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Resumen

La capacidad de las leguminosas de establecer una asociación simbiotica con

bacterias de suelo es de fundamental importancia para la incorporación de nitrógeno a

los ecosistemas, particularmente en sistemas agronómicos. En el presente trabajo de

tesis se estudió la dinámica de la asociación de transcriptos (mRNAs) y miRNAs a

complejos traduccionales durante las etapas tempranas de la simbiosis. Para ello,

inicialmente, se puso a punto de la técnica de purificación por afinidad de ribosomas y

polisomas (TRAP) en Medicago truncatula. Se cuantificó la variación de los niveles de

asociación a polisomas de quince mRNAs en respuesta a la inoculación con su

simbionte Sinorhizobium meliloti. Se identificó un grupo de genes, cuyos mRNAs no

varían significativamente a nivel de abundancia celular, pero que se regulan

positivamente a nivel de su asociación a polisomas en respuesta al rizobio. Este grupo

incluyó genes que codifican receptores de tipo quinasas requeridos para la infección

bacteriana o la organogénesis del nódulo y factores de transcripción de la familia GRAS

y NF-Y. Posteriormente, se evaluaron los niveles de asociación a polisomas de los

mRNAs seleccionados en los tejidos específicos de la raíz involucrados en la formación

de nódulos: epidermis, córtex y floema. Este análisis permitió identificar mRNAs que se

asocian diferencialmente a polisomas en los distintos tipos celulares durante las etapas

tempranas de la simbiosis. Por otro lado, se evaluó la presencia de pequeños RNAs

(sRNAs) en los complejos traduccionales purificados mediante TRAP. Los sRNAs

seleccionados, incluyendo miRNAs de 21 y 22 nts y tasiRNAs, se encontraron

asociados a complejos traduccionales. En particular, los niveles de miR169 presentes en

polisomas disminuyeron significativamente en respuesta a la inoculación. Esta

dismunución se vió acompañada de un incremento en la asociación a polisomas de su

gen blanco, NF-YA1, y de los niveles de la proteína en las raíces inoculadas. Estos

resultados indican que tanto los mRNAs como los miRNAs estarían sometidos a un

reclutamiento diferencial a polisomas y expone la importancia de la traducción selectiva

durante la simbiosis. La extensión de la técnica TRAP a M. truncatula abre la

posibilidad de profundizar este nivel de regulación tanto a nivel de raíz completa como

de tipos celulares específicos en asociaciones simbióticas como la nodulación y la

micorrización arbuscular. El presente trabajo de tesis contribuye a sustentar la

relevancia de los niveles de regulación post-transcripcional en los cambios de la

expresión génica que ocurren durante el establecimiento de una asociación simbiótica de

importancia ecológica y agronómica.
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Introducción

1. Importancia de las leguminosas

El crecimiento acelerado de la población mundial en los últimos 60 años plantea

desafíos globales para la humanidad, entre los que se destaca la necesidad de

incrementar la cantidad de alimentos disponibles. Las proyecciones de la ONU indican

que la población mundial llegará a 9 mil millones de personas en 2050 (Raftery et al.,

2012).  Se estima que se requerirá un aumento en la producción agrícola de entre 120 y

170 % para suplir las necesidades de esta población (Eckardt et al., 2009), ya que las

plantas son directa o indirectamente la base de la alimentación humana. El crecimiento

y desarrollo de las plantas se ve limitado principalmente por la disponibilidad de agua y

nutrientes minerales. Entre ellos, el nitrógeno es un elemento fundamental tanto en los

ecosistemas naturales como en sistemas de importancia agronómica, ya que es

componente esencial de ácidos nucleicos, proteínas y otros componentes celulares.

Si bien el 79 % de la atmósfera terrestre está formada por nitrógeno gaseoso,

esta molécula no puede ser asimilada directamente por la gran mayoría de los

organismos. Por este motivo, el nitrógeno es un factor limitante para el desarrollo

vegetal. En los sistemas agrícolas, los fertilizantes químicos permiten complementar las

deficiencias de nitrógeno de los suelos. El balance neto de la aplicación de la

fertilización química es la obtención de mayor rendimiento de cultivos por área

sembrada. El amonio representa el 90 % de los fertilizantes nitrogenados utilizados a

nivel mundial. Sin embargo, gran parte del amonio aplicado no es incorporado a los

cultivos y puede ser convertido a nitratos y nitritos por bacterias nitrificadoras (Canfield

et al., 2010). Estas moléculas percolan en la tierra contaminando el agua de ríos, lagos y

acuíferos, lo que resulta en la eutrofización de las regiones costeras (Diaz and

Rosenberg 2008). El proceso de desnitrificación puede producir óxido nitroso (N2O),

incrementando su concentración en la atmósfera. Este gas contribuye significativamente

al efecto invernadero ya que absorbe radiación infrarroja y puede reaccionar con el

ozono, disminuyendo su concentración en la atmósfera (Powlson et al., 2008). Por otro

lado, la síntesis química de amonio se realiza a partir H2 y N2 en condiciones de

temperatura y presión muy elevadas mediante el proceso Haber-Bosch. La reacción

requiere la síntesis de H2 a partir de la combustión de hidrocarburos. Se estima que del 1
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al 2 % del consumo mundial de combustibles fósiles es destinado a la producción de

fertilizantes nitrogenados (Jenkinson 2001). En este contexto, la fijación biológica de

nitrógeno llevada a cabo por microorganismos, que permite la conversión de N2 a NH3,

constituye una alternativa natural y de bajo costo para disminuir la contaminación

ambiental generada por el uso de fertilizantes químicos.

La mayoría de las plantas leguminosas son capaces de establecer una interacción

simbiótica con bacterias del suelo fijadoras de nitrógeno, pertenecientes a la familia

Rhizobiaceae (conocidas como rizobios). Debido a su capacidad de establecer esta

interacción simbiótica, las leguminosas han sido y son utilizadas en la rotación de

cultivos, donde actúan como fertilizante natural para los subsecuentes cultivos. Además

permiten reducir significativamente las poblaciones de patógenos vegetales, lo que se

traduce en una menor aplicación de pesticidas (Lawlor et al., 2001). Por otro lado, las

leguminosas de granos ricos en proteínas, proveen aproximadamente el 33 % de las

necesidades de nitrógeno de la dieta humana (Graham and Vance 2003). Las principales

leguminosas para consumo humano son poroto (Phaseolus vulgaris), arveja (Pisum

sativum), garbanzo (Cicer arietinum), haba (Vicia faba), guandul (Cajanus cajan),

caupí (Vigna ungiculata) y lenteja (Lens culinaris). Además, la soja (Glicine max) y el

maní (Arachis hypogea) proveen más del 35 % del aceite vegetal consumido a nivel

mundial. Leguminosas como alfalfa (Medicago sativa), algunas especies del género

Lotus y especies del género Trifolium son utilizadas como forrajeras. Esto se debe a que

son fuentes ricas en proteínas, energía y fibra. Por estas razones, las leguminosas

resultan indispensables tanto para el mantenimiento de los ambientes ecológicos como

para el desarrollo de sistemas de agricultura sustentable.
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2. M. truncatula como leguminosa modelo

La mayoría de las leguminosas de grano y forrajeras no son buenos sistemas

experimentales para la investigación biológica. Esto se debe a que la mayor parte de las

leguminosas cultivadas generan plantas y semillas de gran tamaño, lo que dificulta el

cultivo en áreas pequeñas para la investigación experimental. Otras características que

obstaculizan el estudio de algunas especies son su ciclo de vida largo o su limitada

autocompatibilidad polínica, como por ejemplo en el caso de alfalfa (Brink and Cooper

1938). La tetraploidía de los genomas de algunas leguminosas como alfalfa y maní

también dificultan los análisis genéticos. En este contexto, la comunidad internacional

que investiga las leguminosas ha adoptado a M. truncatula y L. japonicus como

leguminosas modelo (Barker et al., 1990, Handberg and Stougaard 1992). M.

truncatula, originaria del mediterráneo, es considerada como modelo de otras

leguminosas de climas templados, como la arveja y la alfalfa. Sus semillas y plántulas

son pequeñas (Cook 1999) y se adaptan a condiciones semiáridas. Puede reproducirse

por autofertilización o mediante cruzamientos y su ciclo completo de vida es

relativamente corto (3-4 meses). M. truncatula posee un genoma diploide pequeño (550

Mbp) que ha sido recientemente secuenciado (Young et al., 2011). Asimismo, se han

obtenido datos de expresión a gran escala de los principales órganos y en diversas

condiciones ambientales mediante técnicas de hibridación de RNA a microarreglos de

Affymetrix Medicago Gene Chip (Benedito et al., 2008, He et al., 2009).

Desde su selección como sistema modelo se han desarrollado herramientas que

han permitido un avance significativo en el estudio de la interacción rizobio-

leguminosa. Se destacan la posibilidad de generar plantas transgénicas mediante

transformación estable con Agrobacterium tumefaciens (Trieu and Harrison 1996,

Chabaud et al., 2003, de Sousa Araújo et al., 2004). A su vez, también es posible

generar plantas compuestas que presenten raíces transgénicas y parte aérea wild type (no

transgénico) mediante transformación con A. rhizogenes (Boisson-Dernier et al., 2001).

Por otro lado, se han desarrollado protocolos de mutagénesis generalizada por

tratamiento con metanosulfonato de etilo (EMS) o rayos(Benaben et al., 1995, Sagan

et al., 1995)El screening de poblaciones de mutantes ha permitido avanzar en la

identificación de genes involucrados en distintos procesos fisiológicos (Penmetsa and

Cook 2000). Las estrategias de genética directa han generado importantes avances en el
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estudio de las vías de señalización de simbiosis, permitiendo la identificación de genes

requeridos para completar los estadíos iniciales de la simbiosis (Catoira et al., 2000,

Wais et al., 2000).  Posteriormente, el desarrollo de poblaciones mutantes por inserción

con transposones Tnt-1 permitieron la aplicación de estrategias de genética reversa al

estudio de distintos procesos de desarrollo, respuesta a estímulos ambientales e

interacciones con microorganismos (d'Erfurth et al., 2003, Tadege et al., 2008, Pislariu

et al., 2012). Por otro lado, se han generado plataformas de mutantes de un único

nucleótido mediante la inducción de lesiones en el genoma con EMS y la posterior

identificación de estas mutaciones utilizando la técnica conocida como TILLING (por

Target Induced Lessions in Genomes; Le Signor et al., 2009). El desarrollo de estas

herramientas técnicas y genómicas han contribuido al establecimiento de M. truncatula

como leguminosa modelo.

3. Simbiosis fijadora de nitrógeno

3.1. Respuestas fisiológicas y morfológicas de las raíces de leguminosas

durante la asociación simbiótica con rizobios

La interacción simbiótica entre plantas leguminosas y rizobios resulta en la

formación de un nuevo órgano en las raíces de la planta, denominado nódulo. Esta

asociación mutualista es beneficiosa para ambos organismos: la bacteria brinda una

fuente de nitrógeno reducido que puede ser asimilada fácilmente por la planta, y recibe

de esta última la fuente de carbono necesaria para el crecimiento bacteriano (Gresshoff

2003). El nódulo es un ambiente propicio para la conversión de nitrógeno atmosférico a

amonio a través de una reacción altamente endergónica llevada a cabo por el complejo

multienzimático de la nitrogenasa, presente en los rizobios. La formación de un nódulo

funcional depende de la activación de dos programas morfogenéticos en la planta: la

formación del nódulo y la infección bacteriana (Oldroyd et al., 2011). La organogénesis

del nódulo comienza con la reactivación de las divisiones celulares en el córtex y el

periciclo para formar el primordio nodular. Por otro lado, el proceso de infección

bacteriana ocurre en la mayoría de las leguminosas mediante un sofisticado mecanismo

intracelular (Figura 1). Las bacterias se adhieren a los pelos radicales en crecimiento
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activo que, en respuesta, se deforman reorientando su crecimiento para formar un rulo.

La bacteria queda atrapada y forma una microcolonia. Allí se produce la degradación de

la pared celular, la invaginación de la membrana plasmática vegetal y se inicia la

formación de una estructura tubular denominada hilo de infección (Timmers et al.,

1999). A través del hilo de infección, la bacteria penetra el pelo radical y alcanza las

células corticales, que previamente se han dediferenciado y dividido para formar el

primordio del nódulo. Las bacterias son liberadas dentro de las células corticales en un

proceso similar a la endocitosis y se rodean por una membrana, formando estructuras

tipo organelas denominadas simbiosomas. Dentro de los simbiosomas se produce la

diferenciación de los rizobios a bacteroides, responsables de la fijación activa de

nitrógeno (Oldroyd and Downie 2008).

Figura 1. Etapas tempranas de la infección por rizobios. A. Se esquematiza el proceso de infección iniciado a partir de la

adhesión del rizobio al pelo radical. En respuesta al factor Nod, una molécula lipoquitooligosacárido secretado por el rizobio, el pelo

radical reorienta su eje de crecimiento para formar un rulo donde la bacteria queda atrapada y forma una microcolonia (o foco de

infección). Al mismo tiempo comienzan a dividirse las células del córtex interno (marcadas en amarillo oscuro) y del periciclo (gris

oscuro). La infección progresa con el desarrollo del hilo de infección, el cual se ramifica y alcanza el primordio nodular, donde se

produce la liberación e invasión de las células del córtex. B. Deformación y enrulado de un pelo radical de M. truncatula a los 5 dpi

con S. meliloti, visualizado por microscopía óptica. C. Un foco de infección (punta de flecha) y un hilo de infección (flecha)

formados en raíces de M. truncatula visualizados mediante microscopía de epifluorescencia a los 5 dpi con una cepa de S. meliloti

que expresa la proteína roja fluorescente (RFP). Escala de la barra en B y C: 50 μm.

Existen dos tipos diferentes de nódulos: los nódulos indeterminados se forman

en las leguminosas de clima templado, como arveja y alfalfa, mientras que los

determinados se forman en las leguminosas de climas tropicales o subtropicales, como

poroto y soja (Figura 2; Hirsch 1992). En los nódulos indeterminados, el primordio del
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nódulo se desarrolla a partir del córtex interno. Las células del córtex externo también

son activadas tal como lo evidencia la reorientación de microtúbulos. Estas células

forman una estructura de preinfección que permite el avance de los hilos de infección

originados en la epidermis (van Brussel et al., 1992, Timmers et al., 1999). Los nódulos

indeterminados maduros se caracterizan por la presencia de un meristema apical

persistente responsable del crecimiento del nódulo, dando lugar a un órgano de forma

cilíndrica. A su vez, estos nódulos presentan zonas claramente diferenciadas: la zona I o

meristemática, la zona II o de infección, donde las bacterias son liberadas al interior de

las células vegetales; la zona intermedia II-III, donde se produce la diferenciación a

bacteroides, la zona III o de fijación de nitrógeno y la zona IV o de senescencia, donde

tanto las células vegetales como las bacterianas degeneran (Figura 2). Los nódulos

indeterminados exportan el nitrógeno fijado en forma de asparagina y glutamina

principalmente, siendo las formas nitrogenadas más abundantes en el floema (Crespi

and Galvez 2000). Por otro lado, los nódulos determinados desarrollan un meristema a

partir de las células del córtex externo y su actividad meristemática desaparece

tempranamente, dando lugar a nódulos esféricos, que crecen por la expansión celular y

muestran una diferenciación temporal en lugar de espacial (Rolfe and Gresshoff 1988).

La zona de infección de un nódulo determinado es la región central. En los nódulos

determinados, el nitrógeno es exportado en forma de ureidos.

Figura 2. Tipos de nódulos. Para los nódulos indeterminados se indican las zonas meristemática (I), de infección (II), de

diferenciación a bacteroides (II-III), de fijación de nitrógeno (III) y de senescencia del nódulo indeterminado (IV). Para los nódulos

determinados se indica la zona de fijación de nitrógeno (III) que corresponde a la región central del nódulo.  Los haces vasculares se

indican en marrón.

3.2. Vías de señalización y respuestas moleculares activadas por rizobios en

las raíces de leguminosas

La formación del nódulo depende de la comunicación coordinada entre la

bacteria y la raíz de la planta. El intercambio de señales se inicia en la rizósfera. En
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condiciones de baja disponibilidad de nitrógeno, las raíces de las plantas exudan

flavonoides e isoflavonoides. La percepción de estos compuestos activa la expresión de

los genes bacterianos de la nodulación (genes nod), responsables de la síntesis y

secreción de una molécula lipoquitooligosacárida denominada factor de nodulación o

factor Nod (Debelle et al., 1996, Denarie et al., 1996). Esta molécula señal está

compuesta por un esqueleto carbonado de cuatro o cinco residuos de N-acetil-

glucosamina con modificaciones químicas en distintas posiciones. Estas sustituciones

son características de cada especie de rizobio y determinan el rango de especies

leguminosas que son capaces de colonizar (Debelle et al., 1996, Denarie et al., 1996). El

reconocimiento específico de los factores Nod desencadena respuestas celulares

relacionadas con la formación del nódulo, tales como la deformación de los pelos

radicales, la formación de hilos de infección, y la división de células corticales (Hirsch

1992, Ardourel et al., 1994).

Los avances más significativos en la comprensión de los eventos moleculares del

proceso de infección han sido logrados mediante el screening de plantas mutantes que

presentan defectos en diferentes etapas de la nodulación. Los componentes de la vía de

señalización conocidos hasta el momento se ilustran en la Figura 3. A nivel molecular,

el factor Nod es percibido por receptores de tipo quinasa, denominados NFP (Nod

factor perception) y LYK3 (LysM receptor like kinase III) en M. truncatula (Limpens

et al., 2003, Arrighi et al., 2006). Mutantes en NFP y LYK3 son incapaces de formar

nódulos y no presentan respuestas tempranas tales como la deformación del pelo radical

y la formación de hilos de infección (Arrighi et al., 2006, Smit et al., 2007). Estos

receptores contienen dominios extracelulares LysM que son responsables de unir

oligosacáridos con residuos de N-acetil-glucosamina (Mulder et al., 2006) y dominios

intracelulares de tipo quinasa, los que serían responsables de iniciar la transducción de

señal mediante fosforilación de proteínas. En este sentido, se ha evidenciado que el

receptor LYK3 presenta actividad de fosforilación in vitro, mientras que, NFP posee un

dominio quinasa atípico que posiblemente carezca de actividad (Arrighi et al., 2006,

Klaus-Heisen et al., 2011). También son requeridas para la infección bacteriana ligasas

de ubiquitina tipo E3 como LIN (por Lumpy Infection; Kiss et al., 2009). Este tipo de

proteínas podría actuar regulando la cantidad y la localización de los receptores del

factor Nod, así como otras proteínas de la vía de señalización de la nodulación (Oldroyd

et al., 2011).
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Figura 3. Vía de señalización de la simbiosis fijadora de nitrógeno entre raíces de leguminosas y rizobios. Los receptores

LysM-RLK (NFP, LYK3) perciben los factores Nod (NF) producidos por los rizobios. Al mismo tiempo, un receptor tipo LRR-

RLK (DMI2) se activa por un mecanismo aún desconocido. La señal percibida por estos receptores desencadena oscilaciones de

calcio dentro y alrededor del núcleo (calcium spiking), las cuales requieren la acción del canal catiónico DMI1 y las proteínas del

poro nuclear o nucleoporinas (NENA y NUPs). Dentro del núcleo, se cree que las oscilaciones de calcio son percibidas por la

quinasa dependiente de calcio y calmodulina CCaMK o DMI3, la cual interactúa físicamente con IPD3. En la epidermis, la E3

ubiquitin ligasa LIN es requerida para la infección bacteriana. Los factores de transcripción  NSP1 y NSP2, en conjunto con ERN,

promueven la activación transcripcional de la nodulina ENOD11. A su vez, el factor de transcripción NIN es requerido tanto en la

epidermis como en el córtex y los miembros de la familia NF-Y están involucrados directa o indirectamente en la activación de

genes del ciclo celular que promueven las divisiones celulares en el córtex. ENOD40 es un RNA altamente estructurado requerido

para la activación de las divisiones celulares en el córtex. En estas células se activa la cascada de señalización en respuesta a

citoquininas mediada por el receptor CRE1. Esta recepción activa los factores de respuesta RR1 y a su vez sus genes blanco RR4,

NSP2 y un factor de transcripción bHLH.

La cascada de señalización activada por el factor Nod involucra también al

receptor DMI2 (por does not make infections 2 o SYMRK en L. japonicus; Endre et al.,

2002). Se trata de un receptor de tipo quinasa con un dominio extracelular con

repeticiones ricas en leucina (LRR; Figura 3). Los mutantes dmi2 presentan
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deformaciones de los pelos en respuesta al rizobio, pero son incapaces de formar hilos

de infección impidiendo el progreso de la simbiosis. Otro gen requerido para la

infección es DMI1, el cuál codifica para un canal catiónico localizado en la membrana

nuclear (Ane et al., 2004). Este canal, junto con las proteínas del poro nuclear o

nucleoporinas (NUPs  y NENA en L. japonicus) es requerido para la generación de

oscilaciones de calcio asociadas al núcleo que se producen en respuesta al factor Nod

(Ehrhardt et al., 1996, Kanamori et al., 2006, Saito et al., 2007, Groth et al., 2010). Esta

respuesta es conocida como calcium spiking (Figura 3). Se ha propuesto que DMI1

participaría en la despolarización de la membrana, provocando la apertura de canales de

calcio operados por voltaje que regulan el flujo de calcio asociado al núcleo (Peiter et

al., 2007).

Las oscilaciones de calcio serían decodificadas en el núcleo por una quinasa

dependiente de calcio y calmodulina (CCaMK) denominada DMI3 (Figura 3). Los

mutantes dmi3 presentan oscilaciones de calcio en respuesta al factor Nod, pero no

forman hilos de infección (Lévy et al., 2004, Mitra et al., 2004). Una mutación de

ganancia de función que produce una forma constitutivamente activa de esta proteína

inicia una serie de respuestas moleculares que llevan a la nodulación espontánea, es

decir, la formación de nódulos en ausencia del rizobio (Tirichine et al., 2006, Hayashi et

al., 2010). A su vez, DMI3 se asocia y fosforila a la proteína IPD3 (por Interacting

protein of DMI3), que es esencial para la nodulación (Messinese et al., 2007, Horváth et

al., 2011). Las oscilaciones de calcio resultan en la activación de factores de

transcripción que controlan la expresión de genes tempranos de nodulación (ENOD) o

nodulinas. El primer factor de transcripción caracterizado genéticamente fue NIN (por

Nodule Inception; Figura 3). El análisis fenotípico de las mutantes nin reveló que la

función del gen es requerida para la formación de hilos de infección y el inicio de las

divisiones celulares en el córtex que dan lugar a a la formación del primordio nodular

(Schauser et al., 1999). Posteriormente, se identificaron dos factores de transcripción

denominados NSP1 (Nodulation Signalling Pathway 1) y NSP2 (Figura 3). Estos

factores de transcripción pertenecen a la familia GRAS, cuyo nombre deriva de los tres

miembros identificados originalmente [Giberellic acid-Insensitive (GAI), Repressor of

GAI (RGA) and Scarecrow (SCR)]. NSP1 y NSP2 son requeridos para la formación del

foco de infección y el desarrollo del primordio del nódulo (Kalo et al., 2005, Smit et al.,

2005). Estos factores forman un heterodímero que se asocia y activa a los promotores de
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los genes de la nodulina ENOD11 y los factores de transcripción NIN y ERN1 (por

Ethylene Response Factor Required for Nodulation 1; Hirsch et al., 2009). Plantas

mutantes en ERN1, denominadas bit-1 (branched infection thread), fallan en iniciar la

formación de hilos de infección luego de la inoculación con rizobios (Middleton et al.,

2007). Además de los mencionados, existen otros factores de transcripción involucrados

en la nodulación, tales como las subunidades A y C del complejo heterotrimérico NF-Y

(por Nuclear Factor Y). Estos genes fueron caracterizados mediante genética reversa y

han demostrado ser esenciales tanto para la formación y la progresión de hilos de

infección, como también para etapas posteriores del desarrollo del nódulo (Combier et

al., 2006, Zanetti et al., 2010). A su vez, existen evidencias en L. japonicus de que NIN

se une a las regiones promotoras de los genes que codifican los factores de transcripción

del tipo NF-YA y NF-YB (Soyano et al., 2013).

La activación de algunos de los factores de transcripción mencionados controla

la expresión nodulinas. La nodulina ENOD11, que codifica una proteína con

repeticiones ricas en prolina, se induce en respuesta al factor Nod (Journet et al., 2001,

Boisson-Dernier et al., 2005) por unión del factor de transcripción ERN1 a su promotor

en forma independiente de NSP1/NSP2 y activa su expresión en las células epidérmicas

(Andriankaja et al., 2007, Cerri et al., 2012; Figura 3). Se ha descripto a ENOD12 como

otra nodulina inducida por la infección que codifica también una proteína con

repeticiones ricas en prolina (Journet et al., 1994). ENOD12, al igual que ENOD11, se

asociaría a la pared celular para permitir las modificaciones de su estructura durante la

infección y la organogénesis (Crespi and Galvez 2000). Por otro lado, la nodulina

ENOD40 ha sido involucrada en la organogénesis del nódulo (Crespi et al., 1994). Los

transcriptos de ENOD40 se acumulan en células corticales y del periciclo en división

(Mathesius et al., 2000). Las plantas transgénicas con niveles aumentados o

disminuidos de ENOD40 muestran nodulación aumentada o disminuida,

respectivamente (Charon et al., 1999, Wan et al., 2007).

La organogénesis del nódulo es dirigida por la acción de fitohormonas,

principalmente citoquininas y auxinas. El silenciamiento del receptor de citoquininas

CRE1 no impide la formación de hilos de infección, pero sí bloquea su progresión y el

desarrollo de los nódulos (Gonzalez-Rizzo et al., 2006; Figura 3). Además, una

mutación de ganancia de función del gen ortólogo de CRE1 en L. japonicus, LHK1,

resulta en la formación de nódulos espontáneos (Tirichine et al., 2007). Esto indica que
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la señalización de citoquininas es necesaria y suficiente para disparar la organogénesis

del nódulo. CRE1 activa un grupo de proteínas reguladoras de la respuesta a

citoquininas denominadas RR (por Response Regulators), entre las cuales se encuentra

RR1, un gen cuyo nivel de mRNA aumenta en nódulos (Gonzalez-Rizzo et al., 2006;

Figura 3). Más recientemente se identificaron NSP2, RR4 y un factor de transcripción

de la familia bHLH (por basic Helix-Loop-Helix) como blancos de acción de RR1

(Ariel et al., 2012; Figura 3). Otro de los efectos de la vía de señalización mediada por

CRE1 es el cambio del transporte polar de auxinas, el cual es suprimido por la infección

con rizobio y el tratamiento con factor Nod (Plet et al., 2011). El rol de las auxinas fue

inicialmente investigado mediante la aplicación de inhibidores del transporte de auxinas

durante la formación del nódulo. Este tratamiento era suficiente para inducir la

organogénesis del nódulo y la expresión de ENODs en alfalfa (Mathesius et al., 1998).

La inhibición localizada del transporte de auxinas modifica la relación entre

citoquininas y auxinas en las células del córtex interno y el periciclo, permitiendo la

iniciación de la organogénesis del nódulo (Wasson et al., 2006). Estas células dan lugar

a los primordios de nódulos indeterminados, donde las auxinas serían necesarias para la

activación del ciclo celular en los estadíos iniciales del desarrollo (van Noorden et al.,

2007, Grunewald et al., 2009). Durante la diferenciación del primordio, la acción de las

auxinas se ve restringida a las zonas de la vasculatura y meristemática, donde la

hormona tendría un rol en el mantenimiento del meristema (Kondorosi et al., 2005).

Tanto los análisis genéticos como los estudios de expresión de transcriptos a

escala genómica han contribuido a identificar algunos de los genes involucrados en el

reconocimiento del factor Nod y los eventos de señalización posteriores en las

leguminosas M. truncatula y L. japonicus (Lohar et al., 2006, Benedito et al., 2008,

Hogslund et al., 2009, Madsen et al., 2010). Sin embargo, el transcriptoma representa

los niveles estacionarios de un alto número de mRNAs, los cuales no necesariamente se

correlacionan con los niveles de las proteínas que ellos codifican dentro de la célula

(Hellmann and Estelle 2002, Kawaguchi et al., 2004). Se ha señalado que los diferentes

niveles de regulación post-transcripcional de la expresión génica contribuyen

significativamente a esta falta de correlación entre los niveles de transcripto y proteína

dentro de una célula vegetal. Por otro lado, los estudios de transcriptomas se han

llevado a cabo utilizando organismos completos o diferentes órganos de la planta, y no

han permitido hasta el momento distinguir la contribución de cada uno de los tipos
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celulares contenidos dentro de los tejidos de las raíces de leguminosas involucrados en

la simbiosis fijadora de nitrógeno.

4. Regulación de la expresión génica en plantas

4.1. Niveles de regulación de la expresión génica

La expresión génica es un proceso dinámico y altamente regulado a múltiples

niveles por medio de diversos mecanismos (Figura 4). A nivel de la cromatina, los

distintos grados de compactación y posicionamiento de los nucleosomas, así como los

distintos patrones de acetilación de histonas, modifican la accesibilidad de los factores

de transcripción al DNA (Lauria and Rossi 2011). Por otra parte, el nivel de metilación

de citosinas en los dinucleótidos CG de las regiones codificantes también influye sobre

las modificaciones de histonas en esa región (Deal and Henikoff 2011). Estas

modificaciones son consideradas epigenéticas porque no están codificadas en el

genoma, pero son parcialmente heredables. La transcripción se ve regulada también a

nivel de la presencia de secuencias que actúan en cis, de los factores de transcripción y

de la RNA polimerasa II DNA dependiente (RNA Pol II) que sintetiza un transcripto

primario, el pre-mRNA (Figura 4). Luego de la síntesis de los primeros 10-20

nucleótidos (nts), el pre-mRNA es modificado por la adición de un cap 5` m7GpppN

que estabiliza el mRNA y que posee una función importante durante la traducción

(Bailey-Serres et al., 2009) (Figura 4). Posteriormente, ocurre el clivaje 3` del

transcripto y la adición de una cola de poliA de 15-200 nts. Esta adición protege al

transcripto de la degradación y facilita su traducción. La mayoría de los transcriptos de

los organismos eucariotas contiene al menos un intrón en la región 5`UTR (por

Untranslated Region) y/o en la región codificante (Figura 4). Los intrones son

reconocidos por un complejo denominada spliceosoma, que los elimina en un proceso

que ocurre en forma cotranscripcional en la mayoría de los casos.
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Figura 4. Esquematización de la regulación post-transcripcional en plantas. Los mRNAs de plantas se transcriben en el núcleo

por la RNA polimerasa II DNA dependiente (RNA Pol II). El producto de la transcripción (pre-mRNA) es procesado mediante la

adición de un cap (m7GpppN) al extremo 5` (rojo), la remoción de intrones a través del splicing, el clivaje del 3` y la

poliadenalición (azul). Durante su procesamiento, el mRNA se asocia a proteínas de unión a RNA (RBP, esquematizadas en colores

verde y naranja) antes de ser exportado al citoplasma. En el citoplasma, los transcriptos se asocian con el complejo de pre-iniciación

43S, que está compuesto de la subunidad ribosomal 40S, los factores de iniciación (eIF, 4E, 4G, 4A, 4B, 3, 1, 1A, 2 y 5), el Met-

tRNAMet, y la proteína de unión a poliA (PABP). Los mRNAs siguen la vía de degradación por NMD (non-sense mediated decay) si

en la primera ronda de traducción se detecta la presencia de codones de terminación prematuros. Los mRNAs que pasan este control

pueden entrar en traducción activa en los polisomas (complejos de transcriptos unidos a 2 o más ribosomas). Alternativamente, los

transcriptos pueden ser transportados a P bodies para su deadenilación, decapping y degradación o pueden ser almacenados en

complejos RNPs. Por otro lado, los genes MIR también se transcriben presumiblemente por RNA Pol II para dar los miRNAs

primarios (pri-miRNA) y se procesan por adición del 5`cap, y una cola de poliA. Estos RNAs forman estructuras complementarias

imperfectas que son procesadas por DCL1 para dar precursores de miRNA (pre-miRNA), con estructuras de tallo y burbuja (stem-

loop). DCL1 procesa el pre-miRNA para dar dúplex de miRNA/miRNA complementario (miRNA*). Los miRNAs son  exportados

al citoplasma, donde se asocian a proteínas de la familia Argonauta para formar complejos RISC. Este complejo actúa a nivel del

clivaje de los mRNAs blanco, o bien por inhibición de su traducción en las etapas de iniciación o post-iniciación.

En cada etapa de procesamiento el mRNA se asocia con proteínas de unión a

RNA (RBP por RNA Binding Protein) incluyendo la proteína de unión al cap 5 ` (CBP)
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y de unión al poliA (PABPs, por polyA Binding Proteins), así como otras RBPs

dependiendo de la secuencia del transcripto (Lorkovic 2009; Figura 4). Estos mRNAs

asociados a proteínas son transportados al citoplasma a través del poro nuclear, donde

deben pasar una primera ronda de traducción. Aquellos mRNAs que presentan un codón

de terminación prematuro son degradados a través del mecanismo de control non sense

mediated decay, presente en plantas al igual que en otros eucariotas (Kerenyi et al.,

2008; Figura 4). Una vez en el citoplasma, aquellos mRNAs que pasan el control de

calidad pueden ser mantenidos en complejos traduccionalmente inactivos o ser

traducidos a proteína. Los transcriptos son traducidos en complejos ribonucleoproteicos

(RNP) denominados polisomas que se forman por la asociación secuencial y sucesiva

de ribosomas al mRNA. Además, las proteínas asociadas al 5` cap y al 3` poliA

interaccionan para circularizar el mRNA, lo que hace más eficiente el reciclado o re-

asociación de los ribosomas y, consecuentemente, la reiniciación de la traducción

(Kawaguchi and Bailey-Serres 2002; Figura 4). Luego de la traducción, la proteína

sintetizada puede ser procesada mediante modificaciones post-traduccionales,

transportada, ensamblada dentro de complejos multiproteicos o degradada.

Las células poseen distintos complejos RNPs además de los ribosomas y

polisomas (Figura 4). Los cuerpos de procesamiento (P bodies) están definidos por la

presencia de proteínas involucradas en el decapping, deadenilación y degradación de los

mRNAs. Son los sitios donde se degradan los transcriptos y se han asociado con el

clivaje dirigido por los microRNAs (miRNAs; Balagopal and Parker 2009). Los

gránulos de almacenamiento son RNPs que se acumulan de manera microscopicamente

visible en respuesta al estrés celular donde secuestran los mRNAs impidiendo la

traducción (Buchan and Parker 2009). Los P bodies y gránulos de almacenamiento

contribuyen a la dinámica traduccional y la estabilidad de los mRNAs (Weber et al.,

2008). Por otro lado, múltiples RNA pequeños (sRNA), producidos mediante diversos

mecanismos, regulan el silenciamiento transcripcional y post-transcripcional de genes.

Los sRNAs ejercen su acción a través de la metilación de citosinas, la degradación de

mRNAs y/o la represión traduccional (Voinnet 2009, Law and Jacobsen 2010, Chen

2012). Todos estos niveles contribuyen a regular la expresión génica dentro de la célula.
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4.2. Regulación de la traducción de mRNAs

La traducción de mRNAs requiere la participación de complejos

ribonucleoproteicos localizados en el citoplasma, los ribosomas. Los ribosomas de

plantas muestran una arquitectura similar a la de otros eucariontes (Armache et al.,

2010, Ben-Shem et al., 2011). Están compuestos de una subunidad mayor con un

coeficiente de sedimentación de 60 Svedberg (S) y una menor de 40S. La subunidad

mayor contiene los RNA ribosomales (rRNA) 25S-28S, 5,8S y 5S y hasta 47 proteínas

ribosomales (RP por Ribosomal protein). La subunidad menor contiene el rRNA 18S y

hasta 33 RPs diferentes (Chang et al., 2005, Wilson and Doudna Cate 2012). A su vez,

la caracterización del genoma de la planta dicotiledónea modelo Arabidopsis thaliana

mostró que existen en promedio 3 genes que codifican cada RP, contribuyendo así a la

heterogenicidad de los ribosomas (Barakat et al., 2001). Teóricamente, existen 1034

posibles combinaciones diferentes de ribosomas en Arabidopsis, sin incluir las posibles

modificaciones post-traduccionales para cada RP (Hummel et al., 2012).

Para la mayoría de los mRNAs, el proceso de traducción comienza a través de

un mecanismo de escaneo de la región 5` UTR mediante la búsqueda del codón de

inicio (Figura 5; revisado por (Sonenberg and Hinnebusch 2009). El factor de iniciación

eIF4F (por eucaryotic Initiation Factor) se asocia al mRNA a través de su cap. El

eIF4B desestabiliza la estructura secundaria de la región próxima al cap preparando al

mRNA para la unión del ribosoma. El eIF4F está formado por la proteína de unión al

cap eIF4E, la helicasa de RNA eIF4A, y la proteína eIF4G que se asocia a eIF4E,

eIF4A y a la proteína PABP (Figura 5). Asimismo, el complejo ternario de GTP, eIF2 y

Met-tRNAMet, complementario a AUG, se asocia a la subunidad 40S, que contiene a

eIF3, eIF1y eIF1A, para formar el complejo de pre-iniciación 43S (Figura 5). A su vez,

eIF4G se asocia con eIF3, lo que permite la unión del 43S al mRNA. El complejo

posicionado escanea el 5` UTR en dirección 5´ a 3´ hasta posicionarse alrededor del

codón de inicio. Este proceso de escaneo consiste en la desestabilización de la estructura

secundaria y el avance del complejo. eIF1 y eIF1A son requeridos para este avance.

