et al., 2013b). Si bien tanto el precursor de miR162a como el precursor de
miR408 presentan estas caracteristicas (Figura R1.6B, recuadro verde), los determinantes estructurales de

este tipo de mecanismo de procesamiento no han sido evaluados experimentalmente por el momento.

El precursor de miR408 habia sido descripto previamente como un precursor procesado desde la
base al loop (Bologna et al., 2013b) sin embargo, en estas bibliotecas resulta claro que hay dos posiciones
de corte para el mismo. Una re-evaluacién de los datos originales, mostré que el precursor de miR408
presentaba pocas lecturas, en contraste con las 20.190 lecturas para las bibliotecas de Col-0. Las
modificaciones técnicas permitieron obtener un mayor nimero de lecturas para este precursor, lo cual

permitio corregir la direccidn de procesamiento adjudicada.

Tanto MIR162a como MIR408 estdn conservados en angiospermas en general, y cumplen diversas
funciones (Cuperus et al.,, 2011). miR408 participa de la homeostasis del Cu al regular los niveles de
plastocianina (Maunoury and Vaucheret, 2011). Por otro lado miR162 es un miARN de vital importancia, ya
que es el regulador negativo de DCL1, la enzima responsable de la biogénesis de miARNs (Xie et al., 2003).
Es el Unico miembro de la familia, cuya direccion de procesamiento se conoce y pudo establecerse tanto en
plantas silvestres como en fieryl. También se detectaron los cuatro cortes que requiere el precursor de
miR159a para liberar el miARN maduro. Este mecanismo de procesamiento secuencial es compartido por
otros miembros de la familia (Bologna et al., 2009). Este miARN regula a factores de transcripcién MYB

(Palatnik et al., 2007)(ANEXO A5).
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Figura R1.6. Identificacion de sitios de corte en precursores de miARNs procesados en direccion loop a base.

A) Representacion esquematica de un precursor procesado desde el loop a la base con dos cortes de DCL1. Se
muestra la posicion del primer y segundo corte, ambos detectados por SPARE. La regidn superior, compuesta por un
segmento de ARNdh, en color verde y el loop terminal, en color amarillo, serian reconocidos por la maquinaria de
procesamiento.

B) Estructuras secundarias predichas para los precursores de miR162a y miR408. El miARN se muestra en color
rojo y el miARN* en celeste. Las flechas indican las posiciones de los diferentes cortes: de biogénesis verde oscuro y
rojo oscuro, impreciso, verde claro y rosa, y espurio, en color gris, segliin sean en Col-0 o fiery1 respectivamente. Cada
flecha estd acompafiada de un nimero que representa la abundancia de dicho corte. En todos los casos los 3 cortes
mayoritarios estan indicados en negrita.

6.5. Deteccidn de cortes abortivos en precursores de miARN in vivo.

En las bibliotecas de SPARE, se obtuvieron cortes que flanqueaban al miARN/miARN*. Estos cortes son los
responsables de la biogénesis del miARN maduro y dada la estrategia disefiada también permiten dilucidar
la direccidn de procesamiento. Sin embargo, para ciertos precursores de miARNs, ademas se recuperaron
cortes que caian dentro del duplex miARN/miARN* (Figura R1.4B precursor de miR173, Figura R1.5B
precursor de miR169i y miR402 y FiguraR1.6B precursor de miR162a y miR408). Este tipo de cortes espurios
son abortivos ya que anulan la posibilidad de generar el miARN a partir del precursor.

A continuacién, nos concentramos en aquellos precursores que presentaban cortes abortivos con

una abundancia del al menos el 5% respecto a los cortes productivos responsables de la biogénesis.
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Encontramos cortes en ocho precursores que satisfacian este criterio. Los precursores de miR164b,
miR395c y miR158a, son procesados desde la base al loop con dos cortes, a partir de reconocimiento de un
tallo inferior de ARNdh ~15pb (Figura R1.7A, linea verde). En estos precursores encontramos cortes
improductivos dentro de la regién del miARN/miARN*. A continuacidn procedimos a evaluar si estos cortes
podian deberse a la actividad de la maquinaria de procesamiento de miARNs mediante el reconocimiento
de determinantes estructurales secundarios presentes en el precursor.

En el caso del precursor de miR164b, vimos que los cortes improductivos se encontraban a una
distancia de ~15-18pb de un loop interno contenido dentro del tallo inferior de ARNdh (Figura R1.7A,
recuadro amarillo). Un patrén similar puede observarse en el precursor de miR158a. A partir de aqui, se
puede proponer que la maquinaria de procesamiento estaria reconociendo equivocadamente un
determinante estructural secundario, similar al que produce el miARN enddgeno.

El precursor de miR400 es procesado desde el loop, probablemente debido al reconocimiento de la
region terminal de ~38nt (Figura R1.7B, linea gris). En este caso los cortes abortivos coinciden con el
reconocimiento de un segmento de ARNdh presente en el tallo inferior, ~15pb por debajo del duplex del
miARN y por encima de un loop interno (Figura R1.7B, recuadro amarillo). A diferencia de lo mencionado en
el parrafo anterior, aqui la direccién de procesamiento y la direccién de los cortes abortivos serian

opuestas.

Los precursores de miR393a, miR393b, miR396 y miR864 se procesan desde la base, a través del
reconocimiento de un tallo inferior de ARNdh de ~15pb, indicado con una linea verde (Figura R1.7C). Sin
embargo ninguno presenta un loop inferior que pudiera ser responsable de los cortes abortivos. Por el
contrario, todos presentan un loop terminal ramificado de gran tamafio, ubicado a ~15-19pb de los cortes
improductivos. Recientemente, se ha mostrado que ciertos loops terminales pueden ser reconocidos por la
magquinaria de procesamiento (Zhu et al., 2013), lo que daria una explicacidon al mecanismo de origen de

estos cortes.

Trabajos anteriores han mostrado que otros precursores de miARNs son susceptibles a cortes
abortivos, entre ellos se destacan el precursor de miR472, el cual no fue detectado en nuestras bibliotecas
y el precursor de miR825. Para precursor se detectd un corte abortivo localizado a seis nucledtidos del
extremo inferior del miARN, que es idéntico al que se encuentra publicado, lo cual refleja la
reproducibilidad los datos obtenidos a partir de bibliotecas de SPARE (Bologna et al., 2013b)(ANEXO 41). Es
interesante destacar que los cortes improductivos se encontraron tanto en precursores conservados como
jovenes, que se procesan en direccidn de base a loop y de loop a la base. A su vez no parece haber una
distincién entre en miARNs que responden a stress o regulen factores de transcripcién asociados al
desarrollo. Es tentador pensar que los cortes improductivos representen un nivel adicional de regulacion de

la expresidn génica, y cuya funcidn bioldgica sea controlar las cantidades finales de miARN maduro.
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Figura R1.7. Deteccion de cortes improductivos en precursores de miARNs
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A) Estructuras secundarias predichas para los precursores de miR164b, miR395c, miR158a y miR400. El miARN
se muestra en color rojo y el miARN* en celeste. Estos precursores son procesados desde la base al loop, a partir de
reconocimiento de un tallo inferior de ARNdh de ~15pb, indicado con una linea verde. Las flechas indican las
posiciones de los diferentes cortes: de biogénesis verde oscuro y rojo oscuro, impreciso, verde claro y rosa, y espurio,
en color gris, segun sean en Col-0 o fieryl respectivamente. Los cortes abortivos coinciden con el reconocimiento de
un loop interno (recuadro amarillo). En todos los casos los 3 cortes mayoritarios estan indicados en negrita.

B) Estructura secundaria predicha para el precursor de miR400. El miARN se muestra en color rojo y el miARN*
en celeste. El mismo es procesado desde el loop a la base, probablemente a partir de reconocimiento de la region
terminal ~38nt, linea gris. Las flechas indican las posiciones de los diferentes cortes: de biogénesis verde oscuro y rojo
oscuro, impreciso, verde claro y rosa, y espurio, en color gris, segun sean en Col-0 o fiery1 respectivamente. Los cortes
abortivos se coinciden con el reconocimiento de una burbuja interna (recuadro amarillo). En todos los casos los 3
cortes mayoritarios estan indicados en negrita.

C) Estructuras secundarias predichas para los precursores de miR393a, miR3393b, miR396b y miR864. El miARN
se muestra en color rojo y el miARN* en celeste. Todos estos precursores son procesados desde la base al loop, a
partir de reconocimiento de un tallo inferior de ARNdh de ~15pb, linea verde. Las flechas indican las posiciones de los
diferentes cortes: de biogénesis verde oscuro y rojo oscuro, impreciso, verde claro y rosa, y espurio, en color gris,
segun sean en Col-0 o fieryl respectivamente. Los cortes abortivos coinciden con el reconocimiento de una burbuja
terminal ramificada (recuadro amarillo). En todos los casos los 3 cortes mayoritarios estan indicados en negrita.

6.6. Mecanismos de procesamiento caracterizados por SPARE.

A continuacién se resumen los precursores cuyo mecanismo de procesamiento se ha caracterizado
mediante la técnica de SPARE. Teniendo en cuenta los resultados provenientes de las bibliotecas de Col-0y
fiery1y, se han dilucidado los mecanismos de procesamiento de 75 precursores de miARNs conservados y
16 miARNs jévenes. De este total, 16 se obtuvieron como resultado de la técnica de SPARE desarrollada en

este capitulo (Figura R1.4, Figura R1.5, Figura R1.6) (Bologna et al., 2013b).

En la Figura R1.8 cada columna representa una familia de MIARNS conservados en Arabidopsis,
mientras que las filas representan a los miembros de una familia. Las flechas violetas indican aquellos
precursores que son procesados desde el loop hacia la base, ya sea con dos cortes (un solo bloque) o cuatro
cortes de DCL1 (tres bloques). Por otro lado, las flechas rosas muestran los precursores que son procesados
desde la base al loop, ya sea con dos cortes (un bloque) o tres cortes de DCL1 (dos bloques). En todo los

casos el miARN se representa como un bloque relleno.

A su vez se marcan con flechas vacias los precursores de miR398a y miR166¢ cuyo mecanismo de
procesamiento se ha establecido mediante el uso de otras técnicas (Mateos et al., 2010; Zhu et al., 2013). El
precursor de miR159c fue marcado con una X ya que se ha demostrado que el mismo se trata una version
no funcional o pseudo gen (Palatnik et al., 2007). Los precursores cuyo mecanismo de procesamiento se

desconoce se marcaron con un signo de interrogacion (?).
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Figura R1.8. Mecanismos de procesamiento de los MIARNS de Arabidopsis.
Cada columna representa una familia de MIARNs conservados de Arabidopsis, mientras que las filas representan a los
miembros de cada familia. Las flechas indican la direccion de procesamiento de cada precursor, mientras que el

numero de bloques refleja si se trata de un mecanismo de procesamiento de dos cortes (un bloque) o secuencial (dos
o0 mas bloques).

90



Resultados |

6.7. DISCUSION |

A partir de los datos gendmicos obtenidos de las bibliotecas de SPARE se caracterizaron los mecanismos de
procesamiento responsables de la biogénesis de 91 miARNs en Arabidopsis. Los mismos pueden ser
agrupados en cuatro rutas dependiendo de la direccién y el nUmero de cortes requeridos para liberar al
miARN maduro (Figura D1, panel izquierdo). La clasificacién de los precursores seglin su mecanismo de
procesamiento, puso de manifiesto los determinantes estructurales que guian los cortes de DCL1 (Bologna

et al., 2013b).

El mecanismo de procesamiento de la base al loop con dos cortes depende del reconocimiento de
un tallo inferior de ARNdh de ~15pb, justo por encima de un loop interno (Bologna et al., 2013b; Mateos et
al., 2010; Song et al., 2010; Werner et al., 2010; Zhu et al., 2013). Este mecanismo de procesamiento es el
mas frecuente en Arabidopsis y el que mas se asemeja al procesamiento de animales (Ha and Kim, 2014,
Han et al., 2006). Aquellos precursores que poseen un tallo inferior de ARNdh de ~35pb, requieren de tres
cortes en total para liberar el miARN maduro. Es por ello que ademas del reconocimiento inicial, dependen

de la actividad secuencial de DCL1 (Bologna et al., 2013b).

Por otro lado los precursores de miARNs de plantas pueden procesarse desde el loop hacia la base
con un numero variable de cortes. La mayoria de ellos requiere sélo de dos cortes en los extremos del
miARN y presentan una region terminal homogénea de ~42nt que incluye un segmento de ARNdh y un loop
pequefio (Bologna et al., 2013b). Por ultimo, la super familia de miR319/159 requiere cuatro cortes para
completar la biogénesis del miARN. Estos precursores presentan un tallo superior largo y estructurado, el

cual se ha demostrado que es esencial para su biogénesis (Bologna et al., 2009; Bologna et al., 2013b).

Estos mecanismos de procesamiento son productivos, y dan lugar a un miARN cuya secuencia es
definida y capaz de regular genes blancos a los cuales reconoce por complementariedad de bases (Bologna
and Voinnet, 2014). Sin embargo la mera presencia de un determinante estructural, no garantiza que el
corte generado a partir del mismo, de lugar a un miARN. Se ha propuesto que el complejo que contiene a
DCL1 es capaz de reconocer transiciones de ARNsh-dh y realizar un corte a ~15-17pb (Zhu et al., 2013). A su
vez experimentos de procesamiento in vitro han demostrado la posibilidad de cortes no productivos en el
precursores de miR166¢ (Zhu et al., 2013). Aqui, utilizando la técnica de SPARE, hemos visto que estos
cortes no productivos son relativamente frecuentes in vivo en muchos precursores de miARNs. En principio,
el procesamiento abortivo puede iniciarse desde loop internos inferiores o loops terminales ramificados,
ambos ubicados a esta distancia del duplex de miARN/miARN* (Figura D1, panel derecho). Ademas, la

direccion del procesamiento abortivo puede ser igual u opuesta, a la del procesamiento productivo.
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Procesamiento productivo Procesamiento abortivo
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Figura D1. Determinantes estructurales reconocidos por la maquinaria de biogénesis de miARNs responsables del
procesamiento productivo y abortivo.

En el panel izquierdo se muestran los cuatro mecanismos de procesamiento presentes en plantas que dan lugar a un
miARN maduro. En el panel derecho se muestran las estructuras secundarias alternativas reconocidas por la
magquinaria de procesamiento responsable de los cortes abortivos. En todos los casos el miARN se muestra en rojo.

El analisis efectuado aqui, muestra que buena parte de los cortes espurios coinciden con un
reconocimiento de determinantes estructurales alternativos localizados en los precursores. Estos cortes
improductivos in vivo demuestran que la maquinaria de procesamiento es capaz de reconocer multiples
determinantes estructurales independientemente de que estos estén asociados a la biogénesis de miARNs
o no.

La plasticidad de la maquinaria de procesamiento podria explicar la diversidad en tamafios y formas
en los precursores de miARN en plantas. Ademas, los determinantes estructurales presentes en los
precursores pueden variar mientras las proteinas de procesamiento puedan continuar reconociéndolos
como tal. El fort-da adaptativo entre mdultiples determinantes estructurales y la maquinaria de
procesamiento puede ayudar a constituir la base evolutiva de que exista mas de un tipo de mecanismo de

procesamiento en plantas.
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MIR161 es un microARN joven el cual presenta dos miARNs parcialmente solapados.
Sorprendentemente ambos ARNs pequefios tienen funcién bioldgica al regular a genes de la familia PPR
(Allen et al., 2004). La biogénesis de miR161.1 y miR161.2 esta dada por el reconocimiento dual de dos
determinantes estructurales presentes en el tallo inferior del precursor de miR161 (ANEXO A37)(Bologna et
al., 2013b). Es probable que este mecanismo de biogénesis particular, represente un estadio intermedio en
la evolucién del mecanismo de procesamiento “final” de miR161.

Del mismo modo un precursor de miARN podria ser reconocido y procesado mediante dos
mecanismos opuestos, hasta que uno de los determinantes estructurales se pierda, definiéndose un unico
mecanismo de procesamiento para ese miembro de la familia. Esto puede haber sucedido para los
miembros de la super familia de miR170/miR171, donde miR170 y miR171a son procesados desde la base y
miR171b y miR171c son procesados desde el loop. Esto implicaria que en determinado momento existio un
precursor de esta familia con dos determinantes estructurales diferentes (por encima o por debajo del
miARN/miARN*) capaces de generar un miR170/171 funcional.

