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Resumen

Las plantas estan expuestas prolongadamente a condiciones ambientales
adversas por lo que poseen mecanismos que les permiten contender con el
estrés y asegurar su supervivencia. Dichos mecanismos actian a multiples
niveles, desde la respuesta epigenética, hasta ajustes metabdlicos, fisioldgicos y

del desarrollo.

La germinacion es uno de los estadios mas criticos en el desarrollo vegetal; es un
proceso irreversible en el cual la semilla tiene que tomar la decisiéon de germinar
dependiendo de las condiciones del ambiente. El estrés en el medio provoca que
la planta ajuste una respuesta controlada para asegurar una germinacion exitosa.
Sin embargo, los mecanismos que participan en este control no han sido

explorados en su totalidad.

RdDM (RNA-directed DNA methylation) o la via de metilacion de DNA dirigida
por RNA, es un mecanismo que participa en el establecimiento y mantenimiento
del silenciamiento de elementos transponibles (ET) a nivel transcripcional a
través de metilacion de DNA. La represion de ET es esencial para mantener la
integridad genémica en momentos clave del desarrollo vegetal y en la respuesta

al estrés.

En este trabajo se analiza la participacion de ARGONAUTA 4 (AGO4, un
componente esencial para el establecimiento de la metilacion mediada por
RdDM) y de RdADM en la respuesta de Arabidopsis thaliana al estrés salino
durante la germinacion. Se encontré que esta via es necesaria para la 6ptima
germinacion de las semillas sometidas a condiciones de alta salinidad, ya que, en
su ausencia, se presentan defectos en el tiempo de germinaciéon comparado con
lo que ocurre en plantas de tipo silvestre. La proteina AGO4 responde a la
presencia de la sal durante la germinaciéon al acumularse y distribuirse
diferencialmente en los embriones expuestos a este estrés, una funcion hasta
ahora desconocida para AGO4 y para RdDM. Adicionalmente, en ausencia de

AGO4, ARGONAUTA 6 (AGO6), una proteina clasificada dentro de la familia
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“Argonauta”, adquiere una funcién adicional que modifica el fenotipo observado

en ago4.

Por otra parte, la metilaciéon de DNA establecida por RADM es indispensable para
una Optima respuesta al estrés, y es requerida para la represion de ET y genes en
respuesta a la sal; ya que, en ausencia de una via RADM funcional, los niveles de
metilacion en ciertas regiones del DNA se ven reducidos, en concordancia con
una expresion aumentada de los genes cercanos. La activacidn ectdpica de genes
normalmente reprimidos por RdADM provoca una alteracién multi-génica que
afecta varios mecanismos que participan en el control del tiempo de la
germinacion, desde la acumulacién de proteinas con funcién osmoprotectora,
hasta la sefializaciéon mediada por hormonas como acido abscisico y etileno,

afectando su funcion en la dormancia, germinacion y el crecimiento temprano.

Estos hallazgos revelan un papel hasta ahora desconocido para RdDM, y exhiben
lo complejo que es el control de la expresion genética en momentos clave del
desarrollo. Pero ademas abre camino a nuevas y excitantes preguntas que
permitiran descubrir nuevos mecanismos de control que las plantas utilizan para

contender con los insultos ambientales.
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Abstract

Plants are exposed to adverse environmental conditions for long periods of time
such they have protection mechanisms to ensure their survival. These
mechanisms function at multiple levels, from an epigenetic response, to

metabolic, physiological, and developmental adjustments.

Germination is one of the most critical stages during plant life, it is an
irreversible process where the seed has to make a decision to germinate or not
depending on the environment. Stress causes a fine-tuned adjustment response
for the germination success. Although, the mechanisms that participate in such

control have not been fully explored.

RdDM (RNA-directed DNA methylation) is a mechanism that participates in the
establishment and maintenance of transposable elements silencing at
transcriptional level using small RNA molecules to direct DNA methylation.
Transposon repression is essential to keep genome integrity at key stages of the

plant development.