Además, eIF1 y eIF1A participan del reconocimiento del codón de inicio y los

ribonucleótidos cercanos, que proveen el contexto óptimo para el inicio de la traducción

(Figura 5). Las purinas en las posiciones -3 y +4 (tomando la A del AUG como +1)

afectan la selección del codón de inicio mediante la estabilización de cambios



Introducción

Tesis doctoral Lic. Mauricio A. Reynoso
17

conformacionales que ocurren en la interacción codón-anticodón mediante su

interacción con eIF2. Una vez seleccionado el codón de inicio, eIF5 se une a eIF2 y

promueve la hidrólisis de GTP a GDP en el complejo ternario y la posterior separación

de eIF2. eIF5B media la unión de la subunidad 60S y la disociación de eIF1, eIF1A,

eIF3 y eIF2-GDP para dar lugar a la formación del complejo de iniciación 80S (Figura

5). Este complejo, junto con la acción de factores de elongación, es encargado de la

etapa de elongación durante la traducción. La carga de sucesivos ribosomas al mRNA

resulta en la formación polisomas (mRNA unidos a dos o más ribosomas; Figura 5).

Si bien existen algunos ejemplos de inhibición selectiva de los pasos de

elongación y terminación de la traducción en plantas (Onouchi et al., 2008), en la

mayoría de los casos la regulación traduccional ocurre en la etapa de iniciación

(Kawaguchi and Bailey-Serres 2002, Bailey-Serres et al., 2009). Una disminución en la

Figura 5. Esquema del inicio de la traducción. . El

complejo de iniciación eIF4F está formado por la

proteína de unión al cap eIF4E (4E), la helicasa de

RNA eIF4A (4A), y la proteína eIF4G (4G) que

funciona como andamio para la asociación de eIF4E,

eIF4A y PABP. Este complejo se asocia al cap del

mRNA en un proceso que es facilitado por eIF4B

(4B). El complejo ternario formado por GTP, eIF2 (2)

y el Met-tRNAMet, se asocia a la subunidad 40S, que

contiene a eIF3 (3), eIF5 (5), eIF1 (1) y eIF1A (1A),

para formar el complejo de pre-inciación 43S. A su

vez, eIF4G se asocia con eIF3, lo que permite la

unión al mRNA para formar el complejo 48S. El

complejo posicionado escanea el mRNA hasta

localizar el codón de inicio. Una vez seleccionado el

codón de inicio, eIF5 se une a eIF2 (2) y promueve la

hidrólisis de GTP a GDP en el complejo ternario y da

lugar a la separación de eIF2. eIF5B (5B) media la

unión de la subunidad 60S y la disociación de eIF1,

eIF1A, eIF3 y eIF2-GDP, formando el complejo de

iniciación 80S. Este complejo, junto con la acción de

factores de elongación, es encargado de la elongación

de la traducción. Por medio de la carga de sucesivos

ribosomas al mRNA se forman complejos

denominados polirribosomas o polisomas.
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tasa de iniciación o re-iniciación de la traducción resulta en una reducción de la cantidad

de ribosomas asociados a un mRNA. Esta regulación se visualiza como una

disminución de los polisomas de gran tamaño y un incremento en los polisomas

pequeños o de las fracciones no polisómicas en los perfiles de polisomas. Estudios

previos han demostrado que la exposición de las plantas a ciertas condiciones

ambientales, como deshidratación e hipoxia, causan una inhibición global en la

iniciación de la traducción que se visualiza como una disminución del porcentaje de

mRNAs asociados a los  polisomas (Kawaguchi et al., 2004, Branco-Price et al., 2005).

También existen ejemplos de regulación de la traducción a nivel de mRNAs

individuales durante distintos estadíos de desarrollo de las plantas o en repuesta a

estímulos ambientales, tales como las transiciones luz-oscuridad, deshidratación,

hipoxia, estrés salino y estrés por temperatura (Bailey-Serres 1999, Manjunath et al.,

1999, Kawaguchi et al., 2004, Branco-Price et al., 2005). Cabe destacar que tanto en

condiciones de deshidratación como de baja disponibilidad de oxígeno, sólo el 50 % de

los transcriptos que aumentan sus niveles estacionarios incrementan también su

asociación a polisomas. Estos datos sustentan la idea de que un aumento en la

abundancia de un transcripto no siempre se ve acompañado por un incremento en la

síntesis de la proteína.

En Arabidopsis, el porcentaje de asociación a polisomas de transcriptos

individuales puede variar de ≥95 % a ≤5 % en condiciones óptimas de crecimiento

(Branco-Price et al., 2005). Esto indica que puede existir una gran variación en el estado

traduccional de los diferentes transcriptos. Estudios a escala genómica sobre la

asociación de mRNAs individuales a polisomas pusieron en evidencia la selectividad

del proceso traduccional, incluso en situaciones óptimas, enfatizando la importancia de

la regulación de la traducción en la expresión génica (Kawaguchi et al., 2004, Zanetti et

al., 2005, Branco-Price et al., 2008). A partir de este tipo de estudios es posible

identificar características particulares de los transcriptos que pueden influenciar la

traducción. Por ejemplo, los mRNAs que se traducen a baja tasa en Arabidopsis

contienen 5` UTRs más largos y con mayor contenido GC que el promedio (Kawaguchi

and Bailey-Serres 2005). Otra característica distintiva de los mRNAs con una tasa de

traducción menor a la media es la presencia de uno o varios marcos abiertos de lectura

previos al principal (uORF; por upstream open reading frame). Por su parte, aquellos

transcriptos cuyas regiones 3`UTR son de menor tamaño (40-100 nts) que el promedio
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(240 nts) también presentan tasas de traducción menores (Kawaguchi and Bailey-Serres

2005).

En sistemas animales, la regulación del inicio de la traducción por interacción de

RBPs con secuencias consenso ubicadas en el 5` UTR es poco frecuente. De los pocos

casos encontrados surge la hipótesis de que la inhibición de la traducción puede ocurrir

cuando las secuencias consenso de unión a RBP se encuentran en la región próxima al

cap, de manera que la unión de una RBP inhibe la carga del complejo de pre-iniciación

43S (Muckenthaler et al., 1998). Por otra parte se han identificado motivos consenso de

unión a RBPs en la región 3` UTR. Los datos obtenidos hasta el momento apoyan un

modelo en donde una RBP se une a la secuencia consenso del mRNA e interacciona

directa o indirectamente con eIF4E, compitiendo con eIF4G e interfiriendo con el

ensamblado del complejo eIF4F (Sonenberg and Hinnebusch 2009). En plantas, existen

ejemplos en los cuales la presencia de secuencias consenso en las regiones 5` UTR, 3`

UTR y del marco abierto de lectura (ORF) pueden regular el inicio de la traducción

(Bailey-Serres 1999, Williams et al., 2003). Las primeras evidencias se obtuvieron a

partir de estudios de electroporación de mRNAs en protoplastos. El mRNA de Adh1

(por alcohol deshydrogenase 1) de maíz requiere de sus secuencias 5` y 3` UTR para la

traducción eficiente bajo condiciones de hipoxia (Bailey-Serres and Dawe 1996). Otros

ejemplos en sistemas similares mostraron la importancia de las secuencias 5` UTR y 3`

UTR para el mRNA de -amilasa de cebada (Hordeum vulgare) o el 5` UTR del

transcripto que codifica la proteína Hsp70 (por heat shock protein; Pitto et al., 1992,

Gallie and Young 1994). Más recientemente, Hulzink y colaboradores reportaron que la

región 5` UTR sería responsable de la activación traduccional del gen de tabaco ntp303

(Hulzink et al., 2002). Este gen codifica una glicoproteína de polen que es traducida

eficientemente durante el crecimiento del tubo polínico. El gen de la glutamina sintasa

citosólica de soja es otro caso de activación traduccional mediada por la región 5` UTR

(Ortega et al., 2012).  Estos datos sugieren que la regulación de la traducción por

secuencias no traducidas tendría un rol relevante en la expresión génica durante

procesos de crecimiento y desarrollo en plantas.
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4.3. Regulación por sRNAs en plantas

Los sRNAs son moléculas de 20-24 nts que funcionan como reguladores

transcripcionales o post-transcripcionales de la expresión génica. Hasta el momento se

han identificado dos tipos principales de sRNAs en plantas: los miRNAs, y los small

interfering RNAs (siRNAs; Axtell 2013). Estos sRNAs se clasifican en base a su

biogénesis y su función. Los miRNAs provienen de transcriptos codificados en el

genoma nuclear y que dan lugar a un RNA de cadena simple con estructuras de tipo

tallo-rulo (stem-loop). Los siRNAs son generados a partir de RNAs de doble cadena o

RNA con estructuras de orquilla (hairpin RNA o hpRNA) que pueden ser de origen

endógeno o exógeno. Tanto los miRNAs como los siRNAs son procesados por RNAsas

de tipo III, denominadas Dicer, que actúan sobre sustratos doble cadena para dar RNA

dúplex de 20-24 nts con extremos 3` protuberantes de 2 nts. Los sRNAs doble cadena

generados son separados para dar miRNAs o siRNAs de cadena simple durante su

asociación a proteínas del complejo RISC (por RNA-induced silencing complex).

La biogénesis de los miRNAs se esquematiza en la Figura 4: comienza con la

transcripción por RNA Pol II de un gen MIR para dar lugar a un miRNA primario (pri-

miRNA), al cual se adiciona un cap en el extemo 5` y una cola de poliA (Figura 4). Los

pri-miRNAs forman una estructura tipo stem-loop que es procesada por Dicer like1

(DCL1) en Arabidopsis para dar el precursor del miRNA (pre-miRNA; Park et al.,

2002). DCL1 continúa el procesamiento para dar un dúplex de RNA doble cadena de

20-22 nt entre el miRNA y su miRNA complementario (miRNA*). DCL1 actúa en los

dicing bodies dentro del núcleo (Fang and Spector 2007) junto con HYL1 (por

Hyponastic leaves 1; Han et al., 2004), una proteína de unión a RNA doble cadena y SE

(por Serrate; Lobbes et al., 2006), una proteína que contiene un dominio tipo zinc

finger. El dúplex miRNA/miRNA* es estabilizado por acción de una metil transferasa

nuclear dependiente de S-adenosilmetionina, denominada HEN1 (por Hua enhancer 1),

que metila el 2` OH de los extremos 3` (Yu et al., 2005). El miRNA es exportado al

citoplasma por la acción de factores de exportación, que incluyen la proteína HASTY,

homóloga a la exportina-5 de mamíferos (Park et al., 2005). El duplex

miRNAs/miRNA* se asocia a una proteína de la familia Argonauta (AGO) para dar un

complejo denominado pre-RISC (Kawamata et al., 2009). Luego dentro de este

complejo se produce la separación de las hebras para dar un complejo RISC maduro que
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contiene sólo la hebra miRNA o guía (Fagard et al., 2000, Baumberger and Baulcombe

2005). Las exonucleasas de la familia de SDN1 (Small RNA degrading nuclease)

degradan miRNAs de cadena simple, disminuyendo sus niveles estacionarios

(Ramachandran and Chen 2008).

Los miRNAs pueden ejercer su modo de acción a través del clivaje de sus

mRNAs blanco o bien por inhibición de su traducción. Los miRNAs de plantas poseen

un apareamiento de bases perfecto o casi perfecto con sus mRNAs blanco, lo cual llevó

a hipotetizar que los miRNAs actuaban exclusivamente por un mecanismo de clivaje del

mRNA (Voinnet 2009). Dicho clivaje se produce en el enlace fosfodiéster opuesto a las

posiciones décima y décimoprimera del miRNA en el dúplex miRNA/mRNA y es

llevado a cabo por la actividad endonucleasa de proteínas de la familia AGO.

Posteriormente, distintitas evidencias llevaron a proponer que los miRNAs de plantas

también podrían inhibir la traducción de los mRNAs blanco. Estudios en los cuales se

evaluaron simultáneamente los niveles de proteína y mRNA de algunos genes blanco de

miRNAs revelaron cambios nulos o poco significativos a nivel de abundancia de

mRNA, mientras que los niveles de proteína se reducían significativamente en presencia

del miRNA. Algunos ejemplos incluyen a miR156/157, miR172 y miR398, cuyos genes

blanco son SPL3 (Squamosa Promoter Binding - like3), el factor de transcripción

APETALA2 y las superóxido dismutasas CDS1 y CDS2, respectivamente (Aukerman

and Sakai 2003, Chen 2004, Bari et al., 2006, Gandikota et al., 2007). Posteriormente,

la caracterización de las mutantes mad (miRNA action deficient) clase III, las cuales se

encuentran comprometidas en la inhibición traduccional de los genes blanco, estableció

la noción de que este modo de acción de los miRNAs es ubicuo y extenso en plantas

(Brodersen et al., 2008). Este estudio permitió concluir que la regulación de la

expresión génica por miRNAs en plantas involucra tanto mecanismos de clivaje del

mRNA como de inhibición de la traducción. La represión traduccional en Arabidopsis

requiere de una proteína que interviene en la dinámica de microtúbulos asociados a

miRNAs, KTN1, una proteína componente del complejo de decapping localizado en los

P bodies, VARICOSE y de una proteína con repeticiones ricas en glicina y triptofano

(GW) que colocaliza también con los P bodies (Brodersen et al., 2008, Yang et al.,

2012). En sistemas animales, las proteínas con dominios GW pueden asociarse a AGO y

mediar la represión traduccional (Eulalio et al., 2009). Asimismo, en Arabidopsis se

detectaron miRNAs maduros y la proteína AGO1 en las fracciones de polisomas
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purificados mediante ultracentrifugación en gradientes de sacarosa (Lanet et al., 2009).

Más recientemente, el grupo de Li y colaboradores reportaron que una proteína integral

de membrana de Arabidopsis, denominada AMP1 (por altered meristem program 1), es

requerida para la represión traduccional de mRNAs que se traducen en el retículo

endoplásmico (Li et al., 2013).

Otra clase de sRNAs derivados de la acción de miRNAs son los denominados

tasiRNAs (por trans acting small interfering RNA) que participan, a su vez, en la

regulación post-transcripcional de otros mRNAs blanco. Este tipo de sRNA,

identificados sólo en plantas, es producido a partir del clivaje guiado por miRNAs de

los transcriptos no codificantes TAS. Los ejemplos conocidos incluyen a miR173, que

dirige la producción de tasiRNAs a partir de TAS1 y TAS2, miR390, que dirige la

producción de tasiRNAs a partir de TAS3 y miR828, que produce tasiRNAs a partir de

TAS4. En los casos de TAS1, TAS2 y TAS4, el miRNA que dispara la producción de

tasiRNAs tiene un único sitio de unión al mRNA, mientras que miR390 presenta dos

sitios de unión a TAS3, aunque sólo se produce clivaje en el sitio más próximo al 3` del

mRNA. A diferencia de los otros complejos RISC, que involucran a la proteína AGO1,

miR390 se asocia a AGO7. Los productos del clivaje, hacia la región 3` a partir del

corte para TAS1, TAS2 y TAS4 y hacia la región 5` en el caso de TAS3, son estabilizados

por una RBP, SGS3 (supressor of gene silencing 3) y copiado a doble cadena por la

RNA polimerasa dependiente de RNA RDR6. Este dúplex es clivado secuencialmente

en una fase de 21 nts a partir del sitio de corte inicial por la RNAsa de tipo III DCL4.

Los tasiRNAs se asocian a una de las proteínas AGO para ejercer su acción. Los

tasiRNAs derivados de TAS1, TAS2 y TAS4 ejercen el clivaje de los transcriptos que

codifican proteínas con repeticiones de pentatricopéptido (PRR; Yoshikawa et al.,

2005) y factores de transcripción del tipo MYB (Rajagopalan et al., 2006), mientras que

TAS3 da lugar a los tasiRNAs denominados tasiARFs, cuyos blancos son los mRNAs de

los factores de respuesta auxina (ARF) ARF2, ARF3 y ARF4 (Cuperus et al., 2010). Un

esquema de la vía de biosíntesis de miR390, su modo de acción para la producción de

los tasiARFs y la acción de estos últimos sobre los transcriptos ARFs se presenta en la

Figura 6. Estudios en hojas de Arabidopsis mostraron que los tasiARFs pueden

movilizarse intercelularmente desde las células en donde se sintetizan, en la cara adaxial

de las hojas, hasta la cara abaxial (Chitwood et al., 2009). Esto permite la generación de

un gradiente que promueve la identidad abaxial (Chitwood et al., 2009). Estudios



Introducción

Tesis doctoral Lic. Mauricio A. Reynoso
23

llevados a cabo en raíces de Arabidopsis mostraron que miR390 se expresa

principalmente en los sitios de iniciación de las raíces laterales, donde produce la

biogénesis de tasiARFs y la inhibición de sus blancos ARF2, ARF3 y ARF4,

promoviendo así el crecimiento de las raíces laterales (Marin et al., 2010).

 Más recientemente se detectó la presencia de miRNAs de 22 nts que guían la

producción de una nueva clase de sRNA, denominados phasiRNAs (phased registered

small interfering RNA; Zhai et al., 2011). Al igual que los tasiRNAs, los phasiRNAs

son producidos por el clivaje dirigido por miRNAs en fase a partir del sitio de corte. A

diferencia de los tasiRNAs, los phasiRNAs regulan transcriptos codificantes para las

proteínas de defensa con dominios de unión a nucleótido (NBS) y repeticiones ricas en

leucina (LRR). Los phasiRNAs son altamente abundantes en leguminosas y fueron

identificados en arroz (Oryza rufipogon), pero hasta el momento no han sido detectados

en Arabidopsis (Liu et al., 2013). En M. truncatula, 3 miRNAs regulan la expresión de

más de 70 NBS-LRR mediante la producción de phasiRNAs. A su vez los phasiRNAs

Figura 6. Esquema de la

biogénesis de miR390 y de su

acción para la producción de

tasiARFs. El gen de miR390 se

transcribe para dar un precursor

que es procesado por DCL1

(Dicer like 1) dando lugar al

miR390 maduro, el cual se

asocia con la proteína AGO7.

Este complejo se une en dos

regiones del transcripto no

codificante TAS3 y se produce

su clivaje. El producto 5` de

este RNA es reclutado por el

complejo RDR6/SGS3, donde

RDR6 sintetiza la segunda

cadena de RNA para dar lugar

a un RNA doble cadena, el cual

es procesado por DCL4 para

producir los tasiARFs. Estos

tasiRNAs se asocian a AGO1 y

actúan sobre los mRNAs

blancos ARF2, ARF3 y ARF4.
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producidos pueden regular la expresión de otros NBS-LRR, lo que permitiría que unos

pocos miRNAs puedan regular los niveles de expresión de distintos miembros de una

extensa familia génica (Axtell 2013).

4.4. Funciones de los miRNAs en la nodulación

En los últimos años se han identificado y caracterizado miRNAs involucrados en

el desarrollo del nódulo. El primero de ellos es el miR169a de M. truncatula, el cual

controla la expresión del factor de transcripción NF-YA1 involucrado en la persistencia

del meristema del nódulo. Tanto la sobrexpresión de miR169a como el silenciamiento

de NF-YA1 mediado por RNA de interferencia, dio lugar a la formación de nódulos de

tamaño reducido e incapaces de fijar nitrógeno (Combier et al., 2006). Los patrones de

expresión espacial mostraron que miR169 restringiría la expresión de NF-YA1 a la zona

meristemática. Por otro lado el factor de transcripción HD-ZIP (por homeodomain-

leucine zipper) de clase III, involucrado con el desarrollo del nódulo, es regulado por

miR166 (Boualem et al., 2008). Ambos RNAs se expresan en haces vasculares y en las

regiones apicales de raíces y nódulos. La sobrexpresión de miR166 causó la reducción

del número de nódulos y de las raíces laterales, así como también el desarrollo ectópico

de los haces vasculares (Boualem et al., 2008). Recientemente se correlacionó al

miR171 con la infección bacteriana mediante estudios de expresión en L. japonicus.

miR171 se acumula en nódulos y tiene como mRNA blanco al factor de transcripción

NSP2 (De Luis et al., 2012). La sobrexpresión de varios miRNAs en soja, entre ellos

miR482, miR1512 y miR1515, resultó en una mayor producción de nódulos sin afectar

el desarrollo de la raíz (Li et al., 2010). Los mRNAs blanco de estos miRNAs incluyen

a proteínas de defensa para miR482, una quinasa de Ser/Thr para miR1512, y una

posible DCL para miR1515. A diferencia de estos últimos, la sobreexpresión de

miR160, cuyo mRNAs blanco codifican los represores transcripcionales ARF10/16/17,

redujo significativamente la formación de primordios nodulares en raíces de soja

(Turner et al., 2013).



Introducción

Tesis doctoral Lic. Mauricio A. Reynoso
25

5. Herramientas para el estudio de la expresión génica en tipos celulares específicos

Los niveles de regulación descriptos en la sección anterior contribuyen a la

expresión génica dentro de la célula. En un contexto más amplio, cada órgano de la

planta (hojas, raíz, tallo, flores, semillas) está compuesto de múltiples tejidos

(meristemas, células en crecimiento, células maduras), que a su vez contienen distintos

tipos celulares. En un ambiente dinámico, cada célula funciona en procesos

especializados que en conjunto determinan el crecimiento y desarrollo del organismo.

Para poder alcanzar una mayor comprensión de los procesos que determinan este

comportamiento se requiere de tecnologías que permitan discriminar la contribución de

los diferentes tipos de regulación en el contexto de cada tipo celular.

Los métodos para el estudio de la expresión génica en tipos celulares o tejidos

específicos se pueden clasificar en aquellos realizables a baja escala y los que se pueden

realizar a gran escala o escala genómica. El patrón de expresión tisular o celular de los

transcriptos individuales es evaluado mediante técnicas de hibridación in situ o bien

mediante el uso de promotores de los genes de interés fusionados transcripcionalmente

a genes reporteros, como β-glucuronidasa (GUS) o la proteína verde fluorescente (GFP

por Green Fluorescent Protein). Esta última aproximación metodológica permite a su

vez evaluar también la localización subcelular de la proteína, si se utilizan fusiones

traduccionales de los genes reporteros con la proteína de interés bajo su promotor

endógeno. Por otra parte, los métodos a escala genómica permiten analizar

simultáneamente todos o casi todos los genes expresados en una especie determinada,

utilizando las tecnologías de hibridación a microarreglos de DNA o de secuenciación

masiva del RNA. Para analizar la expresión de genes en tejidos específicos o tipos

celulares de interés se han desarrollado tecnologías basadas en la microdisección láser

(LCM por Laser Capture Microdissection). Esta técnica ha sido utilizada para obtener

los mRNAs y sRNAs de células individuales, y se plantea la posibilidad de aplicarse al

análisis de la cromatina y los complejos RNPs nucleares o citosólicos (Bailey-Serres

2013). Los tejidos deben ser fijados, congelados y seccionados como un paso previo a la

disección con el láser, lo que limita la evaluación de procesos dinámicos. Otras

metodologías para aislar tipos celulares individuales hacen uso de la citometría de flujo,

permitiendo la separación de células o núcleos que expresan una proteína fluorescente

(FACS por fluorescence-activated cell sorting). Dado que las células vegetales poseen
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pared celular, la aplicación de FACS a tejidos vegetales requiere de la preparación de

protoplastos, los cuales son a continuación separados mediante un citómetro de flujo

(Birnbaum et al., 2005). Este procedimiento fue utilizado para analizar los patrones de

expresión de tipos celulares específicos en la raíz de Arabidopsis (Birnbaum et al.,

2003). Los análisis de los tipos celulares específicos en distintos estadíos del desarrollo

o durante condiciones de estrés mostraron que numerosos mRNAs que codifican

factores de transcripción son regulados espacial y temporalmente durante el crecimiento

o en respuesta a cambios en las condiciones ambientales (Brady et al., 2007).

Los métodos mencionados hasta el momento permiten la cuantificación de los

niveles estacionarios de mRNA. Una técnica alternativa que permite investigar a su vez

el nivel de regulación post-transcripcional es aquella basada en la inmunopurificación

de RNA (RIP por RNA immunopurification). Esta metodología, también conocida como

ribonómica, permite acceder a las poblaciones de RNAs específicos asociados a una

RBP.  Ejemplos de RIP incluyen aquellos llevados a cabo con las proteínas PABP o el

eIF4E,  que se unen a los mRNAs poliadenilados o al cap del extremo 5´de los mRNAs,

respectivamente (Tenenbaum et al., 2000, Tenenbaum et al., 2002). Otra utilidad de esta

metodología es el uso combinado de RIP con nucleasas que permiten ubicar la región

protegida por una RBP, tal como fue realizado para 40 RBP de levaduras (Hogan et al.,

2008). Esta metodología también puede ser utilizada para purificar mRNAs asociados a

una RBP en tipos celulares específicos (Roy et al., 2002, Kunitomo et al., 2005,

Takayama et al., 2010).

 Como se mencionó previamente la expresión génica es regulada a múltiples

niveles, entre los cuales se destaca la regulación del inicio de la traducción (Branco-

Price et al., 2005, Kawaguchi and Bailey-Serres 2005). El número de ribosomas

cargados en el transcripto es representativo del balance de las velocidades de iniciación,

elongación y terminación de la traducción. La ultracentrifugación diferencial en

gradientes de sacarosa es el método de rutina utilizado para la purificación y separación

de complejos de mRNA-ribosomas de diferente tamaño basándose en sus coeficientes

de sedimentación. El fundamento del método de separación lleva a que las muestras de

polisomas purificadas contengan también otros complejos de alto coeficiente de

sedimentación, tales como pseudo-polisomas, cuerpos de procesamiento y gránulos de

almacenamiento entre otros mRNPs (Fleischer et al., 2006, Thermann and Hentze 2007,

Halbeisen and Gerber 2009). Más recientemente, se han desarrollado métodos basados
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en la purificación por afinidad o inmunopurificación de ribosomas en traducción

(TRAP, por Translating Ribosome Affinity Purification). El método de TRAP consiste

en la adición de un pequeño epitope al extremo de una proteína ribosomal que permite

la purificación por afinidad del complejo, sin afectar el ensamblado y la función de los

ribosomas o la formación de polisomas. Previamente, la técnica de TRAP había sido

utilizada para la purificación de ribosomas en la levadura Saccharomyces cerevisiae

mediante una fusión de la proteína ribosomal de la subunidad grande RPL25 (por

Ribosomal protein large subunit 25), a un epitope FLAG-His (Inada et al., 2002). En la

primera prueba de concepto de esta metodología en plantas, se seleccionaron proteínas

ribosomales que pertenecen a la subunidad 60S, para llevar adelante la purificación de

ribosomas que excluyan al complejo de preiniciación 43S (Zanetti et al., 2005). El uso

de una proteína ribosomal de la subunidad 60S asegura que los mRNAs purificados en

estos complejos contienen al menos un ribosoma 80S que superó la etapa de iniciación.

Las proteínas seleccionadas en ese estudio, RPL7B, RPL12A, RPL18B y RPL23A

contienen regiones N-terminal o C-terminal localizados en la periferia del ribosoma,

asegurando la exposición del epitope a la superficie del ribosoma  (Figura 7; Zanetti et

al., 2005). El mayor rendimiento de purificación se obtuvo a partir de plantas

transgénicas expresando RPL18B fusionada en su N-terminal a un epitope dual His-

FLAG. Los complejos inmunopurificados contenían rRNA, mRNA y proteínas de

ribosomas citosólicos (Zanetti et al., 2005). El desarrollo de este método ha facilitado

la purificación y análisis de los mRNAs asociados a ribosomas (traductoma), y a

diferencia del método convencional de purificación de polisomas, la técnica de TRAP

no requiere de equipamiento especializado. Posteriormente, la técnica de TRAP fue

utilizada para comparar los cambios en el transcriptoma versus los cambios en el

traductoma (conjunto de mRNAs asociados a la maquinaria traduccional) en plantas

sometidas a diferentes estímulos ambientales o durante distintos estadíos de desarrollo

(Branco-Price et al., 2008, Jiao and Meyerowitz 2010, Juntawong and Bailey-Serres

2012, Ribeiro et al., 2012). Estos estudios pusieron de manifiesto la  importancia del

nivel de regulación traduccional durante estos procesos. La técnica de TRAP fue

adaptada y utilizada también para caracterizar los traductomas de tipos celulares

específicos mediante el uso de promotores que dirigen la expresión de la proteína

FLAG-RPL18 (Mustroph et al., 2009b, Jiao and Meyerowitz 2010). Este sistema

permite la cuantificación del estado traduccional de los mRNAs en cada tipo celular.

Posee como ventaja, respecto a los métodos FACS o LCM, que no se requiere la
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generación de protoplastos o la disección del tejido y es efectivo también para órganos

fotosintéticos. Además, al purificar ribosomas que ya contienen FLAG-RPL18, se

pueden cuantificar cambios rápidos en la traducción en respuesta a un estímulo

ambiental.

Figura 7. Estructura tridimensional de la subunidad mayor 60S del ribosoma eucariota en el esquema mostrado por Klinge

et al., 2011. Las estructuras corresponden a la subunidad 60S de Tetrahymena termophila. A. Vista de la superficie expuesta al

solvente donde se recuadra la proteína RPL18 utilizada para la técnica de TRAP en Arabidopsis. B. Vista de la superficie de unión a

la subunidad 40 S. Las proteínas fueron dibujadas como cintas.

Una técnica más sofisticada que permite monitorear la eficiencia traduccional

con mayor detalle es conocida como Ribo-seq (ribosome profiling sequencing). Ribo-

seq se basa en la inmovilización de los ribosomas en los mRNAs por tratamiento con

cicloheximida (Ingolia et al., 2012) y la digestión del mRNA con nucleasas que

degradan las secuencias no protegidas por el ribosoma. Los fragmentos protegidos (de

aproximadamente 33 nts) son secuenciados mediante tecnologías de última generación,

de manera de identificar la posición que ocupan los ribosomas sobre cada mRNA

individual. Esta técnica fue desarrollada inicialmente en levaduras, y luego aplicada

también a líneas celulares humanas y del pez cebra (zebrafish) para evaluar el impacto

de los miRNAs en la degradación de transcriptos y su represión traduccional (Bazzini et

al., 2012, Djuranovic et al., 2012).
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Hipótesis y Objetivos

Como se ha mencionado anteriormente, los estudios genéticos han sido muy

exitosos en la identificación de genes involucrados en distintas etapas de la simbiosis y

han permitido caracterizar buena parte de la vía de señalización que desencadena el

programa morfogenético de la nodulación. Sin embargo, se requiere la identificación de

otros componentes adicionales para enriquecer el conocimiento sobre esta vía de

señalización. En este sentido, la redundancia génica constituye un obstáculo para la

identificación de nuevos componentes mediante el análisis de mutantes afectadas en la

nodulación. Por otra parte, numerosos estudios han abordado el análisis de los

transcriptomas en las leguminosas modelo M. truncatula y L. japonicus contribuyendo a

identificar nuevos genes involucrados en el proceso asociativo (Lohar et al., 2006,

Benedito et al., 2008, Hogslund et al., 2009, Madsen et al., 2010). Sin embargo, los

niveles estacionarios de mRNAs no siempre muestran una buena correlación con los

niveles de las proteínas que éstos codifican. Se ha señalado que otros niveles de

regulación que incluyen la distribución dinámica de los mRNAs entre complejos

traduccionales, de almacenamiento y de degradación, así como también la degradación

de proteínas contribuyen a esta falta de correlación (Hellmann and Estelle 2002,

Kawaguchi et al., 2004). Además, los estudios de transcriptomas utilizando órganos

completos no han permitido distinguir la contribución de cada uno de los tipos celulares

individuales contenidos dentro de las raíces de leguminosas en etapas tempranas de la

simbiosis fijadora de nitrógeno.

Las hipótesis principales del presente trabajo de tesis son que la regulación a

nivel de la traducción contribuye significativamente a modular la expresión génica

durante la simbiosis con rizobios y, a su vez, que cada tipo celular de la raíz contribuye

diferencialmente a estos cambios globales. Asimismo, también hipotetizamos que los

sRNAs podrían tener un rol regulatorio de la traducción durante la nodulación.

En base a ello, el objetivo general de este trabajo de tesis fue caracterizar los

cambios en los mRNAs y pequeños RNAs asociados a la maquinaria traduccional, tanto

a nivel de la raíz completa, como de los tipos celulares involucrados en los eventos

tempranos de la nodulación. Para ello se utilizó la interacción simbiótica establecida

entre M. truncatula y su par simbiótico Sinorhizobium meliloti.
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Para alcanzar el objetivo general, en este trabajo de tesis nos propusimos los

siguientes objetivos específicos:

1- Poner a punto la técnica de purificación por afinidad de polisomas en raíces

de M. truncatula.

2- Caracterizar los cambios en la asociación a polisomas de mRNAs

involucrados en la vía de señalización de la nodulación en etapas tempranas de la

asociación simbiótica M. truncatula- S. meliloti.

3- Analizar la respuesta de cada tipo celular a nivel de la asociación de los

mRNAs a los polisomas durante la asociación simbiótica.

4- Investigar la asociación de sRNAs a la maquinaria traduccional en raíces de

M. truncatula y los cambios en dicha asociación en respuesta a la inoculación con S.

meliloti.
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Capítulo I. Optimización de la purificación por afinidad de ribosomas

involucrados en traducción (TRAP) en Medicago truncatula

Con el fin de estudiar la contribución de la regulación traduccional a la

expresión génica durante la simbiosis entre leguminosas y rizobios se seleccionó la

especie modelo M. truncatula para desarrollar la técnica de TRAP (Translating

Ribosome Affinity Purification). Esta técnica desarrollada previamente en Arabidopsis

permite la purificación por afinidad de ribosomas en traducción (Zanetti et al., 2005). A

diferencia de la purificación mediante gradientes de sacarosa, TRAP permite aislar los

complejos ribosomales tanto de órganos completos como de tipos celulares específicos

sin requerir de equipamiento especializado. En base a los estudios en Arabidopsis se

decidió utilizar la proteína ribosomal RPL18 de M. truncatula para poner a punto la

técnica de TRAP en esta leguminosa. Para identificar la proteína RPL18 de M.

truncatula se realizó una búsqueda en la base de datos genómica de M. truncatula

utilizando la secuencia de aminoácidos de RPL18B de Arabidopsis y el algoritmo

BLASTp. Se identificaron las proteínas codificadas por los genes Medtr1g083460 y

Medtr7g112880, las cuales presentaron 83,96 % (E=7e-112 ) y 80,75 % (E= 3e-110) de

identidad con la proteína de Arabidopsis, respectivamente (Figura 8).

Medtr1g083460.1    1 MGIDLKAGGKNKKTKRTAPKSNDIYLKLLVKLYRFLVRRTGSNFNAVILKRLFMSKVNKP
Medtr7g112880.1    1 MGIDLKAGGKSKNTKRTEPKSNDIYLKLLVKLYRFLVRRTDSNFNAVILKRLFMSKVNRP
At_RPL18B         1 MGIDLIAGGKSKKTKRTAPKSDDVYLKLTVKLYRFLVRRTNSKFNGVILKRLFMSKVNKA

Medtr1g083460.1   61 PLSLSRLIKYTNGKEGKIAVVVGAITDDVRVNEVPAIKVTALRFTERARARIESAGGECL
Medtr7g112880.1   61 PISLSKMIEYMKGKDGKIGVVVGAVTDDIRVYEVPVLKIAALRFTETARARIEKAGGECL
At_RPL18B 61 PLSLSRLVEFMTGKEDKIAVLVGTITDDLRVHEIPAMKVTALRFTERARARIEKAGGECL

Medtr1g083460.1  121 TFDQLALRAPLGQNTVLLRGPKNAREAVKHFGRAPGVPQSHTKPYVRGKSRKIEKARGKR
Medtr7g112880.1  121 TFDQLALRAPLGQNTVLLRGPKNAREAVKHFGRAPGVPHSHSKPYVRSKGRKQEKARGKR
At_RPL18B       121 TFDQLALRAPLGQNTVLLRGPKNSREAVKHFGPAPGVPHSHSKPYVRAKGRKFEKARGKR

Medtr1g083460.1  181 KSRGFRV
Medtr7g112880.1  181 KSRGFRV
At_RPL18B       181 KSRGFKV

Figura 8. Alineamiento de la proteína RPL18B de Arabidopsis y sus homólogas de M. truncatula. Las secuencias presentadas

corresponden a la proteína At_RPL18B codificada por el gen At3g05590.1 y a sus homólogas de M. truncatula codificadas por  los

genes Medtr1g083460.1 y Medtr7g112880.1. Los residuos encuadrados en negro indican residuos idénticos, mientras que las

sustituciones conservativas se remarcan en gris. Los alineamientos fueron generados con ClustalW utilizando el método neighbor-

joining y formateados con BOXSHADE.

Con el objetivo de seleccionar uno de los dos genes candidatos se analizaron los

niveles estacionarios de los transcriptos correspondientes. Para ello, se utilizó la

información disponible en el Gene Expression Atlas de M. truncatula

(http://mtgea.noble.org/v2/), el cual contiene datos de transcriptomas de distintos
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órganos y en diversas condiciones ambientales (Benedito et al., 2008). Los

identificadores Mtr.52082.1.S1_at y Mtr.42955.1.S1_at del microarreglo de Affymetrix

“Medicago Gene Chip” corresponden a los genes Medtr1g083460 y Medtr7g112880,

respectivamente. Ambos genes presentan niveles de transcripto detectables en todos los

órganos y en todas las condiciones analizadas. En la Figura 9 se muestran los datos

correspondientes a flores, hojas, tallos, raíces y nódulos. Estos datos indican que los

transcriptos de ambos genes se acumulan en forma ubicua en M. truncatula. Sin

embargo, es de destacar que Medtr1g083460 presenta mayores niveles de mRNA que

Medtr7g112880 en los tejidos analizados. Además las mayores diferencias de expresión

entre ambos genes se detectaron en raíz y en nódulos de 4 días post-inoculación.

