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Resumen 

Los RNAs largos no codificantes (lncRNA) se han descrito como RNAs que no 

codifican a proteínas, que presentan función reguladora sobre otros genes, una de 

sus funciones es regular la expresión por medio de la interacción con proteínas, ya 

sea reclutando complejos remodelares de la cromatina, secuestrando la maquinaria 

de inicio de la transcripción, etc. En la planta modelo Arabidopsis thaliana se 

encontró un lncRNA codificado entre dos genes, este lncRNA tiene una alta 

expresión en condiciones de estrés, similar a sus genes aledaños en determinadas 

condiciones de crecimiento, debido a su ubicación en el genoma se nombró como 

LNCTATA. Para la caracterización de su función se ensayaron diversos 

experimentos utilizando plantas que presentaban diferentes estrategias de 

silenciamiento del LNCTATA como una línea de inserción (T-DNA), una línea de 

RNA de interferencia (Ri) y una línea con un micro RNA artificial (amiR), en donde las 

tres líneas (T-DNA, Ri y amiR) presentaron mayor acumulación de los transcritos sus 

genes aledaños, así como un efecto en el desarrollo. Estos resultados sugieren que 

LNCTATA tiene una regulación negativa sobre su loci, abriendo una amplia 

posibilidad de su mecanismo de acción. 

Palabras clave: RNAs largos no codificantes (lncRNA), Arabidopsis thaliana, 

regulación de la expresión génica, desarrollo de plantas 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

 

Summary  

Long non-coding RNAs (lncRNAs) have been described as RNAs that do not code for 

proteins with regulatory function on other genes. One of their functions is the gene 

expression regulation through the interaction with proteins, for instance, lncRNAs can 

recruit chromatin remodeling complexes, sequestering components from the 

transcription initiation machinery. In the plant model, Arabidopsis thaliana, a lncRNA 

was found encoded between two genes E3-RING-U and TBP2. This lncRNA has high 

expression levels under stress conditions which is like its neighbor genes and under 

certain growth conditions; therefore it was named as LNCTATA. To characterize its 

function several experiments were performed using different strategies for silencing 

LNCTATA such as an insertion line (T-DNA), an interference RNA line (Ri) and an 

artificial microRNA encoded line (amiR). The three different lines showed a higher 

accumulation of TBP2 and E3-RING-U transcripts suggesting the participation of 

LNCTATA on the regulation of the expression of these genes. Moreover, these plants 

showed a significant decrease of the foliar area besides having a lower number of 

serrations on the leaf margin which may indicate a deregulation in leaf development. 

These results together, suggest that LNCTATA participates as a regulator of TBP2 

and E3-RING-U expression and its absence triggers a deregulation of some genes 

involved in leaf development of Arabidopsis thaliana affecting the plant growth. 

Key words: long non-coding RNAs, Arabidopsis thaliana, gene expression and 

regulation, plant development.   
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Capítulo I. Introducción     

Los organismos fotosintéticos como las plantas, participan en la producción de uno 

de los elementos fundamentales para la vida; el oxígeno, además son parte 

importante de la cadena alimenticia de muchos organismos, los humanos dependen 

de las plantas para alimentos, vestidos, muebles, principalmente; en la medicina son 

parte importante para la creación de medicamentos, cosméticos y biocombustibles. 

En el año 2000, se secuencio el genoma completo de la planta modelo Arabidopsis 

thaliana donde se encontró que Arabidopsis cuenta con 38,000 loci (Woodward & 

Bartel, 2018), los cuales se encuentran codificados en 5 cromosomas, los genes son 

secuencias ordenadas en el DNA que determinan de manera muy precisa la proteína 

que van a codificar (Lewin, 2008); sin embargo, no todos los genes codifican a 

proteína (Lockton & Gaut, 2005). Para que un gen sea traducido a proteína se 

necesitan transcurrir diversos procesos como la trascripción y traducción, además no 

todos los genes son necesarios en todo momento, algunos genes solo son 

requeridos durante el desarrollo embrionario, en la germinación, en el desarrollo de 

órganos, durante el crecimiento, algunos son requeridos solo en presencia de algún 

estrés, o durante un cambio de estación. Debido a esto, existen diferentes 

estrategias de control de la expresión de genes, estos controles se encuentran 

presentes en el conocido dogma central de la biología molecular que destaca el 

proceso de transformación de un gen a proteína, (figura 1A), a través de procesos 

como replicación, transcripción y traducción. La replicación del DNA es el proceso 

mediante el cual se duplica una molécula de DNA por medio de la DNA polimerasa, 

esto sucede cuando se lleva a cabo la división celular. Por otro lado, la transcripción 

es el proceso en donde una secuencia particular de DNA se transcribe a una 

molécula de RNA por medio de las RNAs polimerasas, el transcrito que va a dar 

origen a una proteína se nombra como RNA mensajero (RNAm), el RNAm es sujeto 

de diversas modificaciones dentro del núcleo, como la adicción de diversos 

accesorios, los cuales le ayudaran a aumentar su tiempo de vida como: CAP 

(casquete de metilguanosina), el cual se encuentra en el extremo 5´del RNAm, por 
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otra parte, en el extremo 3´se encuentra una cadena de residuos de adenina, la cual 

forma una cola poli (A), estos accesorios son característicos de ser producto de la 

RNA polimerasa II y sirven para impedir la digestión del RNAm por medio de 

exonucleasas 3’-5’, favorecen el transporte del RNAm fuera del núcleo y participan 

en el inicio de la traducción del RNAm. Uno de los procesos más importantes que le 

ocurren a los RNAm es el corte y empalme del RNA de intrones y exones, como 

último se lleva a cabo la traducción del RNAm en proteína, esta es una de las partes 

más complejas, donde a partir de la secuencia del RNAm se va a formar una 

proteína, para este proceso es necesario la participación de moléculas como los 

RNAs ribosomales (RNAr) y RNAs de transferencia (RNAt), los cuales son RNAs que 

no codifican a proteína (Gerald, 2014). Como se mencionó anteriormente, estos 

procesos son importantes, por lo que su regulación es fundamental; sin embargo, 

antes de mencionar como se lleva a cabo la regulación de los genes, es necesario 

saber cómo se encuentra organizado el genoma dentro de la célula. 

Organización del genoma dentro del núcleo 

Tanto las plantas como los animales están formados por células eucariotas esto 

significa que presentan un núcleo el cual contiene el DNA, una célula humana 

contiene 6,400 millones de pares de base de DNA divididos en 46 cromosomas, los 

cromosomas se componen de DNA y proteínas relacionadas, que en conjunto se 

conocen como cromatina, el empaquetamiento de la cromatina depende de 

pequeñas proteínas altamente conservadas que están compuestas por un alto 

contenido de aminoácidos básicos como arginina y lisina, se dividen en 5 clases las 

cuales se diferencian por su contenido de lisina/arginina (H1, H2A, H2B H3 y H4), las 

histonas y el DNA forman subunidades conocidas como nucleosomas, los 

nucleosomas están formados por 146 pares de bases de DNA superenrollado en un 

complejo formado por dos copias de 4 histonas (H2A, H2B, H3 y H4), formando un 

octámero como se muestra en la figura 1B. Las histonas tienen como característica 

una cola amino terminal flexible, la cual se proyecta fuera del octámero, la cola amino 

terminal de las histonas sufren diversas modificaciones químicas, ya que son blanco 

de diversas adiciones de grupos químicos, los cuales provocan cambios en la 
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estructura del nucleosoma. La histona H1 no se encuentra dentro del octámero; sin 

embargo, se encuentra en la parte conectora del DNA, esto quiere decir que ayuda a 

conectar un nucleosoma con otro nucleosoma, debido a esto se nombra como 

histona conectora. Los nucleosomas forman parte de la estructura básica de la 

cromatina, a la estructura que forman la unión de diversos nucleosomas se le conoce 

como “cuentas de collar” (figura 1C), posteriormente al empaquetamiento formado 

por los nucleosomas se les conoce como fibra de 30nm, este tipo de 

empaquetamiento se encuentra en los niveles superiores de la cromatina, se 

conocen dos posibles modelos de conformación, los modelos se diferencian de 

acuerdo al acomodo de los nucleosomas dentro de la fibra, el modelo “zigzag” 

muestra una alternancia entre nucleosomas, mientras que el modelo “soleniode” se 

refiere a la unión de nucleosomas consecutivamente, se cree que el modelo “zigzag” 

es el más aceptado. El mantenimiento de la fibra 30nm se debe a interacción de 

histonas y nucleosomas vecinos, esta interacción se debe a las modificaciones 

químicas que se lleven a cabo en la cola amino terminal de las histonas. Las fibras 

de 30nm forman estructuras asas amplias y superenrolladas de 300nm, una de las 

proteínas que ayudan a mantener esta conformación son los anillos de cohesina. 