La flexibilidad en el reconocimiento de la maquinaria de procesamiento de determinantes
estructurales podria sugerir que la misma sea capaz de realizar cortes directamente sobre otros ARNs como
el ARNm. Un sélo corte de DCL1 en un ARNm seria suficiente para promover la degradacién de los
fragmentos cortados del mensajero o generar una proteina alternativa en un potencial caso que llegue a
traducirse. Cualquiera fuera el mecanismo involucrado, la presencia de estructuras secundarias en ARNm
gue mimetizaran determinantes estructurales presentes de los precursores, sumarian un nivel adicional en
la regulacién de la expresidn génica.

Este tipo de actividad sobre ARNm ha sido demostrada en animales por el complejo que contiene a
DROSHA (Macias et al., 2012). Es interesante que al menos uno de estos cortes ocurra sobre el ARNm de
DGCRS, que es la proteina accesoria a DROSHA en el complejo microprocesador. Lo que indica que la
actividad de DROSHA sobre este ARNm tiene un rol biolégico (Ha and Kim, 2014). Seria interesante ver si

DCL1 también tiene actividad sobre ARNm en Arabidopsis.
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“Cuando me convenza que la suerte me corre a la par de la pasion”

“Cuando”-Juan Carlos Baglietto.
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7. Resultados Il

“Caracterizacion del mecanismo de biogénesis de microARNs que ocurre desde el

loop terminal hacia la base del precursor”

7.1. INTRODUCCION II

Los miARNs derivan de largos precursores que se pliegan sobre si mismos en estructuras de tipo tallo y
loop. Tanto en plantas como en animales el precursor contiene determinantes estructurales que delimitan
la ubicacién del miARN a lo largo de su secuencia (Bologna and Voinnet, 2014; Ha and Kim, 2014). Mientras
que los precursores de animales presentan tamafios y formas homogéneas, los precursores de plantas
presentan estructuras secundarias muy variables tanto en formas como tamafio (Bologna et al., 2009). Esto
representa un desafio para la maquinaria de procesamiento de responsable de la biogénesis de todos los

microARNs.

Dependiendo del precursor, el procesamiento puede empezar en la base del mismo y luego
dirigirse hacia el loop terminal, o puede comenzar en el loop terminal y dirigirse a la base. La mayoria de los
miARN son liberados mediante un segundo corte de DCL1 que ocurre a ~21nt del primero. Sin embargo
algunos precursores requieren de la actividad secuencial de DCL1 y el miARN es liberado luego de tres o
cuatro cortes consecutivos (Addo-Quaye et al., 2009; Bologna et al., 2009; Bologna et al., 2013b; Kurihara
and Watanabe, 2004). A su vez se ha demostrado que DCL1 puede reconocer un loop terminal ramificado
de gran tamafo y realizar cortes abortivos a ~15-17pb del mismo. Este procesamiento de loop a base
improductivo compromete cuantitativamente la biogénesis de algunos miARNs, disminuyendo las

cantidades de miARN maduro (Zhu et al., 2013).

En el capitulo anterior se describié el mecanismo de procesamiento de mas de 90 precursores de
miARNs en Arabidopsis. Mientras que los requisitos para el procesamiento de base a loop han sido
estudiados en detalle (Cuperus et al., 2010b; Mateos et al., 2010; Song et al., 2010; Werner et al., 2010; Zhu
et al., 2013) se sabe poco acerca de los precursores cuyo procesamiento comienza en el loop terminal y
sigue hacia la base. Sin embargo este mecanismo de procesamiento se ha encontrado en ~25% de los
precursores de miARNs en Arabidopsis. En por ello que en este capitulo nos centraremos en los
requerimientos estructurales que guian el reconocimiento de precursores procesado en direccion loop a

base.
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7.2. Los precursores que se procesan desde el loop terminal pueden clasificarse en

distintos grupos.

Los precursores procesados desde el loop terminal a la base con dos cortes de DCL1 incluyen a
miembros de las familias de miR156/157, miR160, miR171, miR162, y miR408 (Figura R2.1AB). Todos estos
miARNs conservados desempenan funciones importantes en plantas través de la regulacion de sus genes
blancos: los factores de transcripcion de las familias “SQUAMOSA-PROMOTER BINDING PROTEIN-LIKE (SPL,
miR156/157), “AUXIN RESPONSE FACTOR” (ARF, miR160), y SCARECROW-LIKE (SCL, miR171), el
metabolismo de ARNs pequefios a través de la regulacion de DCL1 (miR162), o el control de niveles de
cupro-proteinas (miR408) (Axtell and Bowman, 2008; Cuperus et al., 2011; Jones-Rhoades et al., 2006).

A diferencia de lo que ocurre con los precursores procesados desde la base, los precursores que se
procesan desde el loop terminal carecen de una region inferior estructurada (Bologna et al., 2013b; Mateos
et al., 2010; Song et al., 2010). Por el contrario, la porcidn estructurada del precursor se ubica en la region
terminal del mismo. La region terminal es definida por el primer corte de DCL1 y consiste en las secuencias
de ARN liberadas luego de dicho corte. La region terminal puede dividirse en de un tallo de ARNdh y un
loop terminal definido de tamafio variable (Figura R2.1D) (Bologna et al., 2013b).

Para comenzar el andlisis de estos precursores decidimos estudiar la distribuciéon de nucledétidos
presentes en la regién terminal de aquellos precursores cuyo mecanismo de procesamiento estuviera
validado experimentalmente como de loop a base (ANEXO A1-A3, A6-A7, A20 y A36). Observamos, que 14
precursores de miARNs presentan una region terminal homogénea de ~42nt.

Podria definirse un segundo grupo de miARNs procesados del loop terminal, compuesto por los
miembros de la stuper familia de miR319/miR159, cuyos precursores presentan un tallo terminal de gran
tamafio ~120nt. Dichos MIARNS requieren un total de cuatro cortes para liberar el miARN maduro lo cual
requiere de la actividad secuencial de DCL1, que sera desarrollada en el capitulo siguiente (Bologna et al.,
2009; Bologna et al., 2013b)(ANEXO A5 y A23).

Finalmente, observamos que el miARN miR157c se destaca por presentar un loop terminal
particularmente grande de 85nt (Figura R2.1). Esto sugiere que los precursores procesados desde el loop
terminal hacia la base con dos cortes, podrian presentar diferentes determinantes estructurales necesarios

para el reconocimiento por la maquinaria de procesamiento.
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Figura R2.1. La distribucién de nucleétidos en la regidon terminal permite diferenciar a los precursores procesados en
direccion loop a base.

A) Esquema del patrén de cortes de SPARE para los precursores procesados desde el loop terminal.

B) MIiARNSs conservados cuya biogénesis depende de dos cortes de DCL1.

C) Distribucién de nucledtidos presentes en la region terminal de los precursores procesados en direccién loop a
base.

D) Representacién esquematica de un precursor donde se muestra el primer corte de DCL1 que define la region
terminal, constituida por el tallo (verde) y el loop terminal (amarillo). El miARN se muestra en rojo.

7.3. Caracterizacién molecular de los precursores procesados en direccion loop a base con

region terminal homogénea.

El analisis de la Figura R2.1C reveld que en 14 de los 15 precursores la region terminal presentaba un
tamafio homogéneo. Una prediccidn a partir de esta observacidn es que tanto el tamanfio del tallo como el
loop terminal son importantes para el procesamiento de este tipo de precursores. Para evaluar esta
hipdtesis empleamos como modelo el precursor de miR171b (Figura R2.2A), cuyo mecanismo de
procesamiento ha sido descripto por SPARE y validado por mutagénesis dirigida (Bologna et al., 2013b).

MiR171b pertenece a la super familia de miR170/171, compuesta por cuatro miembros en Arabidopsis, de
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los cuales dos son procesados desde la base, miR170 y miR171 y dos son procesados desde el loop

terminal, miR171b y miR171c (Bologna et al., 2013b; Song et al., 2010).
7.3.1. Identificacidn de los determinantes estructurales del procesamiento de miR171b.

A partir del precursor silvestre de miR171b se generd una version mutante denominada miR171b-super-
tallo en la cual se extendid el tallo superior en cinco pares de bases (Figura R2.2 A, bases en color verde).
Para ello en cada hebra del precursor se insertaron cinco nucledtidos a modo de generar un ARNdh. La
secuencia insertada se eligi6 de modo que presente un mismatch en el centro, ya los precursores de miARN

no suelen tener largos segmentos de ARNdh perfectos.

Ambos vectores se expresaron en plantas de Arabidopsis bajo el control del promotor virico 35S5. A
partir de muestras de inflorescencias de T1 independientes se realizd una extraccion de ARN y blots para
ARNs pequefios. Estos mostraron que miR171b-super-tallo no acumulaba miARN maduro (Figura R2.2 B). A
continuacién se generd una segunda versién mutante de miR171b llamada miR171b-super-loop, en la cual
se insertaron ocho bases en el loop terminal (Figura R2.2 A, bases en color amarillo). Esta mutante también
se sobre-expresé en plantas de Arabidopsis y se hicieron blots para ARNs pequefios (Figura R2.2 B). Como
sucedid en el caso anterior, las plantas sobre-expresantes fueron incapaces de acumular el miARN maduro

como consecuencia de la insercién en el loop terminal.

Estos resultados mostraron que modificar el tamafio de la regidn terminal del precursor de
miR171b impide la acumulacién del miARN maduro. En este aspecto, los cambios generados en el tallo y el
loop terminal son equivalentes ya que ambos impiden el procesamiento adecuado del precursor de
miR171b. A partir de esto, proponemos que la posicién del primer corte se estableceria midiendo la
distancia desde el loop terminal en pares de bases. Lo cual explicaria por qué no se toleran mutaciones que

modifiquen dicho determinante estructural.
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Figura R2.2. Modificaciones en la region terminal de miR171b impiden la acumulacién de miARN maduro.

A) Estructura secundaria predicha para el precursor de miR171b, miR171b-super-tallo y miR171b-super-burbuja.
Se muestran ademas los cortes obtenidos por SPARE en plantas silvestres y deficientes en FIERY1 para miR171b.

B) Blots para ARNs pequefios de lineas transgénicas sobre-expresantes de los diferentes precursores. Al menos
20 lineas independientes se colectaron por muestra.

7.4. Caracterizacién de los precursores procesados en direccion loop a base que presentan
un loop terminal ramificado.
7.4.1. Mecanismos de procesamiento de la familia de miR157.

De los cuatro miembros de la familia del miARN miR157 se determind el mecanismo de procesamiento de
tres de ellos, miR157a, miR157b y miR157c (Figura R2.3A). El cuarto miembro, miR157d no fue detectado

en ninguna biblioteca.
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Mientras que los precursores de miR157a y miR157b son estructuralmente similares al precursor
demiR171b, el precursor de miR157c presenta una region terminal de 125nt en vez de los usuales ~42nts. A
pesar de esta diferencia significativa en los tamafios de las regiones terminales, estos precursores son
procesados en direccion loop a base con dos cortes de DCL1 (Figura R2.1C y Figura R2.3A). Es por ello que
decidimos estudiar esta familia en mas detalle.

Las versiones silvestres de los MIARNS miR157a, miR157b y miR157c se clonaron desde ADN
gendmico y se expresaron en plantas de Arabidopsis bajo el promotor constitutivo 35S. Se analizaron mas
de 50 lineas T1 independientes y se realizaron blots para ARNs pequefios. Los distintos niveles de miR157
acumulados por cada uno de los precursores, mostraron que existe un procesamiento diferencial entre
estos tres precursores, siendo el precursor de miR157a procesado mas eficientemente y el precursor de
miR157c el mas pobre (Figura R2.3B).

En la Figura R2.3C se muestra un resumen de los cortes encontrados para los precursores de
miR157a-c. Notamos que el 96% de los cortes del miR157a estaba flanqueando exactamente el
mMiARN/miARN*, mientras que sélo el 85% de los cortes de miR157c tenian dicha precision. Esta falta de
precisién durante la biogénesis de miR157c podria estar relacionada con su baja eficiencia de
procesamiento, evidenciada mediante por sobreexpresion de los precursores en Arabidopsis. Esto nos llevd
a preguntamos si las diferencias en la regidn terminal de dichos precursores, eran los responsables de las

diferencias en la eficiencia de procesamiento y el patrén de cortes entre estos precursores.
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Figura R2.3. Los precursores de miR157a, miR157b y miR157c son procesados con diferentes eficiencias in vivo.

A) Estructura secundaria predicha para los precursores de miR157a, miR157b y miR157c. Se muestra el patrén
de cortes de SPARE en plantas silvestres y fieryl. El miARN se muestra en rojo y el miARN* en celeste.

B) Blots para ARNs pequefios a partir de lineas transgénicas sobre-expresantes de los diferentes precursores. Al
menos 25 inflorescencias independientes se colectaron por muestra

C) Graficos que muestran el porcentaje de los cortes productivos, imprecisos y espurio en fieryl para los
precursores de miR157a y miR157c.
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7.4.2. Mapeo estructural de la region terminal del precursor de miR157c por digestion enzimatica.

La prediccidén informatica de los tallos presentes en los precursores de miARNs de plantas generalmente da
como resultado una unica estructura estable, como es de esperar de una regiéon de ARNdh. Sin embargo es
comun que la prediccién de estructura secundaria de los loops terminales de gran tamafo dé como
resultado un conjunto de estructuras posibles con valores de energia libre de Gibbs similares. Considerando
ademas, la importancia de la regién terminal en el procesamiento desde el loop hacia la base decidimos

determinar experimentalmente la estructura secundaria de la regién terminal del precursor de miR157c.

Una de las técnicas empleadas para determinar la estructura secundaria de moléculas de ARN esta
basada en la existencia de ARNasas que digieren selectivamente el ARN en funciéon de su estructura
secundaria. La Nucleasa V1 corta el ARN en regiones donde la hebra se encuentra en conformacion de
hélice, la cual puede deberse al apareamiento de dos bases complementarias o al apilamiento de las bases
nitrogenadas consecutivas en una regién de ARNsh (Chaulk et al., 2014; Lowman and Draper, 1986). La
enzima requiere de entre cuatro y seis nucledtidos consecutivos en conformacion de hélice para poder

cortar.

Por otro lado, la Nucleasa S1 digiere selectivamente regiones de ARNsh independientemente de
conformacién de la hebra (Ehresmann et al.,, 1987). A su vez, la ARNasa S1 posee actividad exo y
endonucleolitica. En combinacion estas dos enzimas permiten obtener un mapa de la estructura secundaria

cada regién de los precursores de miARN, como se resume en la Tabla R2.1.

Tabla R2.1. Analisis de los resultados de digestiéon enzimatica de ARN

Digestion por V1 Digestion por S1 | Estructura secundaria | Codigo de color en las Figuras
+ - ARN doble hebra Verde
- + ARN simple hebra Amarillo
+ + Bases apiladas Gris

El esquema general de trabajo consiste en realizar una transcripcidn in vitro del precursor de
miR157c, y marcar el extremo 5’ con *’P. A continuacion se desnaturaliza el ARN y se permite que el mismo
se pliegue adoptando una estructura secundaria estable por hibridacion intramolecular. Luego se incuba
con las ARNasas, que cortan el ARN por hidrdlisis a la altura del grupo fosfato del enlace fosfodiester. Se
obtienen dos fragmentos, uno con un extremo 3'OH y el otro con un 5" H,PO,. Los productos de las
digestiones se resuelven por electroforesis en geles desnaturalizantes y las bandas se revelan por auto
radiografia (Figura R2.4A, Seccién 5.9 de materiales y métodos). Las condiciones de digestién se

optimizaron a modo de obtener un Unico corte por molécula de ARN.

En la Figura R2.4BC se muestran los dos geles de poliacrilamida obtenidos para el precursor de

miR157c tratado con las enzimas V1 y S1. Como referencia se usé una escalera de hidrdélisis alcalina, donde
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se escinden los enlaces fosfodiester entre todas las bases y se obtienen fragmentos que se diferencian
entre ellos por una base. Una segunda referencia es la digestiéon del ARN en condiciones desnaturalizantes
con la enzima T1, que corta especificamente luego de las Guaninas (G) desapareadas, T1(d). De este modo
se obtiene una banda por cada nucleétido de G presente en el precursor y el patrén de bandas permite
identificar la regidon en secuencia a la que pertenecen. Por Ultimo se uso la T1 en condiciones nativa, T1(n),
para ubicar aquellas G que estuvieran desapareadas en la estructura plegada del precursor de miR157c

(FiguraR2.4DE).