Medtr1g083460 presenta los mayores niveles de mRNA en raíz que corresponde al

tejido donde se buscó realizar TRAP. Además, este gen codifica la proteína que posee la

mayor similitud con la proteína ribosomal de Arabidopsis. A partir de este análisis se

seleccionó este gen para desarrollar la técnica de TRAP en M. truncatula.

Figura 9. Niveles estacionarios de transcriptos de los genes que codifican RPL18 en M. truncatula. Los datos fueron obtenidos

del M. truncatula Gene Expression Atlas (http://mtgea.noble.org/v2/). Los valores del eje y representan la señal normalizada

correspondiente a los identificadores Mtr.52082.1.S1_at (en azul) y Mtr.42955.1.S1 (en rojo) presentes en el microarreglo

Affymetrix Medicago Gene Chip correspondientes a los genes Medtr1g083460 y Medtr7g112880, respectivamente. Las muestras

corresponden a flores, hojas, tallos, raíces y nódulos formados en M. truncatula a los 4, 10, 14 y 28 días luego de la inoculación con

S. meliloti.
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En base a la secuencia de nucleótidos del gen Medtr1g083460 se diseñaron

primers para amplificar por PCR el marco abierto de lectura utilizando cDNA de raíz

como DNA molde. El producto de PCR purificado fue clonado en el vector binario

p35S:HF (EV) (Zanetti et al., 2005) para obtener la construcción 35S:FLAG-RPL18. La

construcción consta del promotor 35S del virus del mosaico del coliflor (CaMV 35S),

seguido de la secuencia 5` no traducida  del virus del mosaico del tabaco. A

continuación se encuentra el sitio de inicio de la traducción seguido por un epitope dual

conteniendo seis residuos de histidina, un espaciador, el epitope FLAG y un segundo

espaciador previo a la proteína ribosomal. Este último espaciador provee la flexibilidad

que facilita la exposición del epitope FLAG. Finalmente se encuentra la región 3’ no

traducida del gen de la octopina sintasa (ocs) de Agrobacterium tumefaciens (Figura

10). La secuenciación de los plásmidos confirmó la obtención de la construcción

esperada (ver la secuencia en el Anexo I).

Figura 10. Regiones del T-DNA de los plásmidos utilizados para desarrollar TRAP en M. truncatula A. Construcción

35S:FLAG-RPL18 que contiene las secuencias de los bordes derecho (RB) e izquierdo (LB) del T-DNA, el promotor 35S del virus

del mosaico del coliflor completo (CaMV 35S) o mínimo (CaMV 35Sm), las regiones no traducidas 5’ Ω y 3’ ocs, y el gen nptII,

que confiere la resistencia a kanamicina (KanR). Se amplió la región de epitopes fusionada a RPL18. Se presenta la secuencia de

DNA y el péptido codificado por esa región. En azul se destacan los residuos glicina, en verde los de histidina y en rojo los

correspondientes al epitope FLAG. Las flechas negra y blanca indican las regiones de los primers RPL18 fwd y 3`ocs rev,

respectivamente. B. Construcción utilizada como control 35S:HF (EV, empty vector) en la que se expresa sólo el epitope dual que se

amplió en la parte A de la figura.

Dado que la simbiosis fijadora de nitrógeno es un proceso que en la mayoría de

las especies leguminosas, y en particular en M. truncatula,  se desarrolla en la raíz se

decidió utilizar el método de transformación de raíces mediada por Agrobacterium

rhizogenes (Boisson-Dernier et al., 2001). La infección con esta bacteria permite la

generación de plantas compuestas las cuales poseen raíces transgénicas y parte aérea

wild type. Este método de transformación es ampliamente utilizado en estudios de
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simbiosis en la raíz y se ha empleado con éxito en la complementación de mutantes,

tanto en nodulación como en micorrización arbuscular (Boisson-Dernier et al., 2001,

Ane et al., 2004, Gobbato et al., 2012). Las raíces transformadas son seleccionadas en

un medio que contiene el antibiótico cuyo gen de resistencia se encuentra codificada

dentro del T-DNA transferido a las raíces (Figura 11A). Posteriormente se retira la

selección de aquellas plantas que formaron raíces para favorecer el desarrollo del

sistema radical (Figura 11B). La eficiencia de transformación obtenida con las

construcciones 35S:FLAG-RPL18 o control 35S:HF fue cercana al 65 %, porcentaje

similar al obtenido por los autores que describen la técnica (Boisson-Dernier et al.,

2001).

Figura 11. Obtención de plantas compuestas de M. truncatula por transformación con A. rhizogenes. A. Selección con

kanamicina de las raíces transgénicas. A la izquierda se muestra una planta de M. truncatula cuyas raíces contienen la construcción

35S:FLAG-RPL18,  mientras que a la derecha se observa una planta infectada con A. rhizogenes sin plásmido binario luego de la

selección en medio agar-Fahraeus con kanamicina durante 2 semanas. B. Desarrollo del sistema radical de las plantas transformadas

una semana luego de la selección.

A partir de las plantas compuestas generadas se realizó una extracción de RNA

de tejido de raíz para verificar la expresión del transcripto de RPL18 mediante

transcripción reversa (RT) seguida de PCR. La amplificación se realizó utilizando un

primer del inicio de la región codificante de RPL18 y otro dentro de la región 3`UTR

ocs (ver Figura 10). Se detectó un producto de amplificación del tamaño esperado en la

muestra obtenida de raíces transformadas con 35S:FLAG-RPL18 y no así en la muestra

de las raíces transformadas con el vector vacío 35S:HF (Figura 12A). Por otro lado, se

evaluó la expresión de la proteína FLAG-RPL18 en las raíces transformadas mediante

A B
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Western Blot utilizando anticuerpos comerciales que reconocen el péptido FLAG. En

estos ensayos se detectó una proteína con la movilidad electroforética esperada para la

proteína de fusión FLAG-RPL18 (aproximadamente 25 kDa) en los extractos proteicos

de raíces transformadas con la construcción 35S:FLAG-RPL18, pero no de aquellas

raíces transformadas con el vector vacío 35S:HF (Figura 12B).

En un análisis posterior se evaluó la incorporación de la proteína FLAG-RPL18

en los complejos ribosomales. Con este fin, los extractos de raíces transgénicas fueron

ultracentrifugados en un colchón de sacarosa 1,7 M para obtener el precipitado

ribosomal, el que una vez resuspendido fue separado y fraccionado por

ultracentrifugación en gradiente de densidad de sacarosa 20-60 % (p/v) (Figura 13A).

Las fracciones separadas según su coeficiente de sedimentación permitieron detectar la

presencia de monosomas y polisomas (Figura 13B). Un anticuerpo que reconoce la

proteína ribosomal de la subunidad menor S6 (RPS6) de diferentes especies vegetales

(Williams et al., 2003) fue utilizado como marcador de las fracciones ribosómicas y

polisómicas mediante Western blot. La proteína S6 fue detectada en el extracto proteíco

total, el precipitado de ribosomas y en los polisomas de mayor tamaño, es decir mRNAs

unidos a 5 o más ribosomas (Figura 13C). La presencia de la proteína de fusión FLAG-

RPL18 fue detectada por Western Blot en el extracto total, en el precipitado ribosomal y

Figura 12. Evaluación de la expresión de FLAG-RPL18 en raíces

de plantas compuestas A. En el panel superior se muestra la

detección del transcripto FLAG-RPL18-OCS. El RNA total de raíces

transformadas con el vector 35S:HF (EV) o con 35S:FLAG-RPL18 (F-

L18) fue sometido a una reacción de RT-PCR semicuantitativa para

amplificar el transcripto que corresponde al transgén. Se utilizó el

primer RPL18 fwd ubicado al inicio de la región codificante de

RPL18 y el primer 3`ocs rev ubicado en la región 3` ocs indicados en

el esquema de la Figura 10A. El tamaño esperado corresponde a 646

pb. En el panel inferior se muestra la amplificación de un fragmento

del tamaño correcto para el transcripto de ACTINA11 (ACT11) a partir

de las mismas muestras. La calle Sin DNA corresponde al control de

amplificación sin templado y el marcador de peso molecular se indica

a la izquierda. B. Detección de la proteína FLAG-RPL18 mediante

ensayos de Western blot. Extractos proteicos de raíces transformadas

con el vector vacío 35S:HF (EV) o con la construcción 35S:FLAG-

RPL18 (F-L18) fueron separados en un SDS-PAGE 15 % (p/v), y

analizados por inmunoblot con anticuerpos dirigidos contra el péptido

FLAG (α-FLAG). La flecha indica la señal cuya movilidad

electroforética corresponde a la esperada para la proteína FLAG-

RPL18. La masa molecular se indica en kDa.
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en la fracción conteniendo polisomas de mayor tamaño, al igual que S6, pero no en las

fracciones que contenían el sobrenadante post-ribosomal. Este resultado indica que la

proteína FLAG-RPL18 se incorpora eficientemente a los complejos ribosomales,

confirmando la funcionalidad del gen seleccionado como candidato para la técnica de

TRAP.

Figura 13. Incorporación de la proteína FLAG-RPL18 en los complejos ribosomales de las raíces de M. truncatula. A. Los

ribosomas fueron obtenidos mediante ultracentrifugación de extractos totales (S-16) de raíces transformadas con 35S:FLAG-RPL18

en un colchón de sacarosa 1,7 M para obtener el sobrenadante post-ribosomal (S-170) y el precipitado ribosomal (P-170).

Posteriormente P-170 fue fraccionado por ultracentrifugación diferencial en gradiente de densidad de sacarosa de 20-60 % (p/v). B.

Perfil de absorbancia a 254 nm (A254) correspondiente a las fracciones obtenidas luego del gradiente de sacarosa. Se indican las

posiciones correspondientes a monosomas (80S) y polisomas grandes (≥ 5 ribosomas). Se colectó la fracción correspondiente a

polisomas grandes (fracción LP). C. Análisis de las fracciones S-16, S-170, P-170 y LP mediante Western blot con anticuerpos

contra el péptido FLAG (-FLAG) o contra la proteína ribosomal S6 (-RPS6). La masa molecular del marcador se indica a la

izquierda en kDa.

Para evaluar un posible impacto de la sobreexpresión de FLAG-RPL18 en el

crecimiento de la planta, se evaluó la longitud de la raíz y de la parte aérea, el número

de hojas y el número de nódulos desarrollados a 15 días luego de la inoculación con S.

meliloti. Las plantas que expresan FLAG-RPL18 presentaron un fenotipo de desarrollo

y nodulación similar al observado en las plantas transformadas con el vector vacío

35S:HF, tal como lo demuestran los análisis presentados en la Figura 14. Este resultado

es similar al descripto previamente en Arabidopsis, donde las plantas transgénicas que

expresan el gen RPL18B fusionado al epitope FLAG no presentaron alteraciones

fenotípicas (Zanetti et al., 2005).

A B

C
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Figura 14. Evaluación fenotípica de plantas transformadas con el vector vacío 35S:HF (EV) y p35S:FLAG-RPL18 (F-L18).

El número de nódulos por raíz formados en plantas compuestas crecidas en macetas conteniendo perlita:arena en una relación 4:1

fue evaluado luego de 15 días de la inoculación con S. meliloti. El número de hojas, la longitud de parte aérea y la longitud de la raíz

fueron cuantificados en plantas compuestas de 4 semanas. Las barras representan la media ± el desvío estándar. Los resultados

corresponden a un experimento realizado con un mínimo de 20 plantas, representativo de tres réplicas biológicas.

Para evaluar si las raíces de las plantas compuestas que expresan FLAG-RPL18

responden normalmente a la inoculación con rizobio, se cuantificaron los niveles de los

transcriptos de las nodulinas tempranas ENOD11, ENOD12, ENOD40 y del receptor de

citoquininas CRE1 por medio de transcripción reversa seguida de PCR cuantitativa (RT-

qPCR). Los transcriptos elegidos forman parte de las respuestas a nivel molecular que

se desencadenan como consecuencia de la percepción del rizobio y se encuentran en

mayores niveles en raíces inoculadas en comparación con raíces inoculadas con agua

como control. Consistente con los resultados reportados en plantas wild type (Crespi et

al., 1994, Lohar et al., 2006, Moreau et al., 2011), se observó una acumulación de orden

similar de los transcriptos de estas nodulinas tempranas en las raíces 35S-FLAG-RPL18

luego de la inoculación con S. meliloti (Tabla 1).



Capítulo I. Optimización de la purificación por afinidad de ribosomas involucrados en traducción (TRAP) en Medicago truncatula

Tesis doctoral Lic. Mauricio A. Reynoso
38

Tabla 1. Acumulación relativa de mRNAs de marcadores tempranos de nodulación en raíces transgénicas

35S:FLAG-RPL18 y raíces de plantas wild type.

Identificadora Descripción del gen Tiempo Niveles relativos a raíces sin inocular

(hpi) Raíces 35S:FLAG-RPL18 b Raíces wild typec

12 1.31 ± 0.10 1.3

24 1.44 ± 0.20 1.3

X80264 ENOD40

48 2.30 ± 0.68 2.4

AJ297721.1 ENOD11 48 146.76 ± 20.08 224.2

X68032.1 ENOD12 48 2.82 ± 0.08 3.7

Medtr8g106150.1 CRE1 48 1.20 ± 0.19 1.21
a Basado en la versión 3.5 del genoma de M. truncatula o el número de acceso del GenBank.
b Se midió el nivel del transcripto indicado por RT-qPCR en plantas inoculadas con S. meliloti 1021 o con agua como control. Se

muestra el cociente entre ambos valores ± desviación estándar. Los niveles de transcriptos de cada muestra fueron normalizados por

los niveles de HIS3L.
c Datos de niveles de transcriptos cuantificados por microarreglos (Lohar et al., 2006). El valor de ENOD11 corresponde a datos de

RT-qPCR (Moreau et al., 2011).

Los resultados descriptos hasta aquí muestran que la proteína RPL18 de M.

truncatula fusionada a FLAG se incorpora eficientemente en los ribosomas

involucrados en la traducción y que la expresión de la misma no genera cambios en el

fenotipo de desarrollo y nodulación ni en las respuestas moleculares que se generan por

la infección con rizobios.

Una vez obtenidas las plantas compuestas que expresan la proteína de fusión

FLAG-RPL18 se procedió a ensayar la técnica de TRAP en M. truncatula. Los

complejos polisómicos fueron inmunopurificados a partir de extractos de raíces de M.

truncatula siguiendo la metodología descripta para plántulas de Arabidopsis. La

extracción inicial se realizó en el buffer de extracción de polisomas (PEB), que contiene

pH alcalino para evitar que las vacuolas ácidas presentes disminuyan el pH del extracto,

generando las condiciones óptimas para la acción de RNAsas. A su vez, PEB contiene

una alta fuerza iónica para prevenir la degradación de polisomas y disminuir la

susceptibilidad a las RNAsas exógenas, detergentes para permitir la liberación de

polisomas unidos a membranas y citoesqueleto e inhibidores de la elongación de la

síntesis proteica. Además, el buffer contiene EGTA para prevenir la degradación de

RNA. Luego de una homogenización inicial de los extractos obtenidos se realizó un

paso de centrifugación para eliminar los restos celulares (Figura 15A). Con el

sobrenadante obtenido, que es considerado el extracto total, se realizó la incubación con
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el anticuerpo anti-FLAG conjugado a agarosa para permitir la unión a este péptido.

Luego de la incubación se conservó una alícuota del extracto no unido (UB) y se

realizaron lavados con buffer PEB libre de detergentes. Finalmente, se procedió a la

elución por competencia y desplazamiento de la unión del anticuerpo con buffer de

lavado conteniendo el péptido 3X FLAG para obtener la fracción denominada TRAP

(Figura 15A). Ensayos de Western Blot permitieron detectar la presencia de la proteína

FLAG-RPL18 en las fracción TRAP, en el extracto total (S-16) y en menor medida la

fracción UB (Figura 15B). Las muestras S-16 y UB fueron precipitadas con 2

volúmenes de etanol y resuspendidas en buffer de carga de proteínas. Por su parte la

muestra TRAP fue extraída directamente en buffer de carga sobre el buffer de

resuspensión conteniendo PEB libre de detergentes. La diferencia en la migración de la

señal detectada en la muestra TRAP se debe posiblemente a la diferencia en la

composición del buffer de esa fracción. Otros polipéptidos presentes en la fracción

TRAP mostraron una movilidad electroforética y una intensidad similares a los

complejos obtenidos mediante purificación convencional por ultracentrifugación en

colchón de sacarosa (Figura 15C). Algunos polipéptidos detectados exclusivamente en

la fracción del precipitado ribosomal podrían corresponder a componentes de otros

complejos que co-purifican con los ribosomas durante la ultracentrifugación, tales como

pseudo-polisomas, cuerpos de procesamiento o gránulos de almacenamiento (Halbeisen

et al., 2009). La especificidad de la inmunopurificación fue confirmada por la limitada

detección de péptidos en la fracción TRAP obtenida a partir de raíces transformadas con

el vector vacío 35S:HF (Figura 15C).
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Figura 15. Purificación por afinidad de ribosomas en traducción activa (TRAP) en M. truncatula. A. Etapas de la técnica de

TRAP. La purificación se realiza a partir de raíces expresando el epitope FLAG-RPL18 mediante homogeneización en buffer de

extracción de polisomas (PEB). El extracto celular total es centrifugado a 16.000 xg para obtener el sobrenadante S-16. Se realiza la

unión de la proteína de fusión  a los anticuerpos anti FLAG (-FLAG). Se colecta la fracción no unida (UB), luego de 4 lavados se

realiza la elución con el péptido 3X FLAG, y se colecta la fracción TRAP. B. Las fracciones total (S-16), UB y de TRAP a partir de

raíces transformadas con el vector vacío 35S:HF (EV) o 35S:FLAG-RPL18 (F-L18) fueron analizadas por Western blot utilizando

un anticuerpo dirigido contra el péptido FLAG (-FLAG). Las muestras corresponden a aproximadamente un 1 % para S-16 y UB,

y un 10 % para TRAP equivalentes al volumen total utilizado. La migración del marcador de masa molecular se indica a la

izquierda. C. Las proteínas purificadas mediante TRAP, tanto de raíces transformadas con el vector vacío (EV) o con 35S:FLAG-

RPL18 (F-L18) y las proteínas ribosomales preparadas por el procedimiento convencional de ultracentrifugación (P-170) fueron

separadas en un SDS-PAGE 15 % (p/v) y visualizadas mediante tinción con nitrato de plata. El volumen de las fracciones TRAP EV

y F-L18 sembrado fue el mismo. Los asteriscos a la derecha indican bandas diferenciales que se encuentran presentes en la fracción

P-170 y no en las de TRAP. La migración del marcador de masa molecular se indica a la izquierda en kDa.

A partir del extracto total y de la fracción obtenida por TRAP se realizaron

extracciones de RNA. El análisis mediante geles de agarosa permitió detectar la

presencia de los RNA ribosomales (rRNA) 25S y 18S en las muestras de extractos

totales, y de TRAP de tejido que expresa FLAG-RPL18 , pero no en las muestras TRAP

de tejido transformado con el vector vacío 35S:HF (Figura 16A). El rendimiento del

RNA obtenido se estimó en 400-500 ng por ml de tejido pulverizado en las muestras

TRAP y resultó comparable al reportado previamente para raíces de plántulas de

Arabidopsis mediante la misma técnica (Mustroph et al., 2009a). Para evaluar la

presencia de mRNAs en las muestras TRAP se realizó una reacción de RT-PCR

semicuantitativa del transcripto ACTINA11, el cuál se encuentra presente en alta

abundancia (Figura 16B). El uso de primers que se encuentran en dos exones contiguos

del gen permitió establecer tanto la presencia de mRNA, como la ausencia de DNA

genómico contaminante. Se obtuvo un fragmento del tamaño esperado para la
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amplificación del cDNA en las muestras correspondientes a RNA total de raíces

transformadas con el vector vacío 35S:HF o con 35S:FLAG-RPL18 y en la muestra

TRAP de raíces que expresan FLAG-RPL18, pero no fue detectado en la muestra TRAP

de raíces transformadas con el vector vacío 35S:HF. Estos datos confirmaron la

presencia de mRNAs en la muestra de TRAP de raíces 35S:FLAG-RPL18.

Figura 16. Análisis de la presencia de rRNA y mRNA en las fracciones obtenidas mediante TRAP. A. El RNA total o

purificado mediante TRAP a partir de raíces transformadas con el vector vacío 35S:HF (EV) o 35S:FLAG-RPL18 (F-L18) fue

separado por electroforesis en gel de agarosa 1,2 % (p/v). La migración de los rRNAs 25S y 18S se indican a la izquierda. B. El

RNA total y TRAP de raíces transformadas con EV o F-L18 fueron utilizadas en una reacción de RT-PCR semicuantitativa con

primers correspondientes al transcripto de ACTINA11. La primera calle es el control de amplificación sin DNA. El marcador de

peso molecular se indica a la izquierda y el tamaño esperado para la amplificación de ACTINA11 a partir de cDNA a la derecha.

En base a los resultados presentados en este capítulo, fue posible concluir que la

expresión de FLAG-RPL18 en M. truncatula permite la purificación por afinidad de

ribosomas y polisomas, así como los mRNAs asociados a estos complejos RNPs sin

afectar el desarrollo de la planta, la formación de nódulos o la inducción de marcadores

tempranos de la nodulación. Este desarrollo provee una herramienta valiosa para

analizar la regulación traduccional durante procesos biológicos que involucran la raíz de

plantas leguminosas, particularmente de la simbiosis fijadora de nitrógeno.
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Capítulo II. Análisis de la regulación traduccional de genes

involucrados en la simbiosis mediante TRAP

Los estudios de expresión génica a escala genómica han caracterizado los

niveles estacionarios de mRNAs para diversas etapas del proceso de la simbiosis

fijadora de nitrógeno entre M. truncatula y S. meliloti (Lohar et al., 2006, Benedito et

al., 2008, Maunoury et al., 2010, Moreau et al., 2011). Sin embargo, estos datos no

distinguen entre aquellos mRNAs que están siendo traducidos, almacenados en

complejos RNPs o enviados a degradación. En este capítulo se planteó como objetivo

analizar la contribución de la traducción de mRNAs a los cambios en la expresión

génica durante la simbiosis. Para esto se evaluaron los cambios en los niveles de

mRNAs asociados a los complejos traduccionalmente activos durante la simbiosis

fijadora de nitrógeno utilizando la técnica de TRAP. Tal como se mencionó en la

sección Introducción, estudios previos han demostrado que la exposición de las plantas

a ciertas condiciones ambientales puede imponer una inhibición global de la traducción

de mRNAs (Bailey-Serres et al., 2009). Es por ello que, previo a abordar los estudios de

TRAP sobre transcriptos individuales, se evaluó si la infección con S. meliloti afectaba

los niveles globales de transcriptos asociados a los ribosomas y polisomas. Se

obtuvieron extractos totales de raíces wild type de M. truncatula inoculadas por 48

horas con S. meliloti o con agua como control (Mock). Dichos extractos fueron

ultracentrifugados en un colchón de sacarosa 1,7 M para obtener los precipitados

ribosomales, los cuales fueron posteriormente fraccionados por ultracentrifugación en

gradiente de densidad de sacarosa 20-60 % (p/v). Los perfiles de absorbancia obtenidos

a 254 nm se muestran en la Figura 17.

Figura 17. Efecto de la inoculación con S. meliloti sobre

el perfil de polisomas. Extractos totales de raíces de M.

truncatula inoculadas con S. meliloti o con agua como

control (Mock) fueron fraccionados por ultracentrifugación

en gradientes de densidad de sacarosa 20-60% (p/v). Para

cada una de las fracciones se registró el perfil de

absorbancia a 254 nm (A254). Se indican las posiciones de

la subunidad ribosomal 60S, monosomas (80S), polisomas

pequeños (SP por small polysomes, entre 2 y 5 ribosomas

por transcripto) y polisomas grandes (LP por large

polysomes, más de 5 ribosomas por transcripto).
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A partir de los datos de los perfiles de polisomas, se llevó a cabo un análisis

cuantitativo del RNA presente en las fracciones no polisómicas (NP), de polisomas

pequeños (SP, de 2 a 5 ribosomas por transcripto) y de polisomas de mayor tamaño (LP,

más de 5 ribosomas). Este análisis reveló que un 78 % del RNA se encuentra asociado a

los polisomas (fracciones SP y LP) de raíces de plantas wild type inoculadas con agua.

Este valor resultó cercano al reportado previamente para plántulas de Arabidopsis

(Branco-Price et al., 2008). La inoculación de las raíces con S. meliloti no produjo

cambios significativos en el porcentaje de RNA presente en las fracciones NP, SP y LP

respecto a las mismas fracciones de las raíces inoculadas con agua (Tabla 2). Este

resultado indica que la inoculación con S. meliloti no afecta significativamente el perfil

de polisomas de las raíces de M. truncatula, al menos al tiempo evaluado en este estudio

(48 horas luego de la inoculación con rizobio).

Tabla 2. Efecto de la inoculación con S. meliloti sobre la asociación a polisomas.

NP SP LP

Mock 48 hpi 21.7 ± 0.9 20.8 ± 0.2 57.5 ± 0.8

S. meliloti 48 hpi 21.9 ± 0.4 20.4 ± 0.2 57.7 ± 1.0

Se utilizaron raíces de M. truncatula inoculadas con S. meliloti o con agua como control (Mock) luego de 48 horas. El porcentaje de

RNA asociado a cada fracción fue cuantificado por integración del área bajo la curva  para las fracciones conteniendo complejos no

polisómicos (NP), polisomas pequeños (SP) y polisomas de mayor tamaño (LP) dividida por el área total (NP+SP+LP) y

multiplicado por 100. Se presenta la media ± la desviación estándar de dos experimentos independientes. Las diferencias

encontradas entre los valores de raíces inoculadas no resultaron significativas en un test t-Student no apareado de dos colas.

 El análisis de los resultados hasta aquí permitiría descartar un efecto global de

la infección con S. meliloti sobre el estado traduccional de los mRNAs en las raíces de

M. truncatula. Sin embargo, es posible que los transcriptos individuales involucrados en

la interacción cambien su asociación a los polisomas. Para poder cuantificar los niveles

de los transcriptos de interés fue necesario establecer una forma de normalizar los datos.

Con este fin se evaluaron los cambios en la asociación a polisomas de ACTINA11

(ACT11) e HISTONA3L (HIS3L), dos transcriptos usados previamente como genes de

referencia para la normalización de datos de RT-qPCR (Ariel et al., 2010). Se

cuantificaron los niveles de los transcriptos de estos genes en las fracciones de

polisomas (SP+LP) y no polisomas (NP) mediante RT-qPCR, y se normalizaron por la

cantidad de RNA presente en cada fracción. Ambos mRNAs mostraron porcentajes de

asociación a polisomas superiores al 96 % en las raíces no inoculadas, los cuales no se

modificaron significativamente en las raíces inoculadas con S. meliloti (Figura 18). Este
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resultado nos permitió concluir que ambos transcriptos, ACT11 y HISL3, no varían su

asociación a polisomas en respuesta a la inoculación con el rizobio lo que permite su

uso como genes de referencia en muestras de polisomas.

Para investigar si la asociación a polisomas de mRNAs específicos se ve

modificada en las raíces de M. truncatula como consecuencia de la inoculación con S.

meliloti se purificaron los complejos de polisomas de plantas inoculadas con el rizobio o

con agua como control mediante el método TRAP (Figura 19A). A partir de estas

muestras se realizaron extracciones de RNA. Los RNAs obtenidos se analizaron

mediante electroforesis en un gel de agarosa, observándose las bandas correspondientes

al RNA ribosomal en cada uno de los tratamientos (Figura 19B). La presencia de

mRNAs en estas muestras se verificó mediante RT-PCR semicuantitativa del gen

ACT11 (Figura 19C).

Figura 18. Efecto de la inoculación con S. meliloti sobre la

asociación de Actina11 (ACT11) e Histona3L (HIS3L) a

polisomas. La abundancia de los transcriptos fue cuantificada por

RT-qPCR en las fracciones no polisomicas (NP) y polisomicas (P)

de raíces de M. truncatula inoculadas por 48 horas con S. meliloti

(barras grises) o con agua como control (Mock, barras negras). Los

valores fueron normalizados por la cantidad de RNA presente en

cada muestra para tomar en cuenta la diferencia de rendimiento de

RNA. Se expresa el porcentaje de asociación a polisomas

determinado dividiendo las abundancias normalizadas obtenidas

para la fracción P por la suma de las fracciones NP y P, la cual

equivale al nivel total de transcripto. Las barras indican la media ±

la desviación estándar de tres réplicas técnicas. Los resultados son

representativos de 2 réplicas biológicas.
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Figura 19. Purificación de polisomas mediante TRAP en etapas tempranas de la simbiosis fijadora de nitrógeno. A. Plantas

compuestas de M. truncatula transformadas con la construcción 35S:FLAG-RPL18 fueron inoculadas con S. meliloti 1021 (S.me.) o

con agua como control (Mock) por 48 horas. Se colectaron las muestras de extractos totales de raíz (Total) conteniendo polisomas

que incorporaron la proteína FLAG-RPL18 (Polisomas marcados) y otros complejos ribonucleoproteicos (mRNPs). La proteína

FLAG-RPL18 se indica en rojo en la representación de la subunidad mayor del ribosoma. Utilizando la técnica de TRAP se

purificaron los polisomas marcados para obtener las muestras TRAP. B. Se realizó una extracción de RNA a partir de las muestras

obtenidas. Los RNA fueron separados en un gel de agarosa 1,2 % y las bandas fueron visualizadas por tinción con bromuro de etidio

y exposición a luz UV. C. Las muestras de RNA fueron utilizadas en una reacción de RT-PCR semicuantitativa con primers

correspondientes al transcripto de ACTINA11 (ACT11). Los productos de amplificación se separaron en un gel de agarosa 1,5 %

(p/v) y se visualizaron como en B. Se incluyó un marcador de peso molecular y un control de amplificación sin DNA. Se indica el

tamaño esperado para la amplificación de ACT11 a partir de cDNA a la derecha.

A partir de este material se cuantificaron mediante RT-qPCR los niveles de

quince transcriptos individuales involucrados en las vías de señalización activadas

durante la nodulación, tanto en las muestras de RNA total como en las de RNA de

polisomas purificados por TRAP. Para evaluar cuantitativamente la regulación

traduccional independientemente de los cambios a nivel estacionario de mRNA se
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calculó la relación entre la variación a nivel de RNA asociado a polisomas y la

variación a nivel de RNA total para cada transcripto en respuesta a la inoculación con

rizobio. Los transcriptos se clasificaron en tres grupos en base al valor de la relación de

variación en RNA polisómico/variación en RNA total. El grupo A incluye los mRNAs

con un valor igual o mayor a 2, el grupo B contiene mRNAs con un valor entre 0,5 y 2 y

el grupo C los mRNAs con un valor menor a 0,5. Los resultados obtenidos para los

niveles de RNA total y asociados a polisomas para cada uno de estos genes en plantas

inoculadas con S. meliloti o con agua como control se muestran en la Figura 20. El

grupo A, compuesto por transcriptos que muestran evidencias de regulación positiva a

nivel traduccional, incluye los transcriptos que codifican los receptores de tipo quinasa

(RLKs) NFP, DMI2 y CRE1, así como también los factores de transcripción de la

familia GRAS, NSP1 y NSP2 y de la familia NF-Y, NF-YA1 y NF-YC1 (Figura 20A).

Es interesante destacar que los transcriptos correspondientes a los factores de

transcripción NSP1 y NSP2, los cuales forman parte un complejo heterodimérico

(Hirsch et al., 2009), mostraron relaciones de la variación en RNA

polisómico/variación en RNA total en respuesta al rizobio muy similares (3,8 y 4,0,

respectivamente). Asimismo, miembros que son parte de un complejo transcripcional

heterotrimérico (Laloum et al., 2013), como NF-YA1 y NF-YC1, mostraron relaciones

de 2,9 y 2,6 respectivamente. Estos resultados sugieren una regulación traduccional

coordinada para factores de transcripción que actúan en forma conjunta y cumplen un

rol clave en la simbiosis. El grupo B incluye genes que no muestran evidencia de

regulación a nivel traduccional, tales como los que codifican los factores de

transcripción NIN y ERN1 y la nodulina ENOD40. Estos transcriptos presentaron

variaciones similares en las muestras de RNA total y polisomal (Figura 20B). Además

el grupo B incluye a los mRNAs que codifican el receptor LYK3, la E3 ubiquitin ligasa

LIN, una quinasa dependiente de calcio y calmodulina DMI3 y su proteína asociada

IPD3. Estos transcriptos no mostraron cambios significativos ya sea a nivel de RNA

total o de polisomas (Figura 20B). El grupo C tiene como único miembro a DMI1, gen

que mostró un aumento en los niveles estacionarios de mRNA, pero una disminución de

la asociación a polisomas en respuesta a la inoculación (Figura 20C).
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Figura 20. Asociación selectiva de transcriptos a polisomas en respuesta a la inoculación con S. meliloti. Niveles de

transcriptos medidos por RT-qPCR en muestras de RNA total o de polisomas purificados mediante TRAP. Se utilizaron raíces de M.

truncatula que expresan FLAG-RPL18, 48 horas luego de la inoculación con S. meliloti (barras grises) o con agua como control

(Mock, barras negras). Los transcriptos fueron clasificados en tres grupos en base a la relación calculada entre la variación en RNA

polisómico TRAP y la variación en RNA Total en respuesta a la inoculación, valor que se presenta entre paréntesis luego del

nombre del transcripto: A. genes regulados positivamente a nivel traduccional; B genes en los que existe una correlación entre su

regulación transcripcional y traduccional; y C. un gen regulado negativamente a nivel traduccional. Los datos corresponden a la

media ± la desviación estándar de tres réplicas técnicas normalizadas por el nivel del transcripto HIS3L y están expresados relativos

a la condición control. Los asteriscos indican que los valores de muestras inoculadas con S. meliloti son significativamente

diferentes de las muestras Mock en un test t-Student no apareado de dos colas con 0,01 <  P < 0,05 (*) y 0,001 <  P < 0,01 (**).

Para verificar la reproducibilidad de la técnica se analizaron los datos de 2

réplicas biológicas (Figura 21). Se obtuvo una buena correlación para la relación entre

la variación en RNA polisómico y la variación en RNA total en respuesta a la infección

por rizobio (r2=0.84) entre ambas réplicas.
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El análisis de los resultados sugiere que el reclutamiento diferencial de mRNAs

a los polisomas contribuye significativamente a la regulación de genes que son

esenciales para la formación del nódulo, la infección bacteriana o ambos procesos. Para

validar los resultados obtenidos mediante TRAP, se realizaron extracciones de RNA de

polisomas purificados mediante la metodología convencional de ultracentrifugación en

gradientes de densidad de sacarosa. Las fracciones conteniendo 2 o más ribosomas

fueron colectadas juntas para obtener la fracción polisómica (indicada en la Figura 17

como SP y LP) de raíces de plantas inoculadas con S. meliloti o con agua como control.

A partir de estas fracciones se realizó la extracción de RNA total y se determinaron los

niveles de los 15 transcriptos seleccionados (Figura 22). Los cambios obtenidos para los

niveles de mRNAs en las muestras de RNA polisómico purificado convencionalmente

en respuesta a S. meliloti fueron consistentes con los obtenidos mediante TRAP para 13

de los 15 transcriptos analizados. Los transcriptos restantes fueron NFP y NF-YC1,

cuyos niveles se incrementaron en respuesta a la infección en los polisomas aislados por

TRAP, pero no en los purificados convencionalmente. Las discrepancias en la

abundancia de estos transcriptos podrían ser causadas por la contaminación de los

polisomas purificados convencionalmente con otros complejos ribonucleoproteicos de

alto peso molecular, los cuales son excluidos en los inmunopurificados por TRAP. Otra

posible explicación está relacionada con el procedimiento experimental, en el cual la

alta fuerza de centrifugación usada para el fraccionamiento en gradientes de sacarosa

podría causar la disociación de ciertos mRNAs de los complejos polisómicos o bien la

degradación parcial de dichos mRNAs.

Figura 21. Reproducibilidad del efecto de la inoculación

con rizobios en la relación entre los niveles de mRNAs

asociados a polisomas y total en dos réplicas biológicas. Se

realizó un diagrama de dispersión que muestra la relación

entre la variación del nivel de un transcripto individual en

RNA asociado a polisomas (TRAP) y la variación en RNA

total en respuesta a la inoculación con S. meliloti para dos

réplicas biológicas. Los datos se obtuvieron mediante RT-

qPCR y la normalización se realizó por los niveles de HIS3L.

Se indica el coeficiente de correlación de la regresión lineal

(r2). En verde se engloban los genes regulados positivamente a

nivel traduccional; en celeste los que no presentan regulación

a  nivel traduccional y en rosa los regulados negativamente a

nivel traduccional.
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Figura 22. Asociación de mRNAs a polisomas purificados por ultracentrifugación en gradientes de densidad de sacarosa en

respuesta a la inoculación con S. meliloti. Los niveles de los mRNAs seleccionados fueron analizados por RT-qPCR en las

fracciones de polisomas (2 o más ribosomas por mRNA) de raíces wild type inoculadas con S. meliloti (barras grises) o con agua

como control (Mock, barras negras) por 48 horas. Los transcriptos fueron clasificados como: A. regulados positivamente, B. no

regulados y C. regulados negativamente basándose en el cambio de la fracción polisomal en respuesta a la inoculación. Los datos

corresponden a la media ± la desviación estándar de tres réplicas técnicas normalizadas por el nivel del transcripto HIS3L y están

expresados relativos a la condición control. Los asteriscos indican que los valores de muestras inoculadas con S. meliloti  son

significativamente diferentes de las muestras control en un test t-Student no apareado de dos colas, con 0,01 <  P < 0,05 (*); 0,001 <

P < 0,01 (**) y 0,001 > P (***).