Esta estructura se conoce como cromatina relajada (eucromatina), mientras que la 

cromatina condensada (heterocromatina) tiene una tamaño de 700nm y finalmente, 

la forma más característica de la cromatina, es la estructura cromosómica visualizada 

durante la mitosis con un tamaño de 1µm de longitud (Gerald, 2013). Una 

característica importante de la cromatina es que es dinámica, esto quiere decir que 

siempre se va a estar en constante cambio. La cromatina se divide en 

heterocromatina constitutiva, heterocromatina facultativa y eucromatina. La 

heterocromatina constitutiva es una parte de DNA que permanece condensada en 

todas las células y en todo momento, por lo que esa parte de DNA no se transcribe 

en ningún momento, algunos genes que se encuentran con esta configuración son 

los genes “repetidos en tandem”, mientras la heterocromatina facultativa es 

cromatina que en algún momento del ciclo celular se necesita que se active y 

posteriormente se puede desactivar un ejemplo son los genes HOX (genes 
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homeóticos). Finalmente, la eucromatina es una configuración de la cromatina donde 

esta se encuentra en estado laxo permitiendo la transcripción de los genes (Allis, 

2015). El estado de heterocromatina constitutiva, heterocromatina facultativa y 

eucromatina están definidas por una serie de señales que se encuentran a lo largo 

del genoma, el estado de la cromatina depende del tipo de señales y donde se 

encuentran.  La estructura de la cromatina y como se modifica a través de diferentes 

señales permite o inhibe la transcripción de genes, ayudando a su regulación, como 

anteriormente se había mencionado la regulación de la expresión génica es llevada a 

cabo a través de diferentes procesos, como en la transcripción y traducción. 

 

 

Figura 1 Dogma central de la biología molecular y estructura del DNA, en A) se muestra un 

esquema representativo del dogma central de la biología molecular donde se muestra los procesos 

clave como la replicación, la transcripción y la traducción, en B) representación de un nucleosoma, el 

cual está formado por las histonas H2A, H2B, H3 y H4, las cuales se encuentran como dímeros que 
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forman un octámero, las histonas tiene un extremo N-terminal el cual sobresale del octámero, la 

histona H1 no se encuentra formando parte del octámero pero si participa como anclaje con otro 

nucleosoma, en C) se muestran los niveles de organización del DNA, la doble hélice de DNA se 

enrolla alrededor de los nucleosomas, la interacción del DNA con los nucleosomas forman un 

filamento, estos a su vez conforman la fibra de 30 nm, estas fibras se organizan en dominios de asas, 

durante la mitosis estos dominios se compactan más generando los cromosomas mitóticos. Figura 

tomada y modificada de (Janet- Iwasa, Marshall-Wallace., 2018).    

Regulación en la expresión de genes  

La regulación de los genes se lleva a cabo en diferentes procesos (figura 2): 

• A nivel transcripcional: determina si el gen se puede transcribir y con cuanta 

frecuencia (figura 2A). 

• A nivel de control de procesamiento: determinan la vía de procesamiento del 

RNAm primario a RNAm maduro, donde y como se lleva a cabo la maduración 

del RNAm (Figura 2B).   

• A nivel traduccional: determina si un RNAm se traduce y con qué frecuencia 

(Figura 2C)  

• A nivel postraduccional: regula la actividad y la estabilidad de las proteínas 

(figura 2D). 
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Figura 2. Niveles de regulación de la expresión de genes, en el siguiente esquema se representan 

los diferentes niveles de regulación de la expresión  de genes, A) a nivel  transcripcional se determina 

que genes se deben de transcribir y con qué frecuencia, a nivel de procesamiento B) se identifica a los 

mRNA que deben de ser madurados y unirse a los mRNA celulares, a nivel traduccional C) regula que 

mRNA debe de ser traducido con qué frecuencia y por cuanto tiempo, a nivel postraduccional D) se 

determina la longevidad de las proteínas. Figura tomada y modificada de (Jing Qin, et al.,  2016)    

Regulación a nivel transcripcional  

El control de la trascripción es llevado a cabo por un conjunto proteínas llamadas 

factores de trascripción (FT), estos se pueden dividir en dos grupos: los FT 

generales, los cuales se unen a sitios centrales en los promotores y la RNA 

polimerasa, activando la transcripción, por otra parte están los FT de secuencia 

específicos, son factores que se unen a sitios reguladores de genes particulares, 

estos pueden actuar como activadores transcripcionales, activando o inhibiendo la 

transcripción del gen adyacente, los genes individuales están generalmente 

controlados por diversos sitios reguladores de DNA, que se unen con diferentes FT, 

mientras un factor de transcripción se puede unir a numerosos sitios alrededor del 



14 
 

genoma, controlando la expresión de una gran cantidad de genes. Cabe recalcar que 

cada tipo de célula tiene un patrón de transcripción característico, el cual está 

determinado por los FT contenidos en esa célula. Generalmente para dar inicio a la 

transcripción se requiere la unión de múltiples FT, la expresión de los mismos 

dependen de condiciones externas e internas, las cuales le indican a la célula que 

factores son necesarios para que estos sean transcritos (Rodwell et al., n.d.) 

Los factores de transcripción regularmente tienen dos sitios, uno de unión a DNA y 

otro dominio de activación, entre los sitios más importantes de unión a DNA se 

encuentran los dedos de zinc (zinc finger proteins), involucrados en procesos críticos, 

incluido la regulación de la transcripción, unión a RNA, regulación de apoptosis e 

interacción proteína-proteína, se dividen en diferentes tipos basados en el número y 

orden de residuos de Cys (cisteína) y His (histidina), el tipo C2H2 es el más común y 

más abundante en eucariotas, en Arabidopsis el ≈0.7% de los genes tienen este 

dominio (Ciftci-Yilmaz & Mittler, 2008). El dominio hélice-asa-hélice se caracteriza por 

la unión de dos segmentos helicoidales unidos por una asa (HLH), una de las 

características principales de este dominio es que las proteínas que lo presentan se 

encuentran comúnmente como dímeros, los FT con dominio HLH desempeñan un 

papel clave en la diferenciación de tejidos (Janet-Iwasa, Marshall-Wallace., 2018). 