La prediccion de la estructura secundaria del precursor de miR157c se hizo con el programa Mfold
(Zuker, 2003). El mismo arrojo tres estructuras posibles que se diferenciaban por la disposicion en el
espacio de las bases justo por encima del duplex miARN/miARN* (posicion 23, FiguraR2.4D-F). Las
estructuras secundarias fueron denominadas: Viserion (S1, AG=-77,58 kcal/mol), Drogon (S2, AG=-75,66
kcal/mol) y Rhaegal (S3, AG=-74,85 kcal/mol) en honor a los dragones de la serie “Game of Thrones”, por

analogia precursor de miR157c seria el dragdn de tres cabezas.

Para dilucidar la estructura secundaria de la regién terminal del precursor de miR157c se empled
principalmente la informacidn proveniente de la base 104 y las bases 108-128 (Figura R2.4B, gel al 8% y
Figura R2.4C, detalle del gel al 6%). Para cada base en estas posiciones en las tres estructuras secundarias
predichas, se contrasto la conformacion determinada experimentalmente, simple hebra o doble hebra y la
prediccion informatica. Cuando se ambas conformaciones coincidian, la base se marcé con un linea verde, y
cuando los resultados eran opuestos, con una linea roja (Figura R2.4DEF). Para la estructura Viserion se
encontraron ocho bases que coincidian con conformacidon experimental y siete bases que diferian de la
misma (Figura R2.4D). Para la estructura Drogon siete bases se coincidian con la conformacién determinada
experimentalmente mientras que ocho bases diferian de la misma (Figura R2.4E). Por ultimo para la
estructura Rhaegal la conformacién predicha de las 15 bases analizadas coincidié con la determinacidn
experimental. Esto nos permitié asignar la estructura Rhaegal como la estructura secundaria in vitro de la

region terminal de miR157c (Figura R24E).
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Figura R2.4. El precursor de miR157c posee un tallo de ~18pb y un loop terminal ramificado.
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Q)
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F)

Esquema de trabajo para el mapeo estructural de la regién terminal de miR157c por digestién enzimatica.

Gel de poliacrilamida al 8% en condiciones desnaturalizantes de los fragmentos obtenidos por digestion.

Gel de poliacrilamida al 6% en condiciones desnaturalizantes de los fragmentos obtenidos por digestion.
Estructura secundaria alternativa brindadas por el programa M fold: Viserion

Estructura secundaria alternativa brindadas por el programa M fold: Drogon

Estructura secundaria de la regidn terminal de miR157c determinada experimentalmente. La prediccion de

esta estructura secundaria de obtuvo con el programa M fold, Rhaegal. El miARN se muestra en rojo.
Las bases identificadas como ARNsh experimentalmente (A-C) estan marcadas con lineas en las predicciones de

estructura secundarias (D-F). Las lineas verdes indican una coincidencia de la estructura experimental y predicha,

mientras que las rojas muestran una inconsistencia. La estructura mostrada en F es la que tiene una coincidencia
entre la estructura predicha y la experimental.

7.4.3. Caracterizacion de los determinantes estructurales de la biogénesis de miR157c.

Una vez determinada la estructura secundaria del precursor de miR157c, se identificd la presencia de un

loop terminal ramificado y un tallo de ARNdh de ~18pb por encima del duplex del miARN/miARN*. Con el
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objetivo de estudiar en mas detalle la biogénesis de miR157c, se disefiaron una serie de mutantes del

precursor (Figura R2.5AC).

En primera instancia se clond una version del precursor de miR157c en la que se dejaron cuatro
pares de bases por debajo del duplex miARN/miARN* para generar el vector, miR157c-CORTO (Figura
R2.5A, flecha naranja). Esta versidn se introdujo en plantas de Arabidopsis bajo el control del promotor 355
en conjunto con el precursor silvestre, y se colectaron muestras 20 de inflorescencias de T1
independientes. El blot para ARNs pequeiios mostrd que los niveles de miR157 eran iguales para los dos
precursores, independientemente de la extensién del tallo inferior (Figura R2.5B). Este resultado nos
permitié concluir que el tallo inferior del precursor de miR157c es prescindible para la biogénesis del
mismo. Se han obtenidos resultados similares para los precursores de miR319a y miR171b con lo cual es
probable de que el tallo inferior sea dispensable para muchos precursores procesados desde el loop hacia

la base (Bologna et al., 2009; Bologna et al., 2013b).

Luego decidimos ensayar si el loop terminal ramificado de miR157c cumplia alguna funcidn in vivo.
Para esto construimos el precursor miR157c-loop-156b, (Figura R2.5C) donde el loop terminal fue
reemplazado por un loop pequefio de cuatro nucleétidos, como el que tiene el precursor de miR156b. Este
precursor fue introducido como control en plantas de Arabidopsis, junto con los precursores de miR157c y
miR157c-loop-156b. El blot para ARNs pequefios mostrd que el precursor de miR157c-loop-156b acumulaba
la mayor cantidad de miARN maduro de todos los precursores sobre-expresados (Figura R2.5F). El hecho de
que miR157c-loop-156b fuera procesado in vivo mas eficientemente que la version silvestre es indicativo de

que el loop terminal ramificado afecta negativa y cuantitativamente la biogénesis de miR157c.

Por ultimo hemos disefiado una versidn del precursor de miR157c donde se ha acortado el tallo
superior en cinco pares de bases, quedando el mismo con ~13pb. El objetivo de esta mutante es comprobar
in vivo el rol de del tallo superior de ARNdh de ~18pb la biogénesis de miR157c. Se han transformado
plantas de Arabidopsis thaliana con este vector y al momento de disponer de la semillas T1 se haran

caracterizaciones moleculares similares a las otras mutantes presentadas en este capitulo.
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Figura R2.5. El loop terminal ramificado afecta cuantitativamente la biogénesis de miR157c.

A) Estructura secundaria predicha para el precursor de miR157c y miR157c-CORTO. La flecha naranja indica las
regiones delecionadas. El miARN se muestra en rojo.

B) Blots para ARNs pequefios de lineas transgénicas sobre-expresantes de los diferentes precursores. Al menos
25 lineas independientes se colectaron por muestra

C) Estructura secundaria predicha para los precursores de miR157¢c, miR157c-loop-miR156b y miR156b. Las
mutaciones se muestran en amarillo y el tallo terminal se muestra en verde.

D) Blots para ARNs pequefios de lineas transgénicas sobre-expresantes de los diferentes precursores. Al menos
25 lineas independientes se colectaron por muestra
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7.5. Andlisis global de los precursores procesados con dos cortes de DCL1.

Los resultados obtenidos para el precursor de miR171b nos permitieron proponer un reconocimiento de la
region terminal del precursor por la maquinaria de procesamiento. Un analisis de esta regién mostrd que la
misma estd compuesta por un loop pequefio de ocho nucledtidos y un tallo superior de 17pb para el
precursor de miR171b (Figura R2.6A). Por otro lado, la region inferior del precursor de miR172a consiste en
un tallo inferior de ARNdh de ~15pb seguido de un loop interno definido de nueve nucleétidos (Figura
R2.6A). Trabajos anteriores han demostrado la importancia del tallo y el loop interno en el procesamiento
de miR172a (Mateos et al., 2010; Werner et al.,, 2010). La presencia de caracteristicas estructurales
similares en la regidn superior de miR171b y la regién inferior de miR172a nos llevd a inspeccionar en
detalle las estructuras secundarias presentes todos los otros precursores procesados desde el loop a la base
y la base al loop, con dos cortes de DCL1 validados experimentalmente.

En primera medida cuantificamos el nimero de pares de bases presentes en los tallos superiores
de los precursores procesados desde el loop (Figura R2.6C, izquierda). Los mismos tienen un minimo de
14pb y un méximo de 22pb. Sin embargo la mayoria de los precursores presenta entre ~16-17pb en el tallo
superior. A continuacion repetimos este procedimiento con los tallos inferiores de los precursores
procesados desde la base (Figura R2.6C, derecha). El nimero de pares de bases presentes en los tallos
inferiores variaron desde 12-17pb, mientras que la mayoria de los precursores presentaron entre 14 y 15pb
en el tallo inferior. Este valor concuerda con lo reportado en el bibliografia (Bologna et al., 2013b; Mateos
et al., 2010; Song et al., 2010; Werner et al., 2010; Zhu et al., 2013). Una excepcién en el nimero de pares
de bases fue el precursor de miR167c, ya que el mismo tenia sélo nueves pares de bases en el tallo inferior
(Anexo A8). Un grafico de box plot, reveld que en este sentido el precursor de mirl67c presentaba un valor
andémalo de pares de bases en el tallo inferior (Figura R26D). Seria interesante estudiar en mayor detalle la
estructura secundaria del precursor de miR167c y su procesamiento para corroborar si existe una
correlacién entre estas caracteristicas inusuales y su procesamiento in vivo. Cabe destacar que si medimos
el tallo superior y el inferior desde el extremo 3 del miARN/miARN* la distancia del tallo es similar y
equivalente a los ~15pb tanto para los precursores procesados desde el loop terminal como para los que lo
hacen desde la base, lo que unificaria el mecanismo de corte de los precursores.

En segunda instancia, cuantificamos el nimero de nucledtidos presentes en los loops
terminales de los precursores procesados desde el loop (Figura R2.6B, izquierda). El tamafio de los loops
terminales definidos varia de tres a 15nt, presentando la mayoria de los precursores un tamafio entre
cuatro y seis nucledtidos. Por otro lado el precursor de miR157c presentd el mayor tamafio de todos con
85nt para su loop terminal ramificado (Figura R2.1, R2.3 y R2.4). Al momento de evaluar el tamaiio de los
loops internos presentes en la region inferior de los precursores procesados desde la base, encontramos un
primer grupo estaba presentaba un loop interno definido cuyo tamafio oscilaba entre cuatro y 18nt,
mientras que la mayoria de los precursores presentaron un tamafio de nueve nucleétidos. Este loop interno

107



Resultados Il

definido, es comparable en tamafio con la mayoria de los loops terminales de los precursores procesados
desde arriba (Figura R2.6B, indicado con corchetes). Mientras que un segundo grupo presentaba un loop
interno ramificado, similar al descripto en la Seccion 6.5 (Figura R2.6B, indicado con corchetes). En este
caso los tamanos del loop interno ramificado variaban de 19 a 36nt, y no se encontrd ningun tamafio de
loop que fuera representativo de la mayoria. Cabe destacar que si bien estos loops internos ramificados son
de mucho menor tamano que el loop ramificado de miR157c, su estructura secundaria es similar. Teniendo
en cuenta los resultados obtenidos en la Seccidn 7.4.3. seria interesante generar una version mutante de
un precursor procesado desde de la base, donde se reemplace el loop interno ramificado por un loop

definido para estudiar su efecto en la biogénesis.

108



Resultados Il

A B
ACUC Fhu
A A cU
Uyl GC
uG UA
CG GC
UA cU
CG c C
cC 2 AU
UA GC
GC GC
2 2w
uCu
0 a7t A%‘i c. @
su® a uGY
AU URRAGy-a
UG G A
AU U A
AU Cua
AGC g
B <« A
u G
U A
¢ A
U
g c
G U
e 4 °
u A I
G U o
c G c
C A a
A u o
A 6 °
U ¢ o
A U T
u G £
CA c E
Ge CUAU 5}
CG < a
Gc o 8
ACG =
2% 2 :
u JF G A 3
G AR VE =
GC ~
o 15nt
UA
cg
5 3 g%
miR171b cU
S Ry
B8 U
C
c.
GU
AU
GC
GC
SJ k3,
miR172a
D Loop a base Base a loop C
22
20
18
.
16

12

pb en el tallo superior otallo inferior
pb en el tallo superior otallo inferior

10

85

34

32

30

28

26

24

22

20

18

16

14

12

10

Loop a base

Base a loop

Loop
ramificado

Loop
definido

Figura R2.6. Los precursores procesados con dos cortes de DCL1 presentan caracteristicas estructurales similares en

la region terminal y la regidn inferior.

A) Estructura secundaria predicha para los precursores de miR171b y miR172a. El loop terminal y el loop interno
de cada uno se marca en con un recuadro amarillo, mientras que el tallo superior e inferior estan delimitados por un
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recuadro verde. El primer corte en cada uno de los precursores es indicado con una flecha. El microARN se muestra en
color rojo.

B) Grafico de dispersidon que muestra el nimero de nucleétidos presentes en el loop terminal (izquierda) o el loop
interno (derecha) de los precursores procesados desde el loop o desde la base, respectivamente. Se ha hecho una
subdivision ambos loops en funcién de su estructura secundaria predicha en: loops definidos (abajo) y loops
ramificados o no definidos (arriba).

C) Gréfico de dispersion que muestra el nimero de pares de bases presentes en el tallo terminal (izquierda) o el
tallo inferior (derecha) de los precursores procesados desde el loop o desde la base, respectivamente.

D) Grafico de box plot donde se grafica la distribucién de pares de bases presentes en el tallo terminal (izquierda)
o el tallo inferior (derecha) de los precursores procesados desde el loop o desde la base, respectivamente. Los valores
andmalos se muestran como un circulo vacio.
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7.6. DISCUSION II

7.6.1. Requisitos estructurales para el procesamiento desde el loop a la base de precursores con

region terminal homogénea.

En la primera parte de este capitulo se caracterizd el procesamiento de precursores que se procesan por
dos cortes de DCL1 en direccion loop a base. A partir del precursor de miR171b se generaron dos mutantes.
En una se extendid el tamano de la region de ARNdh por encima del duplex del miARN, miR171b-supertallo
y en otra se duplico el tamano del loop terminal, miR171b-superloop (Figura R2.2). En ambos casos, al

modificar el tamafio de la regidn terminal de miR171b se anulé la acumulacién de miARN maduro.

Alineamientos de los ortélogos de miR171b provenientes de otras dicotileddneas mostraron que
las regiones terminales de estos precursores se mantienen constantes en las diferentes especies vegetales
(Chorostecki, Moro et al., enviado a publicacién). Por el contrario las regiones terminales de precursores de
miR172a que se procesa desde la base al loop no presentaron un tamafio uniforme (Chorostecki, Moro et
al., enviado a publicacidn). Esta contraposicidn, sugiere que el requisito de una regién terminal homogénea
es exclusivo de los precursores procesados del loop a la base, de los cuales miR171b fue usado como

modelo.

Un analisis global de las caracteristicas estructurales de los precursores de Arabidopsis que son
procesados desde el loop a la base con dos cortes, mostrd que estos presentan una regidén terminal de
~42nt (Bologna et al., 2013b). En la mayoria de los casos dicha region terminal estd compuesta una tallo de
ARNdh de ~16-17pb y un loop terminal pequefio (R26.BC)(ANEXO A1-A3, A6-A7, A20 y A345). El precursor
de miR156a tiene un tallo superior de ~17pb y un loop terminal de 6nt. Experimentos realizados con este
precursor mostraron que mutaciones que alteren la estructura secundaria del tallo superior, comprometen

la biogénesis del miARN (Kim et al., 2016).

Las mutaciones incluyen cerrar loops internos desapareados, lo que equivale a aumentar el
numero de bases apareadas, o generar regiones simple hebra al romper apareamientos de bases. Estas
modificaciones redujeron cuantitativamente la acumulacién de miR156, lo cual puede deberse a que la
magquinaria de procesamiento seria capaz de tolerar pequenos cambios estructurales en los duplex de ARN
(Meyers et al., 2010; Werner et al., 2010). En contraposicién con esto, modificaciones como producidas en

las mutantes miR171b-supertallo y miR171b-superloop de miR171b, impidieron la acumulacién del miARN.

Por ultimo cabe destacar que existe mas de una combinacién del nimero de nucledtidos en el loop
y pares de bases en el tallo superior que da como resultado una regién terminal homogénea de ~42nt
(R26.BC)(ANEXO A1-A3, A6-A7, A20 y A345). Esto sugeriria que si bien el primer corte seria posicionado

midiendo la distancia en pares de bases desde el loop terminal, la estructura secundaria de la regidn
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terminal, podria jugar un papel en el ajuste fino de la precisién o eficiencia de DCL1 al momento de realizar

el primer corte.