 El análisis de los resultados hasta aquí presentados permitió concluir que no se

producen cambios globales a nivel del estado traduccional general evaluado mediante el

análisis de los perfiles de polisomas. Sin embargo, la evaluación del comportamiento

transcriptos individuales evidenció que existirían cambios significativos en el estado
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traduccional en respuesta a la infección con rizobio para genes que cumplen funciones

claves en el desarrollo de la interacción simbiótica.

El análisis de los mRNAs asociados a polisomas en Arabidopsis ha mostrado

que el inicio de la traducción se ve afectado por las características de cada mRNA tales

como la longitud, la estructura secundaria y el contenido CG de las regiones 5` UTR y

3` UTR, así como la longitud del marco abierto de lectura (Kawaguchi and Bailey-

Serres 2005). En base a estos antecedentes se decidió evaluar los parámetros

mencionados en los transcriptos de los grupos A, B y C, los cuales mostraron distintos

comportamientos traduccionales en respuesta a la inoculación con el rizobio (ver Figura

20). Para analizar estas características se realizó una búsqueda en las bases de datos de

secuencias genómicas (www.medicagohapmap.org) y de secuencias expresadas (ESTs;

http://compbio.dfci. harvard.edu/cgi-bin/tgi/gimain.pl?gudb=medicago) para obtener las

secuencias de las regiones UTR (Tabla 3). Cabe mencionar que para los genes NSP2,

NIN, LIN y DMI1 no fue posible obtener información de las regiones 5` y 3` UTR en las

bases de datos consultadas. Por otro lado para los genes NIN y DMI3 no fue posible

obtener información de sus regiones 5` UTR y 3` UTR, respectivamente

A partir de las secuencias obtenidas se predijo la energía libre (ΔG) de las

estructuras secundarias formadas mediante MFOLD (Zuker 2003) y se calculó el

contenido de CG. Las longitudes promedio de las regiones 5`UTR y 3`UTR fueron de

128 pb y 323 pb, respectivamente con un porcentaje CG promedio de 35,2 y 32,6 (Tabla

3). Los valores obtenidos para la longitud y el contenido CG del 5` UTR, así como

también el contenido CG y ΔG del 3`UTR resultaron similares a los reportados

previamente en  Arabidopsis (Kawaguchi and Bailey-Serres 2005). Los genes del grupo

A no presentaron características que los distingan del resto en cuanto a los parámetros

de longitud, contenido CG y energía libre de las estructuras secundarias de las regiones

UTR.
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Tabla 3. Características de los transcriptos involucrados en la señalización de la simbiosis fijadora de

nitrógeno.

Descripción
del gena

Identificador del
genb

Longitud
5` UTR

(pb)c

ΔG 5` UTR
(kCal/mol)d

Contenido
CG

5`UTR
(%)

Longitud
CDS
(pb)c

Longitud
3` UTR

(pb)c

ΔG 3` UTR
(kCal/mol)d

Contenido
CG  3`

UTR (%)

NSP1 Medtr8g020840.1 121 -4.8 30.6 1665 213 -42.6 33.3

NSP2 Medtr3g072710.1 ND ND ND 1527 ND ND ND

NF-YA1 Medtr1g056530.1 88 -18.0 32.9 999 510 -124.6 36.6

NF-YC1 Medtr7g113680.1 88 -14.5 42.0 782 272 -62.4 36.4

CRE1 Medtr8g106150.1 165 -39.9 40.6 3090 483 -105.9 30.4

NFP Medtr5g019040.1 35 1.9 40.0 1788 213 -38.8 29.1

DMI2 Medtr5g030920.1 370 -48.1 31.9 2775 418 -89.8 32.3

IPD3 Medtr5g026850.1 327 -62.8 30.3 1542 313 -51.5 31.5

ERN1 Medtr7g085810.1 75 -2.4 30.7 807 ND ND ND

LYK3 Medtr5g086130.1 28 1.0 35.7 1863 218 -41.7 31.2

ENOD40 X80264 94 -11.7 42.1 48 542 -143.1 35.7

NIN Medtr5g099060.1 ND ND ND 2802 259 -43.4 32.8

LIN Medtr1g090320.1 ND ND ND 4467 ND ND ND

DMI3 Medtr8g043970.1 20 4.3 30.0 1572 ND ND ND

DMI1 Medtr2g005870.1 ND ND ND 2649 ND ND ND

Promedio 128.3 -17,7 35.2 1892 322.9 -68.9 32.6

Genes de
Arabidopsise

(Kawaguchi and
Bailey-Serres

2005)

124.7 -35 39 1268.2 247.8 -69 32

a En verde se indican los genes regulados positivamente a nivel traduccional, en celeste aquellos que muestran correlación entre su

regulación transcripcional y traduccional, y en rosa el transcripto que es regulado negativamente a nivel traduccional.
b Los identificadores de cada gen son los que se indican en el genoma de M. truncatula, y para ENOD40 corresponde al número de

acceso al GenBank.
c Los datos corresponden a las secuencias obtenidas del genoma de Medicago truncatula Mt3.5 v4 de www.medicagohapmap.org y

de la base de datos de secuencias expresadas ESTs del DFCI http://compbio.dfci.harvard.edu/cgi-bin/tgi/gimain.pl?gudb=medicago.

ND corresponde a datos no disponibles en las bases de datos utilizadas.
d El ΔG fue calculado mediante la predicción de estructura del programa MFOLD http://mfold.rna.albany.edu/?q=mfold.
e Los datos de Arabidopsis corresponden al total de los genes analizados por Kawaguchi and Bailey-Serres 2005.

Por otro lado, la secuencia flanqueante al codón de inicio AUG puede afectar la

eficiencia de la iniciación de la traducción, modificando así la asociación de los

transcriptos a polisomas. Se analizó el contexto de inicio de los transcriptos

involucrados en la señalización de la simbiosis fijadora de nitrógeno. En plantas

dicotiledóneas los nucleótidos más frecuentes son A en la posición -3 y G en la posición

+4 (Joshi et al., 1997). Esta característica se conserva para los mRNAs analizados

independientemente de su regulación traduccional en respuesta al rizobio (Figura 23).

Asimismo, los mRNAs seleccionados en este trabajo presentan, a diferencia del

consenso para dicotiledóneas, mayor porcentaje de A en la posición +5. El consenso

para los genes del grupo A presenta a su vez mayor proporción de C y U en la posición -
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2 con respecto al consenso para dicotiledóneas (Figura 23A y B). Por otra parte, los

genes de grupo B analizados presentan al igual que el consenso mayor proporción de A

en la posición -2, pero se diferencian en la posición -1, donde G es el nucleótido

mayoritario (Figura 23A y C). A partir del análisis se encontraron diferencias en las

posiciones -2 y -1 en los contextos de inicio de los genes del grupo A con respecto al

resto de los genes cuantificados. Esta característica diferencial podría cumplir un rol en

la regulación traduccional obtenida para este grupo. Sin embargo, la validación de estos

resultados requiere de la inclusión de un mayor número de genes.

Figura 23. Frecuencia de bases en el contexto del codón AUG de los grupos de transcriptos con diferente regulación

traduccional. A. Representación del contexto de inicio de la traducción de plantas dicotiledóneas según los datos de reportados por

(Joshi et al., 1997). B. Representación del contexto de inicio de la traducción en los transcriptos de M. truncatula regulados

positivamente a nivel traduccional en respuesta a la inoculación con S. meliloti (grupo A; NSP1, NSP2, NF-YA1, NF-YC1, CRE1,

DMI2 y NFP) C. Representación del contexto de inicio de la traducción en los transcriptos de M. truncatula sin evidencias de

regulación traduccional en respuesta al rizobio (grupo B; LYK3, DMI3, IPD3, LIN, NIN, ENOD40, ERN1), El tamaño de cada

nucleótido es proporcional a su frecuencia en cada posición. Las representaciones se construyeron utilizando Weblogo

(http://weblogo.berkeley.edu/).

Con el objetivo de buscar elementos regulatorios en las secuencias UTR de los

transcriptos del grupo A, se realizó un análisis utilizando el algoritmo MEME

(http://meme.nbcr.net/meme/; Bailey et al., 2009), que permite identificar motivos

consenso en un grupo de secuencias nucleotídicas. Utilizando los parámetros

predeterminados del programa se encontraron 3 secuencias conservadas presentes en las

regiones 5` UTR de los genes del grupo A (Figura 24). Las secuencias se denominaron

5UM1, 5UM2 y 5UM3 (por 5` UTR motif) para facilitar su referencia.

-3 -2 -1  +1  +2   +3  +4  +5 -3 -2 -1  +1  +2   +3  +4  +5-3 -2 -1  +1  +2   +3  +4  +5
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Figura 24.  Secuencias consenso encontradas en la región 5` UTR de los transcriptos del grupo A. Se grafican las secuencias

5UM1, 5UM2 y 5UM3 obtenidas a través del programa MEME (Bailey et al., 2009). Los alineamientos indican la posición de la

secuencia consenso a partir del primer nucleótido de la región no traducida para cada transcripto y el valor p calculado para el match

encontrado.

Para verificar la especificidad de los motivos encontrados se utilizó el programa

FIMO (Grant et al., 2011), el cual permite identificar la presencia de estos motivos en

las regiones 5` UTR de un transcripto en particular. Este análisis mostró que los motivos

se encontraban presentes sólo en los transcriptos del grupo A, y no en los de los grupos

B y C (Figura 25). El motivo 5UM1, U[CG]U[AC]UUUCC, fue detectado en los 6

transcriptos regulados positivamente a nivel traduccional, para los cuales se contaba con

5UM1

5UM2

5UM3



Capítulo II. Análisis de la regulación traduccional de genes involucrados en la simbiosis mediante TRAP

Tesis doctoral Lic. Mauricio A. Reynoso
54

la secuencia 5` UTR. El motivo 5UM2, AGG[CG]A[AG][AG][AG], se encontró

presente en los transcriptos CRE1, DMI2, NF-YA1 y NF-YC. Por último 5UM3,

C[AG]AAC[AC]C, fue detectado en los mRNAs que codifican los receptores DMI2 y

CRE1 y los factores de transcripción NSP1 y NF-YC1. Es de destacar que 5UM1 y

5UM2 se encuentran en una ubicación similar en los 5` UTR de NF-YA1 y NF-YC1

respecto del sitio de inicio de la traducción (Figura 25). Para evaluar si la presencia y

ubicación de estos motivos es una característica de la familia NF-Y de M. truncatula, se

buscaron ambos motivos en los 5` UTR de siete miembros NF-YA, doce NF-YB y seis

NF-YC cuya secuencia se encuentra disponible (Laloum et al., 2013). Por un lado, el

motivo 5UM1 fue detectado en los transcriptos NF-YA4 y NF-YB12, y por otro lado, el

5UM2 fue encontrado en NF-YA5. Sin embargo, estos motivos no presentaron

ubicaciones similares a las encontradas para NF-YA1 y NF-YC1. Esta característica de

los 5` UTR podría ser relevante para la expresión de estas subunidades del complejo

NF-Y ya que se presenta en miembros que cumplen un rol clave en la formación del

nódulo.

Figura 25. Localización de los motivos encontrados en la región 5` UTR de los transcriptos del grupo A. Se muestra un

esquema de la región 5`UTR de los transcriptos respecto al codón de inicio AUG. Las cajas rojas, verdes y azules indican la

ubicación de los motivos 5UM1, 5UM2 y 5UM3, respectivamente. Se muestra una escala en que representa la distancia como

cantidad de nucleótidos upstream del AUG.

Por otro lado se realizó una búsqueda de motivos en las regiones 3`UTR de los

transcriptos del grupo A. Se encontraron tres motivos denominados 3UM (por 3`UTR

motif).  El motivo 3UM1,  U[UA]C[CA][ACU][UG][AC]U[GU][GCU]U[AUG][CAG]
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[UA][CAU][AUC][UG][GAU][CU][AG][ACU][CU]U[AC][AC], fue detectado en

todos los transcriptos del grupo A excepto en NF-YC1. El motivo 3UM2,

A[GU]U[AG][AG][UG]UU [GC]GGUA[AC]AAUG[UA]A, estuvo presente en todos

los transcriptos del grupo A. Por último el motivo 3UM3, [AC][AG][CA][UA]

[CG][AU][AUG][CAGU][AC][UA][CU][UCG][CAG][UC][AU]GC[TA][ACGT][GA]

[GT], se detectó en todos los mRNAs de grupo A excepto en el transcripto CRE1

(Figura 26).

Figura 26. Secuencias consenso encontradas en la región 3` UTR de los transcriptos del grupo A. Se grafican las secuencias

3UM1, 3UM2 y 3UM3 detectadas mediante el programa MEME (Bailey et al., 2009). Los alineamientos indican la posición de la

secuencia consenso a partir del primer nucleótido de la región no traducida para cada transcripto y el valor p calculado para el match

encontrado.

3UM1

3UM2

3UM3
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En contraposición a lo observado en las regiones 5` UTR, el análisis mediante

FIMO reveló la presencia de dos de los motivos en transcriptos que no pertenecen al

grupo A (Figura 27). Las secuencias 3` UTR de los transcriptos IPD3 y NIN,

pertenecientes al grupo B, presentaron los motivos 3UM2 y 3UM3, respectivamente.

Sin embargo, los valores p obtenidos en estos transcriptos (4,71.e-05 y 8,81.e-05 para los

motivos 3UM2 e 3UM3, respectivamente) resultaron dos o más ordenes de magnitud

mayores que en aquellos que conforman el grupo A, los cuales presentaron valores de p

que oscilaron entre 3,34.e-0.7 y 6,04.e-13.

Figura 27. Localización de los motivos encontrados en la región 3` UTR de los transcriptos del grupo A. Se muestra un

esquema de la región 3` UTR de los transcriptos analizados con respecto al codón STOP.  Las cajas rojas, verdes y azules indican la

ubicación de los motivos detectados, 3UM1, 3UM2 y 3UM3, respectivamente. Se indica una escala en que representa la distancia

como cantidad de nucleótidos downstream del codón STOP.

A partir del análisis de los mRNAs seleccionados en este estudio se identificaron

secuencias o motivos consenso que están presentes en las regiones no traducidas de

aquellos genes que son regulados positivamente a nivel traduccional en respuesta al

rizobio. Estos podrían representar elementos de respuesta traduccional que regulan

positivamente la expresión génica durante la asociación simbiótica. Vale destacar que el

análisis fue realizado con un número muy bajo de transcriptos, ya que se circunscribió a

aquellos genes para los que se contaba con información sobre su regulación a nivel

traduccional. Con el fin de validar los resultados obtenidos deberá incluirse un mayor

número de transcriptos en el análisis, mejorando la significancia estadística que respalde

la validez de las secuencias identificadas.
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Los resultados descriptos a lo largo de este capítulo permiten concluir que la

inoculación con S. meliloti no afecta los perfiles de polisomas en etapas tempranas de la

interacción simbiótica. Sin embargo, el reclutamiento diferencial de transcriptos a los

polisomas contribuye significativamente a la regulación de mRNAs que codifican

productos claves para la formación del nódulo, la infección bacteriana o ambas.

Además, el análisis in sílico de los mRNAs reveló la presencia de motivos consenso en

las regiones UTR de los transcriptos regulados que podrían participar en el mecanismo

de la regulación traduccional durante la simbiosis.
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Capítulo III. TRAP para la obtención de traductomas de tipos celulares
específicos de la raíz de M. truncatula

Los resultados descriptos en el capítulo anterior indican que existe un

reclutamiento diferencial de los transcriptos a los polisomas y sugieren que esto

contribuiría significativamente a la regulación de genes que codifican productos claves

para la formación del nódulo en etapas tempranas de la interacción simbiótica con S.

meliloti. Estas evidencias fueron encontradas analizando raíces completas, sin embargo,

cada célula dentro de este órgano funciona en procesos especializados que en conjunto

determinan el desarrollo de la simbiosis. La formación de un nódulo funcional depende

de la activación en la raíz de dos programas separados espacialmente: el desarrollo del

nódulo y la infección bacteriana (Oldroyd et al., 2011). La organogénesis del nódulo

comienza con la reactivación de las divisiones celulares en el córtex y el periciclo para

formar el primordio nodular. Mientras que las bacterias ingresan, en la mayoría de las

leguminosas, a través de la formación de hilos de infección en la epidermis. Además,

existen evidencias del establecimiento de una continuidad simplásmica entre el floema,

que transporta metabolitos requeridos para el desarrollo del nódulo, y las células del

primordio nodular durante la formación del nódulo (Complainville et al., 2003). Para

alcanzar una mejor comprensión de este proceso a nivel molecular se requiere de

tecnologías que permitan discriminar la contribución de la regulación génica a nivel de

las células que determinan esta interacción. Como ya se mencionó en sección

Introducción, la técnica de TRAP ha sido aplicada a la obtención de poblaciones de

RNA asociados a los complejos traduccionales a partir de tipos celulares específicos en

plantas de Arabidopsis (Mustroph et al., 2009b, Jiao and Meyerowitz 2010). En este

trabajo de tesis se propuso entonces utilizar esta metodología para aislar polisomas de la

epidermis, córtex y floema de las raíces de M. truncatula, para acceder luego a los

cambios en la asociación de los mRNAs a polisomas en dichos tipos celulares, los

cuales participan activamente en las etapas tempranas de la simbiosis fijadora de

nitrógeno.

Con este objetivo se realizó una búsqueda de promotores que activen

específicamente la transcripción en los tipos celulares mencionados. Se seleccionaron

promotores en base a las evidencias disponibles de ensayos de hibridación in situ y

direccionamiento de la expresión del gen GUS. Muchos de los promotores identificados

con este criterio corresponden a genes cuya expresión es inducida por rizobios, como es
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el caso de las nodulinas tempranas ENOD11, ENOD12 y RIP1 de epidermis (Journet et

al., 1994, Cook et al., 1995, Journet et al., 2001), ENOD40 de córtex (Crespi et al.,

1994) y el receptor de citoquininas CRE1 de córtex (Lohar et al., 2006). Sin embargo, al

aumentar su actividad en respuesta a la inoculación, los niveles de mRNA de FLAG-

RPL18 y de la proteína codificada serían mayores en raíces inoculadas que en raíces sin

inocular. Estas diferencias podrían afectar los rendimientos del TRAP dependiendo del

tratamiento de la raíz. A su vez, la incorporación de FLAG-RPL18 a la subunidad

mayor del ribosoma requiere que la proteína haya sido sintetizada previamente. Los

promotores mencionados activan la transcripción a tiempos similares que los que se

pretende evaluar la regulación traduccional, por lo que se descartó la posibilidad de

utilizarlos en el contexto de la simbiosis. Debido a estas consideraciones se decidió

trabajar con promotores cuya activación no dependiera de la inoculación por rizobio. En

la Tabla 4 se presentan los candidatos seleccionados.

Tabla 4. Promotores utilizados para dirigir la expresión de FLAG-RPL18 en M. truncatula

Promotor Fuente Número de
accesoa

Longitud
(pb)

Tipo celular blanco Referencias

pEXP7 M. truncatula DQ899790.1 324 Epidermis y pelo radical (Kim et al., 2006)

pCO2 Arabidopsis At1g62500 586 Córtex (Heidstra et al., 2004,
Rival et al., 2012)

pPEP Arabidopsis At1g09750 1667 Córtex (Mace et al., 2006)

pSUC2 Arabidopsis At1g22710 2097 Células acompañantes del
floema

(Imlau et al., 1999)

CaMV 35S Virus de mosaico
de coliflor

V00140.1 1343 Raíz completa (Odell et al., 1985)

a Los identificadores de cada gen son los que se indican en el genoma de A. thaliana, para pEXP7 y CaMV 35S corresponde al

número de acceso del GenBank.

Para epidermis y pelos radicales se evaluaron los promotores de los genes

MtPR10-1 y MtEXP7. MtPR10-1 codifica para una proteína relacionada con la

patogénesis y MtEXP7 codifica para una expansina que participaría en el ensamblado de

la pared celular en la morfogénesis del pelo radical (Ramos and Bisseling 2003, Kim et

al., 2006). Para amplificar el promotor de MtPR10-1, se diseñaron primers en base a la

secuencia disponible del gen homólogo de M. sativa MsPR10-1 debido a la ausencia de

MtPR10-1 en la base de datos del genoma de M. truncatula. Dado que no se obtuvieron

resultados en la amplificación a partir de DNA genómico de M. truncatula para

MtPR10-1, se continuó trabajando sólo con el promotor de MtEXP7. Este promotor fue

previamente caracterizado en M. truncatula (Kim et al., 2006). Su secuencia contiene

regiones conservadas en los promotores de expansina de otras especies y activa la
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expresión de GFP específicamente en tricoblastos (Kim et al., 2006). La región

promotora de MtEXP7 se amplificó a partir de DNA genómico de M. truncatula y se

realizó el reemplazo del promotor CaMV 35S en el plásmido 35S:FLAG-RPL18

(Figura 28). La construcción obtenida se denominó EXP7:FLAG-RPL18.

Para el tejido cortical se seleccionaron dos promotores de Arabidopsis, pCO2  y

pPEP, que dirigen la expresión de una proteína de unión a lípidos y una peptidasa del

tipo aspártico, respectivamente (Heidstra et al., 2004, Mace et al., 2006). Para ambos

casos se solicitaron las construcciones generadas previamente, que contienen cada

promotor dirigiendo la expresión la proteína de fusión de FLAG a RPL18B de

Arabidopsis (Mustroph et al., 2009b). Se realizó el clonado con enzimas de restricción

para remplazar el ORF de RPL18B de Arabidopsis por el correspondiente de M.

truncatula (Figura 28). Las construcciones obtenidas se denominaron CO2:FLAG-

RPL18 y PEP:FLAG-RPL18. Un trabajo reciente confirmó que pCO2 de Arabidopsis

dirige la expresión de GUS a las células corticales de M. truncatula (Rival et al., 2012).

En base a esta evidencia se decidió continuar los estudios con la construcción que

contiene el promotor pCO2.

Para el tejido de floema se seleccionó el promotor del gen SUC2 de Arabidopsis

(Tabla 4) que dirige la expresión del transportador de sacarosa 2 en las células

acompañantes del floema, tanto en raíces como en parte aérea (Imlau et al., 1999).

Además, pSUC2 fue utilizado previamente con éxito para la expresión de GFP en raíces

de M. truncatula (Complainville et al., 2003). Al igual que para pCO2, se solicitó la

construcción utilizada para Arabidopsis y se realizó el reemplazo por el ORF de RPL18

de M. truncatula (Figura 28). La construcción se denominó SUC2:FLAG-RPL18

(Figura 28).
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Figura 28. Regiones del T-DNA de los plásmidos utilizados para dirigir la expresión de FLAG-RPL18 en tipos celulares

específicos de la raíz. Las construcciones EXP7:FLAG-RPL18, CO2:FLAG-RPL18, SUC2:FLAG-RPL18 y 35S:FLAG-RPL18

permiten la expresión dirigida por los promotores de expansina pEXP7, de la proteína de unión a lípidos pCO2, del transportador de

sacarosa 2 pSUC2 y del virus de mosaico de coliflor CaMV 35S, respectivamente. Se indican las regiones correspondientes a las

secuencias de bordes derecho (RB) e izquierdo (LB) del T-DNA, el promotor 35S mínimo (CaMV 35Sm), las regiones no

traducidas 5’ Ω  y 3’ del gen de octopina sintasa (ocs), y el gen que confiere la resistencia a kanamicina (KanR), nptII. Se muestra la

secuencia de DNA y proteína de la región correspondiente a los epitopes en la construcción 35S:FLAG-RPL18..En azul se destacan

los residuos de glicina, en verde los de histidina y en rojo a los correspondientes al péptido FLAG.

Para evaluar la actividad de los promotores seleccionados en raíces de M.

truncatula, se realizaron fusiones a GFP. Se utilizaron construcciones que contienen los

promotores pCO2, pSUC2 y CaMV 35S dirigiendo la expresión de GFP fusionada a

RPL18B de Arabidopsis (Mustroph et al., 2009b). Se decidió probar estas

construcciones sin reemplazar la RPL18B en base al alto porcentaje de identidad de

secuencia entre las proteínas de Arabidopsis y la de M. truncatula (Figura 8). En el caso

del promotor pEXP7 se incorporó la secuencia de GFP a la construcción generada para

la expresión de FLAG-RPL18 para obtener la fusión FLAG-GFP-RPL18. Esta

construcción fue verificada por secuenciación (Anexo I). Las construcciones resultantes

(Figura 29A) se introdujeron en A. rhizogenes para generar plantas compuestas y se

visualizaron las raíces transgénicas mediante microscopía confocal de fluorescencia.

Para las raíces transformadas con la construcción 35S:FLAG-GFP-RPL18B, se detectó

fluorescencia en las células de las zonas meristemática y de elongación de la raíz

(Figura 29B y C). La proteína FLAG-GFP-RPL18B mostró un patrón de localización

subcelular disperso entre el citoplasma y el nucleolo (Figura 29C), similar al observado

en células de la raíz de Arabidopsis (Mustroph et al., 2009b). El promotor pSUC2
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dirigió la expresión en las células del floema tal como se observa en la Figura 29D,

donde también se observó una localización citoplasmática y nucleolar. Por otro lado, el

promotor pCO2 dirigió la expresión de FLAG-GFP-RPL18B en células corticales de la

región meristemática de la raíz (Figura 29E), tal como fue reportado previamente (Rival

et al., 2012). Sin embargo, en las células corticales de la zona de elongación, se

detectaron niveles de fluorescencia muy débiles. Este dato también coincide con lo

reportado previamente para la fusión FLAG-GFP-RPL18B bajo este promotor en raíces

de Arabidopsis (Mustroph et al., 2009b). Por último, el promotor pEXP7 dirigió la

expresión a células epidérmicas y tricoblastos (Figura 29F). Estos datos permitieron

confirmar que los promotores utilizados dirigieron la expresión de FLAG-GFP-RPL18B

a los tipos celulares esperados y que la proteína de fusión se acumula en dichos tipos

celulares. Además, estos patrones de expresión y localización subcelular en raíces de M.

truncatula no cambiaron como consecuencia de la infección con S. meliloti (dato no

mostrado). A partir de los resultados obtenidos se decidió continuar con la

transformación de raíces de M. truncatula utilizando las construcciones presentadas en

la Figura 28, las cuales no contienen la fusión a GFP, para aislar los polisomas de los

tipos celulares seleccionados. Si bien la fusión a GFP permite visualizar los tipos

celulares que acumulan la proteína FLAG-GFP-RPL18B, estas construcciones no se

utilizaron para los ensayos de TRAP dado que la proteína de fusión a GFP se incorpora

a los ribosomas, pero los ribosomas que la contienen no se incorporan eficientemente en

los polisomas (Mustroph et al., 2009b).
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Figura 29. Expresión de FLAG-GFP-RPL18B en tipos celulares de la raíz de M. truncatula. A. Se utilizaron construcciones

para dirigir la expresión de GFP fusionada a RPL18 bajo el control de los promotores presentados en la Tabla 4. Se indican las

secuencias de bordes derecho (RB) e izquierdo (LB) del T-DNA, el promotor 35S mínimo (CaMV 35Sm), la región no traducida 3’

ocs, el gen que codifica la proteína GFP y el gen que confiere resistencia a kanamicina (KanR), nptII. Las raíces transformadas

fueron observadas mediante microscopía confocal en plantas compuestas transformadas con FLAG-GFP-RPL18B bajo el control

del promotor CaMV 35S (B y C), pSUC2 (D), pCO2 (E) y pEXP7 (F). Se muestra la distribución entre citoplasma y nucleolo (C).

La barra de escala corresponde a 100 m.

Se obtuvieron eficiencias de transformación cercanas al 65 % para las

construcciones EXP7:FLAG-RPL18, CO2:FLAG-RPL18, SUC2:FLAG-RPL18 y

35S:FLAG-RPL18. A partir de las plantas compuestas generadas se aisló RNA de las

raíces para verificar la expresión del transgén mediante RT-PCR semicuantitativo. Para

la amplificación se utilizó un primer correspondiente al inicio de la región codificante

de RPL18 y otro dentro de la zona 3` no traducida del gen de la octopina sintasa (ocs).

De esta manera sólo se obtiene un producto de amplificación a partir de los transcriptos

provenientes de la expresión del transgén y no del gen endógeno. Se detectó un

producto de amplificación del tamaño esperado para el mRNA FLAG-RPL18-OCS a

partir de raíces transformadas con cada una de las construcciones, mientras que no se

produjo amplificación a partir de raíces transformadas con el vector vacío (Figura 30A).

RPL18B
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Por otro lado, se evaluó la expresión de la proteína FLAG-RPL18 en las raíces

transformadas mediante Western Blot utilizando anticuerpos que reconocen el péptido

FLAG. En estos ensayos fue detectada una proteína con movilidad electroforética de 25

kDa (que corresponde a la masa molecular esperada para FLAG-RPL18) en los

extractos proteicos provenientes de  raíces transformadas con 35S:FLAG-RPL18 y

SUC2:FLAG-RPL18 (Figura 30B). Para CO2:FLAG-RPL18 y EXP7:FLAG-RPL18 no

fue posible detectar la señal, posiblemente debido al bajo número de células que

expresan la proteína y la limitada sensibilidad de la técnica. De acuerdo a lo esperado,

esta señal no fue detectada en las plantas transformadas con el vector vacío.

Figura 30. Evaluación de la expresión de FLAG-RPL18 en raíces de plantas compuestas. A. Detección del transcripto FLAG-

RPL18-OCS (F-L18). El RNA total de las raíces transformadas con las construcciones 35S:HF (EV), 35S:FLAG-RPL18 (35S:F-

L18), EXP7:FLAG-RPL18 (EXP7:F-L18), CO2:FLAG-RPL18 (CO2:F-L18) y SUC2:FLAG-RPL18 (SUC2:F-L18) fue analizado

por RT-PCR para amplificar el transcripto de FLAG-RPL18-OCS que corresponde al transgén expresado. Se utilizó el primer

RPL18 fwd ubicado al inicio de la región codificante de RPL18 y el primer 3`ocs rev ubicado en la región 3`UTR ocs. El tamaño

esperado corresponde a 646 pb. En el panel inferior se muestra la amplificación de ACTINA11 a partir de las mismas muestras. Las

flechas indican el fragmento de amplificación esperado para cada transcripto. B. Detección de la proteína FLAG-RPL18. Western

blot sobre extractos de raíces transformadas utilizando anticuerpos contra el péptido FLAG (α-FLAG). La flecha indica la banda

correspondiente a la proteína FLAG-RPL18. A la izquierda, se indica la masa molecular de los marcadores en kDa. En el panel

inferior se muestra una región de la membrana de nitrocelulosa teñida con Ponceau.

Para evaluar un posible efecto de la expresión de FLAG-RPL18 en estos tipos

celulares sobre el crecimiento y desarrollo de la planta, se evaluó la longitud de la raíz y

de la parte aérea, el número de hojas y el número de nódulos desarrollados 15 días luego

de la inoculación con S. meliloti. No se observaron diferencias significativas en el

desarrollo y la nodulación entre plantas que expresan FLAG-RPL18 y plantas

transformadas con el vector vacío (Figura 31).



Capítulo III. TRAP para la obtención de traductomas de tipos celulares específicos de la raíz de M. truncatula

Tesis doctoral Lic. Mauricio A. Reynoso
65

Figura 31. Evaluación fenotípica de plantas compuestas que expresan FLAG-RPL18 en los diferentes tipos celulares. Se

analizaron plantas transformadas con las construcciones 35S:HF (EV), EXP7:FLAG-RPL18 (EXP7:F-L18), CO2:FLAG-RPL18

(CO2:F-L18), SUC2:FLAG-RPL18 (SUC2:F-L18) y 35S:FLAG-RPL18 (35S:F-L18). El número de nódulos por raíz formados en

plantas compuestas fue evaluado luego de 16 días de la inoculación con S. meliloti. El número de hojas, la longitud de la parte aérea

y la longitud de la raíz fueron cuantificados en plantas compuestas de 20 días. Las barras representan la media ± el desvío estándar.

Una vez descartado un efecto fenotípico evidente por la expresión de FLAG-

RPL18, se procedió a realizar la inmunopurificación de polisomas de los distintos tipos

celulares utilizando el mismo procedimiento que para plantas compuestas transformadas

con la construcción 35S:FLAG-RPL18. La separación del RNA en un gel de agarosa

mostró la presencia de los rRNA 25S y 18S a partir de TRAP de raíces 35S:FLAG-

RPL18 y SUC2:FLAG-RPL18 (Figura 32A). Sin embargo, no fue posible visualizar los

rRNA en muestras TRAP de raíces que expresan FLAG-RPL18 en tipos celulares poco

abundantes como epidermis (pEXP7) y córtex (pCO2). No obstante, una reacción de

RT-PCR semicuantitativa utilizando primers correspondientes a un transcripto

abundante como ACT11 permitió detectar el producto de amplificación a partir del RNA

de TRAP de epidermis, córtex y células acompañantes del floema, confirmando la

presencia de mRNAs en las muestras TRAP provenientes de los diferentes tipos

celulares (Figura 32B). No se obtuvo amplificación del transcripto de ACT11 a partir de

raíces transformadas con el vector vacío (EV), confirmando la especificidad de la

inmunopurificación. Las intensidades de las bandas de amplificación de ACT11 se

correlacionaron con los rendimientos reportados previamente en plántulas de

Arabidopsis utilizando pCO2 y pSUC2 (Mustroph et al., 2013).
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Figura 32. TRAP en raíces de M. truncatula a partir de tipos celulares específicos. A. Se muestra el RNA total o purificado

mediante TRAP a partir de raíces transformadas con el vector vacío 35S:HF (EV) o 35S:FLAG-RPL18 (35S:F-L18) y TRAP de

raíces transformadas con EXP7:FLAG-RPL18 (EXP7:F-L18), CO2:FLAG-RPL18 (CO2:F-L18) y SUC2:FLAG-RPL18 (SUC2:F-

L18). La migración de los rRNAs 25S y 18S se indican a la izquierda. B. Los RNA de muestras TRAP fueron analizados por RT-

PCR semicuantitativa para amplificar el transcripto de ACTINA11. La primera calle es el control de amplificación sin DNA.

En base a los rendimientos obtenidos, se tomó la decisión de aumentar la

cantidad de plantas transformadas con las construcciones cuyo rendimiento de RNA era

muy bajo. Se realizó TRAP a partir de las raíces de plantas compuestas EXP7:FLAG-

RPL18 , CO2:FLAG-RPL18  y SUC2:FLAG-RPL18 inoculadas con S. meliloti o con

agua como control, utilizando cuatro veces el volumen de tejido utilizado para las

plantas 35S:FLAG-RPL18. A pesar de ello, no fue posible visualizar el rRNA en geles

de agarosa. Sin embargo, sí pudo verificarse un aumento en el rendimiento de RNA

determinado por medición de la absorbancia de las muestras a 260 nm. Esto se confirmó

también mediante una cuantificación por RT-qPCR de los niveles de ACT11 en

muestras de TRAP obtenidas a partir de mayor cantidad de tejido inicial (datos no

mostrados).

A partir del RNA obtenido se llevó a cabo la cuantificación de los niveles de los

transcriptos asociados a polisomas en cada tejido en raíces inoculadas con S. meliloti o

con agua como control mediante RT-qPCR. Se cuantificaron los transcriptos de la vía

de señalización de nodulación NFP, CRE1, DMI2, NF-YA1, NF-YC1, NSP1 y NSP2, los

cuales  mostraron regulación traduccional positiva de acuerdo a los resultados

presentados en el Capítulo II. Se verificó el incremento diferencial en respuesta al

rizobio en muestras TRAP de plantas transformadas con 35S:FLAG-RPL18 en

comparación con muestras totales para cada uno de los transcriptos seleccionados

(Figura 33A).
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Figura 33. Asociación selectiva de transcriptos a polisomas de tipos celulares específicos en respuesta a la inoculación con S.

meliloti. A Cuantificación de transcriptos que presentan regulación positiva a nivel traduccional en la raíz completa. B.

Cuantificación de dos transcriptos cuya abundancia y asociación a polisomas aumentan en respuesta a la infección. Se muestran los

niveles de transcriptos medidos por RT-qPCR en muestras de RNA total o asociado a polisomas purificados mediante TRAP. Se

utilizaron raíces de M. truncatula que expresan FLAG-RPL18 bajo el promotor CaMV 35S (35S:F-L18), de floema pSUC2

(SUC2:F-L18), de córtex pCO2 (CO2:F-L18) y de epidermis pEXP7 (EXP7:F-L18). Se inocularon las raíces con S. meliloti (barras

grises) o con agua como control (Mock, barras negras). Las muestras se tomaron a 48 hpi. Los datos corresponden a la media ± la

desviación estándar de cómo mínimo dos réplicas técnicas normalizadas por el nivel del transcripto HIS3L. Los asteriscos indican

que los valores de muestras inoculadas con S. meliloti son significativamente diferentes de las muestras Mock correspondientes a la

misma construcción en un test t-Student no apareado de dos colas con 0,01 <  P < 0,05 (*) y 0,001 <  P < 0,01 (**).
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En cuanto a las muestras TRAP de tipos celulares específicos se puede destacar

que se encontraron respuestas diferenciales para cada transcripto. Los transcriptos del

receptor DMI2 presentaron mayores niveles de mRNAs asociados a ribosomas en

muestras de células epidérmicas. Luego de la inoculación los niveles detectados en

epidermis se incrementaron alrededor de 9 veces (Figura 33A). Este resultado coincide

con los resultados obtenidos a partir de ensayos de fusión del promotor a GUS para este

gen, donde se detectó expresión en células de la epidermis y su acumulación en

respuesta a la inoculación (Bersoult et al., 2005). Sin embargo, en dicho reporte también

se observó tinción en células corticales en respuesta a la inoculación, lo cual no coincide

con los resultados obtenidos mediante TRAP en este tipo celular para el que no se

observaron cambios (Figura 33A). Esta discrepancia puede deberse a diferencias en la

actividad del promotor y/o la abundancia de los transcriptos de DMI2 respecto de su

reclutamiento a polisomas, a la sensibilidad de la técnica en muestras con bajo

rendimiento o a los bajos niveles de expresión de pCO2 en la zona de elongación. Los

transcriptos del receptor de citoquininas CRE1 se detectaron mayoritariamente en

muestras de RNA asociado a los polisomas de células acompañantes del floema (Figura

33A), pero los niveles no variaron significativamente en respuesta a la inoculación.