Finalmente, el dominio zipper leucine (bZIP, cremallera de leucina) se han 

identificado 75 miembros de proteínas que contienen este dominio en Arabidopsis, 

además se ha descrito que este dominio se encuentra involucrado en la defensa de 

patógenos, estrés y señalización de luz, maduración de semillas y desarrollo de 

flores (Jakoby et al., 2002). La mayoría de los factores de transcripción se unen a 

diferentes regiones, existe la región promotora basal o mínima, en la cual 

encontramos elementos como la caja TATA la cual determina el sitio de inicio de 

transcripción (Loganantharaj et al., 2006), caja CAAT (NFI) y CG (SPI) las cuales 

regulan la frecuencia con la cual se une POL II (Laloum et al., 2013). La región 

promotora basal es donde se ensambla el complejo de pre-iniciación de la 

transcripción, se une la RNA polimerasa II así como Factores Generales de la 
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Transcripción (GFT). La expresión de la mayoría de los genes no solo está 

determinada por cajas o FT, existen también elementos potenciadores que se 

pueden encontrar corriente arriba, corriente abajo o invertidos del sitio de inicio de la 

transcripción, tienen múltiples sitios de unión, algunos potenciadores se pueden 

encontrar a cientos de pares de bases del gen que regulan, esto se logra gracias a 

que los promotores y potenciadores se pueden acercar debido a la capacidad del 

DNA intermedio de doblarse y permitir la interacción (Alexander P. et al., 2017).  

Tanto los FT como los potenciadores necesitan de intermediarios que ayuden a 

realizar su función, estos se nombran como coactivadores, los coactivadores son 

grandes complejos que tienen diversas subunidades (Yankulov, 2015) , se dividen en 

dos grupos importantes, los que interactúan con los GFT y la RNA polimerasa II, uno 

de los ejemplos es TFIID complejo coactivador el  cual tiene a TBP (TATA binding 

protein) como proteína principal, otro coactivador que se une a los FT y 

potenciadores es el complejo mediador el cual es requerido por una amplia cantidad 

de activadores transcripcionales,  por otra parte existe los coactivadores que 

interactúan con la cromatina haciendo que el DNA sea accesible o inaccesible. 

(Yankulov, 2015)  

Activación y Represión de la transcripción   

Como se mencionó anteriormente existen coactivadores que interactúan con la 

cromatina modificando su conformación y haciendo accesible o inaccesible al DNA, 

los coactivadores tienen diferentes dominios por lo que su modo de acción es 

diferente, algunos actúan metilando el DNA, otros afectando la estructura de los 

nucleosomas por medio de la modificación de las histonas (Yankulov, 2015). 

Metilación del DNA 

La metilación del DNA ocurre cuando en la posición 5´ de la citosina ocurre una 

adición de un grupo metilo (CH3) (Robertson, 2005), causando la condensación del 

DNA. La metilación del DNA es un proceso que se encuentra conservado tanto en 

animales como plantas (Zhang et al., 2018). Las proteínas encargadas de realizar 

estas modificaciones son las metiltransferasas, las cuales ocupan el grupo metilo de 
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la S-adenosilmetionina para realizar la metilación (X. J. He et al., 2011). En plantas la 

metilación ocurre en la citosina específicamente en las que se encuentran dentro de 

secuencias consenso como CG, CHG y CHH (H representa a A, T o C) (Lister R et 

al., 2008). La metilación del DNA es crucial para el desarrollo y la respuesta a estrés 

en plantas con genomas complejos; la alteración de la metilación del DNA puede 

provocar anomalías en el desarrollo, en la maduración del fruto y causa letalidad del 

embrión (Zhang et al., 2018). En Arabidopsis los sitios con mayor concentración de 

metilación son los transposones y las secuencias repetidas de DNA (Henderson & 

Jacobsen, 2007), como consecuencia estos sitios se encuentran en estado de 

heterocromatina, evitando la transcripción de estos genes. La metilación de novo en 

plantas, esta intermediada por la maquinaria de metilación del DNA mediada por 

RNA (RrDM). En esta ruta se encuentran involucrados los RNAs de interferencia 

(siRNAs) los cuales abordaremos con mayor detalle más adelante. La metilación de 

novo tiene dos vías, una vía dependiente de POL IV la cual genera RNAs no 

codificantes (P4 RNAs), los que sirven como templado para la producción de un RNA 

de doble cadena por medio de RNA-DEPENDENT RNA POLYMERASE 2 (RDR2), 

los RNAs de doble cadena son cortados por DICER-LIKE PROTEIN (DCL3, DCL2 o 

DCL4) obteniendo como resultado pequeños RNAs de 24 nucleótidos llamados 

siRNAs, estos se unen a la proteína ARGONAUTA 4 (AGO4) o AGO6. Los siRNAs-

AGO se unen por complementariedad a RNAs diana transcritos por POL V o POL II, 

ambos complejos reclutan a dominios DRM2 (DOMAINS REARRANGED 

METHYLASE 2), el cual metila el DNA. La segunda vía de metilación de novo se da 

mediante la participación de POL II, en esta vía también se obtienen siRNAs de 

diferentes tamaños y participan proteínas como las DCL3, DCL4, DCL2, AGO4, o 

AGO6, algunos de los moldes que son utilizados para la síntesis de siRNAs son 

transposones (Matzke & Mosher, 2014). Cuando ya se tienen las marcas de 

metilación en el DNA, es necesario que exista una maquinaria que ayude a heredar 

estas señales a través de las múltiples divisiones celulares. El tipo de mecanismo de 

acción y proteínas (Zhang et al., 2018) depende de la secuencia consenso donde se 

realizó la metilación, por ejemplo, la metilación en la secuencia CG es mantenida  
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gracias a la proteína METILTRANSFERASA 1 (MET1) ortóloga de la metiltransferasa 

DNMT1 en animales (Kankel et al., 2003). Por otra parte, la secuencia consenso 

CHG es conservada gracias a la proteína Cromometilasa 3 CMT3 en menor medida 

por CMT2 (Stroud et al., 2014), mientras que la secuencia CHH es mantenida por 

dos diferentes proteínas, en regiones ricas en transposones cortos y transposones 

evolutivamente jóvenes la proteína DRM2 por medio de la proteína RdDM es la 

encargada de mantener la metilación, por otra parte en regiones con heterocromatina 

unida a H1 la encargada de conservar la metilación es la proteína CMT2  (Zemach et 

al., 2013). 

La metilación puede ocurrir en diferentes regiones del DNA, en la región promotora o 

dentro del cuerpo del gen, la metilación en la región promotora inhibe la transcripción 

al impedir la unión de activadores de la transcripción o promoviendo la unión de 

represores, (Domcke et al., 2015) aunque se ha descrito que en algunos casos la 

metilación de DNA en regiones promotoras pueden promover la transcripción como 

el caso del gen ROS 1 (REPRESSOR OF SILENCING 1) así como cientos de genes 

involucrados en formación de fruto en tomate (Williams et al., 2015). La presencia de 

promotores metilados se encuentra relacionada con la presencia de transposones 

cercanos y secuencias repetidas en A. thaliana, solo el 5% de los genes están 

metilados en regiones promotoras, mientras que en plantas de cultivo con DNA más 

complejo, tienen una mayor cantidad de transposones por lo cual tienen una mayor 

cantidad de promotores metilados. Se ha encontrado que la metilación del DNA tiene 

dos funciones principales dentro de la célula vegetal, silenciamiento de transposones 

así como influencia en las interacciones cromosómicas (Zhang et al., 2018). 

Los niveles de metilación de DNA en los diferentes tejidos y células son controlados 

durante el crecimiento y desarrollo de plantas jugando importantes roles en la 

fisiología de la planta.  

La metilación del DNA se encuentran involucrada en el desarrollo del embrión y 

endospermo (Choi et al., 2002), en los procesos de vernalización y rigor hídrico 
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(Groszmann et al., 2011) así como en la maduración del fruto (Zhong et al., 2013), 

también se ha descrito que los niveles de metilación de DNA cambia durante el 

desarrollo de las hojas, lo cual ayuda a dirigir la expresión específica de ciertos 

genes en maíz (Zea mays) (Tolley et al., 2012). Por otra parte también se encontró 

que la metilación de DNA participa en la respuesta a estímulos ambientales, como 

estrés biótico y abiótico (Zhang et al., 2018). 