7.6.2. Comparacion entre los mecanismos de procesamiento de loop a base y base a loop de dos

cortes.

Los resultados obtenidos en la Figura R2.6BC mostraron que existe una transicion de ARNsh-dh a ~15-17pb
del primer corte tanto para los precursores procesados desde el loop como desde la base. Esto nos llevd a
pensar de que el loop terminal en los precursores procesados desde arriba y el loop interno en los
precursores procesados desde abajo podran serian andlogos para el reconocimiento por la maquinaria de

procesamiento (Figura D2.1AB).

A

I
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/

~18pb
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D2.1 Los precursores procesados con dos cortes de DCL1 tienen determinantes estructurales analogos.
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A) Representacion esquematica de un precursor procesado desde la base por el reconocimiento de un loop
interno seguido de un tallo de ARNdh de ~15pb por debajo del duplex del miARN.

B) Representacion esquematica de un precursor procesado desde el loop terminal por el reconocimiento de
dicho loop terminal seguido de un tallo de ARNdh de ~17pb por encima del duplex de miARN.

C) Representaciéon esquemdtica del precursor de miR157c, el cual es procesado desde el loop terminal
ramificado, probablemente por el reconocimiento de la transicidn de ARNsh-dh entre la region préxima al loop y el
tallo de ARN dh de ~18pb por encima del miARN.

Si bien la presencia de un segmento de ARNdh de ~15-17pb por debajo o por encima del duplex del
miARN parece ser un rasgo comun para el procesamiento desde el loop o desde la base (Figura R2.6CD), el
tamafio del loop terminal y el loop interno resulté ser mas variable. Para los dos mecanismos de
procesamiento pudimos encontrar dos tipos de loops. Los loops terminales definidos se encontraron en 14
de los 15 precursores procesados desde arriba y en 27 de los 40 precursores procesados desde abajo, es
decir que son el tipo predominante. Mientras que de los precursores procesados desde el loop hacia la
base, s6lo miR157c posee un loop ramificado de gran tamafio y 13 precursores procesados desde la base
poseen un loop interno ramificado antes del tallo inferior, o al menos no tienen un loop interno claramente
definido (Figura R2.6B). Versiones mutantes de miR172a donde se ha reemplazado el loop interno definido
por un loop interno ramificado son procesadas in vivo, sin embargo, acumulan una menor cantidad de
miARN maduro (Werner et al., 2010). Este puede ser un motivo por el cual los loops internos ramificados
sean menos frecuentes como iniciador de la biogénesis en los precursores procesados desde la base al loop

en Arabidopsis.

A partir de lo expuesto hasta ahora, proponemos un modelo unificado para la biogénesis de los
precursores procesados por DCL1 con dos cortes. En aquellos precursores procesados desde la base al loop,
DCL1 reconoceria la presencia del loop interno inmediatamente por debajo del segmento de ARNdh vy
realizaria el primer corte a ~15pb (Figura D2.1A). Trabajos anteriores mostraron que eliminar el loop
interno de miR172a disminuye cuantitativamente la acumulacién del miARN in vivo, mientras que eliminar
el loop interno del precursor de miR166¢ anula el primer corte in vitro (Mateos et al., 2010; Zhu et al.,

2013). Esto pone de manifiesto la importancia de los loop internos en la biogénesis de estos miARNs

En el caso de los precursores procesados desde el loop a la base, la maquinaria de procesamiento
reconoceria el loop terminal y a partir de alli realizaria un corte a ~17pb (Figura D2.1B). Como
mencionamos anteriormente, esta distancia seria de ~15pb en el caso de contar desde el extremo 3" del
duplex de miARN. En concordancia con este modelo, modificar tanto el tallo superior como el loop
terminal, alterarian el reconocimiento de DCL1 e impedirian que el primer corte se produjera en el sitio
adecuado (Figura R2.2)(Kim et al., 2016). Para los precursores de miR167a y miR172a se ha visto que los
determinantes estructurales necesarios para realizar el primer corte y el segundo son independientes
(Mateos et al., 2010; Song et al., 2010). Por lo que una vez generado los extremos simple hebra, ya sea a

través del reconocimiento del loop terminal o un loop interno, en ambos mecanismos de procesamiento, el
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segundo corte se realizaria contando ~21pb para liberar el miARN maduro. Esta division de tareas entre los
determinantes estructurales que dan lugar al primer y segundo corte, es comparable al procesamiento de

miARNs en animales (Ha and Kim, 2014).
7.6.3. Biogénesis a partir de un loop terminal ramificado

A partir de los datos gendmicos se determind que el precursor de miR157c es procesado desde el loop
hacia la base con dos cortes de DCL1 (Figura R2.3A). Sin embargo este precursor se destaca de los
mencionados en la seccidn anterior, por su extensa regidon terminal, la cual se debe a un loop terminal
ramificado de 85nt. En el capitulo de RESULTADOS | los loops terminales ramificados se presentaron como
estructuras que desencadenaban cortes abortivos a ~17pb. Sin embargo en este caso, el loop terminal

ramificado se encuentra ~18pb del duplex de miARN vy dirige la biogénesis del mismo.

Mutagénesis dirigida sobre el precursor de miR157c mostré que el tallo inferior del precursor es
prescindible para la biogénesis del mismo (Figura R2.5AB). Por otro lado, remover el loop terminal
ramificado, mejoro la eficiencia de procesamiento para el precursor miR157c-loop-156b (Figura R2.5EF). A
su vez, este resultado sugiere que la posicidn del primer corte en el precursor de mIR157c se establece por
un mecanismo diferente a miR171b.En este caso la regién terminal sufrié una delacion de 81pb vy la
posicion del primer corte no parece haberse modificado. Seria interesante mapear la posicion del primer
corte en esta mutante, mediante el método 5'RACE modificado, para corroborar si la posicién del primer
corte se ha modificado y si la reduccidn el tamafo del loop terminal fue acompafada por una disminucidn

el numero de cortes imprecisos para el primer corte de DCL1.

Se ha propuesto que en los loops terminales ramificados la regidn de transicion de ARNsh-dh es la
gue atrae a la maquinaria de procesamiento (Zhu et al., 2013). Este reclutamiento es similar al que ocurre
en animales cuando DROSHA reconoce la unién basa en el pri-miARN y realiza el primer corte (Ha and Kim,
2014). Por lo tanto, en el precursor de miR157c DCL1 reconoceria la transicién ARNsh-dh presente entre el
loop terminal ramificado y el tallo superior para realizar el primer corte por encima del diplex del miARN
(Figura D2.1C). Alun no es claro como DCL1 se posiciona exactamente en la transicion de ARNsh-dh, de los
loops ramificados, pudiendo ser este el motivo por el cual el primer corte de miR157c presenta el mayor

porcentaje de impresion de todos los precursores procesados desde el loop terminal.

Estudios in vitro han demostrado que el dominio helicasa de DCL1 es necesario para realizar el
corte abortivos desde del loop terminal ramificado del precursor de miR166¢c (ANEXO A10). Sin embargo
este mismo dominio resulta dispensable para realizar el primer corte en el precursor de miR166¢ desde el
loop interno definido que se encuentra en la base del precursor (Zhu et al., 2013). En particular se ha
propuesto que la funcion del dominio helicasa seria la desenrollar la gran cantidad de ARNsh presente el

loop terminal ramificado y exponer la transicion de ARNsh-dh necesaria para que DCL1 para realice el
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primer corte (Liu et al., 2012). Esta podria ser una de las bases que expliquen las diferencias encontradas

entre modificar las regiones terminales en los precursores de miR157c y miR171b.

Tanto el precursor de miR157c como el precursor de miR171b son procesados desde el loop
terminal hacia la base con dos cortes de DCL1. Sin embargo los determinantes estructurales reconocidos en
cada caso son diferentes. Esto plantea el interrogante particular de si comparten el mismo mecanismo de
procesamiento, y una pregunta mas general de qué es lo que define un mecanismo de procesamiento. Con
la informacion experimental disponible hasta el momento un mecanismo de procesamiento era definido en
funcién de dos pardmetros, la direccidon del mismo, de loop a base o de base a loop y el nimero de cortes
requeridos para liberar el miARN maduro, dos o mads. Sin embargo en el contexto de los resultados
presentados para el precursor de miR157c proponemos ampliar esta definicién teniendo en cuenta ademas
los determinantes estructurales responsables de la direccion de procesamiento. En este sentido, el
precursor de miR157c podria ser denominado con un precursor procesado desde el loop terminal hacia la
base con dos cortes “no candnico”. Un caso similar se encuentra en el precursor del miR166b, el cual tiene
un Unico corte detectado por SPARE en el extremo inferior del duplex del miARN (Anexo A10). En principio
esto define su mecanismo de biogénesis como de base a loop con dos cortes. Sin embargo una version
mutante del precursor de miR166b donde se ha eliminado el tallo inferior de ARNdh por completo, es capaz
de acumular miARN en cantidades comparables al precursor silvestre. Esto quiere decir que el
determinante estructural estd por fuera del tallo inferior y el loop interno. Segun la nueva definicidn
propuesta, el mecanismo de procesamiento de dicho precursor seria de base a loop con dos cortes de DCL1

“no canonico” (Chorostecki, Moro et al., enviado a publicacién).
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Sépalo de una vez, lo engafiamos, aqui todo es falso -La muerte.
Mi mentira de amor vale mas que ese horror que usted llama verdad -El enamorado.

“El enamorado y la muerte”-Opereta de Alejandro Dolina.
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8. Resultados lli

“Relacion entre la estructura del precursor de miARNs y la actividad procesiva de

DICER-LIKE1”

8.1. INTRODUCCION 11

Como se mencioné en la introducciéon existe una gran diversidad de ARNs pequefios en plantas. La
regulacion génica a través de PTGS depende de la accidén de cuatro grupos de ARNs pequefios, los miARNS,
SiARN, los nat-siARNs y los tasiARNSs. Los siARN, los nat-siARNs y los tasiARNs requieren de la actividad de
corte secuencial de DCL2, DCL3 y DCL4, para liberar un conjunto de ARNs pequefios de entre ~21-24nt.
Mientras que la mayoria de los miARNs son procesados por DCL1 mediante sélo dos cortes (Bologna and

Voinnet, 2014).

Sin embargo de los 75 precursores de miARN conservados presentes en Arabidopsis cuyo
mecanismo de procesamiento se ha establecido, 18 de ellos se procesan de modo secuencial, y requieren al
menos tres cortes de DCL1 (Bologna et al., 2013b; Kurihara and Watanabe, 2004)(Figura R1.8). Estos
precursores liberan dos tipos de diplex de ARN: el diplex del miARN/miARN* y un ddplex compuesto por
los otros ARNs pequeiios derivados del precursor. Si bien estos ARNs pequefios se escinden en la misma
proporcién que el miARN, en general los mismos son detectados con mucha menor frecuencia in vivo que

al miARN maduro (Bologna et al., 2009; Zhang et al., 2010).

Las bases moleculares responsables de esta asimetria en la acumulacién de ARNs pequefios
derivados de un mismo precursor se desconocen. A su vez esta situacion no es exclusiva de los miARNs. A
pesar que los TAS1a, TAS1b, TAS1cy TAS2 son cortados entre seis y ocho veces en fase por DCL4 los siARNs
predominantes son siR1511 y siR255, detectandose por Northern blot para ARNs pequefios. Otros siARNs
derivados de estos TAS comienzan con 5°U y tienen 21nt, al igual que siR1511 y siR255, sin embargo no se
acumulan (Allen et al., 2005; Yoshikawa et al., 2005). Situaciones similares se han encontrados para los

ARNSs pequefios derivados de TAS3 y TAS4 (Allen et al., 2005; Rajagopalan et al., 2006).

Mientras que DCL2, DCL3 y DCL4 tienen preferencias por largos ARNdh de complementariedad casi
perfecta, DCL1 procesa sustratos de ARN plegados de manera imperfecta (Bologna and Voinnet, 2014). Esto
hace que sea importante estudiar los requisitos estructurales presentes en los precursores de miARN que
dan lugar al procesamiento secuencial, ya que podrian contribuir a entender las diferencias en el modo de

accion entre las diferentes DCLs. A su vez, cdmo se menciond en el parrafo anterior, no estd claro cuales
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son las caracteristicas estructurales que determinan que un miARN se acumule por encima de otro ARN

pequefio.

Para responder a estos interrogantes, empleamos como modelo a la familia de miR319. Este
MIARN esta conservado evolutivamente e incluso estd presente en musgos (Axtell and Bartel, 2005;
Talmor-Neiman et al., 2006). El mismo presenta un mecanismo de procesamiento secuencial desde el loop
terminal hacia la base, que libera tres duplex de ARNs pequefios. Dicho mecanismo se encuentra
conservado entre Arabidopsis y el musgo Physcomitrella patens (Addo-Quaye et al., 2009; Bologna et al.,
2009). Finalmente miR319, regula a un grupo de factores de transcripcion denominados TCP en
angiospermas, los cuales controlan el desarrollo de la planta, en particular el crecimiento y morfogénesis de
la hoja. Como consecuencia de esto, la sobre-expresion de dicho miARN produce defectos fenotipicos

facilmente observables (Palatnik et al., 2003).

8.2. Conservacion de miR319 y el origen de sus ARNs pequefios.

El precursor de miR319 es procesado mediante cuatro cortes secuenciales, los cuales pueden originar
potencialmente seis ARNs pequefios. El miARN maduro es liberado entre el tercer y cuarto corte. (Addo-
Quaye et al., 2009; Axtell and Bartel, 2005; Bologna et al., 2009)(Figura R3.1A). Siendo miR319 un miARN
muy antiguo, decidimos iniciar el analisis del mismo focalizdndonos en la conservacién evolutiva y su

relacién con los ARNs pequenos derivados del mismo.

Con este fin, obtuvimos las secuencias de 41 precursores del miARN miR319 de 13 especies diferentes

de dicotiledéneas, disponibles en miRBase (Version 21, http://www.mirbase.org/), cuyo genoma se

encontraba disponible en Phytozome (https://phytozome.jgi.doe.gov/pz/). Considerando que las

secuencias que se encuentran por debajo del diplex miARN/miARN* son dispensables para la biogénesis
de miR319, se tomaron sélo bases contenidas entre el miARN y el miARN¥*, incluyéndolos (Bologna et al.,
2009). Estas secuencias se ingresaron en el programa M-coffee

(http://tcoffee.crg.cat/apps/tcoffee/do:mcoffee) el cual alinea diferentes biomoléculas combinando varios

algoritmos de alineamientos, obteniéndose como resultado un alineamiento “promedio”.

A partir del alineamiento se pudieron observar cuatro islas de conservacidon (Figura R3.1B).
Arabidopsis tiene tres genes que codifican para miR319, MIR319a-c. A continuacién se hizo una busqueda
de secuencias asociadas a estos locus en bibliotecas de ARNs pequefios disponibles publicamente en
miRBase (Tabla R3.1). Al ubicar las secuencias en el contexto del alineamiento, se vio que los ARNs
pequefios se originaban de las cuatro regiones conservadas. Sin embargo miR319 era el mas abundante de
todos los ARN pequefios detectados en las bibliotecas, lo cual tiene sentido considerando su funcién

biolégica como regulador de los factores de transcripcion TCP (Palatnik et al., 2003). Mientras que el
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segundo ARN en abundancia correspondia a miR319-3p.2, el cual es liberado entre el primer y segundo

corte de DCL1.
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Figura R3.1. ARNs pequefios derivados del precursor de MIR319 y su conservacién en secuencia.

A) Esquema representativo del procesamiento secuencial de loop a base de miR319. El precursor es procesado
con cuatro cortes de DCL1 (panel izquierdo), que pueden generar 6 ARNs pequefios (panel derecho). En estos ARN
pequefios se puede detectar a su vez cierta heterogeneidad en sus secuencias producto del corte inexacto por DCL1.

B) Alineamiento de los precursores de miR319 obtenido con el programa M-coffee a partir de las secuencias de
precursores de miR319 de diferentes especies vegetales. Los ARN pequefios mas frecuentes originados de los
precursores de miR319a-c de Arabidopsis se muestran como una linea. Los niumeros al lado de las lineas corresponden
al nimero de lecturas de cada ARN pequefio (Tabla 3.1).