También se detectaron mRNAs de CRE1 en muestras TRAP de epidermis sin inocular y

se observó una disminución significativa para este tejido en respuesta al rizobio (Figura

33A). Además, se detectaron transcriptos en las muestras TRAP de células corticales

inoculadas. Este resultado está de acuerdo con un estudio previo en el cual el promotor

CRE1 dirigió la expresión del gen GUS en las células corticales de raíces inoculadas con

S. meliloti (Lohar et al., 2006). Para NF-YA1 los mayores niveles se encontraron en las

células epidérmicas. Luego de la inoculación los niveles aumentaron casi al doble en

células epidérmicas y del floema. En oposición a lo encontrado en esos tejidos, no se

detectaron transcriptos de NF-YA1 en las células corticales luego de la inoculación. NF-

YC1 mostró un comportamiento similar al obtenido para NF-YA1 en cuanto a que su

acumulación mayoritaria se encontró en epidermis y floema. En respuesta a la

inoculación se observó un aumento del 60 % de los niveles en floema mientras que en

las células epidérmicas se observó un aumento similar que al igual que la pequeña

variación en córtex no resultó estadísticamente significativa. Los transcriptos de NSP1 y

NSP2 mostraron una acumulación mayoritaria en floema y epidermis, respectivamente.

Ambos transcriptos mostraron una disminución de sus niveles en floema en respuesta a



Capítulo III. TRAP para la obtención de traductomas de tipos celulares específicos de la raíz de M. truncatula

Tesis doctoral Lic. Mauricio A. Reynoso
69

la inoculación cercana al 80 % y 65 %, respectivamente. Esta disminución fue

acompañada de un incremento en las células corticales para NSP1. Para NSP2 si bien se

observó una disminución en células epidérmicas en respuesta a la inoculación, esta

variación no resultó estadísticamente significativa. De todos modos se observó que los

niveles de NSP1 y NSP2 asociados a polisomas aumentan en respuesta a la inoculación

en las muestras de raíces completas (Figura 20 y Figura 33A). Este resultado plantea la

posibilidad de que el incremento en la asociación a polisomas ocurra en otros tejidos de

la raíz que no fueron no analizados en este trabajo. Por último, los transcriptos de NFP

fueron detectados en muestras de TRAP de floema, y éstos no presentaron variaciones

significativas en respuesta a la inoculación. Sin embargo, no fue posible detectar

transcriptos de NFP en muestras TRAP de epidermis y córtex (datos no mostrados).

Posiblemente este resultado se debe al bajo rendimiento de RNA obtenido de epidermis,

ya que en un trabajo previo en donde se ensayó una fusión de promotor NFP a GUS se

observó tinción en pelos radicales de raíces laterales sin inocular y, a 48 horas luego de

la inoculación, en células corticales internas cercanas a los sitios de infección (Arrighi et

al., 2006). Además, este resultado se podría explicar en base a la baja abundancia de los

transcriptos de NFP, tal como se observó para RNA total, lo que dificultaría su

detección en muestras con bajos rendimientos de RNA como TRAP de córtex y

epidermis.

Por otro lado se cuantificaron los niveles de ERN1 y ENOD40 como ejemplos de

dos transcriptos cuyos niveles estacionarios de mRNA y su asociación a ribosomas se

incrementan en respuesta al rizobio. En ambos casos se confirmó este comportamiento

(Figura 33B), obteniéndose para ENOD40 incrementos de un 50 % en respuesta a la

inoculación en muestras de RNA Total y TRAP de plantas 35S:FLAG-RPL18. Este

incremento fue similar para las muestras TRAP de células epidérmicas y del floema,

mientras que el incremento en células del córtex fue cercano a 2 veces. Estos datos

concuerdan con los resultados de hibridación in situ que muestran la presencia de los

transcriptos de ENOD40 en células corticales en división de raíces inoculadas con S.

meliloti (Crespi et al., 1994). Para el caso de ERN1 se encontraron incrementos en los 3

tipos celulares analizados en respuesta a la inoculación (Figura 33B), detectándose los

mayores niveles en células epidérmicas inoculadas. Estos resultados concuerdan con lo

encontrado mediante ensayos de fusión de promotor a GUS (Cerri et al., 2012).
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Los resultados obtenidos en este capítulo muestran que es factible aplicar la

técnica de TRAP para aislar RNA asociado a polisomas de tipos celulares específicos de

la raíz de M. truncatula. La cuantificación de transcriptos individuales de la vía de

señalización activada durante la nodulación mostró que existen comportamientos

diferentes para un mismo transcripto dependiendo del tipo celular examinado. Esto

permite visualizar los cambios en la expresión génica en los tejidos específicos

involucrados las etapas tempranas de la simbiosis fijadora de nitrógeno. Esta validación

abre la posibilidad de realizar estudios a escala global con muestras de tipos celulares

específicos con el objetivo de discriminar la contribución de cada tipo celular al

desarrollo de la simbiosis, contribuyendo así a alcanzar una mejor comprensión del

proceso asociativo.
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Capítulo IV. Análisis de pequeños RNA asociados a la maquinaria

traduccional en etapas tempranas de la simbiosis fijadora de nitrógeno

Los miRNAs de animales pueden actuar tanto a través de la represión de la

traducción como mediante la desestabilización de sus genes blanco (Fabian et al., 2010,

Guo et al., 2010). Si bien aun no se conocen los detalles del mecanismo de acción a

nivel traduccional, se ha encontrado que los miRNAs se asocian a polisomas (Maroney

et al., 2006, Nottrott et al., 2006). En plantas, por el contrario, ha sido largamente

aceptado que los miRNAs actuarían principalmente mediante el clivaje de sus

transcriptos blanco (Voinnet 2009). Sin embargo, estudios llevados a cabo en la

dicotiledónea modelo A. thaliana han sugerido que los miRNAs también podrían actuar

limitando la traducción de sus mRNAs blanco (Aukerman and Sakai 2003, Chen 2004,

Brodersen et al., 2008, Lanet et al., 2009, Yang et al., 2012). Estas evidencias nos

llevaron a plantear como objetivo investigar la asociación de sRNAs a la maquinaria

traduccional en raíces de M. truncatula y los cambios en dicha asociación en respuesta a

la inoculación con S. meliloti.

El primer paso fue seleccionar los sRNAs a ensayar en este estudio. El análisis

se enfocó en sRNAs que poseen una función asignada durante el proceso de nodulación,

o bien aquellos cuyos niveles se modifican significativamente en nódulos. Una lista

completa de los sRNAs evaluados, así como sus mRNAs blanco, se presenta en la Tabla

5. Se seleccionaron los miRNAs de 21 nts miR166, miR169 y miR171, cuyos mRNAs

blanco son los factores de transcripción HD-Zip III, NF-YA y NSP2, respectivamente,

los cuales han sido involucrados en la nodulación y/o infección rizobiana (Combier et

al., 2006, Boualem et al., 2008, De Luis et al., 2012). También se incluyeron en el

estudio miRNAs que aumentan sus niveles estacionarios en nódulos de M. truncatula

respecto de raíces no inoculadas: miR160, miR172 y miR2609 (Lelandais-Briere et al.,

2009). Asimismo, se incluyeron los miRNAs miR390 y miR396, ya que sus niveles

disminuyen en nódulos respecto a raíces no inoculadas (Lelandais-Briere et al., 2009) y

el tasiARFs, derivado del clivaje del precursor de TAS3 por acción de miR390

(Jagadeeswaran et al., 2009). Además se estudiaron los miRNAs de 22 nt miR1509 y

miR2118, que han sido caracterizados como altamente abundantes en M. truncatula y

llevan a la producción de phasiRNAs derivados de transcriptos de la familia NBS-LRR

(Zhai et al., 2011).
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Para investigar la asociación de estos sRNAs a polisomas, se cuantificaron los

sRNAs seleccionados en muestras de RNA total y TRAP mediante RT-qPCR. Para ello,

se utilizó el kit miScript comercializado por la empresa QIAGEN. Como se muestra en

la Figura 34, el sistema consiste en la poliadenilación de los extremos 3` de los sRNAs

seguido de la transcripción reversa, utilizando un primer que contiene una región poliT

y una secuencia correspondiente al primer denominado universal por el fabricante. A

partir del cDNA sintetizado es posible amplificar por PCR cada sRNA con un primer

específico para el sRNA a medir y el primer universal, cuya secuencia se encuentra

dentro del producto de la transcripción reversa. Este procedimiento reduce la

hibridación inespecífica encontrada en ensayos de Northern blot y es altamente sensible,

permitiendo la detección de sRNAs a partir de 10 pg de RNA inicial (Lee et al., 2007).

Esta metodología ha sido utilizada previamente para cuantificar miRNAs maduros en

RNA aislado de polisomas de células humanas (Janas et al., 2012).

Utilizando el sistema descripto se realizó la amplificación de los sRNAs

seleccionados a partir de muestras de RNA total y polisomal (aislado por TRAP). Los

productos de amplificación obtenidos fueron evaluados mediante separación en geles

agarosa y curvas de melting. A modo de ejemplo se presentan las curvas de melting de

los productos de amplificación de miR160 y miR169 (Figura 35A). La presencia de un

único pico simétrico en las curvas de melting y la observación de una única banda en los

geles de agarosa (dato no mostrado) sugiere la amplificación de un fragmento único.

Con el fin de validar la especificidad de la amplificación por PCR, el producto de la

reacción de sRNAs seleccionados se clonó en el vector pGEM-T-Easy, se transformaron

bacterias y se tomaron dos colonias para la secuenciación de los plásmidos. Para ambas

Figura 34. Esquema del sistema

miScript para cuantificar sRNAs. Se

representan los pasos de poliadenilación de

los sRNAs y la transcripción reversa

utilizando un primer cuya secuencia

incluye, además de una secuencia de poliT

(Tn), una secuencia de nucleótidos

denominada universal. A partir del cDNA

generado, los niveles de sRNA son

cuantificados mediante qPCR utilizando el

primer universal y otro correspondiente al

sRNA de interés.
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colonias se obtuvieron lecturas correspondientes al sRNA esperado en cada uno de los

casos (Anexo I). Para analizar la relación entre el ciclo umbral de detección (Ct) y la

cantidad de RNA en la reacción, se realizaron amplificaciones con distintas

concentraciones de RNA inicial. Las curvas de amplificación obtenidas para miR160 y

miR169 se presentan en la Figura 35B. A partir de las curvas se calculó el Ct y se

graficó en función del logaritmo de la concentración de RNA, obteniendo en ambos

casos coeficientes de regresión lineal (r2) superiores a 0,99 (Figuras 35B y C). Para los

otros sRNAs analizados en este estudio se obtuvieron r2 superiores a 0,96 (datos no

mostrados). Estos resultados indican que el sistema miScript permite cuantificar con

alta sensibilidad los niveles de los sRNAs seleccionados a partir de muestras de RNA de

plantas.

Figura 35. Cuantificación de miRNAs mediante RT-qPCR utilizando el sistema miScript. A. Curvas de melting de los

productos de amplificación correspondientes a miR160 y miR169. B. Curvas de amplificación de qPCR para miR160 y miR169

utilizando diferentes concentraciones iniciales de RNA: 1, 3 ng, 2, 1 ng, 3 0,333 ng, 4 0,111 ng y 5 0,037 ng en un volumen final de

20 ul. Las reacciones se realizaron por duplicado. C. Regresiones lineales entre el ciclo de umbral de detección y el logaritmo de la

concentración de RNA para las amplificaciones de miR160 y miR169. Se muestran los coeficientes de regresión linear r2 obtenidos.

RFU indica unidades relativas de fluorescencia.
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Utilizando esta metodología se cuantificaron sRNAs individuales tanto en

muestras de RNA total como en RNA polisomal TRAP. En la Tabla 5 se muestran los

sRNAs seleccionados, sus mRNAs blanco y la proporción de sRNA asociada a

polisomas, calculada como la relación entre la abundancia relativa en el RNA polisomal

y la abundancia en el RNA total de raíces no inoculadas. Es de destacar que la mayoría

de los sRNAs presentan una proporción de asociación a polisomas relativamente baja

(0,01-0,16), a excepción de los miR172, miR2609 y miR169, cuyas proporciones de

asociación a polisomas fueron de 0,42, 0,27 y 0,20, respectivamente. Este resultado

indica que existe una fuerte variabilidad en la proporción de sRNAs presente en la

fracción de polisomas, lo que podría estar relacionado con su modo de acción y su

posible rol en la regulación de la traducción de los genes blanco. Esta variabilidad

podría relacionarse también con el grado de asociación a polisomas de sus mRNAs

blanco.

Tabla 5. sRNAs de M. truncatula seleccionados y su grado de asociación a polisomas.

sRNA Longitud (nt) TRAP/TOTALa Familia génica blanco Referencia

miR160 21 0,07 ARF8/16/17 (Lelandais-Briere et al., 2009)

miR166 21 0,01 HD-Zip class III (Boualem et al., 2008)

miR167 21 0,05 ARF2/3/4 (Lelandais-Briere et al., 2009)

miR169 21 0,20 HAP2/NF-YA (Combier et al., 2006)

miR171 21 0,02 GRAS TFb (NSP2) (Devers et al., 2011)

miR172 21 0,42 AP2 TFb (Lelandais-Briere et al., 2009)

miR390 21 0,02 TAS3 (Jagadeeswaran et al., 2009)

miR396 21 0,02 GRF1/2/4c (Lelandais-Briere et al., 2009)

miR1509 22 0,16 Posible TFb (Zhai et al., 2011)

miR2118 22 0,05 NBS-LRRs (Zhai et al., 2011)

miR2609 21 0,27 Proteínas de resistencia

a enfermedad

(Lelandais-Briere et al., 2009)

tasiARFs 21 0,02 ARF2/3/4 (Zhai et al., 2011)

a La relación de TRAP/TOTAL fue calculada dividiendo las abundancias normalizadas de cada sRNA en muestras TRAP y total.
b Factores de transcripción (TF)
c TF del tipo GRF por Growth Regulating Factors

Para evaluar si existen cambios en los niveles de asociación a polisomas de los

sRNAs durante la simbiosis, se cuantificaron los niveles de cada sRNA en RNA total y

polisomal TRAP de raíces luego de 48 horas de la inoculación con S. meliloti o con
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agua como control (Mock; Figura 36A). En las muestras de RNA total, la mayoría de

los sRNAs no mostraron cambios significativos en la abundancia relativa, al menos al

tiempo post-inoculación analizado en este trabajo. Las excepciones fueron miR1509 y

miR2609, con una reducción de 40 % y 35 %, respectivamente. En las muestras de

RNA TRAP, los niveles de miR166 y miR396 se incrementaron 1,7 y 1,5 veces en

muestras inoculadas respecto a las inoculadas con agua. Dado que el grado de

asociación a polisomas resultó muy bajo para ambos miRNAs (ver Tabla 5), no se

profundizó su estudio. Por otra parte, miR169 mostró una disminución significativa

(~60 %) en las muestras de TRAP de raíces inoculadas con S. meliloti respecto de las

inoculadas con agua, sin embargo sus niveles no variaron significativamente en las

muestras de RNA total. Este resultado sugiere que una fracción significativa de miR169

se disocia de los complejos polisómicos en respuesta a la infección rizobiana. Es

interesante notar que el mRNA blanco NF-YA1 contiene 2 sitios de unión a miR169

localizados en la región 3` UTR (Combier et al., 2006), una característica común de los

miRNAs que actúan a nivel de la regulación traduccional en animales (Bartel 2009). A

pesar de que experimentos de 5´ RACE y degradoma han mostrado que NF-YA1 es

clivado en el primer sitio de reconocimiento de miR169 (Devers et al., 2011), los

resultados presentados en el Capítulo II (Figura 20) revelaron que NF-YA1 estaría sujeto

a una regulación positiva a nivel traduccional luego de la inoculación con S. meliloti.

Esto nos llevó a evaluar los cambios en los niveles de la proteína NF-YA1 en la

interacción simbiótica. Ensayos de Western blot revelaron que NF-YA1 se acumulaba a

mayores niveles (~35 %) en las raíces inoculadas con S. meliloti que en aquellas

inoculadas con agua (Figura 36B). El hecho de que la abundancia de miR169 disminuya

en respuesta al rizobio en las muestras TRAP sugiere que miR169, además de actuar por

un mecanismo de clivaje del mRNA blanco, podría contribuir a la represión

traduccional de NF-YA1 observada en etapas previas a la  inoculación.
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Figura 36. Cambios en la asociación de sRNAs a polisomas en respuesta a la inoculación con S. meliloti. A. Niveles de sRNA

analizados por RT-qPCR en RNA total y polisomal TRAP obtenidos a partir de raíces inoculadas con S. meliloti (barras grises) o

con agua como control (Mock, barras negras) luego de 48 horas de tratamiento. Los datos corresponden a la media ± la desviación

estándar de tres réplicas técnicas normalizadas por el nivel del transcripto HIS3L y están expresados relativos a la condición control.

Los asteriscos indican que los valores de las muestras inoculadas con S. meliloti son significativamente diferentes de las muestras

Mock en un test t-Student no apareado de dos colas con 0,01 <  P < 0,05 (*), 0,001 <  P < 0,01 (**) y 0,001 > P (***). Los datos son

representativos de al menos dos experimentos independientes. B. Western blot utilizando anticuerpos contra NF-YA1 (-NF-YA) a

partir de raíces transformadas con 35S:FLAG-RPL18 (F-L18) luego de 48 horas de la inoculación con S. meliloti (S. me.) o agua

como control (Mock). El panel inferior muestra la tinción de la membrana por Ponceau. La flecha indica la posición de la proteína

NF-YA1 y el asterisco indica una banda no específica. La masa molecular del marcador se indica a la izquierda en kDa.

Uno de los miRNAs seleccionados en este estudio fue miR390, el cual activa la

producción de tasiARFs por el clivaje del transcripto no codificante TAS3. La

cuantificación de sus niveles luego de la inoculación mostró una disminución cercana al

70 % en RNA total y un incremento del 30 % en polisomas TRAP de raíces inoculadas

con respecto a la condición Mock (Figura 37A). Concomitante con la disminución a

nivel de RNA total, su mRNA blanco TAS3 presenta un pequeño aumento en la muestra

de RNA total, sin que se observen variaciones en la fracción asociada a polisomas. La

acción de miR390 sobre el transcripto no codificante TAS3 produce tasiARFs, (trans-

acting small interference RNAs) que actúan regulando los niveles de los mRNA de los

factores de respuesta a auxina ARF2, ARF3 y ARF4. Los niveles de tasiARFs

presentaron una reducción de aproximadamente un 40 % en el RNA total de raíces



Capítulo IV. Análisis de pequeños RNA asociados a la maquinaria traduccional en etapas tempranas de la simbiosis fijadora de

nitrógeno

Tesis doctoral Lic. Mauricio A. Reynoso
77

inoculadas respecto de aquellas tratadas con agua. Consistentemente, los mRNAs ARF2,

ARF3 y ARF4 aumentaron sus niveles en RNA total en respuesta al rizobio (Figura

37B), mientras que en las muestras TRAP se observó un incremento significativo en los

niveles de transcripto sólo para el caso de ARF2.

Figura 37. Niveles relativos de sRNAs y transcriptos de la vía de los tasiARFs en RNA total y polisomal TRAP en raíces

inoculadas y control. A. Niveles relativos de miR390 y su transcripto blanco TAS3. B. Niveles relativos de tasiARFs, y de sus

transcriptos blanco ARF2, ARF3 y ARF4. Los niveles de sRNAs y mRNAs fueron analizados por RT-qPCR en RNA total y

polisomal TRAP a partir de raíces inoculadas con S. meliloti (barras grises) o con agua como control (Mock, barras negras) luego de

48 horas del tratamiento. Los datos corresponden a la media ± la desviación estándar de tres réplicas técnicas normalizadas por el

nivel del transcripto HIS3L y están expresados relativos a la condición control. Los asteriscos indican que los valores de muestras

inoculadas con S. meliloti son significativamente diferentes de las muestras control en un test t-Student no apareado de dos colas con

0,01 < P < 0,05 (*) y 0,001 <  P < 0,01 (**).

Los resultados presentados indican una relación entre la vía regulatoria iniciada

por miR390 y la respuesta al rizobio, por lo cual se decidió evaluar si miR390 y los

tasiARFs podrían cumplir alguna función en la formación de nódulos en la asociación

simbiótica entre M. truncatula y S. meliloti. Estudios previos llevados a cabo en

Arabidopsis mostraron que miR390 se expresa principalmente en los sitios de iniciación

de las raíces laterales, donde dispara la producción de tasiARFs y la represión de la

expresión de sus blancos ARF2, ARF3 y ARF4, promoviendo así el crecimiento de las

raíces laterales (Marin et al., 2010). Con el objetivo de evaluar el efecto de miR390

sobre la nodulación y el crecimiento de las raíces laterales en M. truncatula se utilizó

una estrategia de sobrexpresión del precursor de miR390. En el genoma de M.

truncatula se identificaron dos genes que codifican para miR390, los cuales se

denominaron miR390a y miR390b. El análisis de la secuencia indica que ambos genes

producirían el mismo miRNA maduro, por lo que se seleccionó el miR390b para su

sobrexpresión. La región de T-DNA del vector vacío se denominó 35S:GAT, mientras
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que la que contiene el precursor de miR390b (pre-miR390b) bajo el control del

promotor constitutivo CaMV 35S se denominó 35S:miR390b (Figura 38). Además el

vector posee el gen nptII que permite la selección de las raíces mediante crecimiento en

un medio con kanamicina y el gen de la proteína verde fluorescente GFP bajo el

promotor del gen rolD, lo que permite distinguir las raíces transgénicas fluorescentes de

aquellas no-transgénicas bajo luz UV.

Figura 38. Esquema del T-DNA del vector utilizado para sobreexpresar el precursor pre-miR390b (A) y del vector control

pK7WG2D (35S:GAT; B). Se muestran las secuencias de los bordes derecho (RB) e izquierdo (LB) del T-DNA, el promotor 35S

del virus del mosaico del coliflor (CaMV 35S) y su terminador (T 35S); el gen que confiere la resistencia a kanamicina (KanR) nptII

bajo el control del promotor de la nopalina sintasa (nos) de A. tumefaciens y el gen que codifica la proteína verde fluorescente Egfp

bajo el control del promotor rolD de A. tumefaciens. También se indican las regiones attR1 y attR2 de recombinación sitio

específica del sistema GATEWAY y el gen ccdB, que inhibe la DNA girasa de Escherichia coli.

Las construcciones 35S:GAT y 35S:miR390b fueron introducidas en raíces de

M. truncatula mediante transformación mediada por A. rhizogenes y se cuantificaron los

niveles de miR390 en las raíces transgénicas. La sobrexpresión resultó en un incremento

de 2,3 veces en las raíces 35S:miR390b respecto de las raíces transformadas con el

vector vacío 35S:GAT (Figura 39).

Teniendo en cuenta que la sobreexpresión de TAS3 afectó la longitud de las

raíces laterales en Arabidopsis (Marin et al., 2010), se cuantificó su longitud en las

plantas compuestas que llevan la construcción 35S:miR390b o 35S:GAT. Como se

ilustra en la Figura 40A, las plantas que sobreexpresan pre-miR390b presentaron raíces

Figura 39. Sobreexpresión del precursor de miR390. Los niveles de

miR390 fueron cuantificados por RT-qPCR en RNA total de raíces

transformadas con 35S:GAT (barras negras) y 35S:miR390b (barras

blancas). Los datos corresponden a la media ± la desviación estándar de tres

réplicas técnicas normalizadas por el nivel del transcripto HIS3L, y se

expresan en relación a los niveles normalizados en raíces 35S:GAT. El

asterisco indica que los valores de las muestras son significativamente

diferentes en un test t-Student no apareado de dos colas con P < 0,1 (*).
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laterales con una longitud promedio 80 % superior a las desarrolladas en las plantas

35S:GAT (Figura 40B).

Figura 40. Efecto de la sobreexpresión de pre-miR390b en la formación de raices laterales y nódulos. A. Fotos de una planta

control 35S:GAT y una 35S:miR390b ilustrando el mayor crecimiento de las raíces laterales en las plantas 35S:miR390b. B. La

longitud de las raíces laterales fue cuantificada en plantas compuestas de 4 semanas. Las barras representan la media ± el error

estándar. Los datos corresponden a una réplica biológica en cada caso con más de 30 raíces analizadas para cada construcción. Los

asteriscos indican que los valores de las muestras son significativamente diferentes en un test t-Student no apareado de dos colas con

P< 0,001 (***). C. Fotos de las raíces de una planta 35S:GAT y una 35S:miR390b ilustrando el menor número de nódulos

desarrollados en las raíces que sobreexpresan pre-miR390b. Las flechas señalan la presencia de nódulos. D. El número de nódulos

por raíz formados en plantas compuestas fue evaluado a los 8 días y 15 días luego de la inoculación con S. meliloti. Los asteriscos

indican que los valores de las muestras son significativamente diferentes en un test t-Student no apareado de dos colas con P< 0,1

(*).

También se analizó el efecto de la sobreexpresión de miR390 sobre la capacidad

de formar nódulos luego de la inoculación con S. meliloti. Se observó una disminución

en la cantidad de nódulos formados en plantas que sobrexpresan pre-miR390b con

respecto a las plantas 35S:GAT al cabo de 8 y 15 dpi con S. meliloti (Figura 40C y D).

Además, un 20 % de las plantas 35S:miR390b no formaron nódulos, mientras que esto

sucedió solamente en el 10 % las plantas 35S:GAT. Este ensayo sugiere que el miR390

regularía negativamente la formación de nódulos en M. truncatula. Sin embargo, cabe

destacar que los resultados mostrados corresponden a una sola réplica biológica y se

requieren datos provenientes de ensayos independientes para respaldar esta conclusión.

*
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Los resultados presentados en este capítulo muestran que los sRNAs, incluyendo

miRNAs de 21 y 22 nts y tasiRNAs, se asocian a complejos traduccionales en forma

dinámica, modificándose su grado de asociación en respuesta la formación de nódulos.

Estos cambios se podrían correlacionar con cambios en el estado traduccional de los

mRNAs blanco. El caso particular de miR169 y NF-YA1 sería un ejemplo de este tipo

de regulación. Por otro lado, se encontró que la abundancia de miR390 disminuye

significativamente en las muestras de RNA total en respuesta a la inoculación, y esto se

ve acompañado de una disminución de los niveles de tasiARFs y un incremento

significativo de los mRNAs ARF2, ARF3 y ARF4. Por último, ensayos preliminares

mostraron que la sobreexpresión de pre-miR390b ejercería un efecto positivo sobre el

crecimiento de las raíces laterales, pero afectaría negativamente la formación de nódulos

en raíces de M. truncatula.
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Discusión

1. Reclutamiento selectivo de transcriptos a complejos traduccionales en respuesta

a la inoculación

La traducción de mRNAs es un proceso que contribuye significativamente a

coordinar y modular la expresión génica durante el desarrollo o la adaptación de las

plantas a condiciones ambientales variables (Bailey-Serres et al., 2009). La estabilidad

de los mRNAs y la eficiencia de su traducción es regulada también por la acción de

sRNAs regulatorios, los cuales poseen funciones claves durante diversos procesos

biológicos (Voinnet 2009). En el presente trabajo de tesis planteamos como hipótesis

que el nivel de regulación traduccional contribuye significativamente a los cambios en

la expresión génica que tienen lugar durante las etapas tempranas de la simbiosis

fijadora de nitrógeno y a su vez que cada tipo celular de la raíz contribuye

diferencialmente a estos cambios. Asimismo se consideró que los sRNAs podrían tener

un rol regulatorio de la traducción durante la simbiosis. Para contrastar dichas hipótesis

y obtener evidencias de la importancia de la regulación traduccional durante este

proceso asociativo, se caracterizaron los cambios en los mRNAs y sRNAs asociados a

la maquinaria traduccional en respuesta a la inoculación con rizobio. Para ello se aplicó

la técnica de TRAP (Zanetti et al., 2005) a raíces de M. truncatula. Esta técnica permite

la purificación por afinidad de ribosomas y polisomas que llevan una proteína ribosomal

fusionada a un epitope FLAG.

Como paso previo a la caracterización de mRNAs y sRNAs individuales, se

evaluó el efecto de la infección con S. meliloti sobre los niveles globales de transcriptos

asociados a los ribosomas y polisomas. La inoculación con S. meliloti no modificó

significativamente los perfiles de polisomas de raíces de M. truncatula, al menos al

tiempo evaluado en este estudio (48 horas luego de la inoculación con rizobio). Este

mismo comportamiento se observó durante etapas tempranas de las interacciones planta

– patógeno como la infección de cebada por el hongo biotrófico Blumeria graminis o la

de Arabidopsis por el virus del mosaico del nabo (Moeller et al., 2012). Sin embargo, en

cada caso fue posible detectar transcriptos que cambian su asociación a los polisomas a

nivel individual.
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Utilizando la técnica de TRAP se caracterizaron los cambios en la asociación a

polisomas de mRNAs involucrados en las vías de señalización de la nodulación al

tiempo en el cual se produce la activación de las divisiones corticales y la formación de

los hilos de infección. Posteriormente, estos  resultados fueron validados utilizando la

purificación convencional de polisomas por ultracentrifugación en gradientes de

sacarosa. Los resultados obtenidos mostraron que la traducción selectiva de mRNAs

contribuiría a la regulación de la expresión génica en un estadio temprano de la

simbiosis. En la Figura 41 se presenta un esquema que resume la regulación

traduccional de los distintos transcriptos analizados utilizando una escala de colores.

Estos datos reflejan la regulación traduccional en la raíz completa y fueron graficados

en los distintos tipos celulares en base a la vía de señalización de la nodulación

propuesta a partir de datos bibliográficos (revisado en Oldroyd et al., 2011).

Figura 41. Regulación traduccional de genes involucrados en la vía de señalización de la nodulación. Se muestran los genes

para los que se calculó la relación traduccional basada en la variación a nivel de TRAP en relación a la variación a nivel de RNA

total en respuesta a las condiciones de inoculación. Este valor se grafica como un gradiente de color desde el valor 0 indicado con

amarillo y 4 con rojo. Se indica con una flecha la progresión del hilo de infección (IT).
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A partir de este análisis se identificó un grupo de transcriptos que presentan

modificaciones pequeñas o nulas a nivel de su abundancia celular pero que son

regulados positivamente a nivel traduccional en respuesta a S. meliloti. Este resultado

implicaría que los mRNAs se encuentran secuestrados en RNPs traduccionalmente

inactivos en condiciones sin inoculación y luego de la inoculación son reclutados a la

maquinaria traduccional. Los mRNAs de este grupo cumplen roles importantes en la

interacción ya que son requeridos para la infección bacteriana o la organogénesis del

nódulo. Este grupo incluyó los genes que codifican los RLKs NFP, DMI2 y CRE1 y los

factores de transcripción NF-YA1, NF-YC1, NSP1 y NSP2. Un reporte previo mostró

que los transcriptos de NF-YA1 se acumulan (entre 2 y 5 veces) en raíces a tiempos

tempranos luego de la inoculación con S. meliloti 2011 o luego del tratamiento con

factor Nod purificado (Moreau et al., 2011). Sin embargo, en los ensayos realizados en

esta tesis no se detectaron cambios en la abundancia de mRNAs de NF-YA1 en las

muestras de RNA total en respuesta a la inoculación con rizobio. Esta discrepancia

podría ser explicada por las diferencias en las condiciones de crecimiento o edad de las

plantas, el uso de una cepa diferente de rizobio (S. meliloti 1021) o una cantidad

diferente de inóculo. Es interesante notar la fuerte coordinación en la regulación

traduccional observada para los genes NSP1 y NSP2, cuyos productos forman un

hetrodímero capaz de unirse y activar la expresión del promotor ENOD11 en raíces de

M. truncatula (Hirsch et al., 2009). Esta regulación traduccional coordinada también se

detectó para los genes que codifican las subunidades NF-YA y NF-YC, las cuales

podrían formar parte del mismo complejo transcripcional. Si bien los promotores que

unen directamente al complejo NF-Y no han sido caracterizados en plantas

leguminosas, estos complejos regulan directa o indirectamente la expresión de genes

que participan en la transición de la fase G2 a M del ciclo celular, promoviendo la

activación de las divisiones celulares en el córtex y en el periciclo (Zanetti et al., 2010,

Soyano et al., 2013).

Un segundo grupo de genes, formado por NIN, ERN1 y ENOD40, exhibió

incrementos similares en cuanto a su abundancia en el RNA total y en su asociación

polisomas en respuesta al rizobio. Este resultado sugiere que los tres genes presentarían

una respuesta transcripcional y traduccional coordinada durante la formación del

nódulo. Estos transcriptos serían exportados al citoplasma donde, luego de pasar los

controles de calidad, son rápidamente reclutados en polisomas. Sólo el gen DMI1 fue
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clasificado como regulado negativamente a nivel traduccional. Si bien sus transcriptos

se acumularon a mayores niveles en raíces inoculadas con rizobio respecto de aquellas

inoculadas con agua, se observó una disminución de los niveles de asociación a

polisomas. Este resultado sustenta la idea de que los incrementos en la abundancia de

los transcriptos en respuesta a un estímulo ambiental no necesariamente se

correlacionan con un incremento en la síntesis de la proteína codificada. Este tipo de

regulación traduccional fue reportada previamente para un grupo de genes en plántulas

de Arabidopsis privadas de oxígeno por períodos cortos o bien en respuesta al

tratamiento con giberilinas (Branco-Price et al., 2008, Ribeiro et al., 2012). Por otro

lado, los genes DMI3 e IPD3, cuyos productos interactúan físicamente en el núcleo de

las células de la raíz de M. truncatula (Messinese et al., 2007),  no fueron regulados a

nivel transcripcional o traduccional al menos a las 48 hpi con S. meliloti. El mismo

comportamiento se observó para los genes LIN y LYK3. Sin embargo, todos los

transcriptos analizados en este trabajo mostraron niveles detectables en las fracciones de

polisomas tanto en condiciones de inoculación con rizobio o tratamiento con agua. Este

resultado es consistente con su rol en la percepción del rizobio y la señalización

requerida para la formación de nódulos fijadores de nitrógeno.

Es de destacar que tres de los receptores requeridos para la nodulación se

encuentran regulados positivamente a nivel traduccional. Ha sido propuesto que luego

de la percepción de la señal, los receptores podrían ser internalizados y degradados por

la vía de la ubiquitina-proteasoma (Oldroyd et al., 2011) y por lo tanto estarían

sometidos a una reposición activa. La percepción del factor Nod es requerida no sólo

para los eventos iniciales de enrulamiento del pelo y formación del foco de infección,

sino también para la progresión del hilo de infección hacia el primordio del nódulo

(Arrighi et al., 2006). En este contexto, el receptor del factor Nod podría ser sintetizado

de novo durante el progreso de la infección, resultando entonces en una mayor

asociación de los mRNAs de NFP a polisomas en raíces inoculadas. El grupo de

transcriptos que incrementa su nivel de asociación a polisomas incluye, como se

mencionó, también a cuatro mRNAs que codifican factores de transcripción. En

mamíferos se encontró que los niveles de la subunidad NF-YA del factor de

transcripción heterotrimérico NF-Y es modulada por la vía de la ubiquitina-proteasoma,

influenciando la proliferación celular (Manni et al., 2008). Por su parte, en plantas

podrían existir mecanismos altamente regulados de síntesis y degradación de proteínas
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que modulen la abundancia y función de los receptores y factores de transcripción

durante la infección bacteriana y/o el desarrollo del nódulo. El hecho de que las ligasas

de ubiquitina LIN y nsRING en L. japonicus son requeridas para la infección bacteriana

(Shimomura et al., 2006, Kiss et al., 2009), sugiere que la ubiquitinación podría ser la

vía de degradación para los componentes de la cascada de señalización. Este análisis

resalta el posible rol de la regulación traduccional como mecanismo necesario para el

progreso de la simbiosis.

2. Análisis de transcriptos asociados a complejos traduccionales de tipos celulares

específicos de la raíz en respuesta a la inoculación

Otro de los objetivos de la presente tesis consistió en caracterizar la asociación

de mRNAs a ribosomas a nivel de los distintos tipos celulares involucrados en las

etapas tempranas de la simbiosis. La formación de un nódulo funcional depende por un

lado, de la activación de las divisiones celulares en el córtex y el periciclo para formar

el primordio nodular y por otro de la infección bacteriana que ocurre en la epidermis

(Oldroyd et al., 2011).  Por otra parte, el floema transporta los productos fotosintéticos

y otros metabolitos requeridos para el desarrollo del nódulo, y existen evidencias del

establecimiento de una continuidad simplásmica entre el floema y otras células de la

raíz que precede las divisiones corticales durante la formación del nódulo

(Complainville et al., 2003). Para evaluar la expresión en las células involucradas en la

formación del nódulo se utilizó la técnica de TRAP a partir de tejido expresando FLAG-

RPL18 bajo promotores que activan la transcripción en tipos celulares específicos de la

raíz. Se utilizaron promotores derivados de Arabidopsis y M. truncatula, que dirigen la

expresión de FLAG-RPL18 a epidermis, córtex y tejido vascular de las raíces de M.

truncatula.