Remodeladores de la cromatina 

Como se mencionó anteriormente la metilación de DNA no es el único método de 

regulación transcripcional, esta regulación también se puede ejercer por medio de la 

modificación estructural de las histonas remodelando a la cromatina,  esta se puede 

llevar a cabo por modificaciones químicas en la cola N-terminal modificando la 

estructura y cambiando su función (Rodwell et al., n.d.). Las células tiene una gran 

variedad de enzimas que pueden agregar o eliminar grupos químicos de residuos de 

aminoácidos específicos en las colas de histonas, en la figura 3 se muestran los 

aminoácidos vulnerables a alguna modificación como la metilación, acetilación 

fosforilación o ubiquinitación, a esto se le conoce como código de histonas el cual 

postula que; “El estado y la actividad de una región en particular de la cromatina 

depende de las modificaciones específicas, o combinación de modificaciones en las 

colas de las histonas” (Yankulov, 2015), estas modificaciones pueden actuar de dos 

maneras: i) Los residuos modificados pueden funcionar como blanco de diversas 

proteínas no histónicas las cuales determinan la estructura de la cromatina, ii) los 

residuos modificados perturban la interacción entre las colas de histonas vecinas o 

con el DNA, influyendo en la estructura de la cromatina, estas modificaciones afecta 

a los nucleosomas ya sea; i) desplazando el nucleosoma liberando o encerrando 

sitios de unión de las RNA polimerasas, ii) provocando cambios conformacionales en 

los nucleosomas, iii) promoviendo el intercambio de histonas que conforman al 

octámero o iv) causando la disociación del octámero con el DNA, estas 

modificaciones de la cromatina puede causar una compactación en la cromatina o 

hacer la cromatina laxa esto puede estimular o inhibir la transcripción, estas 

alteraciones son causadas no solo por el tipo de modificación, también por el lugar 
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donde se lleva a cabo y por el mecanismo que la causo. Es importante mencionar 

que no solo las modificaciones químicas en las histonas pueden causar alteraciones 

en la estructura de la cromatina, en Arabidopsis se han descrito diversas proteínas, 

que participan en la remodelación de la cromatina tienen diversos métodos de acción 

y participan en diversos procesos (Yankulov, 2015) 

Algunas de las modificaciones químicas que se han encontrado son la metilación en 

la lisina 4 de la histona 3 (H3K4me1) en regiones “Enhancer”, la triple metilación de 

la lisina 4 en la histona 3  (H3K4me3) en regiones promotoras y la triple metilación en 

lisina 36 de la histona 3 (H3K36me3) son algunos ejemplos de marcas positivas que 

promueven la formación de eucromatina (cromatina relajada) permitiendo la 

transcripción. Por otra parte, están las marcas negativas de la transcripción como la 

triple metilación de la lisina 27 en histona 3 (H3K27me3) en regiones de “genes 

cluster” la cual provoca una compactación de la cromatina formando heterocromatina 

facultativa, mientras que la triple metilación en lisina 9 en histona 3 (H3K9me3) en 

regiones de genes repetidos promueve la formación de la heterocromatina 

constitutiva (Yankulov, 2015) figura 3B. Uno de los complejos que participan en la 

remodelación de la cromatina es POLYCOMB REPRESSIVE COMPLEX 2 (PCR2). 
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Figura 3. Marcas de modificación en las histonas, en A) se muestra el código de histonas donde se 

muestran los residuos que pueden ser afectados por diferentes modificaciones químicas como la 

fosforilación, ubiquitinación y acetilación, en B) mapa epigenómico donde se muestran en que 

regiones se llevan a cabo la modificaciones químicas dentro del DNA  y que tipo de cromatina se va a 

generar. Imágenes tomadas y modificadas de (Yankulov, 2015 y Janet- Iwasa, Marshall-Wallace., 

2018).   

POLYCOMB REPRESSIVE COMPLEX  

Es un grupo de proteínas (PcG) que inicialmente fue identificado en Drosophila, se 

sabe que Polycomb regula y suprime los genes homeóticos (Hox). En plantas este 

complejo se encuentra conservado además es responsable de la H3K27me3 como 

en los animales. Es importante indicar que PcG está compuesto por dos complejos 

PCR1 y PCR2, cada subunidad en los complejos PcG de Drosophila tiene varios 
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equivalentes homólogos en Arabidopsis. PCR1 está compuesta por diferentes 

proteínas como se muestra en la tabla 1 que tienen diferentes  funciones, como la 

ubiquitinación en lisina 118 en la histona H2A (H2AK118ub) así como proteínas que 

se unen al DNA permitiendo una mayor compactación y dificultando la unión de 

factores de activación de la transcripción (Geisler & Paro, 2015). Como anteriormente 

se mencionó PCR2 está compuesto por proteínas que tienen dominio SET y participa 

en la triple metilación así como proteínas de unión a DNA que permiten la interacción 

y metilación inhibiendo de esta manera la transcripción de los genes que se 

encuentran alrededor. 

Tabla 1 Componentes del complejo POLYCOMB en Arabidopsis  

 

Como se observa en la tabla 1, PCR2 puede estar constituido por alguna de las tres 

proteínas con dominio SET, este dominio es esencial para realizar la metilación. 

Estas proteínas se utilizan en diferentes etapas del desarrollo en plantas, durante el 

desarrollo de gametofito, de la semilla y la germinación podemos encontrar PCR2 

formados con las tres proteínas CURLY LEAF (CFL), SWINGER (SWN) y MEDEA 

(MEA), durante el crecimiento vegetativo, transición a planta reproductiva y la 

formación de flores, se encuentran presentes solo dos proteínas CFL y SWN. Es 

importante mencionar que no son las únicas proteínas que varían en el complejo de 

PCR2 igual que MEA FERTILIZATION INDEPENDENT SEED 2 (FIS2) solo participa 

Subunidad Complejo 
Homólogo en 

plantas función  

Pc PCR1 LHP1 Tiene unión a sitio H2K27me3 

PcS PCR1 AtBMI1a/b Proteína con dominio Zinc finger, sitio de unión a DNA  

Ph PCR1 VRN1/EMF1 
Tiene dominio Zinc finger SAM el cual promueve la auto 
asociación  

Sce PCR1 AtRING1a/b/c 
E3 ubiquitin ligasa monouniquitina la lisina 118 histona 
H2A 

E(z) PCR2 CFL;SWN:MEA Dominio SET metilación H3k27 

Su(z) 12 PCR2 FIS;EMF2;VRN2 Potencia la actividad de E(z) 

Esc PCR2 FIE promueve la interacción proteína-proteína  

P55 PCR2 MSI1¨5 Interacciona con Su(z) y las histonas 
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en la etapa de desarrollo de la semilla, VERNALIZATION 2 (VRN2) se encuentra 

presente únicamente durante el crecimiento vegetativo y transición a planta 

reproductiva, finalmente EMBRYONIC FLOWER 2 (EMF2) está involucrado en 

únicamente etapa reproductiva, esto indica que estas proteínas participan de manera 

fundamental en estos procesos. Figura 4 (Butenko & Ohad, 2011).  

Como se mencionó anteriormente la regulación de PCR2 depende de las proteínas 

que lo componen, el complejo VRN2-PCR2 el cual está compuesto por VRN2, FIE, 

MSI1 y CFL, participan en el inicio de la floración después de la vernalización 

(proceso de floración acelerada por el frio), por medio del silenciamiento del gen 

FLOWERING LOCUS C (FLC), este gen es un represor por lo que su silenciamiento 

concluye en la floración (De Lucia et al., 2008). 