Tabla 3.1. ARNs pequeiios derivados de los precursores de miR319a, miR319b and miR319c de

Arabidopsis. Las secuencias Unicas se muestran en celeste.

ath-MIR319a ath-MIR319b ath-MIR319c¢

Secuencia lecturas presenta Secuencia lecturas presenta Secuencia lecturas presenta
GAGAGCTTCCTTGAGTCCAT 24 RNA-3p AGAGCTTTCTTCGGTCCACTC 50 mir-5p GGAGATTCTTTCAGTCCAGTC 20 miR-5p
AGCTTCCTTGAGTCCATTCAC 38 RNA-3p TGACTCTCGACTCATTCATCCA 7 RNA-5p.2 TGTGAATGATGCGGGAGATAT 44 RNA-3p.2
GCTTCCTTGAGTCCATTCAC 6 RNA-3p GACTCTCGACTCATTCATCC 6 RNA-5p.2 TTTGGACTGAAGGGAGCTCCT 75 miR-3p
TAGCTTCCGACTCATTCATCCA 8 RNA-5p.2 AATGAATGATGCGAGAGACAA 296 RNA-3p.2 TTGGACTGAAGGGAGCTCCTT 65 miR-3p
TAGCTTCCGACTCATTCATCC 7 RNA-5p.2 AATGAATGATGCGAGAGACAAAT 229 RNA-3p.2 TTGGACTGAAGGGAGCTCC 16 miR-3p
AATGAATGATGCGGTAGACAAAT 98 RNA-3p.2 AATGAATGATGCGAGAGACA 47 RNA-3p.2 TTGGACTGAAGGGAGCTCCT 10 miR-3p
AATGAATGATGCGGTAGACAAA 11 RNA-3p.2 AATGAATGATGCGAGAGAC 32 RNA-3p.2
AATGAATGATGCGGTAGACAA 8 RNA-3p.2 AATGAATGATGCGAGAGACAAA 29 RNA-3p.2
GATTGGACTGAAGGGAGCTCC 145 miRr-3p AATGAATGATGCGAGAGACAAATT 16 RNA-3p.2
ATTGGACTGAAGGGAGCTCCC 90 miR-3p ATGAATGATGCGAGAGACAA 27 RNA-3p.2
ATTGGACTGAAGGGAGCTCCCT 25 miR-3p ATGAATGATGCGAGAGACAAA 19 RNA-3p.2
TTGGACTGAAGGGAGCTCCCT 1033 miR-3p CTTGGACTGAAGGGAGCTCCC 23 miR-3p
TTGGACTGAAGGGAGCTCCC 45 miR-3p CTTGGACTGAAGGGAGCTCCCT 12 mir-3p
TTGGACTGAAGGGAGCTCCC 16 miR-3p TTGGACTGAAGGGAGCTCCCT 1033 miR-3p
TTGGACTGAAGGGAGCTCCCTC 13 miR-3p TTGGACTGAAGGGAGCTCCC 45 miR-3p
TGGACTGAAGGGAGCTCCCT 26 miR-3p TTGGACTGAAGGGAGCTCC 16 mir-3p
GGACTGAAGGGAGCTCCCT 42 miRr-3p TGGACTGAAGGGAGCTCCCT 26 miR-3p
GACTGAAGGGAGCTCCCTC 8 miR-3p GGACTGAAGGGAGCTCCCT 42 miR-3p

8.3. Inserciones en el tallo superior de miR319a alteran el patrén de cortes de DCL1 en el

precursor.

Si bien el precursor de miR319 requiere de cuatro cortes para liberar el miARN maduro, pueden distinguirse
dos tipos de cortes diferentes. El primer corte es un endocorte, en el que se generan los extremos simple
hebra que DCL1 reconoce para realizar el segundo corte a ~21nt, generando nuevos extremos simple hebra
y asi sucesivamente. En este sentido los cortes dos, tres y cuatro serian equivalentes ya que todos se

producen a partir del mismo determinante estructural.

A pesar de que Arabidopsis presente tres genes que codifican para miR319, MIR319a, MIR319b y
MIR319c, el precursor de miR319a es procesado con mayor eficiencia y acumula mayor cantidad de miARN
maduro al expresarse desde un promotor 35S (Desarrollado en la Tesis del Dr. Nicolds Bologna). En funcion

de esto decidimos trabajar sobre el precursor de miR319a.

Para evaluar la hipétesis mencionada en el primer parrafo disefiamos dos mutantes sobre el precursor
de miR319a donde se agregaron cinco nucleétidos en cada hebra del precursor, a modo de generar un
ARNdh con un mismatch en el centro. Las mutantes fueron denominadas: miR319a-INS25 e miR319a-
INS41, haciendo referencia a la posicién del precursor donde se realizd la insercidn, a 25 y 41 nucleétidos
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corriente abajo del loop terminal. Estas posiciones se eligieron para que la insercién en miR319a-INS25
estuviera antes del segundo corte y en miR319a-INS41 antes del tercer corte. No se disefiaron mutantes

entre el tercer y cuarto corte ya que esto alteraria la secuencia del miARN maduro (Figura R3.2A).

Se generaron plantas transgénicas que sobre-expresaran tanto los precursores mutantes como el
precursor silvestre de miR319a. La sobre-expresion de miR319 genera cambios en la morfologia de la hoja,
particularmente se producen pliegues en los margenes de la misma. Alrededor del 70-75% de las plantas
transgénicas que sobre-expresan el precursor silvestre desde el promotor 355 poseen importantes
alteraciones en la curvatura de la hoja (clasificado como “fuerte: ++”), mientras que el 25-30% restante,
muestran defectos mas suaves (fenotipo clasificado “débil: +”)(Bologna et al., 2009)(Figura R2.3D). En todos
los casos, la intensidad de los defectos en el desarrollo, se correlaciona con los niveles de miR319 (Bologna

et al., 2009; Palatnik et al., 2003; Schommer et al., 2008).

Se evaluaron los fenotipos de 50 T1 independientes que sobre-expresaran los constructos de miR319a-
INS25 e miR319a-INS41. Todas las plantas presentaron el fenotipo silvestre de las plantas transformadas
con el vector vacio (Figura R3.2 C), mientras que la sobre-expresion del precursor de miR319 provoco
cambios fuertes en el ~70% de las plantas, lo cual es consistente con experimentos anteriores. Esto nos

llevd a pensar que los precursores de miR319a-INS25 y miR319a-INS41 no estarian acumulando miR319.

Se recolectaron 25 inflorescencias por duplicado, tanto de las lineas control, como mutantes. Se
realizd la extraccién de ARN y un blot para ARN pequeios contra miR319a. Cabe destacar que la sonda
contra miR319, también detecta al miARN miR159, debido a su elevada similitud en secuencia, y a la
abundancia de miR159 enddgeno. A pesar de esto, ambos miARNs son facilmente diferenciables por sus

distintas movilidades electroforéticas (Palatnik et al., 2007).

Los blots para ARNs pequeiios mostraron que ni la mutante miR319a-INS25, ni miR319a-INS41
acumulaban miR319, en concordancia con los fenotipos obtenidos (Figura R3.2B). Para este resultado
existen dos posibles explicaciones, la primera es que las inserciones impiden el reconocimiento del
precursor por la maquinaria de procesamiento y el mismo no es procesado. La segunda, es que las
inserciones hayan producido alteraciones en el patrén de cortes de DCL1, los cuales dan lugar a un ARN

pequefio cuya secuencia es diferente de miR319.

Para responder este interrogante decidimos mapear los intermediarios de procesamiento de miR319a-
INS25, empelando una versién modificada del protocolo de 5'RACE. Brevemente, el método consiste en
una ligacion entre un oligo adaptador de ARN y el extremo 5’ del ARN cortado. Luego, se realiza una
reaccién de transcripcién reversa y finalmente una amplificacidon por PCR usando un oligo especifico para el
precursor y un oligo que hibrida contra el adaptador. Este paso permite amplificar especificamente los

intermediarios del precursor deseado y evitar la interferencia de los intermediaros enddégenos del mismo.
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Los productos obtenidos son clonados y secuenciados lo cual permite conocer la secuencia de los

intermediarios en el procesamiento de cada precursor (Seccion 5.5. Materiales y Métodos).
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Figura R3.2. Inserciones en el tallo superior de miR319a alteran la posicion de los cortes de DCL1.

A) Prediccion de estructura secundaria para precursor silvestre de miR319a, miR319a-INS41 y miR319a-INS25.
Se muestran a su vez, los cortes en el precursor obtenidos por 5°'RACE, y el patron de procesamiento reconstruido
para miR319a-INS25 a la derecha. Las bases insertadas se muestran en rosa y el miARN en rojo.

B) Blot para ARNs pequefios contra miR319 realizado a partir de plantas sobre-expresantes de miR319a,
miR319a-INS41 y miR319a-INS25. Al menos 25 inflorescencias independientes constituyen una muestra.

C) Distribucién de los defectos del desarrollo en las hojas de plantas transgénicas sobre-expresantes de cada
vector. Al menos 50 plantas fueron evaluadas para cada constructo.

D) Plantas representativas que presenta en fenotipo silvestre (wt), el fenotipo débil (+) y el fenotipo fuerte (++)
debido a la sobre-expresion de miR319.

A partir de plantas sobre-expresantes de miR319a-INS25 se construyeron bibliotecas de los
intermediarios de procesamiento. Con la informacidon obtenida de las secuenciaciones se ubicé en la
estructura del precursor la posicidon de los cortes (Figura R3.2A, lineas negras). Para miR319a-INS25, se

secuenciaron 13 clones que correspondieron a nueve intermediarios de procesamiento.

123



Resultados Il

Cinco de los 13 cortes se encuentran en una regidn aproximadamente cinco nucledtidos corriente
arriba del lugar donde ocurre segundo corte en el precursor silvestre de mir319a (Figura R3.2A). A partir de
esta region, se pueden encontrar cortes a ~20nt y ~40nt corriente abajo. Esta distancia es consistente con
los cortes secuenciales de DCL1. Como la posicidén del primer corte no pudo ser detectada para miR319a-
INS25, alternativamente, mapeamos la misma miR319a-INS41, cuyas mutaciones son analogas a miR319a-
INS25. Para miR319a-INS41 se secuenciaron dos clones, que posicionaron el primer corte dos nucleétidos
por debajo de la posicidon esperada para el primer corte en el precursor silvestre, pero dentro de la
variabilidad asociada a los cortes de DCL1 (Jeong and Green, 2012; Lu et al., 2010; Nakano et al., 2006). Esto
nos lleva a pensar que en el precursor de miR319a-INS25 la posicion del primer corte tampoco ha sido

modificada.

El agregado de cinco nucleétidos luego del primer corte, no impide que el precursor de miR319a sea
reconocido por la maquinaria de procesamiento. Por el contrario el complejo de DCL1 procesaria el
precursor, pero se produce un corrimiento concomitante en la posicién del corte de DCL1 de cinco
nucledtidos, luego del sitio de la insercién. Por lo tanto estos resultados confirmarian la hipdtesis de que
después del primer corte del precursor, los cortes subsiguientes se realizan midiendo una distancia de
~21nt desde el extremo libre. Resultados similares se obtuvieron al extender el largo del tallo inferior de
miR172a, lo cual modificd en la posicion de corte de DCL1, resultando en un miARN no funcional (Werner et
al., 2010). Esto sugiere que la maquinaria de procesamiento es capaz de contar el largo del tallo inferior o
superior, en un modo que resulta analogo al complejo microprocesador de animales (Ha and Kim, 2014;

Han et al., 2006).

Los cortes encontrados en el precursor permitirian explicar lo resultados obtenidos en el blot de ARN
pequerios y los fenotipos de las plantas (Figura R3.2ABC). El duplex liberado por el tercer y cuarto corte, no
posee la secuencia del miARN miR319, sino que esta secuencia esta corrida al moverse el marco de los
cortes por DCL1. Lo cual impide que el mismo sea capaz de regular a los genes blanco TCP, motivo por el
cual no se obtiene el fenotipo esperado para la sobre-expresion de miR319a-INS25 y no se detecta el

miR319 en el blot de ARNs pequeiios.

Ademas de los cortes mencionados hasta ahora, también se encontraron cortes en la regidén central del
miARN/miARN¥*. Este tipo de cortes abortivos, ya han sido descriptos previamente en versiones mutantes
del precursor de miR319 donde se ha eliminado el loop o partes del tallo superior (Bologna et al., 2013b).
La hipétesis es que modificaciones que afecten la estructura secundaria del tallo superior, interfieren con el
procesamiento loop a base y el precursor comienza a ser reconocido desde la base. miR319a presenta un
loop interno inferior, localizada a aproximadamente cinco nucledtidos del duplex miARN/miARN* (Figura
R3.2A, linea roja). Este loop interno seria reconocido por la maquinaria de procesamiento que produciria

los cortes en el centro del duplex de miR319a, en un proceso analogo al descripto en la Seccién 6.5, donde
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mediante el reconocimiento de determinantes estructurales alternativos, se producen cortes que

disminuyen la cantidad de miARN maduro.

8.4. El loop interno presente en la region central de miR319a previene la acumulaciéon de

otros ARN pequefios.

A partir del alineamiento de miR319 y la ubicaciéon de los ARNs pequefios detectados por secuenciacion
(Figura R3.1B), notamos que no habia lecturas asociadas a los ARNs pequefos derivados del segundo y
tercer corte, ya sea miR319-3p.1 o miR319-5p.1. A pesar de que esta regidn no esta conservada, no existe
una razén obvia por la cual no se acumulen ARNs pequefios asociados a la misma en Arabidopsis. De hecho
se han encontrado ARNs pequefos provenientes de la region media del precursor miR319 del musgo

Physcomitrella patens (Axtell et al., 2007; Talmor-Neiman et al., 2006).

A continuaciéon nos preguntamos cudles serian los motivos que impidieran la acumulacién de
miR319.3p.1 0 MmiR319.5p.1. Un andlisis de la estructura secundaria en la regién del duplex de miR319a.1
del precursor de miR319a, reveld que el mismo contiene un loop interno de ~12nt. En Arabidopsis, los
duplex de miARNs tienen como maximo cuatro bases desapareadas, por lo que pensamos que seis bases
consecutivas sin aparear probablemente desestabilizaran el duplex de miR319a.1 in vivo. En funcién de
esto, generamos una version mutante de miR319a donde el loop interno estuviera cerrado por completo.
Para esto se insertaron cuatro mutaciones puntuales en la secuencia de miR319a-5p.1 (Figura R3.3A,
cuadrados naranja) y la mutante se denominé miR319a-LIC, por loop interno cerrado.

Tanto la version silvestre de miR319a como miR319a-LIC se transformaron en Arabidopsis. A partir
de T1 independientes se colectaron inflorescencias, se extrajo ARN y se hicieron blots para ARNs pequefios
contra miR319a-3 p.1 y miR319. En las plantas transformadas con el vector vacio y con el vector que
expresa el precursor miR319a no se pudo detectar miR319a-3p.1 en los blots para ARNs pequeiios en las
condiciones empleadas (Figura R3.3B). Esto es consistente con los datos obtenidos a partir de las
bibliotecas de ARNs pequefios, donde el mismo no se habia detectado (Figura R3.1B y Tabla R3.1). Por otro
lado, en las plantas que sobre expresan el constructo miR319a-LIC se observa una banda correspondiente a
miR319a-3p.1. Esto nos hizo pensar que generar un duplex de miR319a.1 con elevada complementariedad,

permitiria que el mismo se acumulara y fuera detectable en ensayos de Northern blot.

Cuando se empled la sonda contra miR319, se detectd que las plantas sobre-expresantes del precursor
de miR319a acumulaban el microARN maduro (Figura R3.3C). Sin embargo, las plantas sobre-expresantes
de miR319a-LIC acumulaba una menor cantidad de miR319. Se evaluaron los fenotipos de al menos 35
transgénicas independientes que sobre-expresaran los distintos constructos, teniendo en cuenta la escala

desarrollada en la Seccidn 8.3. Las plantas que sobre-expresaban el precursor de miR319a tenian un mayor
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porcentaje de hojas arrugadas a comparacion con las transgénicas de miR319a-LIC, en concordancia con los

resultados obtenidos en los blots para ARNs pequefios.