El análisis incluyó seis transcriptos de la vía de señalización de nodulación que

presentaron evidencias de regulación traduccional positiva a nivel de raíz completa

verificándose el incremento diferencial en respuesta al rizobio en muestras TRAP de

plantas transformadas con 35S:FLAG-RPL18 en comparación con muestras totales. Se

encontró que los mRNAs seleccionados se asocian diferencialmente a polisomas de los

epidermis, córtex y tejido vascular verificando la especificidad de la purificación. Para

el receptor DMI2 se obtuvo la mayor acumulación de transcriptos asociados a

ribosomas en muestras de células epidérmicas luego de la inoculación. Este resultado
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está de acuerdo con las evidencias reportadas mediante ensayos de fusión de promotor a

GUS para este gen, y con la función propuesta para este receptor en la  percepción de

una señal necesaria en las etapas iniciales de la interacción (Bersoult et al., 2005). Para

NF-YA1 se encontraron los mayores niveles de transcriptos asociados a ribosomas en

células epidérmicas. Si bien ha sido reportado que NF-YA1 se expresa en la región

meristemática del nódulo (Combier et al., 2006), un estudio reciente reveló que los

transcriptos de NF-YA1 se acumulan en las células de la zona de infección del nódulo

(Limpens et al., 2013). Estos antecedentes podrían correlacionarse con el incremento de

NF-YA1 en células de la epidermis y del floema a etapas tempranas de la inoculación

con rizobio. Por otro lado, NF-YC1 mostró un incremento en los mismos tipos celulares,

mientras que en células corticales NF-YC1 permaneció sin cambios en respuesta a la

inoculación. La presencia de transcriptos de las subunidades NF-YA1 y NF-YC1

asociados a los complejos traduccionales en los mismos tipos celulares sería un

indicativo de que su traducción ocurre en las mismas células. Esto plantea la posibilidad

de que las proteínas codificadas puedan actuar en conjunto como reguladores de la

expresión génica en los tipos celulares analizados.

NSP1 y NSP2 mostraron un aumento en su asociación a ribosomas en respuesta

a la inoculación en raíces completas. Sin embargo, se observó una disminución en la

asociación a ribosomas de los dos transcriptos en células del floema. Esta disminución

fue acompañada por un incremento de NSP1 en las células corticales. Este resultado

sugiere que los niveles de asociación a polisomas de NSP1 son regulados en forma

opuesta en córtex y floema. Sin embrago, es posible especular  también que los

transcriptos de NSP1 podrían movilizarse desde el floema hacia las células del córtex

durante el establecimiento de la simbiosis. El movimiento intercelular de mRNAs desde

el floema hacia otros tipos celulares ha sido reportado previamente para genes que

codifican factores de transcripción en Arabidopsis y tomate (Jackson and Hong 2012).

En el caso de NSP2, si bien presentó una regulación transcripcional positiva en la raíz

completa, no se detectaron incrementos en los niveles de transcriptos asociados a

polisomas en las células del córtex, del floema o en la epidermis. Este resultado plantea

la posibilidad de que el incremento en la asociación a ribosomas ocurra

mayoritariamente en tejidos de raíz que no fueron analizados en este trabajo.

Por otra parte, los transcriptos ENOD40 y CRE1 presentaron una regulación

traduccional positiva en el córtex, en donde participan en la activación de las divisiones

celulares que dan lugar al primordio nodular. Estos resultados coinciden con los
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patrones reportados mediante ensayos de activación transcripcional guiada por el

promotor de cada gen donde se observó la expresión de GUS en las células corticales

contiguas al sitio de infección (Fang and Hirsch 1998, Lohar et al., 2006). Sin embargo,

cabe mencionar que los niveles relativos de asociación a polisomas para ambos

transcriptos resultaron mayores en floema o epidermis que en córtex en las raíces no

inoculadas.

Es importante destacar que los ensayos de actividad de promotor no son

representativos de la estabilidad del transcripto ni de su asociación a ribosomas, por lo

que no necesariamente pueden correlacionarse con los datos obtenidos mediante TRAP.

Además, otra posible explicación para estas diferencias puede encontrarse en el patrón

de expresión de pCO2 obtenido mediante la expresión de la proteína de fusión GFP-

RPL18. En estos ensayos se observó que los niveles mayoritarios de fluorescencia se

encontraban en células del córtex de la región meristemática. Sin embargo, la detección

disminuía hacia la región de elongación de la raíz. Este patrón de expresión podría

explicar los bajos niveles de detección para varios de los transcriptos en muestras de

TRAP dirigidas por pCO2. Una alternativa es el uso de la construcción PEP:FLAG-

RPL18, cuyo promotor activa la transcripción en células corticales de la región de

elongación de la raíz en Arabidopsis. Esta zona corresponde a la región susceptible de

infección por rizobios en leguminosas, ya que presenta pelos en crecimiento activo. Esta

alternativa puede permitir mejorar la detección de los transcriptos de córtex, ya que se

obtendrán datos más representativos de las células corticales que se encuentran en sitios

de infección. Por otro lado, el bajo rendimiento obtenido en muestras de TRAP de

células corticales o de epidermis puede dificultar la cuantificación de transcriptos poco

abundantes. No obstante, la cuantificación de los transcriptos analizados mostró que

existen comportamientos diferentes para un mismo transcripto dependiendo del tipo

celular examinado. Esto abre la posibilidad de extender esta aproximación experimental

a otros tipos celulares para la construcción de un mapa espacial que permita visualizar

los cambios en la expresión génica en etapas tempranas de la simbiosis fijadora de

nitrógeno.



Discusión

Tesis doctoral Lic. Mauricio A. Reynoso
88

3. Análisis de sRNAs asociados a complejos traduccionales

3.1. Niveles de asociación de sRNAs a polisomas y su posible mecanismo de

acción

En base a las evidencias reportadas previamente sobre la regulación a nivel

traduccional mediada por sRNAs, en este trabajo se investigó la asociación de miRNAs

y siRNAs a la maquinaria traduccional en raíces de M. truncatula y los cambios en

dicha asociación en respuesta a la inoculación con S. meliloti. Once miRNAs y un

tasiARFs se encontraron asociados a las muestras de ribosomas obtenidos mediante la

purificación por TRAP, dando sustento a la noción de que los sRNAs pueden actuar a

nivel de la represión traduccional en plantas. Los porcentajes de asociación a polisomas

fueron variables para cada sRNA, pero dentro de un rango comparable a lo reportado

previamente en polisomas de plántulas de Arabidopsis obtenidos mediante purificación

convencional (Lanet et al., 2009). El porcentaje de asociación de miRNAs a polisomas

puede estar influenciado por la abundancia y el grado de asociación a polisomas de su

mRNA blanco, así como por la interacción con RBPs. También podría reflejar la

contribución relativa de los mecanismos de represión traduccional de cada miRNA.

Estudios en sistemas animales mostraron que la represión traduccional podría ocurrir en

la etapa de la iniciación o re-iniciación de la traducción o bien en las etapas post-

iniciación (elongación y/o terminación). Los mecanismos que reprimen la etapa de

iniciación o post-iniciación afectarían el ensamblado del complejo de iniciación,

mientras que los mecanismos de represión post-iniciación podrían involucrar la

reducción de la elongación o la disociación temprana de los ribosomas (Fabian et al.,

2010). Un estudio reciente llevado a cabo en células humanas indica que la regulación

de la traducción por miRNAs se ejercería a través de la interrupción de la función del

complejo eIF4F (Meijer et al., 2013). En particular, este estudio reveló que la helicasa

eIF4A2, que forma parte del eIF4F, y la presencia de regiones 5` UTR altamente

estructuradas son requeridas para la represión traduccional. Además, se encontró que la

mayor parte de los mRNAs que contienen sitios de unión a miRNAs en su 3`UTR

poseen 5`UTR más estructurados. En plantas, aún se desconoce el mecanismo por el

cual los miRNAs ejercen la regulación traduccional de sus mRNAs blanco. No obstante,

las evidencias indicarían que este nivel de regulación  tiene  un rol importante en el

desarrollo de las plantas. Se han descripto mutantes de Arabidopsis en que se encuentra
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afectada la inhibición traduccional dirigida por miRNAs, pero no la actividad de clivaje

de sus mRNAs blanco. Estos genes codifican una proteína que interviene en la dinámica

de microtúbulos asociados a miRNAs, KATANIN, una proteína componente del

complejo de decapping, VARICOSE y una proteína con repeticiones ricas en glicina y

triptofano denominada SUO (Brodersen et al., 2008, Yang et al., 2012). Recientemente,

se describió la mutante amp1 (por altered meristem program 1) de Arabidopsis,

afectada en la inhibición traduccional por miRNAs (Li et al., 2013). AMP1 codifica una

proteína homóloga a una glutamato carboxipeptidasa humana. Esta proteína se asocia a

AGO1 y se localiza en el retículo endoplásmico (Li et al., 2013). Es de destacar que la

mutante TCO de L. japonicus, que codifica una proteína homóloga a AMP1, presentó

defectos en el desarrollo del nódulo y el mantenimiento del meristema apical (Suzaki et

al., 2013). Estas evidencias sustentarían la posibilidad de que la regulación a nivel

traduccional tenga un rol en el desarrollo de la simbiosis fijadora de nitrógeno.

3.2. Regulación de NF-YA1 durante la nodulación

Los resultados obtenidos en esta tesis indican que el factor de transcripción NF-

YA1 es regulado positivamente a nivel traduccional en respuesta a la inoculación con S.

meliloti. Esto se vio acompañando de una mayor acumulación de la de la proteína NF-

YA1 en las raíces inoculadas. Por otro lado, miR169 tiene como blanco la familia de

factores de transcripción NF-YA. Este miRNA mostró una importante disminución en

sus niveles de asociación a polisomas en respuesta a la inoculación, mientras que sus

niveles en muestras de RNA total no sufrieron modificaciones significativas. Este

resultado sugiere que miR169 y los transcriptos NF-YA1 podrían estar sujetos a una

distribución dinámica entre complejos traduccionalmente activos y otros complejos

RNPs citoplasmáticos. Los P bodies contienen factores de degradación de mRNAs,

represores traduccionales y mRNAs no traducidos (Balagopal and Parker 2009). Estos

complejos podrían participar en el particionamiento dinámico de mRNAs y miRNAs

entre los diferentes RNPs dentro del citoplasma celular. En animales, la proteína

GW182  se encuentra localizada en P bodies, contiene repeticiones ricas en glicina y

triptofano, y promueve la represión traduccional y degradación de mRNAs por medio

de su interacción con proteínas Argonautas (Ding and Han 2007, Eulalio et al., 2009).

En Arabidopsis se identificó la proteína SUO, que colocaliza con la enzima DCP-1 de P
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bodies. SUO participaría de la represión traduccional mediada por miRNAs (Yang et

al., 2012). Además Brodersen et al., (2008) mostraron que VCS, otra proteína de P

bodies, es requerida para el silenciamiento independiente del clivaje de mRNAs. En

base a estos antecedentes, sería interesante evaluar si estas proteínas poseen un rol en el

particionamiento del mRNA de NF-YA1 y miR169 entre RNPs.

La regulación de la expresión de NF-YA1 no puede ser atribuida únicamente a la

acción propuesta de miR169. La expresión de NF-YA1 se encuentra también regulada

por un pequeño péptido codificado en la región 5` UTR de NF-YA1 producido por

splicing alternativo (Combier et al., 2008). La forma alternativa del transcripto retiene

un intrón de 865 nts y se acumula en raíces no inoculadas. La región retenida contiene

tres uORFs que codifican tres péptidos pequeños. Estudios del traductoma de

Arabidopsis mostraron que los transcriptos que presentan uORFs son traducidos a

menor tasa que aquellos sin uORFs (Kawaguchi and Bailey-Serres 2005). Estas

características podrían contribuir a la regulación de la traducción de NF-YA1 en raíces

sin inocular. Por otro lado, se ha establecido que miR169 restringe espacialmente la

expresión de NF-YA1 al meristema del nódulo mediante un mecanismo de clivaje

(Combier et al., 2006). Sin embargo, en raíces inoculadas se observó que existe un

incremento de los niveles de proteína NF-YA1 sin cambios a nivel de la abundancia de

su mRNA. Un modelo sobre el modo de acción de los miRNAs propone que los mismos

podrían actuar a dos niveles: a nivel de la estabilidad del mRNA blanco y a nivel de su

traducción (Voinnet 2009). Ambos niveles no necesariamente coinciden espacial y

temporalmente. En el primer modo de acción los miRNAs actuarían mediante un

mecanismo de clivaje del transcripto, lo que produciría cambios irreversibles requeridos

para establecer los destinos celulares durante el desarrollo, como es el caso de

meristemas. En el segundo mecanismo de acción, los miRNAs actuarían mediante la

represión traduccional de su transcripto blanco de una manera reversible. Esto podría

regular la diferenciación de tipos celulares, pero también contribuir a la coordinación y

modulación de la expresión génica durante las respuestas a las condiciones ambientales.

En este trabajo, se propone que la disminución de los niveles de miR169 en polisomas

podría contribuir a la pérdida de represión traduccional del mRNA de NF-YA1 en etapas

tempranas luego de la inoculación con S. meliloti. En Arabidopsis, la infección por

Pseudomonas syringae provoca cambios en el proteoma que preceden los cambios en el

transcriptoma (Jones et al., 2006). Un caso similar podría ser el de NF-YA1, ya que
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estudios previos han mostrado un incremento en los niveles de transcripto de NF-YA1

en tiempos posteriores al aquí estudiado (Combier et al., 2006, Moreau et al., 2011). En

este escenario es posible proponer un modelo de regulación post-transcripcional de NF-

YA1 que involucra diferentes niveles. En las raíces no inoculadas, una fracción de

miR169 permanece unida al mRNA de NF-YA1 asociado a polisomas, limitando su tasa

de traducción. A tiempos tempranos luego de la inoculación (2 dpi), cuando comienzan

a formarse los hilos de infección y se activan las divisiones corticales, el miR169 se

disocia parcialmente de los polisomas, favoreciendo la iniciación/reiniciación de la

traducción de NF-YA1. Esto se evidencia en los mayores niveles de asociación a

polisomas del transcripto NF-YA1 y los mayores niveles de proteína encontrados en las

raíces inoculadas con S. meliloti. En una etapa posterior, cuando comienzan a

diferenciarse las zonas de nódulo indeterminado (4-10 dpi), el miR169 opera en la zona

de infección por un mecanismo de clivaje que restringe la acumulación de los

transcriptos de NF-YA1 a la zona meristemática, promoviendo el crecimiento del nódulo

(Combier et al., 2006). En estadios más tardíos del desarrollo del nódulo (14 -28 dpi), el

splicing alternativo de NF-YA1 resulta en la expresión de un péptido pequeño

codificado por el uORF1, que se une al mRNA NF-YA1 y promueve su degradación,

contribuyendo así a la persistencia del meristema en nódulos maduros (Combier et al.,

2008). Este es un ejemplo interesante de la relevancia de los múltiples niveles de

regulación post-transcripcional de la expresión génica durante un proceso de desarrollo,

que también integra señales del microsimbionte y del ambiente (ej. la disponibilidad de

nitrógeno).

4. La función de miR390 en la formación de raíces laterales y nódulos

Durante el análisis de los niveles de sRNAs en respuesta a la inoculación fue

llamativa la disminución del miR390 a nivel de RNA total. Estudios previos llevados a

cabo en Arabidopsis mostraron que miR390 se expresa principalmente en los sitios de

iniciación de las raíces laterales. Allí, activa la biogénesis de tasiARFs y la inhibición

de sus blancos ARF2, ARF3 y ARF4, promoviendo así el crecimiento de las raíces

laterales (Marin et al., 2010). Dicho reporte mostró que miR390 es inducido por el

tratamiento con auxinas y es regulado espacialmente por ARF4. Los resultados

obtenidos en raíces de M. truncatula nos llevaron a investigar su posible rol en la
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nodulación mediante ensayos de genética reversa. Para ello se realizó una sobrexpresión

del precursor de este miRNA. Los ensayos preliminares mostraron que su sobrexpresión

alteraba tanto la longitud de las raíces laterales como la formación de nódulos. Estos

resultados sugieren que la sobrexpresión de miR390 produciría la acumulación de

tasiARFs que modificarían los niveles de ARF2, ARF3 y ARF4 promoviendo así el

crecimiento de raíces laterales en M. truncatula. De modo similar, las plantas que

sobreexpresan el transcripto TAS3 en Arabidopsis mostraron un incremento en la

longitud de las raíces laterales. Mientras que las citoquininas inhiben la formación de

raíces laterales, posiblemente mediante la inhibición de la acumulación de auxinas en

los sitios de iniciación (Plet et al., 2011), la formación de nódulos requiere de la acción

de las citoquininas tanto para la iniciación como el mantenimiento de los meristemas

(Mathesius 2008). El fenotipo observado sugiere que la sobrexpresión de miR390

podría alterar el desarrollo de nódulos y raíces laterales, probablemente a nivel de su

organogénesis. Para evaluar la validez de esta hipótesis es necesaria una caracterización

en mayor profundidad del fenotipo. La caracterización del fenotipo se podrá llevar a

cabo mediante visualización de los hilos de infección, estructura del nódulo y eficiencia

de fijación de nitrógeno. Por otro lado, se podría utilizar también una estrategias de

bloqueo de la acción de miR390 mediante la técnica de mimicry o STTM (Short

Tandem Target mimic; Franco-Zorrilla et al., 2007, Yan et al., 2012). En este método

se sobreexpresa una secuencia blanco de miRNA de interés que contiene un cambio de

nucleótido en el sitio de corte provocando la captura y el bloqueo de la acción del

mismo. En experimentos futuros, sería relevante también evaluar la expresión espacial

de los distintos componentes de la vía del miR390 y los tasiARFs durante la formación

y crecimiento de las raíces laterales y nódulos, utilizando para ello fusiones

transcripcionales de los promotores de interés al gen reportero GUS. Los experimentos

propuestos son necesarios para validar los datos aquí presentados y caracterizar en

profundidad la posible función de miR390 en la simbiosis.
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5. Extensión de la técnica de TRAP a la leguminosa modelo M. truncatula

5.1. TRAP a partir de raíz completa y de tipos celulares específicos

Para la optimización de la técnica de TRAP en M. truncatula se aplicó la misma

estrategia desarrollada previamente en Arabidopsis, pero en este caso se utilizó el

método de transformación de raíces mediada por A. rhizogenes para la expresión de la

proteína FLAG-RPL18 bajo el control de promotores constitutivos o específicos de

tipos celulares individuales de la raíz. La purificación de polisomas mediante TRAP

permitió co-purificar proteínas que forman parte de los complejos ribosomales. La

comparación de los perfiles proteicos obtenidos mediante TRAP o la purificación

convencional de ribosomas llevó a detectar algunos polipéptidos exclusivamente en los

extractos purificados convencionalmente. Estos polipéptidos podrían corresponder a

componentes de otros complejos RNPs de alto coeficiente de sedimentación como P

bodies o gránulos de almacenamiento que co-purifican con los ribosomas durante la

ultracentrifugación en gradientes de sacarosa (Halbeisen et al., 2009). Este resultado

revela una de las ventajas del uso de TRAP, que consiste en la purificación específica de

complejos ribosomales. La purificación por TRAP permitió aislar los rRNAs y mRNAs

asociado a los complejos traduccionales. Los rendimientos de RNA obtenidos para

raíces 35S:FLAG-RPL18 resultaron de orden similar a los reportados para raíces de

plántulas de Arabidopsis (Mustroph et al., 2009a). El hecho de que un porcentaje de la

proteína FLAG-RPL18 se detectó en la fracción no unida a la agarosa anti-FLAG

durante TRAP indica que la eficiencia de la purificación puede ser mejorada. Si bien

esto sólo se evaluó en las plantas que sobreexpresan FLAG-RPL18, la optimización de

la eficiencia de la purificación puede ser un factor relevante cuando esta técnica se

aplica a la obtención de poblaciones de RNA asociadas a polisomas de tipos celulares

poco abundantes. En Arabidopsis, la caracterización a escala genómica de los mRNAs

asociados a polisomas mediante el uso de microarreglos de DNA y secuenciación

masiva ha permitido explorar los traductomas de órganos completos y de tipos celulares

específicos (Mustroph et al., 2009b, Jiao and Meyerowitz 2010). Este nivel de

regulación de la expresión génica ha sido poco explorado en plantas leguminosas. El

uso de TRAP en M. truncatula permitió la evaluación del nivel de regulación

traduccional de mRNAs individuales en la simbiosis fijadora de nitrógeno, tanto en la



Discusión

Tesis doctoral Lic. Mauricio A. Reynoso
94

raíz completa como en los tipos celulares específicos involucrados en este proceso

asociativo.

5.2. Ventajas del uso de TRAP acoplado a técnicas de secuenciación masiva

La mayoría de los genes involucrados en la vía de señalización de simbiosis

fueron identificados por estrategias de genética directa. Sin embargo, aún resta

identificar otros miembros de la vía para poder comprender mejor el proceso simbiótico.

La redundancia génica es uno de los obstáculos que dificulta el éxito en este objetivo.

Por otro lado, las estrategias de genética reversa requieren de criterios para la selección

de candidatos. En muchos casos, la selección se realiza en base a datos de transcriptoma

obtenidos para los niveles estacionarios de transcripto. Este criterio podría excluir genes

que resulten importantes para el desarrollo del nódulo, pero que no cambien

significativamente su abundancia en raíces completas (por ejemplo DMI2, NSP1, NFP,

DMI3 y LYK3). Algunos de estos genes mostraron ser regulados a diferentes niveles

post-transcripcionales que no se ven reflejados a través del análisis del estado

estacionario de mRNA. Los resultados obtenidos mediante la técnica de TRAP ponen

en evidencia la importancia del nivel traduccional como mecanismo de regulación de la

expresión génica. El uso de técnicas como TRAP puede proveer un criterio alternativo

para la selección de genes candidatos basado en los niveles de asociación a polisomas.

La identificación de nuevos genes regulados a  nivel de la traducción requiere de la

aplicación de herramientas de análisis a escala global como la secuenciación masiva o la

hibridación a microarreglos. En este sentido, cabe mencionar que recientemente hemos

conseguido construir bibliotecas para secuenciación masiva mediante la tecnología de

Illumina a partir de muestras de RNA total y TRAP de raíces completas inoculadas con

S. meliloti o con agua como control. Estas bibliotecas fueron validadas y cuantificadas

mediante qPCR y se encuentran en etapa de secuenciación. Si bien las muestras

obtenidas a partir de tipos celulares específicos resultaron en bajos rendimientos para

tipos celulares como córtex y epidermis, existen varias posibilidades para su análisis a

escala global. Por un lado se podría incrementar el rendimiento y construir bibliotecas

para secuenciación, tal como fueron realizadas por Jiao y Meyerowitz (2010) para

caracterizar los diferentes tipos celulares del meristema apical involucrados en la

transición de la etapa vegetativa a la reproductiva en Arabidopsis. Alternativamente, se
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podría realizar una amplificación lineal del RNA como paso previo a la construcción de

las bibliotecas para secuenciación masiva. Estudios recientes indican que es posible

secuenciar muestras de RNA obtenidas a partir del contenido de una única célula

(Hashimshony et al., 2012). Estas técnicas permitirían avanzar en el procesamiento y el

análisis de traductomas de tipos celulares poco abundantes.

El uso de la secuenciación masiva presenta algunas ventajas con respecto al uso

de microarreglos. Entre ellas se destacan la representación de los transcriptos

independientemente de su presencia en el microarreglo y la obtención de datos de

secuencia. Una de las posibilidades que plantea la secuenciación masiva de muestras de

TRAP es el acceso a las poblaciones de mRNAs asociados a polisomas. Estas

poblaciones corresponderían a mRNAs que han superado las etapas de control de

calidad y se han asociado a polisomas para su traducción. Todo ello permitiría excluir

del análisis mRNAs nucleares aberrantes o que no han completado su procesamiento.

Estos datos pueden contribuir a la identificación de variantes de splicing alternativo

estables, mejorando así la anotación de los modelos génicos del genoma de M.

truncatula.

Otro de los aspectos que permite abordar la obtención de traductomas es la

evaluación in sílico de las características de los mRNAs que presenten regulación a

nivel traduccional. En este estudio de baja escala se identificaron secuencias o motivos

consenso que están presentes en las regiones no traducidas de algunos de los genes para

los que se observaron evidencias de regulación positiva a nivel traduccional en

respuesta al rizobio. Estos elementos podrían regular la respuesta traduccional durante

la asociación simbiótica. Se plantea realizar una validación estadística de estos

elementos mediante el análisis de un mayor número de transcriptos. La funcionalidad de

los elementos reconocidos podría ser evaluada mediante la generación de

construcciones que contengan el ORF del gen gfp fusionado transcripcionalmente a los

elementos identificados. Este tipo de ensayos permitirá la evaluación de la abundancia

de las proteínas y de sus transcriptos, y caracterizar como estos niveles se modifican

durante la asociación simbiótica entre leguminosas y rizobios.
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6. Observaciones finales

En este trabajo se utilizó la técnica de TRAP en M. truncatula. Este desarrollo

provee una herramienta valiosa para analizar la regulación traduccional durante

procesos biológicos que involucran la raíz de plantas leguminosas. A diferencia de la

planta modelo Arabidopsis, M. truncatula establece asociaciones simbióticas como la

nodulación y la micorrización arbuscular (Parniske 2008). La extensión de esta técnica a

M. truncatula posibilita el estudio de los mRNAs y sRNAs asociados a complejos

traduccionales en este tipo de interacciones. El estudio realizado en esta tesis contribuye

a sustentar la importancia de este nivel de regulación en la simbiosis fijadora de

nitrógeno. El análisis de un grupo de transcriptos que participan en la vía de

señalización de la nodulación permitió obtener evidencias sobre su regulación

traduccional en respuesta al rizobio en raíces completas y en tipos celulares específicos

como la epidermis, el córtex y el floema. A su vez, los sRNAs seleccionados se

encontraron asociados a las muestras TRAP, dando apoyo a la noción de que los sRNAs

podrían jugar un rol en la regulación de la traducción. Por otro lado, estos avances

pueden extenderse al análisis a gran escala mediante secuenciación masiva,

contribuyendo a la identificación de nuevos genes candidatos para su evaluación

mediante estrategias de genética reversa. Asimismo, el uso de promotores específicos

plantea la posibilidad de extender la comprensión de la regulación post-transcripcional

en los tipos celulares donde se desarrolla la simbiosis. Los avances alcanzados ponen en

evidencia la relevancia de los niveles de regulación post-transcripcional en los cambios

de la expresión génica que ocurren durante el establecimiento de una asociación

simbiótica de importancia ecológica y agronómica.
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Materiales y Métodos

1. Material biológico

1.1. Material vegetal

Se utilizaron semillas de Medicago truncatula Jemalong A17 obtenidas del

Institut National de la Recherche Agronomique INRA Montpellier, Francia.

1.2. Cepas bacterianas

-Agrobacterium rhizogenes ARqua1. Utilizada para la transformación de raíces de M.

truncatula. Fue obtenida de la Universidad de Ghent, Bélgica (Quandt 1993).

-Sinorhizobium meliloti 1021. Rizobio utilizado para la inoculación de M. truncatula.

(Meade 1977).

-Escherichia coli DH5. Utilizada para la transformación de vectores plasmídicos y

productos de ligaciones.

-E. coli TOP10 (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). Utilizada para la transformación de

vectores derivados de pENTR/D-TOPO (Invitrogen).

-E. coli ccdB survival 2 TR1 (Invitrogen). Utilizada para la transformación de vectores

plasmídicos compatibles con el sistema de GATEWAY (Invitrogen).

1.3. Vectores de clonado

-p35S:HF. Utilizado para la expresión de proteínas conteniendo un epitope dual HIS-

FLAG en su N-terminal (Zanetti et al., 2005). El plásmido posee el gen Cmr que

confiere resistencia a cloramfenicol para su selección en bacterias.

-p35S:HF-GAT. Versión derivada del vector p35S:HF compatible con el sistema de

GATEWAY (Mustroph et al., 2010).

-pGAT:HF-L18B. Vector compatible con el sistema de GATEWAY para el clonado de

secuencias promotoras que dirijan la expresión de HIS-FLAG-RPL18B (Mustroph et

al., 2009b).
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-pCO2:FLAG-L18B. Vector derivado de pGAT:HF-L18B que expresa RPL18B de

Arabidopsis bajo el control del promotor pCO2. Se utilizó para dirigir la expresión de la

proteína RPL18 de M. truncatula (Heidstra et al., 2004, Mustroph et al., 2009b).

-pSUC2:FLAG-L18B. Vector derivado de pGAT:HF-L18B que expresa RPL18B de

Arabidopsis bajo el control del promotor pSUC2. Se utilizó para dirigir la expresión de

la proteína RPL18 de M. truncatula (Imlau et al., 1999, Mustroph et al., 2009b).

-pENTR/D-TOPO (Invitrogen). Vector de clonado utilizado para la recombinación de

secuencias en los vectores del compatibles con el sistema GATEWAY. El plásmido

posee el gen nptII que confiere resistencia a kanamicina para su selección en bacterias.

-pGEM-T-Easy (Promega, Madison, WI, USA). Vector utilizado para el clonado de

productos de amplificación por PCR. El plásmido posee el  gen Ampr que confiere

resistencia a ampicilina para su selección en bacterias.

-pK7WG2D. Vector compatible con el sistema GATEWAY para la sobreexpresión

bajo el promotor CaMV 35S (Karimi et al., 2002). El plásmido posee el gen Spr que

confiere resistencia a espectinomicina para su selección en bacterias.

1.4. Primers

Los primers utilizados en este trabajo se detallan en el Anexo II.

2. Métodos generales de clonado y transformación de DNA plasmídico.

2.1. Miniprepraciones de DNA plasmídico

La preparación de DNA plasmídico se realizó según el método de lisis alcalina

(Sambrook 2001) a partir de células de E. coli transformadas. Las células transformadas

con los plásmidos correspondientes se cultivaron  en medio LB (triptona 10 g/l, extracto

de levadura 5 g/l y NaCl 10 g/l) conteniendo el antibiótico adecuado (Tabla 6). Los

cultivos se mantuvieron a 37 ºC con agitación (150 rpm) hasta saturación. Para cada

minipreparación de DNA plasmídico se centrifugaron 1,5 ml del cultivo saturado a

4.000 xg durante 5 minutos y el sedimento celular se resuspendió en 100 l de buffer P1

(Tris-HCl 25 mM pH 8,0, glucosa 50 mM, EDTA  10 mM). Luego de incubar 5

minutos a  temperatura ambiente se adicionaron 200 l de buffer P2 [NaOH 0,2 N, SDS

1 % (p/v)], se mezcló por inversión y se incubó en hielo durante 5 minutos.
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Posteriormente, se adicionaron 150 l de buffer P3 [Acetato de potasio (KAc) 5M pH

4,8] y la mezcla se incubó nuevamente en hielo durante 5 minutos. Luego de centrifugar

a 17.000 xg durante 10 minutos a 4 ºC, se recuperó el sobrenadante y se sometió a una

extracción con sílica. Se agregaron 10 μl de suspensión de sílica SiO2 1,3 % (p/v) para

unir los ácidos nucleicos. A continuación se centrifugó a 10.000 xg durante 10

segundos. El sobrenadante fue descartado, y el sedimento se lavó 3 veces con una

solución de lavado [NaCl 50 mM, Tris 10 mM, EDTA 2,5 mM, etanol 50 % (v/v)]

mezclando por inversión y centrifugando en cada ocasión. Finalmente el precipitado se

resuspendió en 50 l de H2O bidestilada previamente esterilizada. Se eluyó el DNA

desestabilizando la interacción con la suspensión de sílica. Esto se logró manteniendo

las muestras a 60 ºC durante 5 minutos. Luego se centrifugó a 17.000 xg por 2 minutos

para separar la sílica. Los sobrenadantes conteniendo plásmido se conservaron a -20 ºC.

Las preparaciones de DNA plasmídico para enviar a secuenciar, efectuar

digestiones plasmídicas y subclonados fueron obtenidas utilizando el kit comercial

Wizard Plus SV Minipreps DNA Purification System (Promega).

Tabla 6. Concentración de antibióticos en medios de cultivo para bacterias

Solución Stock Cultivos E.coli Cultivos A. rhizogenes

Kanamicina 50 mg/ml Kanamicina 50 g/ml Kanamicina 50 g/ml

Cloranfenicol 50 mg/ml Cloranfenicol 35 g/ml Cloranfenicol 200 g/ml

Espectinomicina 200 mg/ml Espectinomicina 50 g/ml Espectinomicina 200 g/ml

2.2. Digestiones de DNA plasmídico con enzimas de restricción.

Las digestiones de DNA plasmídico se realizaron de acuerdo a las condiciones

indicadas por los proveedores de cada enzima de restricción en particular.  En todos los

casos se utilizaron 1 a 5 U de enzima por cada μg de DNA plasmídico a digerir. Las

digestiones se llevaron a cabo durante 2-3 horas a 37 ºC en un volumen final de 20 μl.

2.3. Amplificaciones de fragmentos de DNA mediante la técnica de

reacción en cadena de la polimerasa (PCR)

Las amplificaciones se realizaron en un volumen final de 20 μl. La

concentración final de cada primer fue de 0,25 μM, de cada desoxiribonucleótido

(dNTP) 0,25 mM y de MgSO4 1,5 mM. Se utilizó buffer comercial para Taq polimerasa
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y 0,5 U de enzima (Invitrogen). Como molde se utilizaron células, plásmidos, DNA

genómico o cDNA dependiendo del caso. Las reacciones se llevaron a cabo en un

ciclador térmico Mastercycler gradient (Eppendorf, Hamburg, Alemania). El ciclado

incluyó una etapa de desnaturalización inicial a 95 ºC por 5 minutos, seguida de un

número de ciclos de desnaturalización, anneling y elongación, y una etapa final de

elongación. Se utilizaron 35 ciclos de amplificación exceptuando los casos de

amplificación semicuantitativa. Cada ciclo se inció con de 30 segundos a 95 ºC. La

temperatura de annealling se eligió 5 ºC por debajo de la temperatura de melting de los

primers utilizados. El ciclo se completó con una incubación a 72 ºC durante 1 minuto

por cada kpb a amplificar. Finalizados los ciclos, se mantuvo a 72 ºC durante 5 minutos

para la etapa de elongación final.

Para la amplificación de fragmentos utilizados en subclonados se utilizó la

polimerasa Pfu (Promega). Esta enzima posee actividad exonucleasa 3` a 5` que permite

la corrección de errores en la amplificación (proofreading) y carece de actividad

transferasa terminal. Se utilizaron las condiciones indicadas por el proveedor de la

enzima.

2.4. Electroforesis de DNA en geles de agarosa

Las muestras de DNA plasmídico y los fragmentos de amplificación de PCR

fueron analizados en geles de agarosa en un rango entre 0,8 % y 1,8 % (p/v) de acuerdo

al tamaño de los fragmentos a separar. La agarosa se disolvió en buffer TBE 0,5X (Tris

base 0,045 M, H3BO3 0,045 M, EDTA 0.5 mM) y se adicionó bromuro de etidio a una

concentración final de 0,5 μg/ml. Antes del sembrado se agregó a las muestras 1/6

volumenes de buffer 6X de siembra para DNA [buffer Tris-HCl 20 mM pH 8,0, glicerol

50 % (p/v), azul de bromofenol 0,5 % (p/v), EDTA 2 mM pH 8,0]. Las electroforesis se

llevaron a cabo en buffer TBE 0,5X a voltaje constante (usando 10 V por cada cm lineal

de gel). Para visualizar y registrar las corridas electroforéticas se utilizó un

transiluminador de luz ultravioleta (UV) y una cámara digital Kodak. Para la captura de

imágenes se utilizó el programa Kodak Digital Science v 2.0.3.
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2.5. Purificación de fragmentos de DNA a partir de geles de agarosa

Los fragmentos se purificaron a partir de geles de agarosa utilizando el kit

comercial NucleoSpin Gel and PCR Clean-up (Macherey-Nagel, Düren, Germany)

siguiendo las instrucciones del proveedor.

2.6. Reacciones de ligación de fragmentos de DNA.

Las reacciones de ligación intermolecular de los fragmentos de DNA se

realizaron en un volumen final de 20 l utilizando 1 U de la enzima DNA-ligasa del

bacteriófago T4 (Invitrogen) y el buffer de reacción suministrado por el proveedor de la

enzima. En cada reacción se utilizaron 100 ng de vector  y diferentes relaciones molares

de inserto:vector que variaron entre 1:1 y 4:1.

2.7. Clonado de fragmentos de PCR en pENTR/D-TOPO

Este kit permite la incorporación direccional de fragmentos de PCR en un

plásmido compatible con el sistema de GATEWAY. Se realizó una amplificación con

primers para la secuencia de interés que contienen los nucleótidos CACC adicionales al

extremo 5` del primer forward. La reacción con pENTR/D-TOPO permite la

incorporación del producto de PCR entre las secuencias attL1 y attL2 siguiendo el

protocolo detallado por el fabricante (Invitrogen). Brevemente, se mezcló 10-50 ng del

fragmento amplificado con 0.5 μl del vector pENTR/D-TOPO y 0.5 μl de solución

salina. Esta mezcla de reacción se incubó a temperatura ambiente durante 30 minutos y

se utilizó para transformar bacterias competentes E. coli TOP10 (Invitrogen) siguiendo

las instrucciones del fabricante. Las células se plaquearon en medio LB-agar

conteniendo kanamicina a una concentración final de 50 μg/ml y se incubaron a 37 ºC

durante 18-24 horas.

2.8. Recombinación sitio específica mediante el sistema Gateway  (LR

clonasa)

Se realizó una recombinación sitio específica entre el vector pENTR/D-TOPO

con la construcción adecuada y el vector de destino. El vector de destino contiene las
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secuencias attR1 y attR2 para permitir la recombinación con las secuencias attL1 y

attL2 del pENTR/D-TOPO. Se mezcló 1 μl vector pENTR/D-TOPO (100 ng/μl)

conteniendo el fragmento de interés con 1 μl del vector de destino (100 ng/μl), 1 l la

enzima LR clonasa y 2 l de buffer TE (Tris-HCl 10 mM pH 8.0, EDTA 1 mM)

siguiendo los pasos indicados en el manual (Invitrogen). Se incubó a temperatura

ambiente durante toda la noche (condición recomendada cuando el tamaño de los

plásmidos de destino es mayor a 10 kpb). Luego de este paso se adicionó 1 μl de

proteinasa K para inactivar la enzima y se incubó 10 minutos a 37 ºC. Con la mezcla de

reacción obtenida se transformaron células de E. coli DH5α competentes.

