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esde su descubrimiento

en plantas, los microARNs

(miARNSs) han emergido como

protagonistas cruciales en la
regulacién de la expresion génica.
Estas pequefnas moléculas de
ARN no codificante, de alrededor
de 21 nucledtidos, controlan una
amplia gama de procesos biolégi-
cos esenciales, desde el desarrollo
embrionario hasta la respuesta a
factores ambientales. Su papel es
comparable al de los directores de
orguesta que aseguran la armonia
de toda una sinfonia celular. Por es-
tas caracteristicas, los miARNs han
captado la atencién de la comuni-
dad cientifica, revelando un mundo
molecular de alta precision y
extraordinaria complejidad que per
miten a los organismos adaptarse a
su entorno. Esto es particularmen-
te importante en plantas dado que,
por su naturaleza sésil, no pueden
escaparse de ambientes hostiles.
Y es por ello que los procesos de
sintesis y acciéon de los miARNs en
plantas han evolucionado de forma
divergente a los de animales,
incluyendo muchas particularida-
des fascinantes aunque también
muchos puntos de conexion.

Como la mayoria de los proce-
S0s que permiten la vida eucariota,
todo comienza en el nlcleo celular.
La produccién de miARNs en
plantas empieza con la transcrip-
cion de genes MIRNA por la ARN
polimerasa Il, que es la misma
polimerasa que transcribe los ge-
nes que codifican proteinas. Estos
transcritos primarios, llamados
«pri-miARNs», presentan una ca-
racteristica muy especial, y es que
se pliegan sobre si mismos gene-
rando estructuras de ARN de doble
cadena del tipo horquilla, y esto es
esencial para su reconocimiento
por el complejo de procesamiento.
Este es un complejo de proteinas
conocido como microprocesador
y Cuya pieza central es la enzima
DICER-LIKE1 (DCL1, por sus
siglas en inglés). DCL1, asistida
por los cofactores SERRATE (SE)
y HYPONASTIC LEAVEST (HYL1,
por sus siglas en inglés), reconoce
esta estructura en horquilla y co-
mienza el proceso de produccion
de miARNs (Figura 1). A diferencia
de animales, donde la produccion
de miARNs esta compartimentada
en etapas nucleares y citoplas-
maticas, en plantas este proceso

ocurre integramente en el ndcleo.
El resultado de este procesamien-
to es la generacion de un duplex
miARN que sera posteriormente
metilado para su estabilizacién.
Se ha demostrado que el pro-
cesamiento de estos pri-miRNAs
puede iniciarse mientras el pri-
miARN estéa todavia sintetizando-
se, en un mecanismo denominado
procesamiento cotranscripcio-
nal. Factores como el complejo
‘Elongator’ y ciertas modifica-
ciones en la ARN polimerasa |l
favorecen que el microprocesador
se asocie de manera temprana al
pri-miARN naciente, lo que per
mite una regulacion més eficaz y
un procesamiento casi inmediato
de los precursores. La produccion
de miARNSs no ocurre de mane-
ra aislada. Existe una estrecha
conexion entre la biogénesis de
miARNSs y otros procesos nuclea-
res, especialmente el splicing de
ARN mensajero. Proteinas como
SERRATE y componentes del
Complejo ‘Cap-binding’ (CBC, por
sus siglas en inglés) actdan tanto
en el procesamiento de miARNs
como en el splicing, 1o que sugie-
re que existen centros nucleares
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multifuncionales donde ambos
procesos estan coordinados. Este
acoplamiento permite una regu-
lacion integrada de la expresion
génica, lo que optimiza la respues-
ta celular frente a cambios en el
entorno, y contribuye al manteni-
miento de la homeostasis.

El procesamiento de los
pri-miARNs no es un mecanismo
rigido ni universal, sino que depen-
de de caracteristicas intrinsecas de
cada pri-miARN, como su estruc-
tura secundaria, modificaciones
guimicas, o su asociacion con
proteinas accesorias. Este ajuste
fino permite a la célula regular, de
forma especifica, qué miARNs se
producen en cada tipo celular o en
respuesta a sefales externas con-
cretas. De hecho, aunque el proce-
samiento acoplado a la transcrip-
cion ofrece muchas ventajas como
un Menor consumo energético
y una mayor eficiencia, muchos
miARNSs no se procesan de esta
manera. En esos casos, una vez
transcritos, muchos pri-miARNs
se dirigen a estructuras subnuclea-
res especializadas denominadas
«Dicing bodies» o «D-bodies». En
ellos se concentran componentes
del microprocesador, como DCLT,
HYL1 y SE, responsables de llevar
a cabo el corte preciso de los
pri-miARNSs (Figura 1).