Esto sugiere que si bien mejorar el apareamiento del duplex de miR319a.1 produjo que el mismo se
acumulara, a su vez causd una menor acumulacion de miR319. El mapeo de los intermediarios de
procesamiento para miR319a-LIC mostrd que no se habian producido cambios significativos en la posicidon
del tercer corte de DCL1 (Figura R3.2B)(Seccién 5.5 Materiales y métodos). Sin embargo se encontraron
cortes en la regién central del miARN/miARN*, como los mencionados en la Seccién 8.3 (Figura R3.2A, linea

roja).

El procesamiento abortivo desde la base del precursor de miR319a no sido ha detectado en las
bibliotecas de SPARE (Bologna et al., 2013b)(ANEXO A23) ni mediante 5'RACE modificada a partir de
plantas sobre-expresantes del mismo (Bologna et al., 2009). Lo cual sugiere que esta no es la via primaria
mediante la cual el complejo de DCL1 reconoce y corta al precursor, si no que la misma se vuelve
competitiva cuando el procesamiento secuencial de loop a base es entorpecido (Figura R3.2A, R3.3A)
(Bologna et al., 2013b). En conjunto estos resultados nos llevaron a hipotetizar que las modificaciones
realizadas en la regién central del precursor de miR319a podrian enlentecer o detener parcialmente la
actividad procesiva de DCL1, lo que daria tiempo al reconocimiento y corte del precursor de miR319 desde

la base (Bologna et al., 2013b).
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Figura R3.2. Mejorar el apareamiento del duplex miR319a.1 resulta en su acumulacion.

A) Prediccién de estructura secundaria para el precursor silvestre de miR319a y miR319a-LIC. Las bases mutadas
en miR319a-5p.1 se marcan con un cuadrado naranja. El miARN se muestra en rojo y el miR319a-3p.1 en naranja. Se
muestra el patrén de cortes sobre el precursor de miR319a-LIC mapeado por 5'RACE.

B) Blot para ARNs pequefios contra miR319a-3p.1 realizado a partir de plantas sobre-expresantes de miR319ay
miR319a-LIC. Al menos 20 inflorescencias independientes constituyen una muestra.

C) Blot para ARNs pequeiios contra miR319 realizado a partir de plantas sobre-expresantes de miR319a vy
miR319a-LIC. Al menos 20 inflorescencias independientes constituyen una muestra.

D) Distribucidn de los defectos del desarrollo en las hojas de plantas transgénicas sobre-expresantes de cada
vector. Al menos 40 plantas fueron evaluadas para cada constructo.

8.5. Mejorar el apareamiento del duplex de miR319a.2 genera DCL1 se detenga.

A continuacion, estudiamos en mas detalle el primer segmento del precursor de miR319 que libera un
duplex de ARN pequeiios miR319a.2. Este duplex seria el resultado de los dos primeros cortes por DCL1 y se
corresponden con una region de alta conservacidn evolutiva (Figura R3.1). Para estudiar la importancia de
este segmento utilizamos una mutante miR319a-B4 que tiene un mejor apareamiento (Bologna et al.,
2009)(Figura R3.4ABC, miR319a-B4). Pudimos reproducir trabajos anteriores donde la mejora de la

complementariedad de esta regidon aumenta la acumulacidon de ARN pequefios (Bologna et al., 2009)(Figura
127



Resultados Il

R3.4ABC, miR319a-B4) in vivo, lo cual es consistente con los resultados mostrados en la seccién anterior

donde mejoramos la interaccién en la regidn intermedia del precursor de miR319 (Figura R3.3).

A continuacidn realizamos mutagénesis dirigida sobre la regién inferior del precursor demiR319a-
B4, y extendimos el tallo de ARNdh a una distancia de ~15pb del loop interno (Figura R3.4A, miR319a-
reconocimiento-doble). En principio, este precursor podria ser cortado por DCL1 comenzando desde la base

o desde el loop, y en ambos casos generaria los mismos ARN pequefios.

Generamos plantas transgénicas que sobre-expresen el precursor silvestre de miR319a, miR319a-
B4 y miR319a-reconocimiento-doble. A partir de 20 inflorescencias de plantas T1 independiente, se realizé
la extraccién de ARN, y blots para ARNs pequenos contra 319-3p.2 y miR319. Ni las plantas transformadas
con el vector vacio ni con el precursor de miR319a acumularon el miR319a-3p.2. A diferencia de estas y en
concordancia con los resultados publicados previamente las plantas que sobre-expresaban miR319a-B4
acumularon el ARN pequefio 319a-3p.2 (Bologna et al.,, 2009). A su vez el precursor de miR319a-
reconocimiento-doble también acumulé miR319a-3p.2. Por otro lado el blot contra miR319 mostrdé que
miR319a-B4 acumulaba la menor cantidad del miARN de los tres precursores. Mientras que la mutante
miR319a-reconocimiento doble, acumuld mas cantidad de miARN que su contrapartida miR319a-B4, pero

menos cantidad que el precursor silvestre.

En conjunto estos resultados nos permitieron verificar que el procesamiento del precursor de
miR319a desde la base puede iniciarse independiente del reconocimiento del loop terminal. A su vez el
mismo es capaz de recuperar, al menos parcialmente, la acumulacién del miARN maduro en miR319a-
reconocimiento-doble. En principio hubiéramos esperado que las cantidades acumuladas de 319a-3p.2
entre miR319a-B4 y miR319a-reconocimiento-doble fueran similares, ya que no se modificé la regién
superior en el precursor de miR319a-reconocimiento-doble. Sin embargo miR319a-reconocimiento-doble
acumula una menor cantidad de 319a-3p.2, lo cual sugiere que este precursor no puede ser procesado
simultdaneamente por dos DCL1 en direcciones opuestas. En concordancia con esto, trabajos in vitro con el
precursor de miR166¢c mostraron que existe una correlacién inversamente proporcional entre la frecuencia
de los cortes de biogénesis (desde la base al loop) y los cortes abortivos (desde el loop terminal ramificado
hacia la base)(Zhu et al.,, 2013). Lo cual indicaria que esta restriccién podria ser extensiva a otros

precursores de miARNs de plantas e incluso ocurrir in vivo.
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Figura R3.4. Mejorar el apareamiento del duplex miR319a.1 resulta en su acumulacidn.

A) Prediccién de estructura secundaria para el precursor silvestre de miR319a, miR319a-B4 y miR319a-
reconocimiento doble. Las bases mutadas en miR319a-5p.2 se marcan con un cuadrado amarillo y la extension del
tallo inferior de miR319a-reconocimiento-doble se muestra con un cuadrado verde. El miARN se muestra en rojo y el
miR319a-3p.2 en amarillo.

B) Blot para ARNs pequefios contra miR319a-3p.2 realizado a partir de plantas sobre-expresantes de miR319a,
miR319a-B4 y miR319a-reconocimiento-doble. Al menos 20 inflorescencias independientes constituyen una muestra.

C) Blot para ARNs pequefios contra miR319 realizado a partir de plantas sobre expresantes de miR319a,
miR319a-B4 y miR319a-reconocimiento doble. Al menos 20 inflorescencias independientes constituyen una muestra.

D) Distribucidn de los defectos del desarrollo en las hojas de plantas transgénicas sobre-expresantes de cada
vector. Al menos 40 plantas fueron evaluadas para cada constructo.
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8.6. El grado de apareamiento de los duplex de ARN puede cuantificarse mediante su

energia libre de interaccion y difiere a lo largo del precursor de miR319.

Para el precursor de miR319a observamos que existe una relacién cualitativa entre el grado de
apareamiento de un duplex de ARN y su acumulacién. Parametros empiricos como el calculo del AG de
duplex de ARN se han empleado previamente para predecir de manera confiable interacciones entre
miARNs y genes blanco (Allen et al., 2005; Rajagopalan et al., 2006; Rodriguez et al., 2010). Es por ello que
decidimos cuantificar el grado de apareamiento de los duplex de ARN estudiados hasta ahora mediante el
calculo de su energia libre de interacciéon. Para esto empleamos el programa Two State Melting que
permite calcular el AG de duplex de ARN de complementariedad parcial

(http://unafold.rna.albany.edu/?q=DINAMelt/Two-state-melting).

En el precursor de miR319a, el duplex de ARN con mayor valor de |AG|, es decir mas estable
corresponde al miARN/miARN*. Ademas existe una considerable diferencia energética entre el diplex de
miR319a y los otros dos duplex, siendo miR319a.1 el que presenta el menor valor de |AG|, es decir mas
inestable (Figura R3.5). Los célculos de energia para los duplex derivados de miR319a-LIC y miR319a-B4
muestran que los duplex mutantes de miR319a.1 y miR319a.2 son mas estables que sus contrapartidas
silvestres (Figura R3.5). A su vez el duplex de miR319a.2 proveniente de miR319a-B4, es casi tan estable
como el duplex de miR319a. Lo cual podria ser uno de los motivos por los cuales se produzca el

detenimiento de DCL1 luego de liberar este duplex.

En funcién de lo desarrollado hasta ahora, pareceria existir en primer instancia una relacion
cuantitativa entre el grado de apareamiento del duplex de ARN y su acumulacién. En segundo lugar el
grado de apareamiento del duplex de ARN podria afectar también la procesividad con la cual la maquinaria
de procesamiento se mueve a lo largo del precursor de miR319a realizando cortes en fase. Esta ultima
parte de la hipdtesis requiere que DCL1 sea capaz de censar la estabilidad de los duplex de ARN a medida

que realiza los cortes.
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Figura R3.5. La energia de interaccion de los dtiplex de ARN refleja su estabilidad in vivo.

Grafico de dispersidn que muestra la estabilidad de cada duplex liberado por cortes de DCL1, para miR319a, miR319a-
LIC, y miR319a-B4.El diplex miARN319a, representado en rojo estd compuesto por el miR319a/miR319a*, el duplex
de miR319a.2, representado en amarillo estd compuesto por los ARNs pequefios miR319a-3p.2/ miR319a-5p.2 y el
duplex de miR319a.1, representado en naranja estd compuesto por los ARNs pequefios miR319a-3p.2/ miR319a-5p.2.
En el eje de las ordenadas se representa el valor absoluto de la energia libre de Gibbs en kcal/mol.

8.7. Un modelo global de los requisitos para la accion secuencial de DCL1 en Arabidopsis

A partir de los cortes presentes en las bibliotecas de SPARE, obtuvimos las secuencias de los ARNs
pequeiios provenientes de los precursores procesados secuencialmente tanto conservados como jovenes.
Todos los precursores procesados de manera secuencial requieren al menos tres cortes de DCL1, pero
difieren en la presencia de un cuarto corte (Figura R3.6B). Por ende no todos presentan un tercer diplex
correspondiente al miARN.2 como miR319a. Debido a esto, sélo graficamos los valores de |AG| obtenidos
para el duplex de miARN (Figura R3.6A, panel superior circulos rojos) y para el miARN.1 (Figura R3.6A, panel
superior circulos naranja).

Encontramos de manera consistente que el duplex correspondiente al miARN (Figura R3.6A, panel
superior circulos rojos) interacciona mas fuertemente que los otros duplex (Figura R3.6A, panel superior
circulos naranjas). Esto lo observamos tanto para los precursores de miARNs evolutivamente antiguos,
como para los jovenes que evolucionaron recientemente. El caso particular que observamos para el
precursor de miR319 seria entonces general para todos los precursores procesados secuencialmente,

donde el duplex correspondiente al miARN se distingue de otros duplex secundarios por su mayor

estabilidad.

Es interesante que los duplex de los miARN conservados tienen valor de |AG| promedio superior al
valor de |AG| promedio de los duplex de miARNs jévenes (Figura R3.6A). Y a su vez, los duplex de ARNs
pequefios secundarios tienen mayor estabilidad en los MIARNs joévenes que en los precursores
conservados. Si se calcula la diferencia de estabilidad entre el duplex del miARN y el secundario (|AAG],
puntos azules en la figura R3.6A) se observa que la diferencia es menor para los miARNs jévenes que los
conservados evolutivamente. Estas diferencias en el patrén de energia de los distintos duplex entre miARNs
conservados y jovenes es significativa (T- Student P <0,05). Esto sugiere que durante la evolucion de los
precursores que se procesan secuencialmente se seleccionarian mutaciones que cambien la energia

relativa de los distintos duplex de ARN pequefios.

Cabe destacar que el duplex miR394a presenta el valor de |AG| mas bajo de todos los miARNs
conservados. Incluso este valor es comprable al duplex de miARN.1 de miR394b, aunque sigue valiendo la
regla que el duplex de miARN es mas estable a otros duplex secundarios. Seria interesante estudiar la
biogénesis de miR394a en mas detalle para esclarecer si estas caracteristicas particulares son producto de
la interaccion con proteinas especificas durante su procesamiento o la carga del duplex en alguna de las
proteinas AGO. Para miR390 se ha demostrado que la presencia de una A en posicion 5 y los mismatchs en

region central del duplex son esenciales para la interaccion especifica con AGO7 (Endo et al., 2013).
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Sin embargo parece existir un limite tanto superior como inferior para el valor de |AG|. El mayor valor
de |AG| para un duplex de miARN corresponde es de 27,4 kcal/mol para el duplex de miR169b. Mientras
que el valor de |AG|esperado para un duplex compuesto por un ARN exactamente complementario a la
secuencia de miR169b maduro tendria un valor de 38 kcal/mol el cual es un valor significativamente mayor.
Los motivos para esto no estan del todo claro, pero una posible explicacién podria ser que un duplex de
miARN de complementariedad perfecta podria hacer que el precursor se vuelva sustrato de otras DCLs
(DCL2-4), que poseen preferencia por ARNdh perfectos. Otra factor a tener en cuenta es que la
incorporacién del miARN a AGO1 requiere que el mismo sea separado del miARN*, por ende un duplex

demasiado estable, podria dificultar este paso (Bologna and Voinnet, 2014; Vaucheret, 2008).
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Figura R3.6. Andlisis global de la energia de interaccion de los duplex derivados de MIARNS secuenciales en
Arabidopsis.

A) Grifico de dispersion que muestra la estabilidad de los diplex miARN (puntos rojos) y miARN.1 (puntos
naranjas) liberado por cortes de DCL1, para todos los precursores de miARNs conservados y jovenes procesados
secuencialmente. Se muestra a su vez, la estabilidad promedio de los duplex de miARN conservados y jovenes (linea
punteada roja). En el eje de las ordenas se representa el valor absoluto de la energia libre de Gibbs (|AG|) para la
interaccién de cada duplex. En la parte inferior de gréfico se muestra la diferencia entre la estabilidad del duplex de
miARN y el de miARN.1 (puntos azules), representada por el valor absoluto de diferencia de las energias libres de
Gibbs (AAG), junto con la estabilidad promedio de los diplex de miARN conservados y jovenes (linea punteada azul).
Nétese que para la porcidn inferior del grafico la escala de | AG | esta invertida.

B) Representacién esquematica de un precursor de miARN procesado secuencialmente desde la base con tres
cortes que liberan dos duplex de ARNs pequefios (izquierda) y un precursor procesado desde el loop terminal con
cuatro cortes, que liberan tres duplex de ARNs pequefios (derecha). En los graficos de dispersidn sélo se tuvieron en
cuenta los valores de los duplex miARN y miARN.1.

8.6. Mutaciones puntuales en miR319.2 permiten su acumulacién sin alterar la cantidad de

miR319.

A partir del grafico presentado en la Figura R3.5 se pueden deducir los limites energéticos para que un
duplex de ARN empieza a acumularse significativamente, lo cual seria a partir de ~16 kcal/mol. Como

prueba de concepto diselamos dos mutantes sobre miR319a-5p.2 denominadas, miR319a-G:U y miR319a-
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A:U que mejoran el apareamiento del duplex de miR319a.2 (Figura R3.7A, recuadro amarillo). El cdlculo de

energia libre asociado al duplex fue de 16,8 kcal/moly 17,1 kcal/mol respectivamente (Figura R5.7D).

Se generaron plantas transgénicas sobre-expresantes del precursor de miR319a, miR319aU:G vy
miR319aC:G. A partir de plantulas de 10 dias, se hizo una extracciéon de ARN y blots para ARN pequefios. El
blot contra la regién de miR319a-3p.2 reveld que tanto miR319a-U:G como miR319a-C:G acumulaban el
ARN pequefio miR319a-3p.2 a diferencia de miR319a (Figura R3.5B). Esto nos llevd a pensar que el limite
empirico deducido anteriormente, podia emplearse para predecir si un ARN pequefio va a acumularse in
vivo significativamente. Incluso puede verse que miR319a-C:G acumula mas cantidad de miR319a-3p.2 que
miR319a-U:G. Lo cual estd de acuerdo con el cambio del par de bases no candnico G:U por un par candnico,

G:C tuvo un impacto in vivo sobre las cantidades finales de miR319a-3p.2.