Posteriormente, las transformantes se seleccionaron en medio LB-agar conteniendo el

antibiótico correspondiente a la resistencia codificada en el vector de destino (Tabla 6).

2.9. Preparación de células de E. coli DH5 competentes

Las células de E. coli DH5 se cultivaron en medio LB durante una noche a 37

ºC con agitación (150 rpm). Se utilizaron 500 µl del cultivo saturado para inocular 50

ml de LB, incubando en las mismas condiciones hasta alcanzar una densidad óptica a

600 nm (DO600) de 0,5. Se centrifugó 2 minutos a 2.600 xg y luego se resuspendió en

12,5 ml de la solución de transformación 1 (MOPS 10 mM, KCl 10 mM, pH 7,0). Se

repitió la centrifugación, resuspendiendo luego en 12,5 ml de solución de

transformación 2 (MOPS 100 mM, KCl 10 mM, CaCl2 50 mM, pH 6,5). Luego de 15

minutos de incubación en hielo, se centrifugó nuevamente, resuspendiendo en 2,5 ml de

solución de transformación 2. Alícuotas de 150 µl se fraccionaron en tubos eppendorf y

se conservaron a - 80 ºC hasta su utilización.

2.10. Transformación de células DH5 competentes

Una suspensión de las células competentes (150 μl) se mezcló con 2 µl de

plásmido (50 ng/μl) y se incubó en hielo por 30 minutos. Se realizó luego un

tratamiento térmico (heat shock) incubando la muestra a 42 ºC durante 45 segundos, y

se enfrió en hielo por 2 minutos Seguidamente se adicionó 1 ml de medio LB y se

incubó a 37 ºC con agitación (150 rpm) durante una hora. La mezcla de la



Materiales y Métodos

Tesis doctoral Lic. Mauricio A. Reynoso
103

transformación se plaqueó en medio LB-agar con el antibiótico adecuado (ver Tabla 6)

y las placas se incubaron a 37 °C durante 18-24 horas.

3. Construcción de plásmidos

3.1 Construcción de plásmidos para expresar RPL18 de M. truncatula bajo

el control de distintas secuencias promotoras

3.1.1. Obtención de p35S:FLAG-RPL18 mediante el clonado de

RPL18 en el vector p35S:HF

Se diseñaron primers para amplificar el marco abierto de lectura (ORF) de

RPL18 a partir de la secuencia disponible en el genoma de M. truncatula (gen

Medtr1g083460). El primer 5` MtRPL18 BamHI Fwd contiene el sitio de restricción

de BamHI y el primer 3` MtRPL18 XbaI Rev lleva el sitio XbaI para su posterior

clonado en el vector p35S:HF (Anexo II). Se realizó una amplificación por PCR sobre

cDNA de tejido de raíz de M. truncatula Jemalong A17 (sintetizado tal como se detalla

en la sección 8.2.). El fragmento de DNA obtenido se purificó, se digirió con las

enzimas de restricción correspondientes y se ligó en el vector p35S:HF previamente

digerido, separado en gel de agarosa y purificado. Los productos de la ligación se

utilizaron en la transformación de las bacterias de E. coli DH5 competentes.

Posteriormente, se aislaron los plásmidos recombinantes. La fusión en fase del ORF de

RPL18 al epitope HF se confirmó por secuenciación del DNA con los primers CaMV

35S Fwd y 3`OCS Rev (Anexo II). La construcción obtenida se denominó

p35S:FLAG-RPL18 y la región secuenciada se presenta en el Anexo I.

3.1.2. Obtención de pCO2:FLAG-RPL18 y pSUC2:FLAG-RPL18

En nuestro laboratorio se disponía de los plásmidos pCO2:FLAG-L18B y

pSUC2:FLAG-L18B que expresan la proteína RPL18B de Arabidopsis (Mustroph et

al., 2009b). Se reemplazó el ORF de Arabidopsis por el correspondiente a M.

truncatula. Para ello se utilizó el plásmido obtenido previamente p35S:FLAG-RPL18.

Se realizó una digestión de cada DNA plasmídico con las enzimas de restricción BamHI

y XbaI. Los fragmentos de DNA obtenidos se separaron en geles de agarosa 0,8 %
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(p/v). Para p35S:FLAG-RPL18 se purificó el fragmento correspondiente al ORF de

RPL18, mientras que para pCO2:FLAG-L18B y pSUC2:FLAG-L18B se purificaron los

fragmentos correspondientes a cada plásmido lineal luego de que se haya liberado por la

digestión el ORF de la RPL18B de Arabidopsis. Se realizaron ligaciones de los

productos purificados con el ORF de RPL18 de M. truncatula. Los productos de la

ligación se utilizaron en la transformación de las bacterias de E. coli DH5

competentes. Posteriormente, se aislaron los plásmidos recombinantes, los cuales fueron

secuenciados a partir de la región 3`del gen ocs (primer 3`OCS Rev) y desde la región

del plásmido previa a los promotores para confirmar la presencia del promotor correcto

(primer SEQpGAT). Las secuencias obtenidas se presentan en el Anexo I. Las

construcciones obtenidas se denominaron pCO2:FLAG-RPL18 y pSUC2:FLAG-RPL18

respectivamente.

3.1.3. Obtención de pEXP7:FLAG-RPL18

La construcción pEXP7:FLAG-RL18 se obtuvo por reemplazo del promotor

CaMV 35S por el promotor del gen EXP7 de M. truncatula. Se diseñaron los primers

MtEXP7 EcoRI 342 Fwd y MtEXP7 SacI 18 Rev según las secuencias descriptas por

(Kim et al., 2006) a las que se le adicionaron sitios de restricción EcoRI y SacI para

realizar el reemplazo sobre p35S:FLAG-RPL18. Se realizó una amplificación por PCR

a partir de DNA genómico de M. truncatula Jemalong A17 (extraído tal como se detalla

en la sección 7.1.). El fragmento de DNA obtenido se purificó y se digirió con las

enzimas de restricción correspondientes. A su vez, el vector p35S:FLAG-RPL18 se

digirió con la enzimas EcoRI y SacI y se separó en gel de agarosa 0,8 %. Se purificó el

producto correspondiente al plásmido descartando el fragmento correspondiente al

promotor CaMV 35S. Se realizó una ligación con los fragmentos purificados. Los

productos de la ligación se utilizaron en la transformación de las bacterias de E. coli

DH5 competentes. Posteriormente, se aislaron los plásmidos recombinantes, los cuales

fueron secuenciados a partir de la región 3`del gen ocs (primer 3`OCS Rev) y desde la

región del plásmido previa a los promotores para confirmar la presencia del promotor

correcto (primer SEQpGAT). La secuencia obtenida se presenta en el Anexo I. La

construcción obtenida se denominó pEXP7:FLAG-RPL18.
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3.2. Construcciones para evaluar la actividad de los promotores pEXP7,

pCO2 y pSUC2 en raíces de M. truncatula

Para evaluar la expresión espacial de RPL18 bajo los promotores pCO2 y

pSUC2 y su localización subcelular se utilizaron las construcciones pCO2:FLAG-GFP-

RPL18 y pSUC2:FLAG-GFP-RPL18 descriptas por (Mustroph et al., 2009b). Estas

construcciones dirigen la expresión de GFP fusionada a la proteína RPL18B de

Arabidopsis. Para evaluar la expresión espacial del promotor pEXP7 se realizó la

incorporación de GFP en el plásmido pEXP7:FLAG-RPL18. Se digirió el plásmido

pSUC2:FLAG-GFP-RPL18 con BamHI para liberar la secuencia que codifica GFP. Se

purificó del fragmento tamaño esperado y se ligó al vector pEXP7:FLAG-RPL18

previamente línearizado con BamHI. Los productos de la ligación se utilizaron en la

transformación de las bacterias de E. coli DH5 competentes. Posteriormente, se

aislaron los plásmidos recombinantes. Los plásmidos fueron secuenciados a partir del

marco abierto de lectura de RPL18 (MtRPL18 Rev seq). La secuencia se presenta en el

Anexo I.

3.3. Construcción para sobreexpresar miR390

Esta construcción fue diseñada y generada por la Dra. Pilar Bustos del

laboratorio del Dr. Martín Crespi en el Institut des Sciences du Vegetal CNRS, Gif Sur

Yvette, Francia y gentilmente cedida a nuestro laboratorio. Se realizó una amplificación

por PCR del pre-miR390b a partir de DNA genómico de M. truncatula Jemalong A17.

Se utilizaron los primers pre-miR390b Fwd y pre-mir390b Rev. Este fragmento fue

purificado y clonado en el vector pENTR/D-TOPO. Posteriormente se realizó una

recombinación sitio específica entre pENTR/D-TOPO y pK7WG2D, utilizando la LR

clonasa (Invitrogen). Los productos de la recombinación se utilizaron en la

transformación de las bacterias de E. coli DH5 competentes. Posteriormente, se

aislaron los plásmidos recombinantes. La construcción fue confirmada por

secuenciación.
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4. Generación de plantas compuestas de M. truncatula

4. 1 Preparación de células de A. rhizogenes ARqua1 electrocompetentes

Las células de A. rhizogenes ARqua1 se cultivaron en medio LB durante una

noche a 30 ºC con agitación (150 rpm). Este cultivo saturado se utilizó para inocular 50

ml de LB, incubando en las mismas condiciones hasta alcanzar una DO600 de 0,6. El

cultivo bacteriano se enfrió en hielo durante 15-30 minutos y se centrifugó a 6.000 xg

durante 10 minutos. Una vez removido el sobrenadante, se resuspendió el precipitado en

50 ml de glicerol 10 % (v/v). Se repitió la centrifugación en las mismas condiciones,

descartando luego el sobrenadante y resuspendiendo en 25 ml de glicerol 10 % (v/v). El

mismo procedimiento se repitió reduciendo el volumen de solución de glicerol a 4 ml,

llegando luego a la solución final en la que se resuspendió el producto de la

centrifugación en 500 l de glicerol 10 % (v/v). Finalmente se fraccionó en alícuotas de

a 40 l, se colocaron los tubos rápidamente en N2 líquido y se almacenaron a -80 ºC.

4.2. Transformación de células de A. rhizogenes ARqua1 mediante

electroporación

Se utilizaron cubetas de electroporación de un espesor de 2 mm mantenidas a -

20 ºC. Cien ng de plásmido se mezclaron con 40 l de células electrocompetentes,

mantenidas en hielo. Luego, la mezcla se transfirió a la cubeta y se produjo un pulso de

1,8 kV/200Ω/25µF con un electroporador Gene Pulser (BioRad, Hércules, CA, USA).

Inmediatamente se agregó 1 ml de LB. La mezcla se transfirió a un tubo de cultivo

estéril de 15 ml y se incubó con agitación a 28 ºC por una hora. La células se

plaquearon en medio LB-agar con el antibiótico adecuado (Tabla 6) y se incubaron a 28

ºC durante 2-3 días.

4.3. Esterilización y germinación de semillas de M. truncatula

Las semillas de M. truncatula se escarificaron químicamente mediante

inmersión en H2SO4 anhidro 98 % (v/v) y agitación hasta la aparición de pequeños

puntos negros en las semillas (alrededor de 5 por semilla). Una vez generados, se
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removió cuidadosamente todo el H2SO4 y se realizaron tres lavados con agua destilada

fría. Posteriormente se realizó la esterilización de las semillas por incubación durante 2

minutos con una solución de hipoclorito de sodio 12 g/l. Se realizaron seis lavados con

agua destilada estéril dentro del flujo laminar. Utilizando pinzas estériles se transfirieron

hasta 50 semillas por cada placa de petri conteniendo H20-agar 8 % (p/v). Las placas se

colocaron invertidas a 4 ºC en oscuridad durante al menos dos días para sincronizar la

germinación y obtener radículas rectas. Al cabo de dicho tiempo, las semillas se

transfirieron a 20 ºC y se incubaron por aproximadamente 30 horas.  A este tiempo las

radículas presentaron la longitud adecuada (aproximadamente 10 mm) para realizar la

transformación con A. rhizogenes.

4.4. Transformación de raíces de M. truncatula utilizando A. rhizogenes

ARqua1

La transformación de raíces se realizó como fue descripto en (Boisson-Dernier et

al., 2001). Brevemente, dos días antes de la transformación se cultivaron las bacterias

ARqua1 transformadas con la construcción de interés. Se utilizó una placa de LB-agar,

conteniendo los antibióticos correspondientes, por cada 50 semillas a transformar. El día

previo a la transformación se colocaron las semillas previamente esterilizadas a 20 ºC

para permitir la germinación coordinada. Luego de aproximadamente 30 horas se

realizó la transformación en condiciones de esterilidad. Las plántulas se colocaron en

una placa de petri conteniendo agua destilada estéril para evitar la deshidratación de las

radículas. Cada radícula fue cortada unos 2-3 mm por encima de la punta de la raíz. La

superficie seccionada se cubrió con el cultivo de A. rhizogenes. Posteriormente las

plántulas se colocaron en una placa de petri conteniendo medio Fahraeus-agar

[(Fahraeus 1957) CaCl2.2H2O 0,114 g/l, MgSO4.7H2O 0,12 g/l, Citrato férrico 0,005 g/l,

KH2PO4 0,1 g/l, Na2HPO4 0,15 g/l, KCl 3,73 mg/l, H3BO3 1,55 mg/l, MnSO4.H2O 0,85

mg/l, CuSO4.5H20 0,13 mg/l, ZnSO4.7H20 0,018 mg/l)] suplementado con KNO3 8mM

y conteniendo kanamicina 25 mg/l. Se colocaron cinco plántulas por placa de petri

evitando que la parte aérea tome contacto con el medio. Las placas se sellaron con

parafilm y se realizaron cortes para permitir el intercambio gaseoso. Las placas se

colocaron en una cámara de cultivo Sanyo MLR-350HT a 20 ºC, 50 % humedad y un

ciclo luz/oscuridad de 16/8 horas durante 7 días. Estas condiciones de temperatura y

humedad mejoran la eficiencia de transformación. Al comenzar la segunda semana
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comenzaron a formarse las primeras raíces y se modificó la temperatura a 25 º C, que es

la temperatura óptima de crecimiento para M. truncatula. Al comienzo de la tercer

semana las plántulas que desarrollaron raíces fueron transferidas a placas de petri

cuadradas de 12 cm de lado conteniendo medio Fahraeus sin antibiótico para favorecer

el desarrollo de la raíz transgénica. Luego de 5 días en este medio las plántulas pueden

ser inoculadas o transferidas a otros medios para ensayos de nodulación.

5. Ensayos de nodulación y evaluación fenotípica de plantas compuestas

5.1. Inoculación de las raíces de M. truncatula con S. meliloti

Semillas de M. truncatula Jemalong A17 se esterilizaron y germinaron como se

detalló en la sección 4.3. Seguidamente se transfirieron a cajas de petri cuadradas de 12

cm conteniendo medio Fahraeus-Agar sin fuente de nitrógeno cubierto con papel estéril.

Las placas se colocaron en una cámara de cultivo Sanyo MLR-350HT a 20 ºC, 50 %

humedad y un ciclo luz/oscuridad de 16/8 horas. Luego de 7 días se realizó la

inoculación con S. meliloti 1021. Los rizobios se crecieron en medio TY suplementado

con estreptomicina 400 μg/ml a 28 ºC  y 200 rpm de agitación. El día de la inoculación

se largó un cultivo fresco que se incubó en las mismas condiciones hasta alcanzar una

DO600 de 0,8. Posteriormente se realizó una dilución 1:1.000 del cultivo de rizobio en

agua destilada estéril. Cada placa se inoculó con 10 ml de esa dilución y se colocó en

posición horizontal por una hora. El exceso de solución se retiró y se regresaron las

cajas a la cámara. Las plantas no inoculadas fueron incubadas con 10 ml de agua

destilada estéril como tratamiento control. A diferentes tiempos luego de la inoculación

se colectó tejido de raíz en ambas condiciones.

Las plantas compuestas de dos semanas fueron transferidas a cajas de petri

cuadradas de 12 cm conteniendo medio Fahraeus-Agar sin fuente de nitrógeno cubierto

con papel estéril. Las placas se incubaron en las mismas condiciones que las plantas no

transformadas. Luego de cinco días se realizó la inoculación con S. meliloti 1021 tal

como se describió en el párrafo anterior. Las plantas se utilizaron tanto para la colección

de tejido de raíz a distintos tiempos luego de la inoculación como para la evaluación del

fenotipo de las plantas compuestas. El tejido colectado se pulverizó con mortero

utilizando nitrógeno líquido y se almacenó a -80 ºC hasta su uso.
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5.2. Ensayos de nodulación en perlita/arena

La eficiencia de nodulación de las plantas compuestas se evaluó mediante

ensayos de nodulación en macetas. Las plantas compuestas desarrolladas a las 3

semanas luego de la transformación se transfirieron a macetas individuales de 150 ml

conteniendo perlita:arena (3:1) y se regaron con medio Fahraeus sin fuente de

nitrógeno. Las macetas se colocaron en recipientes plásticos y se cubrieron con film

adherente para evitar la deshidratación provocada por el cambio en las condiciones de

humedad en el pasaje de caja a maceta. Luego de 2 días se realizaron pequeños agujeros

a la cobertura para disminuir gradualmente la humedad dentro del recipiente. Pasados 5

días se realizó la inoculación con S. meliloti 1021. El rizobio se cultivó de la misma

manera que lo indicado en la sección anterior. Se realizó una dilución de rizobios en el

medio Fahraeus hasta una DO600 de 0,01. Se inoculó con 60 ml de esta solución por

cada maceta. Las plantas se colocaron en la cámara con las mismas condiciones. Luego

de 15 días se removió la mezcla de perlita:arena y se cuantificaron los nódulos formados

por raíz.

5.3. Evaluación fenotípica de plantas compuestas

Las plantas compuestas de 2 semanas fueron transplantadas a cajas de petri

cuadradas conteniendo medio agar-Fahraeus suplementado con KNO3 sin kanamicina.

Luego de una semana en estas condiciones se evaluó el número de hojas de cada

plántula. Se determinó la longitud de la parte aérea. La longitud de las raíces y de las

raíces laterales se determinó para cada plántula luego de retirarla de la caja.

6. Técnicas para la obtención de polisomas

6.1. Purificación de polisomas mediante TRAP a partir de raíces de M.

truncatula

Este procedimiento requiere el uso raíces transgénicas. El tejido de raíces que

expresan la proteína de fusión FLAG-RPL18 se colectó en nitrógeno líquido y pulverizó

utilizando morteros hasta obtener un polvo muy fino. Se preparó el buffer de extracción

de polisomas (PEB) a partir de soluciones stock preparadas previamente (Tabla 7).
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Alrededor de 5 ml de tejido se colocaron en 10 ml PEB (Tabla7) y se dejaron

descongelar en hielo. Se utilizaron homogenizadores de vidrio previamente

esterilizados. El homogenato obtenido se mantuvo por 10 minutos en hielo y se realizó

una primera centrifugación a 16.000 xg durante 15 minutos a 4 ºC. El sobrenadante se

filtró utilizando Miracloth (Calbiochem, La Jolla, CA) y se transfirió a un nuevo tubo.

Se repitió la centrifugación en las mismas condiciones para evitar la presencia de restos

celulares en los sobrenadantes de las muestras. Esta muestra se denominó S-16 por

sobrenadante de la centrifugación a 16.000 xg. Luego de este paso se reservó una

alícuota del S-16 para realizar la extracción de RNA o electroforesis de proteínas totales

de raíz. El S-16 se conservó en hielo mientras se preparó la resina de anticuerpo -

FLAG M2 conjugado a agarosa (No. de catálogo F2426, Sigma, St Louis, MI, USA).

Doscientos μl de de resina se lavaron con 1,5 ml de WBB (buffer de lavado de la resina,

ver Tabla 7) y se centrifugaron a 8.200 xg durante 30 segundos a 4 ºC.  Luego de repetir

el lavado se realizó la incubación del S-16 con la resina -FLAG M2 conjugado a

agarosa. Cada muestra se agitó suavemente durante 2 horas en hielo. Posteriormente se

centrifugó a 8.200 xg durante 2 minutos a 4 ºC para obtener la resina -FLAG M2. Se

conservó una fracción del sobrenadante, el material no unido (UB), para su análisis en

los casos que se requería. Se realizaron cuatro lavados con 6 ml de WB (wash buffer,

ver Tabla 7) agitando durante 5 minutos en hielo. El sobrenadante fue retirado

cuidadosamente y se colocaron 300 μl de buffer de elución, que consiste en WB

conteniendo péptido 3X FLAG  (No. de catálogo F4799, Sigma) en una concentración

final de 200 ng/μl. Durante 30 minutos se agitó suavemente en hielo. Luego de una

centrifugación en las condiciones mencionadas anteriormente se tomó el sobrenadante

que contiene el eluído de la purificación por afinidad denominada como muestra TRAP.

Esta muestra fue utilizada para la extracción de RNA o la electroforesis de proteínas.
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Tabla 7. Soluciones para TRAP

Solución Stock PEB WB WBB

Tris-HCl 2 M pH 9,0a Tris-HCl 200 mM pH 9,0 Tris-HCl 200 mM pH 9,0 Tris-HCl 200 mM pH 9,0

KCl 2 Ma KCl 200 mM KCl 200 mM KCl 200 mM

EGTA 0,5 M pH 8,0a EGTA 25 mM pH 8,0 EGTA 25 mM pH 8,0 EGTA 25 mM pH 8,0

MgCl2 1 Ma MgCl2 35 mM MgCl2 35 mM MgCl2 35 mM

Detergent mix 20 %ab Detergent mix 1% - -

PTE 10 % PTE 1 % - -

DTT 500 mM DTT 1 mM DTT 1 mM -

PMSF 100 mMc PMSF 1 mM PMSF 1 mM -

Cicloheximida 50 mg/mld Cicloheximida 50 μg/ml Cicloheximida 50 μg/ml -

Cloranfenicol 50 mg/mld Cloranfenicol 50 μg/ml Cloranfenicol 50 μg/ml -

a Soluciones autoclavadas.
b La solución Detergent mix 20 % contiene Brij-35 20 % (p/v), Triton X-100 20 % (v/v),  Igepal CA 630 20 % (v/v) y Tween-

20 20 % (v/v).
c Solución preparada en isopropanol.
d Solución preparada en etanol.

6.2. Purificación de polisomas mediante ultracentrifugación en gradientes

de densidad de sacarosa

Este procedimiento se puede utilizar tanto con raíces transgénicas como en las

no transformadas. El tejido se procesó hasta obtener el sobrenadante S-16 de la misma

manera que para la técnica de TRAP y se conservó en hielo hasta su uso. Se preparó un

colchón de sacarosa 1.7 M según se indica en la Tabla 8. Se colocaron ocho ml de esta

solución en un tubo de policarbonato para el rotor de ultracentrífuga 70Ti (Beckman

Coulter Inc., Brea, CA, USA). El S-16 se cargó sobre el colchón de sacarosa

suavemente para evitar que se mezclen ambas fases y se ultracentrifugó a 170.000 xg

durante 3 horas a 4 ºC. Luego de la centrifugación se colectó el sobrenadante (S-170) y

se conservó una alícuota del mismo para su posterior análisis. El resto del S-170 se

descartó al igual que el colchón de sacarosa cuidando de no perturbar el precipitado de

ribosomas (P-170). Luego, el precipitado se lavó con H2O bidestilada estéril y se

procedió a la resuspensión del precipitado utilizando el buffer de resuspensión indicado

en la Tabla 8. Tras pipetear suavemente la solución por encima del precipitado, se dejó

en hielo durante 30 minutos para mejorar la resuspensión. La muestra resuspendida se

transfirió a un nuevo tubo. P-170 se utilizó posteriormente para la electroforesis de

proteínas o el fraccionamiento de polisomas en gradientes de densidad de sacarosa.
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Tabla 8. Soluciones para la obtención de polisomas mediante ultracentrifugación en colchón de

sacarosa.

Solución Stock Colchón de sacarosa Buffer de resuspensión

Tris-HCl 2 M pH 9,0 Tris-HCl 400 mM pH 9,0 Tris-HCl 200 mM pH 9,0

KCl 2 M KCl 200 mM KCl 200 mM

EGTA 0,5 M pH 8,0 EGTA 50 mM pH 8,0 EGTA 25 mM pH 8,0

MgCl2 1 M MgCl2 35 mM MgCl2 35 mM

Sacarosa Sacarosa 1,75 M -

DTT 500 mM DTT 5 mM DTT 5 mM

PMSF 100mM - PMSF 1 mM

Cicloheximida 50 mg/ml Cicloheximida 50 μg/ml Cicloheximida 50 μg/ml

Cloranfenicol 50 mg/ml Cloranfenicol 50 μg/ml Cloranfenicol 50 μg/ml

Los ribosomas obtenidos se separaron en gradiente de densidad de sacarosa 20-

60 % (p/v). La preparación de gradientes se realizó manualmente a partir de soluciones

stock (Tabla 9). Cada gradiente se preparó en tubos de ultracentrífuga (Beckman

Coulter Inc. 326819) para el rotor SW55.1 de 5 ml. Se colocaron 0,75 ml de la primera

solución (Tabla 9) que contiene sacarosa 60 % (p/v) al fondo del tubo y se congeló en

freezzer de -80 ºC por una hora. Se repitió el procedimiento cargando 1,5 ml de las

soluciones de sacarosa de 45 % (p/v) y 30 % (p/v) y 0,75 ml de la solución 20 % (p/v).

Los gradientes se almacenaron a -80 ºC hasta su uso. El día de la preparación se

descongelaron a 37 ºC durante una hora y posteriormente se enfríaron en hielo por una

hora. Seguidamente se cargaron 1000 unidades de Absorbancia a 260 nm de P-170 y se

realizó una ultracentrifugación a 237.000 xg durante una hora y media a 4 ºC.

Finalizado el procedimiento se utilizó un fraccionador de gradientes 185 acoplado a un

lector de absorbancia UA5 (ISCO, Lincoln, NE, USA). Como primer paso se cargó un

gradiente preparado y tratado de igual manera, sembrado con buffer de resuspensión sin

muestra como blanco y se registraron las absorbancias a 254 nm. Posteriormente se

analizó cada una de las muestras. Luego de pasar por el detector las muestras se

colectaron en fracciones de 400 μl y se colocaron en hielo para evitar la degradación del

RNA. Los datos colectados se analizaron para sustraer la absorbancia del blanco,

calcular el área de cada región y la proporción de monosomas y polisomas tal como se

describe en (Kawaguchi et al., 2003). Para las extracciones de RNA, se agregaron 2

volúmenes de cloruro de guanidinio 8 M y 3 volúmenes de etanol 99 % (v/v). Las

muestras se dejaron precipitar durante toda la noche a -20 ºC. Posteriormente se realizó

una centrifugación a 16.000 xg durante 45 minutos a 4 ºC.  A partir de este precipitado

se realizó una extracción con Trizol (Invitrogen) como se detalla en la sección 7.2.2.
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Para las extracciones de proteínas, a cada fracción del gradiente se le adicionaron 2

volúmenes de etanol 99 % (v/v) y la mezcla se dejó precipitar durante toda la noche a 4

ºC. Al día siguiente se realizó una centrifugación a 16.000 xg durante 15 minutos a 4 ºC.

Los precipitados se lavaron con etanol 70 % (v/v) y se resuspendieron en buffer de

siembra para SDS-PAGE 2X [Tris-HCl 20mM pH 7,0, EDTA 4 mM, SDS 4 % (p/v), -

mercaptoetanol 1 % (v/v), glicerol 10 % (v/v) y azul de bromofenol 1 mg/ml].

Tabla 9. Soluciones para la preparación de gradientes de densidad de sacarosa.

Sacarosa 68.5 %

(p/v) (ml)a

Solución de Sales

10 X (ml)b

Agua bidestilada

estéril (ml)

Cicloheximida

50 mg/ml (ul)

Cloranfenicol

50 mg/ml (ul)

Volumen en el

gradiente (ml)

Sacarosa final

% (p/v)

44 5 0,99 5 5 0,75 60

66 10 23,98 10 10 1,5 45

44 10 45,98 10 10 1,5 30

14,5 5 30,49 5 5 0,75 20

a Solución autoclavada por 15 minutos.
b Solución de Tris-HCl 0,4 M pH 8,4, KCl 0,2 M, MgCl2 0,1 M autoclavada por 15 minutos.

7. Métodos para la extracción, cuantificación y análisis de ácidos nucleicos

7.1. Extracción de DNA genómico

El DNA genómico se obtuvo a partir de hojas de M. truncatula Jemalong A17

siguiendo el protocolo descripto por Dellaporta et al., (1983). El tejido se pulverizó

utilizando nitrógeno líquido en un mortero. El polvo se transfirió a un tubo y se

añadieron 15 ml de buffer de extracción (Tris-HCl 0,1 M pH 8,0, EDTA 0,05 M pH 8,0;

NaCl 0,5 M; 2--mercaptoentanol 0,01 M). Se agregó 1 ml de SDS  20 %  (p/v), la

mezcla se agitó en vórtex y se incubó 10 min a 65 C. Luego, se adicionaron 5 ml de

acetato de potasio 5 M y se mezclaron por inversión. La muestra se incubó en hielo 20

minutos y se centrifugó a 12.000 xg durante 15 minutos a 4 C. El sobrenadante

obtenido se filtró a través de una malla de nylon de 20 m y se añadieron 10 ml de

isopropanol. Se mezcló por inversión y se incubó 30 minutos a -20 C. La muestra se

centrifugó a 17.000 xg durante 20 minutos a 4 C. El sobrenadante se descartó y el

precipitado se dejó secar a temperatura ambiente. El precipitado se resuspendió en 1,4

ml de buffer TE, pH 7,4 manteniendo toda la noche a 4 C. La muestra se transfirió a

tubos nuevos. Con el objeto de precipitar los ácidos nucleicos se añadieron 75 μl de

acetato de sodio 3 M pH 5,2, se mezclaron por inversión y se agregaron 500 μl de

isopropanol. La muestra se mezcló nuevamente por inversión y se centrifugó a 17.000
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xg durante 15 minutos a temperatura ambiente. Una vez descartado el sobrenadante, el

precipitado se dejó secar y se resuspendió en 200 μl de buffer TE, pH 7,4 y se mantuvo

toda la noche a 4 C. Para eliminar el RNA presente en la muestra se digirió con 10

g/ml de RNAsa libre de DNAsa (Promega) durante 30 minutos a 37 ºC. Se agregó

acetato de amonio a una concentración final 2 M pH 7,5 y se realizó una extracción con

0,5 volúmenes de fenol y 0,5 volúmenes de cloroformo-alcohol isoamílico (24:1). La

mezcla se agitó 2 minutos y se centrifugó en una microcentrífuga a 17.000 xg durante

10 minutos a temperatura ambiente. Se recuperó la fase acuosa y se realizó una

extracción con cloroformo-alcohol isoamílico (24:1). Finalmente, se recuperó la fase

acuosa y el DNA genómico se precipitó adicionando acetato de sodio a una

concentración final 0,2 M pH 5,2 y 2,5 volúmenes de etanol 96 % (v/v)  a -20 C. La

muestra se colocó 10 minutos en hielo y se centrifugó a 17.000 xg durante 15 minutos a

4 C. El sobrenadante se descartó y el precipitado se lavó con 500 μl de etanol 70 %

(v/v), a 4 C. El precipitado se dejó secar a temperatura ambiente y se resuspendió en

100 μl de buffer TE incubando toda la noche a 4 C. El DNA genómico obtenido se

almacenó a 4 C.

7.2. Extracciones de RNA

7.2.1 Extracciones de RNA a partir de tejido de raíz

Para la extracción de RNA se colectaron las raíces y se pulverizaron con mortero

utilizando N2 líquido. El tejido obtenido se almacenó en freezzer a -80 ºC hasta su

utilización. El RNA se extrajo siguiendo el protocolo provisto con el kit NucleoSpin

RNA (Macherey-Nagel). La elución se realizó con 50 μl de agua estéril y se almacenó a

-80 °C hasta su utilización. La concentración de la muestras se calculó a partir de la

absorbancia a 260 nm (A260) medida en un espectofotómetro nanodrop ND 2000

(Thermo Scientific, Asheville, NC, USA) y se estimó su pureza a través de la relación

A260/A280. La integridad del RNA se evaluó mediante electroforesis no desnaturalizante

en geles de agarosa 1.2 % (p/v), visualizándose las bandas correspondientes al rRNA.
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7.2.2 Extracciones de RNA a partir de muestras de TRAP

Las fracciones de S-16 y TRAP fueron utilizadas para la extracción de RNA.

Para ambas muestras se realizó una extracción con Trizol (Invitrogen) siguiendo las

condiciones detalladas por el proveedor. En forma resumida, a cada muestra se

agregaron 800 l de reactivo Trizol y se agitó en vórtex durante 30 segundos. Luego de

incubar 5 minutos a temperatura ambiente se realizó una extracción con 200 l de

cloroformo. Se centrifugó a 12.000 xg durante 15 minutos a 4 ºC y se recuperó la fase

acuosa. Se repitió la extracción con cloroformo conservando la fase acuosa. El RNA se

precipitó  adicionando 500 l de isopropopanol  e incubando toda la noche -20 ºC. En

este paso, para ayudar a la precipitación de las muestras TRAP se agregó 1 μl de

glucógeno 20 μg/μl (Invitrogen, Nº de catálogo 10814-010). Las muestras se

centrifugaron a 12.000 xg durante 45 minutos a 4 ºC. Los precipitados de RNA fueron

lavados con etanol 70 % (v/v). Finalmente, el RNA se resuspendió en 50 l de agua

bidestilada estéril y se calentó a 65 ºC durante 5 minutos para favorecer la resuspensión

del precipitado. Se evaluaron la concentración y la integridad igual que para las

muestras de RNA total de raíz (sección 7.2.1.). El RNA se almacenó a -80 ºC hasta su

utilización.

7.2.3 Extracciones de RNA a partir de muestras de polisomas

obtenidas por ultracentrifugación en gradientes de sacarosa

Se realizaron extracciones de RNA utilizando el método de Trizol. Las

fracciones precipitadas fueron resuspendidas en 800 l de reactivo de Trizol. Se

tomaron por separado las fracciones correspondientes a monosomas y de polisomas.

Para ambas muestras se realizaron extracciones de RNA siguiendo los pasos detallados

en la sección 7.2.2. El RNA se resuspendió en 50 l de agua bidestilada estéril y se

calentó a 65 ºC durante 5 minutos para favorecer la resuspensión del precipitado. El

RNA se almacenó a -80 ºC hasta su utilización. La concentración y la integridad del

RNA se evaluaron igual que para las muestras de RNA total de raíz (7.2.1).
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8. Métodos para la cuantificación de los niveles de transcriptos

8.1. Digestión de DNA genómico en muestras de RNA

Se realizó la digestión de DNA genómico para las muestras de RNA total

extraído a partir de tejido de raíz. Este tratamiento fue aplicado también a las muestras

de S-16 provenientes de la técnica de TRAP. En cada caso, se digirió 1 µg de RNA con

1 U de la enzima RQ1 DNasa libre de RNasa (Promega) utilizando el buffer

suministrado por el fabricante en un volumen final de 10 µl. Luego de incubar durante

una hora a 37 ºC se agregó 1 µl de la solución Stop (EGTA 10 mM, Promega). Se

incubó durante 10 minutos a 65 ºC para inactivar la enzima.

8.2. Síntesis de cDNA mediante transcripción reversa

La síntesis de la primera hebra de cDNA se realizó con partiendo de 200 ng-1 μg

de RNA (según disponibilidad). La primera etapa consistió en el agregado de 0,5 μg de

oligodT15. Luego, se incubó durante 5 minutos a 70 ºC para desnaturalizar el RNA y se

enfrió rápidamente en hielo. Posteriormente se agregó una mezcla conteniendo 200 U

de la enzima transcriptasa reversa (MMLV RT, Promega), dNTPs a una concentración

final de 0,5 mM cada uno y buffer 1X (Promega), llevando a un volumen final de 25 μl

con H2O bidestilada estéril. Luego se incubó durante una hora a 42 ºC y finalmente 15

minutos a 65 ºC para inactivar la enzima. El producto de la reacción se conservó a -20

ºC hasta su uso.

8.3 Ensayos de qPCR

Cinco µl de una dilución 1/10 de la síntesis de la primera hebra de cDNA fueron

utilizados como molde en una reacción de PCR cuantitativa. Se utilizó una

concentración de 0,5 μM de cada primer en un volumen final de 20 μl. Se utilizó la

mezcla de reacción comercial iQ SYBR Green Supermix de BioRad. La reacción se llevó

a cabo en un ciclador térmico de PCR en tiempo real CFX96 Real-Time System

(BioRad) con una primera etapa a 95 º durante 5 minutos, seguida de 45 ciclos de 23

segundos a 95 ºC, 30 segundos a 52 ºC y 20 segundos a 72 ºC. La amplificación de un

único producto fue verificada mediante electroforesis en gel de agarosa 2 % (p/v) teñido
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con bromuro de etidio. También se realizaron curvas de melting para cada producto de

reacción al finalizar la corrida.

8.4. Análisis y normalización de los datos de qPCR

Los datos del ciclo de detección umbral (Ct) fueron obtenidos como mínimo

para dos réplicas técnicas para cada cuantificación. Se realizó una curva de calibración

para los transcriptos utilizando diluciones seriadas del cDNA sintetizado. Se analizó la

validez de los transcriptos de referencia ACTINA11 y de HISTONA3L mediante

GNORM (Vandesompele et al., 2002, Ariel et al., 2010). Estos transcriptos se utilizaron

para la normalización de los datos según se describió previamente (Gonzalez-Rizzo et

al., 2006). Los datos fueron analizados y graficados utilizando el programa GraphPad v

4.0 (GraphPad Software Inc, San Diego, CA, USA).