Aunque los D-bodies se han
asociado tradicionalmente con el
procesamiento de pri-miARNS,
nuevas evidencias apuntan a que
su papel podria ser mas amplio,
actuando como reservorios de
miARNSs o centros donde regu-
lar su maduracion y estabilidad.

La formacién de estos D-bodies
depende de la correcta interaccion
entre varios factores, entre los
cuales destaca HYL1 como pieza
clave para su ensamblaje.

Pero ;quién es HYL1 y por qué
nombramos tanto a esta proteina?
HYL1 es una proteina de union al
ARN, o, més especificamente, es
una proteina de unién a ARN de
doble cadena. Si, no es un error de
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Figura 1

Representacion esquematica de la via de biogénesis de miARNs en plantas

(modificada de Achkar y col., 2016).

escritura, no solo el ADN forma he-
bras bicatenarias, el ARN también.
De hecho, el ARN de doble cadena
tiene, de forma general, una mayor
energia de disociacion que el ADN
de doble cadena, es decir, es mas
dificil separar sus hebras. HYL1
tiene gran afinidad por estas es-
tructuras y se une a ellas mediante
dos dominios de unién a ARN.
Esta alta afinidad hace que HYL1
sea una de las primeras proteinas
en reconocer a los pri-miARN
nacientes, y esto permite la union
del resto de las proteinas del
complejo, y guia a DCL1 hacia los
sitios de corte precisos para liberar
el duplex de miARN, al que tam-
bién estabiliza. En este contexto,
HYL1 destaca como una proteina
multifuncional clave. Ademéas de
su rol como cofactor en el proce-
samiento preciso de pri-miARNSs,
HYL1 participa en la regulaciéon de
la transcripcion de genes MIRNA,
protege los pri-miARNs de su
degradacion prematura y facilita el
transporte del duplex maduro hacia

el citoplasma. De forma sorpren-
dente, también interviene en la in-
hibicion de la traducciéon de genes
diana en el reticulo endoplasmico,
lo que refuerza su papel como un
verdadero centro regulador en la
via de los miARNs.

Como es de esperar para una
proteina con tanta importancia en
la via, la actividad de HYL1 no es
constante, sino que esta finamente
regulada por mecanismos postra-
duccionales, principalmente por
fosforilacién. La forma activa de
HYL1, la que es capaz de promo-
Ver un procesamiento preciso de
los pri-miARNSs, es su version no
fosforilada. Existe un equilibrio
entre ambas formas, no fosforilada
(activa) y fosforilada (inactiva), que
esta regulado por diversas quina-
sa y fosfatasas, y esto permite
a la planta ajustar rapidamente
su actividad ante cambios en el
ambiente. Un ejemplo de esta re-
gulacién se da ante variaciones de
luz. En condiciones de oscuridad,
HYL1 se degrada, lo que reduce
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la produccién de nuevos miARNSs.
Sin embargo, una fraccion de HYL1
permanece inactiva en el nlcleo
como «reservay, lista para ser
reactivada cuando vuelva la luz, lo
gue asegura una rapida respuesta
adaptativa.

Pero squé pasa después de
su sintesis y para qué sirven los
mMiARNs? Como menciondbamos,
el procesamiento de pri-miARNs
da lugar a los miARNs maduros de
doble hebra. Posteriormente, estos
se metilan por HUA ENHANCER1
(HENT1, por sus siglas en inglés) y
se cargan preferentemente en pro-
teinas del tipo ARGONAUTE (AGO).
En especies como Arabidopsis
thaliana, se cargan mayoritariamen-
te en AGO1 (Figura 1). Una vez car
gado en AGO1, el miARN funcional
se incorpora al complejo RISC (por
sus siglas en inglés, RNA-Induced
Silencing Complex), mientras que
la hebra complementaria suele ser
degradada. Un miARN asociado a
AGO1 puede actuar en el nlcleo
o exportarse al citoplasma, donde
ejerce su funcién reguladora sobre
ARN mensajeros (ARNm), indu-
ciendo su silenciamiento ya sea
por degradacion o inhibicion de la
traduccion.