El complejo EMF2-PCR2, está compuesto por EMF2, CFL/SWN, FIE, MSI1 regula la 

transición de fase vegetativa a fase reproductiva, esto al regular la expresión de los 

genes AGAMOUS-LIKE 19 (AGL19) y FLOWERING TIME (FT) genes involucrados 

en la floración, se ha encontrado que las mutantes cfl y emf2 tienen como resultado 

una floración precoz y expresión ectópica de genes AG APETALA 1 (AP1), AP3 Y 

PISTILATA (PI) (Goodrich，Justin et al., 1997; Jiang et al., 2008; Yoshida et al., 

2001). Por otra parte el complejo EMF2-PCR también puede regular FLC 

independientemente de la vernalización (Y. Wang et al., 2014). PCR2 no solo está 

involucrado en los procesos anteriormente mencionados, también se encuentra 

regulando la expresión de factores de transcripción los cuales promueven la 

reproducción de células madre del meristemo apical (SAM) como WUS (WUSCHEL), 

(Barton, 2010), la familia de genes KNOTTED 1-LIKE HOMEOBOX (KNOX) como 

SHOOT MERISTEMLESS (STM), BREVIPEDICELLUS (BP), KNOTTED 1-LIKE1 

(KNAT1), KNAT2, KNAT6 ASYMMETRIC LEAVES 1 (AS1) y AS2 se han descrito 

como genes de alta importancia para el mantenimiento de las actividades de SAM, 

se encuentran igualmente regulados por PCR2 al interactuar con CFL, FIE y EMF2 

(Yan et al., 2020). Además de participar en la regulación de genes involucrados con 

SAM, también se encuentra presente en la regulación del meristemo apical de la raíz 
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(RAM), durante el desarrollo embrionario y en la maduración del embrión (Yan et al., 

2020). Se sabe que para realizar la regulación de PCR2 sobre algunos de los 

procesos anteriormente descritos se necesita la participación de diferentes proteínas; 

sin embargo, se han encontrado diferentes moléculas implicadas en la regulación por 

medio de PCR, una de estas moléculas son los RNAs no codificantes.  

 

Figura 4. Regulación de PCR2 en las diferentes etapas del desarrollo en Arabidopsis thaliana. 

En esta figura se observa como una de las proteínas centrales de PCR2 como CLF, presenta 

intercambios con otras proteínas homólogas como SWN y MEA a lo largo del desarrollo. Figura 

tomada (Xiao-Wagner, 2015). 

RNAs no codificantes  

Los RNAs no codificantes son (ncRNAs) RNAs que son transcritos pero no sufren el 

proceso de traducción. Anteriormente se creía que estos RNAs no tenían función; sin 
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embargo, se ha encontrado que son moléculas de gran importancia dentro de la 

regulación de la expresión de genes, participan en la regulación transcripcional, 

postrancripcional, traduccional y postraduccional. Estudios en el transcriptoma, han 

revelado que el genoma de plantas, hongos y animales contiene aproximadamente 

un 90% de RNAs no codificantes (ncRNAs) (Chekanova, n.d.,2015). Los ncRNAs se 

clasifican principalmente en dos tipos, los llamados “housekeeping”,  los cuales se 

caracterizan por su alta tasa de transcripción y su conservación en la mayoría de los 

organismos, los RNAs ribosomales (rRNAs), RNAs de transferencia (tRNAs), RNAs 

pequeños nucleares (snRNAs) y RNAs pequeños nucleolares (snoRNAs) pertenecen 

a este grupo (Sun et al., 2018). Por otro lado, diversos ncRNAs tienen la capacidad 

de regular la expresión de genes, a estos se les nombra como ncRNAs 

“Reguladores” y se clasifican principalmente por su longitud como se puede observar 

en la tabla 2. 

Tabla 2. Clasificación de los RNAs no codificantes  

En este proyecto nos enfocaremos principalmente en los smallRNAs y en los 

lncRNAs. 

Pequeños RNAs (smallRNAs) 

Se han descrito diversos smallRNAs que se encuentran regulando etapas 

importantes del desarrollo en diversos organismos, en plantas se ha encontrado que 

los smallRNAs participan en diverso procesos como el desarrollo, reproducción y 

 Largos no 

codificantes 

(lncRNA) 

Intermedios no 

codificantes 

(inmcRNAs) 

Pequeños no 

codificantes 

(SmallRNAs)  

Tamaño  >200 nt  31-200nt  18-30 nt  

Polimerasa  Pol II, IV y V en 

plantas  

Pol II  Pol II y III 

Poli A  Si  No Si  
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reprogramación genómica así como otros procesos importantes. Se clasifican en 

diferentes clases según el nivel de regulación que realicen, los microRNAs (miRNAs) 

que derivan de un harpin siRNAs (hp‑siRNAs) y los smallRNAs interferente (siRNAs) 

antisentidos naturales (natsiRNAs) llevan a cabo su regulación a nivel 

postranscripcional, principalmente; los siRNAs-secundarios participan a nivel 

transcripcional y postranscripcional, finalmente los siRNAs-heterocromaticos 

(hetsiRNAs) participan en la metilación del DNA por lo que solo regulan a nivel 

transcripcional. Los smallRNAs se diferencian principalmente por su biogénesis y 

procesamiento, esto se debe a las diferentes proteínas que participan durante estos 

procesos como se muestra en la figura 5 (Borges & Martienssen, 2015). 

 

Figura 5 Clasificación de smallRNAs en plantas, biogénesis y función. En A) se 

encuentran los smallRNAs involucrados en la regulación postranscripcional (PTGS), 

en B) los involucrados en la regulación postranscripional y transcripcional (PTGS y 

TGS), en C) los involucrados solo en regulación transcripcional (TGS), por medio de 

la metilación del DNA. (Borges & Martienssen, 2015). 

microRNAs en plantas (miRNAs) 

Los miRNAs es el grupo más amplio de smallRNAs en plantas, una gran parte de los 

genes MIR son transcritos por la RNA polimerasa II (RNA-POL II), su biogénesis es 
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iniciada por la unión de TBP (TATA-Binding protein) a la caja TATA ubicada en la 

región promotora del MIR, esta interacción promueve la unión de algunos factores de 

transcripción (TF), así como proteínas que promueven la transcripción (Figura 6A). 

(Yu et al., 2017) El transcrito es nombrado como pri-miRNA, el cual presenta 

modificaciones en la región 5’ como la adición del 7-metilguanosina “Cap”, una 

poliadenilación en la región del 3’ y pueden estar sujeto a splicing, como es lo 

habitual para RNAs mensajeros (Figura 6B). El pri-miRNA es procesado por una 

RNasa tipo III conocida como DICER-like (DCL), en una estructura tallo-asa de 

menor tamaño nombrada como pre-miRNA, (Figura 6C), posteriormente por la 

misma DCL el pre-miRNA es procesado a un RNA de doble cadena (dsRNA) 

conformado por 17-25 nt, el dsRNA es estabilizado en la región 3 por una 2´-O-metil 

por medio de una metil-transferasa HUA ENHANCER1 (HEN1), todos estos procesos 

ocurren en el núcleo (Figura 6D). La estructura de dsRNA, es transportado al 

citoplasma por medio de un homólogo a Exportina 5, HASTY (HST) (Rogers & Chen, 

2013). 

Fuera del núcleo, la proteína AGO, miembro principal del complejo de silenciamiento 

inducido por RNA (RISC), separa el dsRNA en dos cadenas sencillas de RNA, las 

cuales se nombran como cadena guía (con función biológica) y la cadena pasajera. 