9. Métodos para la cuantificación de los niveles de sRNAs

9.1. Síntesis de cDNA utilizando el sistema miScript

Para la cuantificación de sRNAs se realizó la poliadenilación y síntesis de cDNA

utilizando el miScript Reverse Transcription Kit provisto por la compañía QIAGEN

(Valencia, CA, USA) siguiendo las instrucciones provistas con el mismo. Cada reacción

contuvo 200 ng de RNA extraído con Trizol, buffer miScript y la mezcla de

transcripción reversa miScript. Las muestras se incubaron a 37 ºC durante 60 minutos y

luego las enzimas se inactivaron incubando a 95 ºC por 5 minutos. El producto de la

reacción se conservó a -20 ºC hasta su uso.

9.2. Ensayos de qPCR para sRNAs

Se utilizó el protocolo de detección de sRNA miScript SYBR Green PCR Kit

provisto por QIAGEN. Se utilizó la Quantitect SYBR Green PCR Master Mix 2X, el

miScript Universal Primer 10X, y el primer correspondiente al sRNA de interés (Anexo

II). Se utilizó como molde cDNA sintetizado por el kit miScript. Cada reacción contuvo

el equivalente a 1-3 ng de RNA utilizados para la transcripción reversa. Las reacciones

se llevaron a cabo en un ciclador térmico de PCR en tiempo real CFX96 (BioRad) con
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una primera etapa a 95 ºC durante 15 minutos, seguido de 40 ciclos de 15 segundos a 95

ºC y 30 segundos a la temperatura de annealing elegida en base a la temperatura de

melting del primer de cada sRNA (Anexo II). La amplificación de un único producto

fue verificada mediante la realización de una electroforesis en gel de agarosa 2 % (p/v).

También se realizaron curvas de melting para cada producto de reacción luego de

finalizar la corrida. La normalización de los datos fue realizada mediante la

cuantificación de ACTINA11 y de HISTONA3L según se describió previamente. Los

datos fueron analizados y graficados utilizando el programa GraphPad v 4.0.

9.3. Clonado y secuenciación de los productos de qPCR

Los sRNAs amplificados fueron separados por una electroforesis en gel de

agarosa 2 % (p/v). Las bandas fueron escindidas del gel y purificadas. Los fragmentos

se ligaron al vector pGEM-T-Easy (Promega) siguiendo las indicaciones del proveedor.

El producto de la ligación se transformó en bacterias E. coli DH5α competentes. Los

plásmidos fueron purificados y secuenciados con el primer M13_Fwd para verificar la

identidad de los sRNAs amplificados.

10. Métodos utilizados para el análisis de proteínas

10.1. Preparación de muestras de proteínas

Las proteínas totales de raíz fueron extraídas a partir de tejido pulverizado en

nitrógeno líquido. Se utilizaron 100 μl de tejido extraídos con 100 μl de buffer de carga

SDS 2X [Tris-HCl 10mM pH 7,0, EDTA 2 mM, SDS 2 % (p/v), -mercaptoetanol 0,5

% (v/v), glicerol 5 % (v/v) y azul de bromofenol 0,5 mg/ml]. Las muestras se

desnaturalizaron mediante incubación durante 5 minutos a 100 ºC  previo a la siembra.

Las fracciones purificadas de TRAP fueron  mezcladas directamente con buffer

de siembra para SDS-PAGE mientras que las fracciones S-16 y UB fueron precipitadas

con dos volúmenes de etanol 96 % (v/v) durante toda la noche a 4 ºC. Las muestras se

centrifugaron a 16.000 xg durante 15 minutos a 4 ºC. Las muestras fueron

resuspendidos en buffer de siembra para SDS-PAGE, y tratadas de la misma manera

que los extractos de proteínas totales de raíz.
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10.2. Separación de proteínas mediante electroforesis en geles de

poliacrilamida con SDS (SDS-PAGE)

La electroforesis de proteínas en presencia de SDS se llevó a cabo según el

método descripto por (Laemmli 1970), empleando el sistema Miniprotean III de geles

verticales (BioRad). Se utilizó una relación de acrilamida: bis-N`,N’-metil-bisacrilamida

30 % (p/v): 0,8 % (p/v).  El gel de separación se preparó en solución Tris-HCl 375 mM

pH 8,8 conteniendo SDS 0,1 % (p/v) y una concentración final de acrilamida de 12 % o

15 % (p/v), según el peso molecular relativo de las proteínas a separar. El gel de

concentración se preparó en solución Tris-HCl 125 mM pH 6,8 conteniendo SDS 0,1 %

(p/v) y acrilamida 5 % (p/v).  En todos los casos se adicionó persulfato de amonio  0,1

% (p/v), como iniciador de la polimerización del gel y TEMED 0,4 % (v/v) como

catalizador de la formación de radicales libres a partir del persulfato de amonio. La

separación electroforética se realizó a temperatura ambiente en buffer Tris-HCl 25 mM

pH 8,0, glicina 150 mM y SDS 0,1 % (p/v) aplicando una intensidad de corriente

constante de 25 mA por gel durante 1 hora y media aproximadamente.

10.3. Tinción con plata de las proteínas separadas por SDS-PAGE

Las proteínas separadas mediante SDS-PAGE fueron fijadas por incubación con

una solución de etanol 50 % (v/v), ácido acético 10 % (v/v) durante 30 minutos. Luego

el gel se incubó con una solución de glutaraldehído 10 % (v/v) durante 30 minutos. Se

realizaron lavados con agua bidestilada incubando durante toda la noche. En el

momento se preparó una solución de tinción de plata (NaOH 18,9 mM, hidróxido de

amonio 207,2 mM, nitrato de plata 45,6 mM) y se incubó durante 6 minutos.

Posteriormente se realizaron lavados con 500 ml de agua bidestilada. El gel se colocó en

la solución de desarrollo conteniendo ácido cítrico 0,24 mM, formaldehído 0,018 %

(v/v). Una vez desarrollada la tinción se detuvo la reacción con ácido acético 1 % (v/v)

durante 30 minutos.
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10.4. Transferencia e inmunodetección de proteínas en membranas de

nitrocelulosa

 Las proteínas, previamente separadas mediante SDS-PAGE, se transfirieron a

membranas de nitrocelulosa Hybond ECL (Amersham GE Life Science, Pittsburg, PA,

USA) empleando una el sistema Miniprotean III (BioRad).  La transferencia se realizó

en una solución Tris-HCl 25 mM, glicina 150 mM pH 8,0, metanol 20 % (v/v) a 4 ºC,

aplicando un voltaje constante de 100 V durante 60 minutos. La transferencia de las

proteínas a la membrana se verificó mediante la tinción con una solución de Rojo

Ponceau S 2% (p/v) durante 5 minutos. Luego, se lavaron las membranas con agua

destilada hasta la desaparición del color. Las membranas de nitrocelulosa se bloquearon

por incubación durante 1 hora en buffer TBS-T [Tris-HCl 50 mM pH 8.0, NaCl 150

mM Tween 20 0,5 % (v/v)] conteniendo leche descremada en polvo 5 % (p/v).

Alternativamente el bloqueo se realizó incubando toda la noche a 4 ºC.

Las proteínas conteniendo el epitope FLAG se detectaron utilizando una

dilución 1:500  (v:v) del anticuerpo comercial -FLAG conjugado a la enzima HRP

(Horse Radish Peroxidase) (No. de catálogo A8592 Sigma) en TBS-T. La membrana se

incubó durante una hora con la solución de anticuerpo. Con esta solución se realizó la

incubación de la membrana por una hora. El exceso de anticuerpo se eliminó mediante

cinco lavados de 10 minutos con buffer TBS-T. Este anticuerpo está  conjugado a la

enzima peroxidasa. La visualización se llevó a cabo utilizando el kit de

quimioluminiscencia ECL Western Blotting System (Amersham GE Healthcare Life

Sciences) siguiendo las instrucciones del proveedor. Por último, las membranas se

expusieron entre 5 y 30 minutos a placas autoradiográficas (Kodak Medical X-ray Film

General Purpose Green).

Las proteínas de la subunidad menor del ribosoma S6 fueron detectadas

utilizando el anticuerpo -RPS6 cedido por el laboratorio de la Dr. Julia Bailey-Serres

Center for Plant Cell Biology de la Universidad de California Riverside (Williams et

al., 2003). Se incubaron las membranas con una dilución 1:5000 (v:v) en TBS-T del

anticuerpo durante una hora. El exceso de anticuerpo se eliminó mediante cinco lavados

de 10 minutos con buffer TBS-T. Luego se adicionó el anticuerpo secundario antiIgG de

conejo conjugado con la enzima HRP (ECL Western Blotting System, Amersham)

diluido 1:10.000 en la misma solución anterior. Al cabo de 2 horas de incubación a
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temperatura ambiente se efectuaron dos lavados de 15 minutos con TBS-T. La

detección se realizó mediante el ECL Western Blotting System, Amersham.

La proteína NF-YA1 fue detectada utilizando el anticuerpo -NF-YA1 cedido

por el laboratorio del Dr. Andreas Niebel del Laboratoire des Interactions Plantes

Microorganismes CNRS-INRA Castanet-Tolosan (Combier et al., 2008). Se incubaron

las membranas con una dilución 1:2000 (v:v). Posteriormente, se utilizaron las mismas

condiciones que para la detección de S6.

La cuantificación de las señales obtenidas se realizó utilizando el programa

ImageJ 1.42q (http://rsb.info.nih.gov/ij).

11. Herramientas bioinformáticas y bases de datos utilizados para el análisis de

secuencia

11.1. Herramientas bioinformáticas

-BLASTP (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi): se utilizó la secuencia de

aminoácidos de la proteína de interés para la búsqueda de proteínas homólogas en la

base de datos del genoma de M. truncatula.

-CLUSTALW (http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2/index.html): se realizó el

alineamiento de secuencias a través del método neighbor-joining a partir de las

proteínas homólogas obtenidas de otras especies.

-BOXSHADE (http://www.ch.embnet.org/software/BOX_form.html): este

programa se utilizó para indicar el grado de conservación de aminoácidos a partir de los

alineamientos resultantes del ClustalW.

-MFOLD (http://mfold.rna.albany.edu/?q=mfold): Este programa se utilizó para

predecir las estructuras secundarias formadas por las secuencias de interés. Se utilizaron

los parámetros determinados.

-MEME (http://meme.nbcr.net/meme/): algoritmo utilizado para la búsqueda de

motivos consenso en secuencias no traducidas. Se utilizaron los parámetros

predeterminados del programa.

-FIMO (http://meme.nbcr.net/meme/cgi-bin/fimo.cgi): este algoritmo se utilizó

para detectar la presencia de motivos consenso específicos en un grupo de secuencias de

interés que son suministradas al programa. Se utilizaron los parámetros predeterminados

del programa.
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11.2. Bases de datos de secuencias

-Genoma de M. truncatula http://www.medicagohapmap.org/?genome. Este

sitio contiene la versión 3.5 del genoma.(Young et al., 2011)

-DFCI gene index (http://compbio.dfci.harvard.edu/tgi/cgi-bin/tgi/gimain.pl?

gudb=medicago). El proyecto Gene Index contiene secuencias expresadas de

transcriptos (ESTs) para diferentes especies de plantas. Esta base de datos contiene los

modelos génicos posibles y sus variantes. Fue utilizado para la búsqueda de las

secuencias no traducidas de los transcriptos analizados.

-Medicago truncatula Gene Expression Atlas (MtGEA)

(http://mtgea.noble.org/v3/). Este sitio contiene un compendio de los perfiles de

expresión para la mayoría de los genes de M. truncatula. Esta base de datos abarca

diferentes estadíos del dasarrollo en los distintos órganos bajo distintos tratamientos.

Affymetrix Medicago Gene Chip ® (Benedito et al., 2008, He et al., 2009)

-miRBASE (http://www.mirbase.org/). Base de datos utilizada para la búsqueda

de secuencias de miRNAs y pre-miRNAs de M. truncatula (Kozomara and Griffiths-

Jones 2011).

12. Microscopia confocal

Las raíces de plantas compuestas de tres semanas de M. truncatula

transformadas con las construcciones p:FLAG-GFP-RPL18 se observaron en

microscopio confocal Leica SP5 (Leica, Wetzla, Germany). Las muestras se excitaron

con láser de Argón y la fluorescencia de GFP fue detectada en el rango de 498 a 545

nm. Las imágenes se tomaron con el programa Leica Application Suite (Leica).
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Anexo I. Secuencias

1. Construcciones para expresar FLAG:RPL18

En gris se indica la secuencia del promotor, en naranja la región 5` UTR Ω, en verde

la región que codifica el epitope de histidinas, en azul la secuencias de glicinas, en rojo indica el

péptido FLAG y en negro la secuencia de RPL18 de M. truncatula, en violeta el codón Stop.

>p35S:FLAG-RPL18_seq_3`OCS

GGAAACTCTCGGATCATGCCCAGCTATCTGTCACTCATCGAAAGGACAGTAGAAAAGGAAGGTGGCTCCT
ACAAATGCCATCATTGCGATAAAGGAAAGGCTATCATTCAAGATCTCTCTGCCGACAGTGGTCCCAAAGA
TGGACCCCCACCCACGAGGAGCATCGTGGAAAAAGAAGACGTTCCAACCACGTCTTCAAAGCAAGTGGAT
TGATGTGACATCTCCACTGACGTAAGGGATGACGCACAATCCCACTATCCTTCGCAAGACCCTTCCTCTA
TATAAGGAAGTTCATTTCATTTGGAGAGGACACGCTCGAGTATAAGAGCTCTATTTTTACAACAATTACC
AACAACAACAAACAACAAACAACATTACAATTACATTTACAATTACCATGGGACATCACCATCATC
ACCATGGTGGAGGTGATTATAAGGATGATGATGATAAGGGAGGTGGTGGAGGAGGTGGA
TCCGGTATCGATCTTAAGGCAGGAGGTAAGAACAAAAAAACAAAAAGAACAGCACCAAA
ATCCAATGATATCTATCTCAAGCTTTTGGTCAAGCTTTATCGGTTCCTTGTTCGGAGAA
CTGGCAGCAATTTCAATGCTGTTATACTCAAGAGGTTGTTTATGAGCAAGGTTAACAAA
CCTCCACTATCTTTGTCAAGGTTGATCAAGTATACCAATGGGAAGGAAGGTAAAATTGC
TGTCGTGGTGGGGGCTATAACTGATGATGTCCGTGTTAATGAAGTTCCAGCCATAAAGG
TTACAGCACTCAGGTTTACCGAGAGGGCAAGGGCAAGAATAGAAAGTGCTGGTGGTGAA
TGCTTGACATTCGATCAGTTGGCTCTTAGGGCCCCTCTGGGACAAAACACGGTTCTTCT
TAGAGGCCCAAAGAATGCTCGTGAAGCAGTGAAGCACTTTGGTCGTGCTCCTGGTGTCC
CACAAAGCCACACCAAACCTTATGTTAGAGGAAAGTCAAGGAAGATCGAGAAGGCTAGA
GGAAAGAGGAAGAGCAGAGGATTCAGAGTTTGATCTAGAGTCCTGCTTTAAT

>pSUC2:FLAG-RPL18_seq_3`OCS

ACTACAACCACCGCAACAACCACCAAAAACCCTCTCAAAGAAATTTCTTTTTTTTCTTACTTTCTTGGTT
TGTCAAATACCCAGCTTTCTTGTACAAAGTGGTGATCGGTACCTATTTTTACAACAATTACCAACAACAA
CAAACAACAAACAACATTACAATTACATTTACAATTACCATGGGACATCACCATCATCACCATGG
TGGAGGTGATTATAAGGATGATGATGATAAGGGAGGTGGTGGAGGAGGTGGATCCGGTA
TCGATCTTAAGGCAGGAGGTAAGAACAAAAAAACAAAAAGAACAGCACCAAAATCCAAT
GATATCTATCTCAAGCTTTTGGTCAAGCTTTATCGGTTCCTTGTTCGGAGAACTGGCAG
CAATTTCAATGCTGTTATACTCAAGAGGTTGTTTATGAGCAAGGTTAACAAACCTCCAC
TATCTTTGTCAAGGTTGATCAAGTATACCAATGGGAAGGAAGGTAAAATTGCTGTCGTG
GTGGGGGCTATAACTGATGATGTCCGTGTTAATGAAGTTCCAGCCATAAAGGTTACAGC
ACTCAGGTTTACCGAGAGGGCAAGGGCAAGAATAGAAAGTGCTGGTGGTGAATGCTTGA
CATTCGATCAGTTGGCTCTTAGGGCCCCTCTGGGACAAAACACGGTTCTTCTTAGAGGC
CCAAAGAATGCTCGTGAAGCAGTGAAGCACTTTGGTCGTGCTCCTGGTGTCCCACAAAG
CCACACCAAACCTTATGTTAGAGGAAAGTCAAGGAAGATCGAGAAGGCTAGAGGAAAGA
GGAAGAGCAGAGGATTCAGAGTTTGATCTAGAGTCTGCTAAATAATTTGG
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>pCO2:FLAG-RPL18_seq_3`OCS

AGTGTAACGCAATAAAATGCTCCAATATTTCTCGAAGTTGGAACATCTTCTTTTTTCTTCATTTTCTTGC
TTACACATGTTCGTTTGTACGTACCATAACAAATAATCAAATCTACTACACTTATAAACACTATACCTAT
TTATGTGCGTAGTGGTTAACACCCATACAAGAGTCACGGGTCACATTTAAGCTTCAACTATATATTTGCA
TGTTATTTGCCAAAAGGATTTGACAATAATGCAACAAGAGTTTAAGGGTGGGCGCGCCGACCCAGCTTTC
TTGTACAAAGTGGTGATCGGTACCTATTTTTACAACAATTACCAACAACAACAAACAACAAACAACATTA
CAATTACATTTACAATTACCATGGGACATCACCATCATCACCATGGTGGAGGTGATTATAAG
GATGATGATGATAAGGGAGGTGGTGGAGGAGGTGGATCCGGTATCGATCTTAAGGCAGG
AGGTAAGAACAAAAAAACAAAAAGAACAGCACCAAAATCCAATGATATCTATCTCAAGC
TTTTGGTCAAGCTTTATCGGTTCCTTGTTCGGAGAACTGGCAGCAATTTCAATGCTGTT
ATACTCAAGAGGTTGTTTATGAGCAAGGTTAACAAACCTCCACTATCTTTGTCAAGGTT
GATCAAGTATACCAATGGGAAGGAAGGTAAAATTGCTGTCGTGGTGGGGGCTATAACTG
ATGATGTCCGTGTTAATGAAGTTCCAGCCATAAAGGTTACAGCACTCAGGTTTACCGAG
AGGGCAAGGGCAAGAATAGAAAGTGCTGGTGGTGAATGCTTGACATTCGATCAGTTGGC
TCTTAGGGCCCCTCTGGGACAAAACACGGTTCTTCTTAGAGGCCCAAAGAATGCTCGTG
AAGCAGTGAAGCACTTTGGTCGTGCTCCTGGTGTCCCACAAAGCCACACCAAACCTTAT
GTTAGAGGAAAGTCAAGGAAGATCGAGAAGGCTAGAGGAAAGAGGAAGAGCAGAGGATT
CAGAGTTTGATCTAGAGTC

>pEXP7:FLAG-RPL18_seq_SEQPGAT

ATATCATATGATTAAACATGTTGGCACGACTTTATATTTTGTACAGTAACACCATTTTCTTTACTTATTT
AAGAAATACGGTAATGATATAATATTCCTGGATCATTCTCCATGTAACTACATCATTGGCTAGCAATACT
GTTTCTAGACAATAACTTAACAAAAAATATACAAACAAACAAACAACATCAGTAATATTGTTGACTAGCA
AAGATAGAGACATATTCGTGGGATTCACGAAGGCAACTTCTTTCAATTAGTGACGTGCAACTGAAATTGA
AAGTTATATATAAGAACACATGTACAAGTACAAATCAATGAGCGAGCTCTATTTTTACAACAATTACCAA
CAACAACAAACAACAAACAACATTACAATTACATTTACAATTACCATGGGACATCACCATCATCAC
CATGGTGGAGGTGATTATAAGGATGATGATGATAAGGGAGGTGGTGGAGGAGGTGGATC
CGGTATCGATCTTAAGGCAGGAGGTAAGAACAAAAAAACAAAAAGAACAGCACCAAAAT
CCAATGATATCTATCTCAAGCTTTTGGTCAAGCTTTATCGGTTCCTTGTTCGGAGAACT
GGCAGCAATTTCAATGCTGTTATACTCAAGAGGTTGTTTATGAGCAAGGTTAACAAACC
TCCACTATCTTTGTCAAGGTTGATCAAGTATACCAATGGGAAGGAAGGTAAAATTGCTG
TCGTGGTGGGGGCTATAACTGATGATGTCCGTGTTAATGAAGTTCCAGCCATAAAGGTT
ACAGCACTCAGGTTTACCGAGAGGGCAAGGGCAAGAATAGAAAGTGCTGGTGGTGAATG
CTTGACATTCGATCAGTTGGCTCTTAGGGCCCCTCTGGGACAAAACACGGTTCTTCTTA
GAGGCCCAAAGAATGCTCGTGAAGCAGTGAAGCACTTTGGTCGTGCTCCTGGTGTCCCA
CAAAGCCACACCAAACCTTATGTTAGAGGAAAGTCAAGGAAGATCGAGAAGGCTAGAGG
AAAGAGGAAGAGCAGAGGATTCAGAGTTTGATCTAGAGTCCTGCTTTA
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2. Construcción para expresar pEXP7:FLAG-GFP-RPL18

En naranja se indica parte de la región 5` UTR Ω, en verde oscuro la región que

codifica el epitope de histidinas, en azul la secuencias de glicinas, en rojo indica el péptido

FLAG, en verde claro la secuencia que codifica GFP y en negro parte de la secuencia de RPL18

de M. truncatula.

>pEXP7:FLAG-RPL18_seq_RPL18_Rev

ATTACATTTACAATTACCATGGGACATCACCATCATCACCATGGTGGAGGTGATTATAAGGA
TGATGATGATAAGGGAGGTGGTGGAGGAGGTGGATCCATGGTGAGCAAGGGCGAGGAGC
TGTTCACCGGGGTGGTGCCCATCCTGGTCGAGCTGGACGGCGACGTAAACGGCCACAAG
TTCAGCGTGTCCGGCGAGGGCGAGGGCGATGCCACCTACGGCAAGCTGACCCTGAAGTT
CATCTGCACCACCGGCAAGCTGCCCGTGCCCTGGCCCACCCTCGTGACCACCTTCACCT
ACGGCGTGCAGTGCTTCAGCCGCTACCCCGACCACATGAAGCAGCACGACTTCTTCAAG
TCCGCCATGCCCGAAGGCTACGTCCAGGAGCGCACCATCTTCTTCAAGGACGACGGCAA
CTACAAGACCCGCGCCGAGGTGAAGTTCGAGGGCGACACCCTGGTGAACCGCATCGAGC
TGAAGGGCATCGACTTCAAGGAGGACGGCAACATCCTGGGGCACAAGCTGGAGTACAAC
TACAACAGCCACAACGTCTATATCATGGCCGACAAGCAGAAGAACGGCATCAAGGTGAA
CTTCAAGATCCGCCACAACATCGAGGACGGCAGCGTGCAGCTCGCCGACCACTACCAGC
AGAACACCCCCATCGGCGACGGCCCCGTGCTGCTGCCCGACAACCACTACCTGAGCACC
CAGTCCGCCCTGAGCAAAGACCCCAACGAGAAGCGCGATCACATGGTCCTGCTGGAGTT
CGTGACCGCCGCCGGGATCACTCACGGCATGGACGAGCTGTACAAGGGATCCGGTATCG
ATCTTAAGGCAGGAGGT

3. Secuencia de productos de amplificación mediante el sistema miScript

En rojo se indica la secuencia del sRNA amplificado, en verde la secuencia del

primer universal incorporado por la transcripción reversa y en negrita corresponde a la región de

poliadenilación por el sistema miScript.

>pGEM-T-Easy-miR166_M13F

GATTGGGCCCGACGTCGCATGCTCCCGGCCGCCATGGCGGCCGCGGGAATTCGATTGAA
TCGAGCACCAGTTACGCATGCCGAGGTCGACTTCTAGATTTTTTTTTTTTTTTTTTGGG
GAATGAAGCCTGGTCCGAAATCACTAGTGAATTCGCGGCCGCCTGCAGGTCGACCATAT
GGGAGAGCTCCCAACGCGTTGGATGCATAGCTTGAGTATTCTATAGTGTCACCTAAATA
GCTTGGCGTAATCATGGTCATAGCTGTTTCCTGTGTGAAATTGTTATCCGCTCACAATT
CCACACAACATACGAGCCGGAAGCATAAAGTGTAAAGCCTGGGGTGCCTAATGAGTGAG
CTAACTCACATTAATTGCGTTGCGCTCACTGCCCGCTTTCCAGTCGGGAAACCTGTCGT
GCCAGCTGCATTAATGAATCGGCCAACGCGCGGGGAGAGGCGGTTTGCGTATTGGGCGC
TCTTCCGCTTCCTCGCTCACTGACTCGCTGCGCTCGGTCGTTCGGCTGCGGCGAGCGGT
ATCAGCTCACTCAAAGGCGGTAATACGGTTATCCACAGAATCAG
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>pGEM-T-Easy-miR69_ M13F

GATTGGGCCCGACGTCGCATGCTCCCGGCCGCCATGGCGGCCGCGGGAATTCGATTGAA
TCGAGCACCAGTTACGCATGCCGAGGTCGACTTCCTAGATTTTTTTTTTTTTTTTTCCG
GCAAGTCATCCTTGGCTTAATCACTAGTGAATTCGCGGCCGCCTGCAGGTCGACCATAT
GGGAGAGCTCCCAACGCGTTGGATGCATAGCTTGAGTATTCTATAGTGTCACCTAAATA
GCTTGGCGTAATCATGGTCATAGCTGTTTCCTGTGTGAAATTGTTATCCGCTCACAATT
CCACACAACATACGAGCCGGAAGCATAAAGTGTAAAGCCTGGGGTGCCTAATGAGTGAG
CTAACTCACATTAATTGCGTTGCGCTCACTGCCCGCTTTCCAGTCGGGAAACCTGTCGT
GCCAGCTGCATTAATGAATCGGCCAACGCGCGGGGAGAGGCGGTTTGCGTATTGGGCGC
TCTTCCGCTTCCTCGCTCACTGACTCGCTGCGCTCGGTCGTTCGGCTGCGGCGAGCGGT
ATCAGCTCACTCAAAGGCGGTAATACGGTTATCCACAGAATCAG

>pGEM-T-Easy-miR171_M13F

GATTGGGCCCGACGTCGCATGCTCCCGGCCGCCATGGCGGCCGCGGGAATTCGATTCGA
GCCGAATCAATATCACTCTAAAAAAAAAAAAAAATCTAGGAAGTCGACCTCGGCATGCG
TAACTGGTGCTCGATTCAATCACTAGTGAATTCGCGGCCGCCTGCAGGTCGACCATATG
GGAGAGCTCCCAACGCGTTGGATGCATAGCTTGAGTATTCTATAGTGTCACCTAAATAG
CTTGGCGTAATCATGGTCATAGCTGTTTCCTGTGTGAAATTGTTATCCGCTCACAATTC
CACACAACATACGAGCCGGAAGCATAAAGTGTAAAGCCTGGGGTGCCTAATGAGTGAGC
TAACTCACATTAATTGCGTTGCGCTCACTGCCCGCTTTCCAGTCGGGAAACCTGTCGTG
CCAGCTGCATTAATGAATCGGCCAACGCGCGGGGAGAGGCGGTTTGCGTATTGGGCGCT
CTTCCGCTTCCTCGCTCACTGACTCGCTGCGCTCGGTCGTTCGGCTGCGGCGAGCGGTA
TCAGCTCACTCAAAGGCGGTAATACGGTTATCCACAGAATCAG

>pGEM-T-Easy-miR390_M13F

GATTGGGCCCGACGTCGCATGCTCCCGGCCGCCATGGCGGCCGCGGGAATTCGATTGAA
TCGAGCACCAGTTACGCATGCCGAGGTCGACTTCCTAGATTTTTTTTTTTTTTTTTTTG
GGGGGGGGGGGCGCTATCCCTCCTGAGCTTAATCACTAGTGAATTCGCGGCCGCCTGCA
GGTCGACCATATGGGAGAGCTCCCAACGCGTTGGATGCATAGCTTGAGTATTCTATAGT
GTCACCTAAATAGCTTGGCGTAATCATGGTCATAGCTGTTTCCTGTGTGAAATTGTTAT
CCGCTCACAATTCCACACAACATACGAGCCGGAAGCATAAAGTGTAAAGCCTGGGGTGC
CTAATGAGTGAGCTAACTCACATTAATTGCGTTGCGCTCACTGCCCGCTTTCCAGTCGG
GAAACCTGTCGTGCCAGCTGCATTAATGAATCGGCCAACGCGCGGGGAGAGGCGGTTTG
CGTATTGGGCGCTCTTCCGCTTCCTCGCTCACTGACTCGCTGCGCTCGGTCGTTCGGCT
GCGGCGAGCGGTATCAGCTCACTCAAAGGCGGTAATACGGTTATCCACAGAATCAG

>pGEM-T-Easy-tasiARFs_M13F

GATTGGGCCCGACGTCGCATGCTCCCGGCCGCCATGGCGGCCGCGGGAATTCGATTGAA
TCGAGCACCAGTTACGCATGCCGAGGTCGACTTCCTAGATTTTTTTTTTTTTTTTTTGA
GGTCTTACAAGGTCAAGAAAATCACTAGTGAATTCGCGGCCGCCTGCAGGTCGACCATA
TGGGAGAGCTCCCAACGCGTTGGATGCATAGCTTGAGTATTCTATAGTGTCACCTAAAT
AGCTTGGCGTAATCATGGTCATAGCTGTTTCCTGTGTGAAATTGTTATCCGCTCACAAT
TCCACACAACATACGAGCCGGAAGCATAAAGTGTAAAGCCTGGGGTGCCTAATGAGTGA
GCTAACTCACATTAATTGCGTTGCGCTCACTGCCCGCTTTCCAGTCGGGAAACCTGTCG
TGCCAGCTGCATTAATGAATCGGCCAACGCGCGGGGAGAGGCGGTTTGCGTATTGGGCG
CTCTTCCGCTTCCTCGCTCACTGACTCGCTGCGCTCGGTCGTTCGGCTGCGGCGAGCGG
TATCAGCTCACTCAAAGGCGGTAATACGGTTATCCACAGAATCAG
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Anexo II. Primers

Identificador del gen a Nombre del primer Secuencia del primer Referencia
MtNFP-F TCTCATGCTCTTTTTCTTGTCCTCAMedtr5g019040.1
MtNFP-R CTCGGCTTCTATGTTACTGGCTTT

(Arrighi et al., 2006)

MtLYK3-F TGCTAAGGGTTCAGCTGTTGGTAMedtr5g086130.1
MtLYK3-R AAATGCCCTAGAAGTTTGTGGAAG

(Limpens et al.,
2005)

MtACT11-F TGGCATCACTCAGTACCTTTCAACAGMedtr2g008050.1
MtACT11-R ACCCAAAGCATCAAATAATAAGTCAACC

(Ariel et al., 2010)

MtHIS3-F ATTCCAAAGGCGGCTGCATAMedtr4g097170.1
MtHIS3-R CTTTGCTTGGTGCTGTTTAGATGG

(Ariel et al., 2010)

MtLIN9-F TGGTTGCTCTGGTTACAGC Este trabajoMedtr1g090320.1
MtLIN-RTR GTGAAAATATCTTTCCTGCGGTTG Este trabajo
MtDMI1-F GTTGCTGCAGATGGAGGGAAGATMedtr2g005870.1
MtDMI1-R GCGCCAGCCACAAAACAGTAT

(Limpens et al.,
2005)

MtDMI2-F TGGACCCCTTTTGAATGCCTATGMedtr5g030920.1
MtDMI2-R TCCACTCCAACTCTCCAATGCTTC

(Limpens et al.,
2005)

MtDMI3-F TCATTGATCCCTTTTGCTTCTCGTMedtr8g043970.1
MtDMI3-R GATGCTACTTCCTCTTTGCTGATGC

(Lévy et al., 2004)

MtIPD3-F GCGCTCAAGAAAAATGGCTGAAGCMedtr5g026850.1
MtIPD3-R GCTTTAGTGATCGAACTTCCTTCTCAAGG

(Messinese et al.,
2007)

MtCRE1-F GCACCACCCTTTGGCTTCTAAGMedtr8g106150.1
MtCRE1-R CCACTAAGTAGCGGCCTTTCG

Este trabajo

MtNF-YA1-F AAAATATGGCTATGCAACCTGTTTAMedtr1g056530.1
MtNF-YA1-R CAACTGACATCTTACAATCATCTGG

(Combier et al.,
2006)

MtNF-YC1-F CCTGTGATGGACCCAAACAMedtr7g113680.1
MtNF-YC1-R CACCAATGGAACAGTTTCACC

Este trabajo

MtERN1-F GGAAGATGGTGCTGTTGCTTMedtr7g085810.1
MtERN1-R TGTTGGATTGTGAACCTGACTC

(Andriankaja et al.,
2007)

MtNSP1-F GTGGTTAGAAAATCTGGTGGG (Smit et al., 2005)Medtr8g020840.1
MtNSP1-R GTGTCAATGCTCGAAGACCA Este trabajo.
MtNSP2-F GACACACTTGCTGCTTTCCAMedtr3g072710.1
MtNSP2-R AATGCGGTTATCCGAAGATG

(Gonzalez-Rizzo et
al., 2006)

MtNIN-F GAAGCCATGACTATCCGCGTCMedtr5g099060.1
MtNIN-R CACCACAACCTGATGCACCAC

(Smit et al., 2007)

MtENOD40-F AGGAATCCATTGCCTTTTTGTGACX80264
MtENOD40-R CCCTACACACTCTCCCTCCA

(Gonzalez-Rizzo et
al., 2006)

MtENOD12-F GGAAGTCTTAGTTAGTAATGCTTTGTTGTATX68032.1
MtENOD12-R TATGCTATGCTCTTGACCTGGC

Este trabajo

MtARF2-F TCGTCAAAAGTAAGCATGGACCCMedtr8g100050.1
MtARF2-R CAGGAGTCCACGCAACAGACTTC

Este trabajo

MtARF3-F CACTTCAGCAAAGCTAGAATTTCCAMedtr2g014770.1
MtARF3-R TTTGAACCAGGATAGCACCTCCCT

Este trabajo

MtARF4-F AGAAACGGTCTTCCTGAATCAATMedtr4g060460.1
MtARF4-R TCATTTTGAATCTTGTCCCTATGGT

Este trabajo

MtENOD11-F ATCCCACAATATGCCTCCAAAJ297721.1
MtENOD11-R AGGAAGTGGTGGCTTTAGCA

(Gonzalez-Rizzo et
al., 2006)

MtTAS3-F TGGGTGCTATCCTATCTGAGCMedtr2g033380.1
MtTAS3-R AAAAGGGAAAAACGGAGACG

Este trabajo

MtRPL18 BamHI
Fwd

CGGGATCCGGTATCGATCTTAAGGCAGGAGG

MtRPL18 XbaI Rev GCTCTAGATCAAACTCTGAATCCTCTGCTCTTC
Medtr1g083460.1

MtRPL18 Rev Seq GTTCTCCGAACAAGGAACCGAT

Este trabajo

MtEXP7 EcoRI 342
Fwd

GCTCATTGATTTGTACTTGTACATGTGTTC
DQ899790.1

MtEXP7 SacI 18 Rev CACCCTGGTCTGTGAAAGAATTGTTAATCCTC

Este trabajo

V00140.1 CaMV 35S Fwd GAGGACACGCTCGAGTATAAGAGC
3`OCS Rev CATGCGATCATAGGCGTCTCG

(Mazziotta et al.,
2012)

M13 Fwd GTAAAACGACGGCCAGT
SeqpGAT GGCACGACAGGTTTCCCGAC
pre-miR390b Fwd CACCGAGTATAGGAGGGTCGGTAAAGCTC Este trabajoMedtr3g031300.1
pre-miR390b Rev AGCTAGTAAGAAGAACCGGTGAAA Este trabajo

a
Gen de Medicago truncatula Mt3.5 o Nº de acceso del GenBank
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Identificador del miR a Nombre del
miRNA

Secuencia del miRNA Referencia

MI0005574/MI0005615/
MI0005629

miR160b/d/e TGCCTGGCTCCCTGTATGCCA (Lelandais-Briere et al., 2009)

MI0005594/MI0005618/
MI0005628

miR166e/g/h TCGGACCAGGCTTCATTCCCC (Boualem et al., 2008)

MI0005578/MI0005631 miR169d/l AAGCCAAGGATGACTTGCCGG (Combier et al., 2006)

MI0018372 miR171h CGAGCCGAATCAATATCACTC (Devers et al., 2011)

MI0005600 miR172a AGAATCCTGATGATGCTGCAG (Jagadeeswaran et al., 2009)

MI0005586 miR390a/b AAGCTCAGGAGGGATAGCGCC (Jagadeeswaran et al., 2009)

MI0005622 miR396b TTCCACAGCTTTCTTGAACTG (Lelandais-Briere et al., 2009)

MI0010543 miR1509a/b/c TTAATCTAGGAAAATACGGTGG (Zhai et al., 2011)

MI0010858 miR2118 TTACCGATTCCACCCATTCCTA (Zhai et al., 2011)

Medtr2g033380.1 tasiARFs TTCTTGACCTTGTAAGACC (Jagadeeswaran et al., 2009)

a
Nº de acceso de la base de datos miRBASE o identificador del gen en el genoma de M. truncatula