De forma llamativa, no todos los
miARNSs se cargan inmediatamen-
te en AGO1. Existe un conjunto
de miARNSs libres en el citoplasma
que podria participar en funciones
no auténomas, moviéndose de
una célula a otra y coordinando
respuestas a nivel de tejido u 6~
gano. Se ha propuesto que HYL1
pudiera intervenir en esta selec-
cion de destinos, acompanando
a los miARNs en su salida del
nlcleo y participando tanto en su
transferencia a AGO1 como en su
movilidad intercelular, aunque esta
hipotesis requiere confirmaciéon
experimental.

Ya sea en su célula de origen o
en otra actuando remotamente,
el modo de accién principal de los
miARNs en plantas es la repre-
sion génica post-transcripcional,

que puede manifestarse de dos
formas:

Corte endonucleolitico del
ARNmM diana: este es el mecanis-
mo predominante, favorecido por
la alta complementariedad entre el
miARN y su blanco. Este proceso
esta catalizado por la actividad
ribonucleasa de AGO1 y, en ultima
instancia, conlleva la desesta-
bilizacion del ARNm diana, su
degradacion y, en consecuencia,
una disminucion de los niveles de
la proteina codificada por el gen
diana.

Represion traduccional: en algu-
nos casos, especialmente cuando
la complementariedad entre un
mMiARN y su diana no es perfecta
o hay interferencia estructural, el
MIARN puede inhibir la traduccién
del ARNm sin inducir su degrada-
cion. Aunque este mecanismo se
considero6 inicialmente secundario
en plantas, estudios recientes han
demostrado su relevancia en va-
rios contextos biolégicos, como el
desarrollo o la respuesta a estrés.
La inhibicién puede producirse
tanto a nivel de iniciacion como de
elongacioén de la traduccion, y pue-
de implicar la asociacion del RISC
con polirribosomas. Una particulari-
dad de esta forma de silenciamien-
to es que es reversible, ya que una
disociacion del miARN a su diana
puede restablecer su traduccion, lo
que es imposible si el mecanismo
de silenciamiento conlleva el corte
del mensajero diana.

El resultado de este tipo de re-
gulacién, sea por un mecanismo o
por el otro, es muy variable y por
supuesto depende de los genes
diana. Sin embargo, una particu-
laridad de los miARNs en plantas
es que muestran una notable
preferencia evolutiva a silenciar
factores de transcripcion, lo que
conlleva que sus efectos regula-
torios sean variados y puedan am-
plificarse por la desregulacion de
cientos de genes diana de estos
factores de transcripcion.

Algunos de los ejemplos mejor

caracterizados de miARNSs activos

en plantas incluyen:

* miR156: regula la transicién de
fase juvenil-adulta controlando
genes de la familia SPL (por sus
siglas en inglés, SQUAMOSA
PROMOTER BINDING
PROTEIN-LIKE). Su acumulacion
es alta en etapas tempranas del
desarrollo y disminuye con la
edad, lo que permite la expre-
sion de genes que promue-
ven la floracion y el desarrollo
reproductivo.

* miR172: actla en concierto
con miR156 pero en sentido
opuesto. Reprime genes como
APETALAZ y otros reguladores
de la identidad floral. Esta impli-
cado en la correcta determina-
cion del momento de floracion.

* miR160 y miR167: regulan
genes de la familia AUXIN
RESPONSE FACTOR (ARF, por
sus siglas en inglés), modulando
respuestas al acido indolacético
(auxina), una fitohormona clave
en el desarrollo radicular,forma-
cion de érganos y tropismos.

* miR393: participa en respues-
tas a estrés bidtico regulando
receptores de auxinas como
TRANSPORT INHIBITOR
RESPONSE 1 (TIR1, por sus
siglas en inglés), inhibiendo asi
vias de crecimiento que podrian
ser contraproducentes durante
una infeccion.

* miR168: tiene una funcion
singular ya que actla sobre
el propio sistema de silencia-
miento. Regula la expresion de
AGO1, estableciendo un bucle
de retroalimentacion negativa
que modula la abundancia del
complejo RISC. Esto permite un
equilibrio dindmico en la intensi-
dad del silenciamiento mediado
por otros miARNSs.

* miR319: el primer miRNA
descubierto en plantas. Regula
genes de la familia TCP (por
sus siglas en inglés, TEOSINTE
BRANCHED/CYCLOIDEA/
PCF), que estan implicados en
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la proliferacién celular, el creci-

miento de hojas y el desarrollo

floral. Su sobreexpresién produ-
ce hojas con margenes serrados

y participa en la integracion

entre desarrollo y senalizacion

hormonal.