La cadena guía se une por complementariedad a su mensajero blanco donde lleva 

acabo su función mediante el secuestro o escisión de este (Figura 6) (Rogers & 

Chen, 2013). 
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Figura 6 Biogénesis y procesamiento de miRNAs en plantas. En la ilustración se muestra la 

biogénesis y procesamiento de los miRNAs, en A), muestra la transcripción de los genes MIR por 

medio de la polimerasa II, B), se muestra el transcrito primario Pri-miRNA,  las modificaciones que 
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presenta, y las proteínas involucradas en su procesamiento como; DICER LIKE1 (DCL), SERRATA 

(SE),  HYPONASTICLEAVES1 (HYL1) y TOUGH, C), se ilustra el procesamiento de pri-miRNA a pre-

miRNA por medio de DCL1, D),  se muestra la metilación del dsRNA por medio de la metil transferasa 

HEN1, así como su transporte a citoplasma y la unión de ARGONAUTA1 (AGO1) al miRNA maduro. 

Figura tomada y editada de (Rogers & Chen, 2013). 

Se han descrito diversas familias de miRNAs involucradas en la regulación del 

desarrollo de hojas en Arabidopsis thaliana, algunas de ellas son: la familia miR164 

el cual es un regulador negativo de la proteína CUC2 (CUP-SHAPED COTYLEDON 

2), a su vez este factor regula procesos importantes como el desarrollo y formación 

de aserraciones en el margen de la hoja (Byrne, 2012; Nikovics et al., 2006), por otra 

parte en maíz se ha descrito que se encuentra involucrado en el desarrollo floral y en 

la filotaxia de las hojas (Zheng et al., 2019).  

La familia de los miR165/166 tiene como genes blancos factores de transcripción de 

la familia HD-ZIP III (PHABULOSA (PHB), PHAVOLUTA (PHV), REVOLUTA (REV), 

ATHB-8 y ATHB-15) se han descrito que participan en la organización, polaridad y 

desarrollo del meristemo apical (SAM), así como en el desarrollo embrionario, 

además regulan la señalización dependiente de auxina y ABA (T. Yang et al., 2019). 

Por otra parte, la familia de los miR396, tienen como mensajeros blanco a la familia 

de factores de transcripción GFRs (GROWTH REGULATING FACTORs), en dado 

caso los miR396 funcionan como reguladores negativos de la proliferación celular, 

controlando el tamaño de órganos como hojas y raíz (Rodriguez et al., 2010). 

Contrariamente la familia del miR319, el cual es un regulador positivo de la 

proliferación celular, al tener como gen blanco a la familia de factores de 

transcripción TCPs. Los TCPs activan reguladores negativos de la proliferación 

celular como el miR396 descrito anteriormente (Schommer et al., 2014).  

Finalmente, el miR156 regula el cambio de fase vegetativa por medio de la 

regulación de los factores de trascripción SPL (SQUAMOSA PROMOTER BINDING 

PROTEIN-LIKE), sus niveles de expresión disminuyen conforme la planta madura a 

una planta adulta. Por otro lado, su expresión también se ve modificada por agentes 
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exógenos como la temperatura, inanición de fosfato, concentración de CO2 y 

azúcares. Por otro lado, el miR159 regula negativamente la expresión del miR156, al 

inhibir la expresión del factor de transcripción MYB33 (Guo et al., 2017; L. Yang et 

al., 2011) Figura 7. 

 

Figura 7. miRNAs involucrados en el desarrollo y morfogénesis de hojas en Arabidopsis 

thaliana En esta ilustración se muestra el desarrollo diferencial entre el crecimiento de diferentes 

hojas de roseta de Arabidopsis. Imagen tomada y modificada de  (T. Yang et al., 2019).  

RNAs largos no codificantes 

Los lncRNAs tienen una longitud mayor de 200nt, son transcritos principalmente por 

RNA-Pol II, aunque en plantas puede ser que RNA-Pol IV y V los transcriban (Yu et 

al., 2019) (Tabla 2). Estos pueden ser clasificados según su localización en el 

genoma, los Transcritos Antisentido Naturales (lncNATs), inician en la región 3´ de 

un gen codificador, se transcriben en antisentido 3´-5´ y se empalma mínimamente 

con un exón de un gen codificador. Por otra parte, existen lncRNAS que se 

encuentran codificados en la región 5´ y se transcriben en sentido 5´-3´.  Los 

lncRNAs intrónicos, se encuentran codificados dentro de intrones en cualquier 

dirección no sobreponen a exones, los lncRNAs promotores se encuentran en una 

región promotora de un gen codificante, pueden ser en sentido o antisentido, los 

lncRNAs Intergénicos (lincRNAs) están codificados entre dos genes codificantes con 
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1kb de distancia entre los genes además su transcripción es independiente (Figura 8) 

(Shafiq et al., 2016). 

Figura 8. Clasificacion de lncRNAs. En la figura se muestra los diferentes tipos de lncRNAs, en A) 

se muestran los RNAs intrónicos los cuales se encuentran codificados en una región intrónica, en B) 

se muestran lncRNAs que se encuentran codificados entre dos genes, en C) lncRNAs que se 

encuentran codificados en sentido o antisentido de un gen en D) lncRNA “enhancers” los cuales 

favorecen la transcripción de otro gen, E) lncRNA promotor, se localiza en la región promotora de un 

gen. Figura tomada y modificada de (Shafiq, Li, & Sun, 2016). 

Los lncRNAs pueden tener una función regulatoria en diferentes etapas a los largo 

del dogma central de la biología molecular como se había mencionado 

anteriormente. En animales, se han escrito algunos lncRNAs como el HOTAIR 

(transcrito en el locus HOX C) el cual interactúan físicamente con proteínas 

asociadas a complejos remodeladores de la cromatina como: PRC2, agregando 

marcas negativas de la transcripción como H3K27me3, inhibiendo así, la 

transcripción de los genes del cluster HOXD (Tsai et al., 2010). Por otro lado, no solo 

se han descrito lncRNAs que interactúan con complejos remodeladores de la 

cromatina (Figura 9A), también se han descrito algunos lncRNAs que llevan a cabo 

su función regulatoria mediante la interacción con la POL II, inhibiendo la 

transcripción de otros genes (Figura 9B) (Mariner et al., 2008). A nivel 

traducccionalpueden participar mediante la unión del lncRNA con un mensajero 

blanco, interrumpiendo este proceso, como se muestra en la Figura 9E (Carrieri et 

al., 2012). 
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Post-traduccionalmente se ha descrito que algunos lncRNAs tienen la capacidad de 

secuestrar miRNAs, inhibiendo la regulación del mensajero blanco (Figura 9F) (J. 

Wang et al., 2010). 

Figura 9. Mecanismos de regulación a diferentes niveles de algunos lncRNAs. Se muestran 

algunos mecanismos descritos de lncRNAs a diferentes niveles., A ), se muestra la unión de algunos 

lncRNAs que interactúan físicamente con complejos modificadores de la cromatina activando o 

reprimiendo la transcripción de uno o más genes, B) se muestra la unión del lncRNA con la polimerasa 

II inhibiendo la función de la polimerasa, C) se muestra la interacción de lncRNAs con factores de 

transporte,  inhibiendo el transporte al núcleo de factores de transcripción, D) se muestra la unión de 

un lncRNA a un RNA mensajero durante el proceso de traducción a proteína, deteniendo la 

traducción, E) se muestra un lncRNA el cual se puede unir a miRNAs, inhibiendo su unión con su gen 

blanco. Imagen tomada y modificada de (Geisler & Coller, 2013) 
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En plantas se han descrito diversos lncRNAs que participan en la regulación de 

genes involucrados en procesos importantes como el desarrollo, tiempo de floración 

y genes de respuesta a estreses tanto bióticos como abióticos (Shafiq et al., 2016), 

uno de los ejemplos más conocidos de lncRNAs en plantas son los lncRNAs 

COOLDAIR el cual es un lncRNA intrónico en antisetido y COLDAIR (COLD 

ASSISTED INTRONIC NONCODING RNA) lncRNA intrónico en sentido, ambos se 

encuentran codificados en el locus del gen FLOWERING LOCUS C (FLC), un 

potente represor de la floración. En época de frio los lncRNAs COOLDAIR y 

COLDAIR se trascriben, COOLDAIR se une a la desacetilasa FLD (FLOWERING 

locus D-like protein). Por otra parte, el lncRNA COLDAIR se transcribe y se une a 