El blot contra miR319 (Figura R3.5C) mostré que los niveles de miR319 eran similares para todas las
plantas que sobre expresaban alguna versién de miR319a. Este resultado nos indica que la mutacidn
incorporadas en miR319a-U:G y miR319a-C:G no tuvieron un efecto negativo en el procesamiento de sus
precursores. Sin embargo la mutacidon puntual en miR319a-5p.2, si tuvo un efecto cualitativo sobre
estabilidad de mIR319a-3p.2, generando un precursor de miARN capaz de acumular dos ARNs pequefios
con secuencias completamente diferentes. Esto sugiere que la acumulacion de un ARN pequeio por
aumento de su estabilidad y el detenimiento del procesamiento secuencial de precursores, son dos
procesos independientes que pueden desacoplarse. A su vez el precursor de miR319a-C:G podria llegar a
usarse como molde para expresar dos miARN artificiales de secuencias no relacionadas para generar

“knock down” de dos genes blanco diferentes en simultaneo.

133



Resultados Il

uvu uu uu 353:
A C A C A C
A A A - -
£ 3 £ 3 £ 3 Veotor  miRa19a G GG
CGCGAU Cs ce aU CGCGAU vacio i -
UA UA UA
GC GC GC
2 a2 a2
<% <% <% 319-3p.2—p e ”
AU AU AU
UA UA UA
A A A A A A
A A A A A A
AU AU AU
CG CcG CG
C A C C
UA U U
32 3 3
ua U 1Y
UA U U C
AU A A
CcG C C
UA U U
£ 2 £ £ ;
sc s s miR159 -
CG Cc C
oo § > iR319 =
mi
UA 1Y U
CcG Cc c e
2 e e e W e
A A A
UA U U
UA U U
AU A A
AU AU AU
CcG CG CG
UG UG UG
UA UA UA
AU AU AU
GC GC GC
4 4 1]
& % & % & %
g 9 g 9 g 5
“gy© Sgy© “gy©
GC GC GC
AU AU AU
CAUU CAUU CAUU
E ¢ ¢ D Estabilidad del duplex
E{J }%’J gU
A A A
¢ ¢ ¢ 25 @ o] (0] miR319a
G G G =
A A A o
3 15 ¢ £ 20
G G G ©
x A % g
G (; G -~ 15
S g ¢ 0] miR319a.2
ace i < = 10 miR319a.1
GC GC GC ~ :
AU AU AU z
GC GC GC
5’ 3 5’ 3 57 3 0
I NN
miR319a miR319a-G:U  miR319a-G:C u’,& .(/&9,:9 o 6’,:9
) > &)

Figura R3.7. Mutaciones puntuales en el RNA1 permiten su acumulacién sin afectar la biogénesis de miR319.

A) Prediccion de estructura secundaria para los precursores de miR319a, miR319a-G.U y miR319a-G:C. Las bases
mutadas se marcan con un cuadrado amarillo y el miARN se muestra en rojo.

B) Blot para ARNs pequefios contra miR319-3p.2 a partir de lineas transgénicas sobre-expresantes de los
precursores de miR319a, miR319a-G.U y miR319a-G:C. Al menos 20 inflorescencias independientes constituyen una
muestra.

C) Blot para ARNs pequefios contra miR319 a partir de lineas transgénicas sobre-expresantes de los precursores
de miR319a, miR319a-G.U y miR319a-G:C. Al menos 20 inflorescencias independientes constituyen una muestra.

D) Grafico de dispersion que muestra la estabilidad de cada duplex liberado por cortes de DCL1, para el
precursor de miR319a, miR319a-G:U y miR319a-G:C. En el eje de las ordenadas se representa el valor absoluto de la
energia libre de Gibbs (| AG|) para la interaccién de cada duplex. Los diplex de miR319a y miR319a.1 para miR319a-
G.U y miR319a-G:C se muestran como un circulo vacio ya que no se han mapeado los cortes en el precursor y los
mismos se obtuvieron por prediccion.
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8.8. DISCUSION Il

8.8.1. En plantas estructura secundaria de los duplex de ARN afectan tanto la acumulacion

del ARN pequefio como la procesividad de DCL1.

Los resultados presentados en este capitulo nos permitieron proponer que la estructura secundaria de
los duplex de ARN, presentes en los precursores procesados secuencialmente, afectan tanto la acumulacion
del ARN pequeiio como la procesividad con la cual DCL1 se mueve a lo largo del precursor generando
cortes sucesivos. Trabajos anteriores mostraron que la estructura secundaria del duplex de miARN,
especificamente la presencia bulges asimétricos, son suficientes para reprogramar al complejo efector RISC,
y desencadenar siARNs a partir del ARNm blanco del miARN, en un proceso analogo a la produccion de
tasiARNSs a partir de los genes TAS (Cuperus et al., 2010a; Chen et al., 2010; Manavella et al., 2012b). A su
vez la estructura secundaria del duplex de miARN miR165/6 produce que el mismo sea secuestrado en
AGO10, y en lugar de cargarse en AGO1, en un circuito regulatorio que permite el desarrollo del meristema

apical (Zhu et al., 2011).

La relacidn entre la estructura secundaria de un duplex de ARN y su acumulacidn puede explicarse si se
tiene en cuenta una vez escindido del precursor, un diplex de ARN debe metilarse e incorporarse en alguna
proteina AGO para ser estable (Bologna and Voinnet, 2014). Por ende si el duplex posee valor de |AG|
menor al limite empirico de ~16kcal/mol, el mismo podria ser inestable y tenderia a separarse en sus
hebras individuales. Tanto HEN1 como AGO1 tienen como sustrato un duplex de ARN por la separacion del
mismo causaria que las hebras individuales no sean reconocidas por estas proteinas y e ingresen en las vias

de degradacion de ARN pequefios sin metilar (Bologna and Voinnet, 2014).

La segunda parte del modelo propone que la estructura secundaria del didplex de ARN influenciaria
ademas la actividad procesiva de DCL1. Para el precursor de miR319a el duplex del miR319a es el mas
estable, y luego de que este es liberado no se producen otros cortes corriente abajo en el precursor. A su
vez esta tendencia se observd para los otros precursores procesados secuencialmente en Arabidopsis
(Figura R3.6A). Lo cual nos llevé a pensar que DCL1 realiza cortes posesivamente hasta que encuentra un
duplex de ARN suficientemente estable como para ser considerado el diplex de miARN, con limite inferior
de |AG| ~20 kcal/mol, o bien se encuentra con la perdida de estructura de ARNdh presente en los

precursores de miARNs.

Esta hipdtesis implica que DCL1 seria capaz de censar la estabilidad de los duplex de ARN a medida que
realiza los cortes. Se ha propuesto que el dominio helicasa de DCL1 hidroliza ATP para promover el cambio
conformacional necesario para realizar el segundo corte y liberar el miARN maduro en el precursor (Liu et
al., 2012). El dominio helicasa funcionaria como una traslocasa dependiente de ATP que proveeria la

energia necesaria para que la enzima se desplace a lo largo del sustrato de ARN. Durante este proceso, el
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dominio helicasa podria censar la estabilidad de los duplex de ARN a mientras se desplaza sobre ellos, y en
funcién de esto promover o no los cambios conformacionales necesarios para que DCL1 pueda continuar

cortando a lo largo del precursor.

Como se menciond en la Seccién 8.6 la acumulacién de un ARN pequefio por aumento de su estabilidad
y el detenimiento de la maquinaria de procesamiento luego de liberarlo, serian son dos procesos
independientes y tendrian dos limites empiricos diferentes de |AG|~16kca/mol y |AG]|~20kcal/mol
respectivamente. Concordante con esto mutaciones aumenten la energia de interaccién de un duplex de
ARN por encima del valor de ~20 kcal/mol provocan que el mismo se acumule y afectan la actividad
procesiva de DCL1 (miR319a-B4, Figura R3.4). Mientras que mutaciones puntuales que mejoren el
apareamiento del duplex de ARN dentro de los limites de ~16kcal/mol y ~20 kcal/mol, permiten la
acumulacién del ARN pequefio, sin alterar las cantidades finales del miARN maduro (miR319a-U:G vy

miR319a-C:G, Figura R3.7).

8.8.2. Relacién entre la evolucidon de los miARNs y el procesamiento secuencial de los

precursores.

Una teoria acerca del origen de los miARNs propone que los mismos se generaron como duplicaciones
invertidas de genes codificantes para proteinas (Allen et al., 2004; Rajagopalan et al., 2006) (Figura D3A). En
caso de transcribirse, este evento de duplicacidon invertida daria lugar a una estructura secundaria de tipo
tallo y loop, con apareamiento perfecto o casi perfecto. Dada la estructura secundaria del proto-miARN, el
mismo podria ser reconocido y procesado por las proteinas DCL3 y DCL4, dando lugar a un conjunto de

siARNs, potencialmente capaces de regular al gen de origen (Figura D3BE).

Con el tiempo se acumularian mutaciones en la secuencia del proto-miARN, para dar lugar a un
miARN joven. Estas mutaciones incluyen un incremento en del nimero de bases desapareadas en el
precursor, el acortamiento del tallo o aumento del loop terminal (Vazquez et al., 2008). Estos cambios
permitirian que los miARN jévenes empiecen a ser reconocidos y procesados por el complejo de DCL1
(Figura D3CF). En concordancia con esto, se han encontrado miARNs de evolucidn reciente como miR822,
miR839 y miR869, los cuales posiblemente se generaron a partir de duplicaciones invertidas de los genes

blancos, que son procesados por DCL4 en lugar de DCL1 (Ben Amor et al., 2009; Rajagopalan et al., 2006).

A continuacién sucesivas mutaciones traerian como resultados nuevos cambios en la estructura
secundaria. Lo que a su vez permitirian que los miARN jévenes comenzaran a ser procesados
preferentemente por DCL1, dando eventualmente lugar a un precursor de miARN conservado. Se ha
demostrado que genes de miARNs de evolucion reciente dan frecuentemente lugar a ImiARN de ~24nt, al
ser procesados preferentemente por DCL3, mientras que miARNs conservados dan predominantemente

ARNs pequefios candnicos de ~21nt luego del corte por DCL1 (Vazquez et al., 2008)(Figura D3DG).
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Figura D3. Relacién entre la evolucion de los miARNs y el procesamiento secuencial de los precursores.

A) Un gen codificante para proteinas sufre una duplicacién invertida.

B) La duplicacidon invertida es capaz de transcribirse y dar lugar a un proto-miARN el cual puede ser procesado
por DCL3 y DCL4 dando lugar a un conjunto heterogéneo de siARNs pequefios

C) Mediante la acumulacién de mutaciones el proto-miARN da lugar a un miARN joven el cual comienza a ser
procesado por DCL1, acotado el nimero de ARNs pequefios derivados del mismo.

D) Nuevas mutaciones producen cambios en la estructura secundaria del precursor de miARN que generan el
cambio de enzima de procesamiento de DCL4/DCL3 —-DCL1. Un unico miARN es producido desde el precursor de
miARN conservado que puede requerir dos o mas cortes. El miARN se muestra en rojo.

E) Los ARNs pequeiios derivados del proto-miARN son complementarios al gen original, pudiendo controlar los
niveles finales de su ARNm.

F) Los ARNs pequefios derivados del precursor de miARN joven retienen la complementariedad con el ARNm del
gen blanco original.

G) ElI miARN maduro controla los niveles finales del ARNm mediante el corte del ARNm o la represion
traduccional.

La diversidad actual de los sistemas regulatorios miARN-gen blanco, puede explicarse si a su vez se
considera que el locus del miARN, puede sufrir duplicaciones dando lugar a familias multigénicas, como es
comun en miARNs conservados, y sélo retienen complementariedad parcial con sus genes blanco
originales. Por otro lado el gen blanco también puede sufrir duplicaciones adicionales, aumentando el
numero de genes bajo el control del miARN, e incluso algunos de ellos puede perder el sitio blanco de

union del miARN (Allen et al., 2004).
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Esta teoria sobre el origen de los miARNs predice que en los precursores de evolucidn reciente pueden
encontrarse largos segmentos de elevada similitud con el gen blanco. Esto ultimo se ha demostrado para
MIR161 y MIR163, dos genes de evolucion relativamente reciente (Allen et al., 2004). Tomando a MIR163
como modelo de un miARN joven procesado secuencialmente es posible usar la teoria del origen de los
miARNs para explicar los resultados obtenidos en la Figura R3.6 (ANEXO A38). El valor de |AG| para miR163
es de 22,2 kcal/mol, mientras que para miR163.1 es de 16,3 kcal/mol, lo cual da como resultado un valor de
| AAG| de 5,9 kcal por mol. Este niUmero es aproximadamente la mitad del |AAG| promedio de los miARN
conservados. Por ende la baja diferencia entre las energias de interaccidén entre el miR163 y el miR163.1
puede deberse a que MIR163 no ha acumulado suficientes mutaciones en la parte del tallo que
corresponde al duplex de miR163.1. En concordancia con esto, se ha demostrado que miR163-5p.1 se
acumula in vivo y es detectable mediante Northern blots (Kurihara and Watanabe, 2004). Esto es diferente
de lo que ocurre en los precursores de miARN conservados, los cuales presentan un mayor nimero de
mismatchs en las diferentes regiones del tallo (Vazquez et al., 2008) y acumulan preferentemente el miARN
maduro (Figura R3.3 y R3.4). En ultima instancia, un mayor nimero de mismatchs se traduce en un menor

valor de |AG| para el miARN.1y por ende en una mayor diferencia energética con el duplex del miARN.

Si bien la teoria mencionada previamente permite explicar la presencia de mismatchs en los duplex de
miARN.1 no explica por qué los duplex de los miARN conservados son mas estables que los duplex de los
miARN jévenes. Esto sugiere que existiria una presion de seleccion negativa sobre las mutaciones que
empeoren el apareamiento entre el miARN y el miARN*, a medida que el precursor diverge de las

secuencias del gen original durante la evolucién de los locus de MIARNS.