* miR396: controla la proliferacion
celular mediante la regulacion
de genes de la familia GRF (por
sus siglas en inglés, GROWTH
REGULATING FACTOR). Su
sobreexpresion restringe el
crecimiento de hojas y érganos,
y se ha vinculado también a la
respuesta frente al estrés vy al
equilibrio entre proliferacion y
diferenciacién celular.

Ademas de estas funciones intra-

celulares, algunos miARNSs son

moviles y participan en la senaliza-
cion a larga distancia. Por ejemplo,
miR399, un regulador clave del
metabolismo del fésforo, se produ-
ce en las hojas y se transporta a la
raiz donde reprime a PHOZ2, un gen
que regula la homeostasis de este
nutriente. Otro ejemplo notable es
miR390, que participa en la produc-
cion de ta-siRNAs (ARNs pequenos
trans-activados) a partir del locus

TAS3. En este caso, miR390 no

causa la degradacioén directa de

su mMRNA diana, sino que guia a

AGQ7 para activar una via secun-

daria de silenciamiento que regula

los genes ARF2, ARF3y ARF4,

implicados en el desarrollo lateral y

la respuesta a auxinas.

Estos ejemplos ilustran la di-
versidad funcional de los miARNs
en plantas, actuando como nodos
centrales en redes de regulacion
genética que integran senales
ambientales, hormonales y de
desarrollo.

Como es de esperar, la actividad
reguladora de los miARN debe
estar sujeta a regulacion. Asi, una
vez en el citoplasma, la estabilidad
de los miARNSs vy su actividad en el
complejo RISC no son indefinidas.
La degradacién, o el recambio,
de miARNs es un proceso regu-
lado y dindmico que garantiza la

plasticidad en la regulacion génica.
En este sentido, la enzima SDN
(por sus siglas en inglés, Small
RNA Degrading Nuclease) participa
en la degradacion progresiva del
extremo 3’ de los miARNs cuan-
do dejan de estar protegidos por
metilacion o por AGO1. Factores
como HEN1 SUPPRESSOR 1
(HESO1, por sus siglas en inglés)
o RNA URIDYLYLTRANSFERASE

1 (URT1, por sus siglas en inglés)
pueden anadir uridinas codificadas
en el extremo 3’ del miARN, lo que
los marca para su degradacion. A
su vez, la estabilidad del complejo
RISC también puede ser modulada
por la interaccion con proteinas
accesorias, por competencia entre
miARNSs por el acceso a las protei-
nas ARGONAUTE disponibles, por
cambios en la expresion de AGOT
o directamente por su degrada-
cion. Relacionado con esto, es
interesante que siendo el silencia-
miento génico el principal meca-
nismo de defensa de las plantas
contra infecciones virales, los virus
de plantas empleen estrategias
relacionadas con estos mecanis-
mos para bloquear estas vias de
silenciamiento para favorecer la
infeccién. Por ejemplo, los polerovi-
rus producen un supresor de silen-
ciamiento llamado PO que se une e
induce la degradacion de proteinas
ARGONAUTE. Por su parte, el
supresor de silenciamiento P19

Para leer mas

de tombusvirus actua uniéndose
especificamente a ARNs peque-
nos de 19 a 21 nucledtidos que
funcionan como ARN interferentes
pequenos (siRNA) en el sistema de
silenciamiento por ARN.

El estudio de los miARNs en
plantas pone de manifiesto un
entramado molecular dinamico y
sofisticado. Lejos de actuar como
simples silenciadores, los miARNs
y SU maquinaria asociada cons-
tituyen un mecanismo capaz de
integrar senales internas y exter
nas para regular tanto el desarrollo
como la adaptacion de las plantas.

Desde su compleja biogénesis
en el nlcleo hasta su accion espe-
cifica sobre genes diana, pasando
por mecanismos de transporte,
modulaciéon y degradacion, estas
peguenas moléculas son piezas
clave en la maquinaria genética
vegetal. Comprender su funcio-
namiento no solo amplia nuestro
conocimiento sobre la biologia
fundamental de las plantas, sino
que abre nuevas posibilidades
para la mejora agricola, la resis-
tencia a estrés y el desarrollo de
herramientas biotecnolégicas
innovadoras. En un mundo donde
las plantas son esenciales para la
vida y enfrentan condiciones cada
vez mas extremas, descifrar el
lenguaje de los miARNs puede ser
una de las llaves para garantizar
nuestra sostenibilidad futura.
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