CFL (CURLY LEAF) una metiltransferasa miembro de Polycomb Group (PcG), estas 

interacciones causan una condensación de la cromatina inhibiendo la actividad de 

FLC, causando la floración en primavera (Figura 10) (Y. He et al., 2003; Heo & Sung, 

2011; P. Li et al., 2015; Yu et al., 2019). Por otro lado, en Arabidopsis se han 

encontrado lncRNAs que tienen expresión diferencial bajo diferentes estreses (Di et 

al., 2014); esto abre un gran panorama acerca de la caracterización de función de los 

lncRNAs en la regulación de genes involucrados en estrés y desarrollo. 
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Figura 10. Mecanismo de silenciamiento de los lncRNAs COOLAIR y COLDAIR.  Flc (flowering 

locus c ) es un gen inhibidor de la floración, en condiciones de frio se transcriben dos RNAs largos no 

codificantes que se encuentran localizados en el intron del gen flc, COOLAIR se une a la proteína 

desacetilasa FLD (FLOWERING locus D-like protein), por otra parte COLDAIR se une a la proteína 

CFL (CURLY LEAF) miembro de Polycomb, estas interacciones provocan modificaciones químicas y 

conformacionales, evitando   la transcripción de .flc, permitiendo que en primavera se lleve a cabo la 

floración.  Figura tomada y modificada de (Yu et al., 2019). 

 

Capítulo II. Justificación 

Las evidencias que se saben hasta el momento sobre la función biológica de los 

lncRNAs es escasa; sin embargo, han proporcionado y establecido otro nivel de 

regulación de la expresión de genes. La caracterización de los lncRNAs en cuanto a 

su compartimentalización subcelular, tamaño, modificaciones y orígenes genómicos 

puede proporcionar pistas sobre sus funciones (Kapranov., et al, 2007). Es por eso 

que por medio de estudios bioinformáticos se encontró en el cromosoma 1 de 

Arabidopsis thaliana, un posible lncRNA  intergénico, el cual se sobreexpresa en 

condiciones de estrés al igual que los genes que se encuentran alrededor, lo que 

abre la posibilidad de que exista un grupo de lncRNAs que regulen la expresión de 

genes circunvecinos, es por eso que recobra gran importancia la caracterización de 

su función y es el fundamental interés en el presente trabajo.  

Capítulo III. Hipótesis  

“El RNA largo no codificante LNCTATA, participa en el óptimo desarrollo de 

Arabidopsis thaliana”. 

Capítulo IV Objetivo General. 

Caracterizar la función regulatoria del RNA largo no codificante LNCTATA sobre el 

desarrollo de Arabidopsis thaliana. 
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Capítulo V Objetivos específicos  

• Generar y caracterizar líneas silenciantes de LNCTATA por medio de un 

microRNA artificial (amiR). 

• Analizar la expresión de miRNAs y sus genes blanco en la quinta hoja (hoja 5) 

a diferentes días de crecimiento, en las líneas silenciantes y sobreexpresora 

de LNCTATA. 

• Realizar y caracterizar la complementación de la línea de inserción (T-DNA). 

Capítulo VII. Metodología 

En el presente trabajo se utilizaron plantas que contienen diversas modificaciones 

genéticas (líneas) como: línea insercional de T-DNA, las líneas Ri,  amiR y las lineas 

sobreexpresoras 35S: LNCTATA. Todas ellas fueron generadas en el fondo genético 

de Ecotipo Colombia 0 de Arabidopsis thaliana, de la misma manera las plantas 

silvestres (Wt) utilizadas en este trabajo fue de Ecotipo Colombia 0. El cultivo de las 

diferentes líneas comenzó con la germinación de las semillas en medio MS 0.5X con 

un pH de 5.7 durante dos semanas, se crecieron en sustrato “sunshine 3” con 

vermiculita y perlita en una proporción (3:1:1), en un fotoperiodo de día largo (16 

horas luz, 8 oscuridad) a una temperatura de 22°C. 

Las líneas de  inserción cfl-28 y pol.v (nrpd1e-11) se crecieron en medio MS 0.5X 

durante 3 semanas con un fotoperiodo de día corto (8 horas luz, 16 oscuridad) a 

22°C.  

Complementación de la línea de inserción de T-DNA 

Se amplificó el lncRNA y su región promotora por medio de un PCR el plásmido 

binario pBA002a como el producto de PCR se sometieron a un tratamiento de 

digestión enzimática, utilizando la enzima de restricción Xbal (Thermo scientific), se 

precipitaron con acetato de amonio 10µM. El plásmido PBA002a/XbaI fue tratado con 

fosfatasa alcalina (Alkaline Phosphatase, Calf Intestinal (CIP)) para evitar que se 

ligara nuevamente. Se realizó la reacción de ligación con el producto de PCR/XbaI -  

PBA002a/XbaI utilizando el kit T4 DNA ligase, posteriormente el producto de ligación 
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fue transformado en E. coli DH5α y crecido en medio LB con espectinomicina a 50 

µg/mL. Se obtuvo una colonia positiva para el inserto, posteriormente el plásmido 

PBA002a-promlncTATA fue purificado mediante una Quick-DNA Miniprep Plus Kit 

(ZYMO RESEARCH). Se secuenció el plásmido para confirmar la clonación y 

direccionalidad, posteriormente el plásmido pBA002a-promlncTATA fue transformado 

en Agrobacterium C58, por medio del método floral dip (Xiuren Zhang., et al, 2006) 

se transformó en A. thaliana Col.0. Para la selección de plantas transformadas y la 

obtención de las homocigas se utilizó el análogo del herbicida BASTA L-Methionine 

sulfoximine (Sigma®) a 2.5µM. Hasta el momento se seleccionaron 3 plantas 

independientes resistentes de las cuales sólo la línea 3 presentó segregación 

mendeliana, por lo que quedó pendiente la selección de más líneas independientes. 

Transformación de las plantas pmiR396b-GUS y pwGRF2-GRF2-GUS con la 

construcción pMDC32-amiRLNCTATA. 

Las líneas reporteras pmiR396b-GUS y pwGRF2-GRF2-GUS fueron donadas por el  

Laboratorio de Biología del ARN del Instituto de Biología Molecular y Celular de 

Rosario (IBR) en Rosario, Santa Fe, Argentina. 

El plásmido pMDC32-amiRLNCTATA fue utilizado para transformar las líneas 

reporteras pmiR396b-GUS y pwGRF2-GRF2-GUS, por medio del método floral dip 

(Xiuren Zhang., et al, 2006). Para la selección de plantas transformadas con este 

vector y su fondo mutantes se utilizaron tanto higromicina y kanamicina para obtener 

las plantas transformadas tanto con pmiR396b-GUS-amiRlncTATA, como con 

pwGRF2-GRF2-GUS-amiRLNCTATA. 