Como se menciond miR163 presenta extensa complementariedad con su gen de origen, la cual incluye
la secuencia del sitio target (Allen et al., 2004). Esta caracteristica se ha visto para otros miARN jévenes y
sus genes blancos (Rajagopalan et al., 2006) y es posible que sirva como un mecanismo compensatorio, que
permita mantener la presion de seleccidon positiva sobre un miARN joven hasta que este acumule

suficientemente mutaciones para ser procesado con mayor precision (Figura D3FG).
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9. CONCLUSIONES

e Se desarrollé un protocolo optimizado de la técnica de SPARE que permite aumentar la sensibilidad
significativamente y analizar plantas silvestres.

e Con los datos obtenidos de las bibliotecas de Col-0 y fieryl se caracterizd6 el mecanismo de
procesamiento de 45 y 75 precursores respectivamente De los cuales 16 precursores que no habian sido
identificados previamente.

e A partir de los datos gendmicos obtenidos de las bibliotecas de SPARE se caracterizaron en total los
mecanismos de procesamiento responsables de la biogénesis de 91 miARNs en Arabidopsis. Los mismos
pueden ser agrupados en cuatro rutas dependiendo de la direccion y el nUmero de cortes requeridos para
liberar al miARN maduro.

e Mediante SPARE también se detectaron cortes no productivos en los precursores de miARNs, y se
observé que estos son relativamente frecuentes in vivo. En principio, el procesamiento abortivo puede
iniciarse desde loop internos inferiores o loops terminales ramificados, ambos ubicados a una distancia de
~15-17pb del diplex de miARN/miARN*. Ademas, la direccidn del procesamiento abortivo puede ser igual u
opuesta, a la del procesamiento productivo.

e Estos cortes improductivos in vivo demuestran que la maquinaria de procesamiento es capaz de
reconocer multiples determinantes estructurales independientemente de que estos estén asociados a la
biogénesis de miARNs o no. La plasticidad de la maquinaria de procesamiento podria explicar la diversidad
en tamafios y formas en los precursores de miARN en plantas.

e Los precursores procesados desde el loop terminal hacia la base pueden clasificar en grupos. Un
primer grupo estd representado por el precursor de miR171b, el cual posee una regidon terminal
homogénea. Otro grupo esta representado por la familia de miR319/159, con un extenso tallo superior,
como consecuencia de la actividad secuencial de DCL1. Y por ultimo el precursor de miR157c que presenta
un loop terminal de gran tamanio.

e Para los precursores procesados desde el loop con una regién terminal homogénea, la misma tiene
un tamafio de ~42nt. La region terminal estd compuesta una tallo de ARNdh ~16-17pb y un loop terminal
pequefio. Proponemos que la posicidn del primer corte se estableceria midiendo la distancia desde el loop
terminal en pares de bases.

e El requisito de una region terminal homogénea para el precursor de miR171b es extensivo a otras
especies vegetales y a su vez pareceria ser un requisito exclusivo de los precursores procesados del loop a
la base.

e Proponemos un modelo unificado para la biogénesis de los precursores procesados por DCL1. En
aquellos precursores procesados desde la base al loop, DCL1 reconoceria la presencia del loop interno
inmediatamente por debajo del segmento de ARNdh y realizaria el primer corte a ~15pb. En el caso de los

precursores procesados de arriba hacia abajo, la maquinaria de procesamiento reconoceria el loop terminal
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y a partir de alli realizaria un corte a ~17pb. Una vez generado el primero corte o endocorte, el segundo
corte en ambos tipos de precursores se realizaria contando ~21nt desde el extremos libre.

e El precursor de miR157c se procesa desde el loop hacia la base con dos cortes de DCL1. Este
precursor presenta un tallo superior de ~18pb seguido de un loop terminal ramificado desde donde se
produciria el primer corte. Es la primera vez que se describe y caracteriza este mecanismo de
procesamiento en plantas para generar un miARN funcional. Mientras que el tallo inferior que el loop
terminal ramificado afecta cuantitativamente la biogénesis de miR157c.

e Es probable que la posicion del primer corte en el precursor de mIR157c se establezca por un
mecanismo diferente a miR171b. En el precursor de miR157c DCL1 reconoceria la transicion de ARNsh-dh
presente entre el loop terminal ramificado y el tallo superior para realizar el primer corte por encima del
duplex del miARN.

e En el precursor de miR319a el primer corte es un endocorte, en el que se generan los extremos
libres para que DCL1 realice cortes sucesivos en una fase de ~21nt. La accién secuencial de DCL1 requiere
un ARNdh pero con apareamiento parcial.

e Una misma molécula de precursor de miR319 y probablemente otros, no puede ser procesado
simultaneamente por dos DCL1 en direcciones opuestas in vivo.

e El grado de apareamiento o desapareamiento de un duplex de ARN puede cuantificarse mediante
del cdlculo del AG, y estos valores emplearse para hacer predicciones sobre la acumulacién de ARNs
pequeios in vivo.

e la estructura secundaria de los duplex de ARN, presentes en los precursores procesados
secuencialmente, afectan tanto la acumulacién del ARN pequefio como la procesividad con la cual DCL1 de
mueve por el precursor. Sin embargo estos son dos procesos independientes y pueden desacoplarse ya que
tendrian dos limites empiricos diferentes |AG|~16kca/mol para acumularse eficientemente vy
| AG | ~20kcal/mol para detener la procesividad de DCL1.

e En el caso de los duplex de miARNs, hay una tendencia al apareamiento, lo que implica un mayor
valor de |AG|. Mientras que para los duplex adicionales de miARN.1 hay una tendencia hacia duplex
preferentemente desapareados, con un menor valor de |AG|. A su vez esta diferencia energética es mayor
en el caso de los miARN conservados respecto de los jévenes.

e Durante la evolucidon de los miARNs habria seleccion sobre el grado de apareamiento de los
distintos duplex de ARN pequefios.

e Esta hipdtesis implica que DCL1 seria capaz de censar la estabilidad de los duplex de ARN a medida
que realiza los cortes. Nuestra propuesta que el dominio helicasa de DCL1 podria censar la estabilidad de
los duplex de ARN a mientras se desplaza sobre ellos, y en funcién de esto promover o no los cambios

conformacionales necesarios para que DCL1 pueda continuar cortando a lo largo del precursor.
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10. ANEXO

Tabla Al. Secuencias de los oligos especificos y composicidn de las mix de oligos.

En mayuscula se muestran las secuencias especificas de cada precursor de arabidopsis.

Mix 1

n® MIX miARN secuencia

1 miR156a ccttggcacccgagaattccaTTAGATCGTATCTTCTTACC
2 miR156b ccttggcacccgagaattccaACAGACGAGATGATAAGAAG
3 miR156¢ ccttggcacccgagaattccaTGAGAGATGAAGAACACATG
4 miR156d ccttggcacccgagaattccaTAGATGCAACATATGTATGC
5 miR156e ccttggcacccgagaattccaCTTCGACCTACTTTGATCCG
6 miR156f ccttggcacccgagaattccaAATATGCTGATTCATGTTTG
7 miR156g ccttggcacccgagaattccaTCTAACCATACACAGAGACG
8 miR156h ccttggcacccgagaattccaACGTACCTTACTTGATAGTG
9 miR157a ccttggcacccgagaattccaTTCATAACTGTTTCAATCAC
10 miR157b ccttggcacccgagaattccaATCTGCATTCTGATAGTTGC
11 miR157¢c ccttggcacccgagaattccaCACCCATGTTAGTATTACGC
12 miR157d ccttggcacccgagaattccaCACTTTTCTCACACCAAAAC
13 miR158a ccttggcacccgagaattccaTCTAGTTTTGAGCGAGATCC
14 miR158b ccttggcacccgagaattccaAACAAGCAGTCAGTGAAATC
15 miR159a ccttggcacccgagaattccaTCAAATTATAGCGAATAATC
Mix 2

n°® MIX miARN secuencia

1 miR156¢C. ccttggcacccgagaattccaGGAACCAAATCAATGGCAGC
2 miR159b ccttggcacccgagaattccaCTACTCAAGATCCATCATCC
3 miR159c ccttggcacccgagaattccaTGCAAATAAACATGACAACC
4 miR160a ccttggcacccgagaattccaCTACACATGATGAGGCAATG
5 miR160b ccttggcacccgagaattccaGTTATAGACAATTAGACATC
6 miR160c ccttggcacccgagaattccaCTGTTTGCTTATTCAAATGG
7 miR161 ccttggcacccgagaattccaCTAATTAAATCAAATCGATC
8 miR162a ccttggcacccgagaattccaAGTAATCGGACTTGACTCTG
9 miR162b ccttggcacccgagaattccaGCTAAAAGATGAATACTTTG
10 miR163 ccttggcacccgagaattccaGGCATGAATTTAATTACATG
11 miR164a ccttggcacccgagaattccaGTCGAACACAAATGATTTAAC
12 miR164b ccttggcacccgagaattccaCGATCTAGGCTAGCTCGTAC
13 miR164c ccttggcacccgagaattccaCAATGTTAACTTCATGTCTC
14 miR165a ccttggcacccgagaattccaAAGCCATGCAAGAAAGATTC
15 miR165b ccttggcacccgagaattccaAGACGCCAATGGTAGTTACC
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Mix 3

n® MIX miARN secuencia

1 miR156¢c.3 ccttggcacccgagaattccaGATAACATTTCATACCTTTG
2 mirl62a.2 ccttggcacccgagaattccaAACAAGCACTTCATTAACTG
3 miR166a ccttggcacccgagaattccaATGAATCTGAGAAAGTAAGG
4 miR166b ccttggcacccgagaattccaTATATCACATGGATTCATAG
5 miR166¢ ccttggcacccgagaattccaATTAATCTAATAACAAGATC
6 miR166d ccttggcacccgagaattccaGCTCTCACTTCAGGATCTAC
7 miR166e ccttggcacccgagaattccaGAAATTGAAGTTGCTTGAAC
8 miR166f ccttggcacccgagaattccaTACATTGCTGCGGATTGATG
9 miR166g ccttggcacccgagaattccaACATGGTTATACTCTAGATG
10 miR167a ccttggcacccgagaattccaAGAAAGAGAAGTAAGCTCAC
11 miR167b ccttggcacccgagaattccaTGGAGAGTGTGTCAAAGCAG
12 miR167c ccttggcacccgagaattccaAATATAATTAATCTCTGCTG
13 miR167d ccttggcacccgagaattccaCTTTCTCATGAAATGAAGTG
14 miR168a ccttggcacccgagaattccaAAACAATTTCAGATTCAAAG
15 miR168b ccttggcacccgagaattccaAACCCAATACCGAATCAATC
Mix 4

n® MIX miARN secuencia

1 mirle7d.2 ccttggcacccgagaattccaACAAGTAAATGTATCGTTAC
2 miR169%a ccttggcacccgagaattccaCTTTCTGCATTGTTCCTTAG
3 miR169b ccttggcacccgagaattccaAAATACTCATACGGTCGATG
4 miR169c ccttggcacccgagaattccaCTCATTATATTAGACCATCC
5 miR169d ccttggcacccgagaattccaTATTAGCATTAGCATTCACC
6 miR169e ccttggcacccgagaattccaTATATACATTTCAACGATAC
7 miR169f ccttggcacccgagaattccaTTGAGACAAATTAAACATCG
8 miR169g ccttggcacccgagaattccaAAATCTGATCATTCAAATCG
9 miR169h ccttggcacccgagaattccaCATTGACAAAGTCCACTATG
10 miR1691 ccttggcacccgagaattccaGCTCAAAGTCATCAACATTG
11 miR1697 ccttggcacccgagaattccaATGCTTTCTAAATCGAATGC
12 miR169k ccttggcacccgagaattccaATCGTCAACATTCGCTCACC
13 mirl691 ccttggcacccgagaattccaAGTGATTCGGAAGACAG

14 miR169m ccttggcacccgagaattccaTCGAAATCATGAACATTATC
15 miR169n ccttggcacccgagaattccaACCAACTGCGAAAATTTGAC
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Mix 5

n® MIX miARN secuencia

1 miR170 ccttggcacccgagaattccaATTGAGTGATCGATGAGTAC
2 mirl7la ccttggcacccgagaattccaCTATAGGTAAACAATATAAC
3 mirl71b ccttggcacccgagaattccaGAAATATCAAAGCCATTAATC
4 miR171c ccttggcacccgagaattccaTTGATAATACCTCATCTCTG
5 mirl72a ccttggcacccgagaattccaGATATGTTAACATAAAGGTG
6 miR172b ccttggcacccgagaattccaATATGTAAACATGTTCAAAC
7 miR172c ccttggcacccgagaattccaTACCTCCGATCTGTGAATTC
8 miR172d ccttggcacccgagaattccaAAGTTTCACCTCAAGTTATC
9 miR172e ccttggcacccgagaattccaGTGCATGATCAAGATATTGC
10 miR173 ccttggcacccgagaattccaACCCTAATGAGATACTTTCC
11 mir319a ccttggcacccgagaattccaCAAAATGTTAATTTTACCAG
12 miR319b ccttggcacccgagaattccaACTTATTTATATTCATATCG
13 miR319c ccttggcacccgagaattccaTCCAGTTTCAGTTCAATTCG
14 miR390a ccttggcacccgagaattccaAAGATAGCTTAAATGGACAG
15 miR390b ccttggcacccgagaattccaGATTTGAACTTCAACAATTC
Mix 6

n® MIX miARN secuencia

1 miR391 ccttggcacccgagaattccaTTATGGTGTTACTATGTAAG
2 miR393a ccttggcacccgagaattccaCTGTTGTAGGCTTGAGATAC
3 miR393b ccttggcacccgagaattccaCTTGTTGATATGACTGGATC
4 mir394a ccttggcacccgagaattccaATTACCCTAGATCGAGGCTC
5 miR394b ccttggcacccgagaattccaGATAATACCTAGTTTTCTTC
6 miR395a ccttggcacccgagaattccaTTTATATCTTTAAGCCATTC
7 miR395b ccttggcacccgagaattccaATTAGCTAGTGTCATCATTG
8 miR395c ccttggcacccgagaattccaGTCCACACCATGAATCCATG
9 miR395d ccttggcacccgagaattccaTCACTCATTTTTGTGGATCG
10 miR395e ccttggcacccgagaattccaTTTTTGTGGATCGTTTAATC
11 miR395f ccttggcacccgagaattccaTCACTCATGAATGATAGATC
12 miR396a ccttggcacccgagaattccaCTACAATATAGTTGGTAGTC
13 miR396b ccttggcacccgagaattccaTCCTGTGTCTTCAATTTAGG
14 mir398c.3 ccttggcacccgagaattccaGTCGCATTTGAAACCATTTG
15 mir824 ccttggcacccgagaattccaCAACAAAGTCACTGCATTAC
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Mix 7

n® MIX mirARN secuencia

1 miR397a ccttggcacccgagaattccaGCCCTAAATAATATCTGATG
2 miR397b ccttggcacccgagaattccaAGAAACTAAATGTTGGAGTC
3 miR398a ccttggcacccgagaattccaAGATACAAAATAGAGGTTCC
4 miR398b ccttggcacccgagaattccaTACTACTGTGATTTCATCTG
5 miR398c ccttggcacccgagaattccaAGCCACGGGCCACGGCGTTG
6 miR399%a ccttggcacccgagaattccaAGGACTTGAACATCGTCATC
7 miR399b ccttggcacccgagaattccaCAGTCTGTTCTATTCGGTCG
8 miR399c ccttggcacccgagaattccaAACCGCACTAGTTTTGTAGC
9 miR399d ccttggcacccgagaattccaAGATTCCAAGATTGATCTAG
10 miR399%e ccttggcacccgagaattccaTTAATTTGAAGAGGCTCTAG
11 miR399f ccttggcacccgagaattccaGTTAGAACTTAGAATCGTCG
12 miR400 ccttggcacccgagaattccaCTCTACCTTACCATAATCAC
13 mir402 ccttggcacccgagaattccaGACTCTTTTCATGTGTATTC
14 miR403 ccttggcacccgagaattccaTAGATCTTGTTTACGATTCC
15 miR408 ccttggcacccgagaattccaTGAATGACAGAGAGGTAGAC
Mix 8

n® MIX miARN secuencia

1 mir398c.2 ccttggcacccgagaattccaCTACGTTTGTACTACTTGTG
2 miR447a ccttggcacccgagaattccaATCTATGATATCGATGCAAC
3 miR447b ccttggcacccgagaattccaTGAATCTATGATATCGATGC
4 miR472 ccttggcacccgagaattccaACTGAAAGTCTAGCGACTAG
5 miR771 ccttggcacccgagaattccaTATCTTGACCATGGAGACAG
6 miR779 ccttggcacccgagaattccaTCTCATCTCGAACGGAATGC
7 miR824 ccttggcacccgagaattccaAAAAGGCAACAAAGTCACTG
8 miR825 ccttggcacccgagaattccaAATCCATATAGTTCTCTAGC
9 miR827 ccttggcacccgagaattccaTTCGATTTGCCAGGTGATGC
10 miR862 ccttggcacccgagaattccaCTGAACCGAGTGTATATGAG
11 miR864 ccttggcacccgagaattccaCGCTGCTGACTTCAATATAC
12 miR2111la ccttggcacccgagaattccaGATATTCAGTCTTAAATATC
13 miR2111b ccttggcacccgagaattccaCCACTTCGAATGACTAGACC
14 miR5023 ccttggcacccgagaattccaTCCACAAGCTATGTCTATGC
15 miR5648 ccttggcacccgagaattccaGACTTTGAATGTTGCAGAAC
16 miR5657 ccttggcacccgagaattccaTCATGGTTCCTTTCTCGACC
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ANEXO. Patrdn de cortes de SPARE encontrado en los precursores analizados en bibliotecas de Col-0y

fiery1.
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B Cortes productivos
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ANEXO A3 Col-0 fiery1
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ANEXO A4 Col-0 fiery1
B Cortes productivos
[ Cortes imprecisos
Cortes spureos

AAAp
cuc u? RAa
Ap A G
A, 006U U A
A UCAURGA A
Cy A
U G
AA yUcG” Uc &
cg Uy GUAtCIU
U a
vGa®c & 5 A
avSA 3 ca
Ue y g Acicy
U G UA
Ay

K— acCaacarararra ParararaaraSTran

/—oo:’
«

(&)

miR157d

149



Anexo

Col-0 fiery1

ANEXO A5
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