Transformación  de plantas pmiR396b-GUS y pwGRF2-GRF2-GUS con la 

construcción 35s: LNCTATA 

El plásmido pBA-DC-lincTATA-MYC, fue utilizado para transformar las líneas 

reporteras pmiR396b-GUS y pwGRF2-GRF2-GUS por medio del método de floral dip 

(Xiuren Zhang., et al, 2006). Para la selección de plantas transformadas se utilizó el 

herbicida L-Methionine sulfoximine (Sigma®) a 2.5µM y el antibiótico kanamicina a 50 

µg/mL. 
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Extracción de RNA 

El tejido vegetal se homogenizo en nitrógeno líquido con TRIzol™ Reagent, se siguió 

el protocolo descrito por el fabricante y el RNA se resuspendió en formamida al 50%, 

se cuantificó la concentración del RNA por medio de un Espectrofotómetro 

NanoDrop™ 2000/2000c Thermo Scientific™, finalmente se almaceno a -80°C, hasta 

su uso. 

Síntesis de cDNA para mRNAs 

El RNA analizado por gel para corroborar su integridad, fue utilizado a una 

concentración de 1µg/mL, se trató con DNAasa Thermo Scientific™ DNase I, RNase-

free, posteriormente se sintetizó el cDNA con la enzima Promega M-MLV Reverse 

Transcriptase y oligo (dT) siguiendo las indicaciones del fabricante, el cDNA 

resultante se diluyó en agua MQ a 1:5. Para la validación del cDNA se realizó un 

PCR punto final con oligos para la  amplificación de α-tubulina, para verificar la 

integridad de la muestra. 

Síntesis de cDNA para miRNAs. 

Para el análisis de miRNAs se sintetizó cDNA mediante el siguiente protocolo. Se 

utilizó RNA con una concentración de 0.8 µg/mL, la reacción se llevó a cabo por 

medio de la enzima mRQ (Mir-X miRNA First-Strand, Clontech Laboratories), para  

finalizar el cDNA se diluyo en agua MQ a 1:10. Para la validación de los cDNAs, se 

realizó un PCR con los oligos de U6 snRNA incluidos en el kit. 

Cuantificación de la expresión relativa de genes por medio de RT-qPCR. Para la 

cuantificación de RNAs (≈200pb), se utilizó el SYBR Radiant™ Green 2X qPCR Mix 

Lo-ROX, Se utilizó la amplificación de α-tubulina como gen de referencia. 

Para la cuantificación relativa de miRNAs se usó el mRQ 3´primer específico del kit y 

el oligo específico para cada miRNA, el oligo del gen snU6 fue utilizado como gen de 

referencia y se encuentra incluido en el kit. 

Para los análisis de amplificación en tiempo real, se utilizó el termociclador CFX96 

Touch™ Real-Time PCR (BIO-RAD). 
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El análisis tanto para los mensajeros y los miRNAs se realizaron por triplicado 

técnico por cada determinación. El programa de amplificación utilizado para ambas 

reacciones se muestra en la Tabla 3. 

 

 

Tabla 3 . Programas de amplificación para los diferentes cDNAs utilizados 

 

 

 

 

Análisis estadístico  

Para la analizar la expresión de miRNAs o RNAs largos se utilizó el gen de referencia 

snU6n o α-tubulina respectivamente. El análisis que se siguió fue el siguiente: el nivel 

de expresión fue calculado en relación a la expresión de snU6 o α-tubulina, utilizando 

el comparativo del número de ciclo cuantificado (quantification cycle, Cq), método de 

ΔΔCq = (Cq,muestra – Cq, snU6 o α-tubulina)ZT X – (Cq,muestra – Cq, snU6 o α-

tubulina) ZT Y, donde ZT x es cualquier ZT X y ZT Y representa 1X valor de 

expresión del gen a medir normalizado con el valor de Wt correspondiente. Se utilizó 

el software Prism-Graphpad para realizar los análisis estadísticos los cuales fueron 

ANOVA one-way y two-way con pruebas post-ANOVA Dunnett con un intervalo de 

confianza del 95%, así como pruebas T-test no paramétrica o múltiple t-test con un 

intervalo de confianza de 95% usando el método Holm-Sidak.  

Expresión transitoria de GUS en líneas pmiR396b-GUS-35s:LNCTATA 

Las líneas pmiR396b-GUS-35s:LNCTATA 1.1, 1.2 Y 1.7 de la T2 se sembraron en 

medio MS al 0.5%, con el herbicida L-Methionine sulfoximine (Sigma ®) y el 

antibiótico kanamicina  a 50 µg/mL, así como semillas pmiR396b-GUS, se dejaron 

cDNAs ≈ 200pb miRNAs 20-21 nt    

95ºC      3 min 95ºC     10 s Desnaturalización  

95ºC    10 s 95ºC      5 s   

60°C*  10 s 60ºC*     20 s  X 40 ciclos  

60°C  0.5 s 95ºC      60 s   

95°C      5 s 95ºC      55 s Curva de disociación  

  95ºC      30 s    
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crecer por dos semanas bajo condiciones control, a las dos semanas se tomaron las 

plántulas completas y se colocaron en solución X-Gluc (Buffer de fosfato de sodio 

pH7 1M, EDTA 100mM, ferrocianuro de potasio 5mM, ferricianuro de potasio 5mM, 

Triton X-100 al 1% y X-Gluc en DMSO 100mg/mL), se incubaron a 37°C por 16 hrs, 

las plántulas se lavaron dos veces durante 5 minutos con el buffer Z pH 4 (fosfato de 

sodio monobásico 40mM, fosfato de sodio dibásico 60mM, cloruro de potasio 10mM 

y sulfato de magnesio 1mM). Posteriormente, las plántulas se lavaron con etanol al 

70% durante 15 minutos, 4 veces, la clorofila fue eliminada por medio de la solución 

acetona:metanol (1:3). Finalmente, con el buffer Z pH 4.0 las plántulas se lavaron 4 

veces durante 5 min y se dejaron en glicerol al 50%, las plántulas se montaron en un 

portaobjetos con 50µl de glicerol al 50%. 

Localización sub-celular del RNA LNCTATA en Nicotiana benthamiana  

Para la localización sub-celular del LNCTATA se utilizaron dos construcciones las 

cuales se muestran en la figura 11 (Kinoshita et al., 2018). Ambas construcciones 

fueron transformadas por separado en Agrobacterium tumefaciens C58, las 

Agrobacterium transformadas con estas construcciones fueron crecidas en placas 

medio LB con kanamicina a 50 µg/mL a 28 °C por tres días. Posteriormente, las 

colonias resistentes se analizaron por PCR para confirmar la transformación, las 

colonias positivas se crecieron en 500 mL de medio LB con kanamicina a 50 µg/mL a 

28 °C en agitación, las colonias se centrifugaron a 4,000g por 10 minutos a 4°C, la 

pastillas fueron resuspendidas en un medio de infiltración (10 mM MgCl2, 10 mM 

MES, y 100 μM acetosiringona) y se reposaron durante 3 h a temperatura ambiente. 

Las células resuspendidas se infiltraron en Nicotiana benthamiana con ayuda de una 

jeringa, después de tres días se observó la fluorescencia en un microscopio Confocal 

en el Instituto de Biotecnología de la UNAM (IBT), la longitud de emisión utilizada fue 

de 488-559/30nm por GFP y para mCherry 561-617/30 
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Figura 11. Localización celular de LNCTATA. En A) se muestran los vectores utilizados para este 

experimento, (i) vector con componente proteico, formado por  MSCP (proteína que reconoce y se une 

a RNAs estructurados), el marcador visual GFP, NES (secuencia de exportación nuclear), pUBQ 

(promotor de ubiquitinas) RB ( borde derecho)  LB (borde izquierdo), KAN (gen de resistencia a 

Kanamicina), (ii) vector con componente RNA, formado por 6xMS2 (RNA estructurado reconocido 

POR MCSP), mCherry (marcador visual), NLS (secuencia de localización nuclear), p35S (promotor 

constitutivo) LNCTATA (RNA de interés). (iii) variante de (ii) con NLS. Figura tomada y modificada de 

(Kinoshita et al., 2018) 
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