In this work, [ analyze the participation of RdADM in Arabidopsis thaliana
response to salinity during germination. I fount that this pathway is essential for
optimal germination of seeds subjected to high salinity conditions so, when
absent, germination time is affected. ARGONAUTE 4 (AGO4), a key component of
RdDM, responds to salt presence during germination by accumulating and
differentially distributing in embryos exposed to this condition. These results are
a novel finding for AGO4 and RdDM. Additionally, ARGONAUTE 6 (AGO6),
another protein classified within the ‘Argonaute’ group, acquires a gain-of-

function activity that misleads the phenotype observed in ago4.

The RdADM activity is required for an optimal stress response and for repression
of transposon and stress responsive genes given that, in the absence of a
functional RADM pathway, some genomic regions loss DNA methylation levels in

accordance with an increased expression of the neighboring genes. Ectopic
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activation of genes normally repressed by RADM triggers a multi-gene alteration
that affects a plethora of mechanisms that modulate the germination timing,
including osmo-protective protein accumulation and hormone signaling
pathways; such failure affects dormancy, germination, and young seedling

growth.

These findings reveal a yet unknown role for RADM and exhibit the complexity of
the gene expression control at key stages of plant development. It also opens
new exciting questions that will allow the discovery of new control mechanisms

that plants use to confront environmental insults.
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Introduccion

La semilla y su germinacion

Las semillas son un elemento esencial para la humanidad, estas poseen reservas
de proteinas, almidones, aceites y otros nutrientes necesarios para la
alimentacién humana y la domesticacion de los animales. La capacidad de
producciéon y propagacion de las semillas permitieron el desarrollo de la

agricultura, un punto de inflexion en la historia del desarrollo humano.

Las semillas vienen en muchas formas y tamafos, desde las diminutas semillas
de Arabidopsis, hasta las semillas gigantes de las palmas. A pesar de su gran
diversidad, todas tienen la misma funcidn, el desarrollo y la maduracién de un
embrion para asegurar el éxito de la nueva generacidon vegetal (Bewley et al,,
2013). Es por ello que, para tener éxito en su dispersion, las semillas tienen que

resistir los insultos medioambientales al que estan expuestas.

La semilla de angiospermas esta compuesta de cuatro estructuras principales: un
embrion, un endospermo con los nutrientes de reserva, y una testa, que es el
integumento que brinda proteccion. El embrion se deriva de la fertilizacion de
uno de los nucleos de la célula huevo dentro el saco embrionario con un nucleo
de una célula espermatica masculina proveniente del tubo polinico. El
endospermo, por su parte, es producto de la fusion de los dos ntcleos polares de
la ovocélula central, con el otro nucleo del tubo polinico, resultando en un tejido
triploide. Finalmente la testa se deriva de los integumentos del 6vulo materno

(Bewley et al., 2013).

El embrion maduro posee tres estructuras principales, la radicula, que va a dar
lugar a la raiz, el hipocotilo, plimula y cotiled6n, mismos que se desarrollaran en
la parte aérea de la planta. El nimero de cotiledones presentes en el embrion es
una caracteristica evolutiva que divide plantas monocotiledéneas (un solo

cotiledon, como los pastos y cereales), de las dicotiledoneas (dos cotiledones,
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como leguminosas y brasicaceas, entre otras), y durante su maduracion se

desarrollaran en las primeras hojas cotiledonares (Bewley et al., 2013).

Las semillas estan sometidas a la quiescencia, un fendmeno que es necesario
para que puedan germinar. Durante la quiescencia ocurre una pérdida de
humedad de entre el 85y 95 %, por lo que la actividad metabdlica de la semilla
en desarrollo se detiene casi en su totalidad, para posteriormente ser re-
establecida durante la germinacion. En el caso de semillas ortodoxas, estas
también pasan por un evento denominado dormancia o latencia, la cual esta
definida como una condicidn adaptativa y pre-programada que limita el conjunto
de condiciones en las cuales una semilla puede germinar, y por ende permite la
dispersion y supervivencia de las semillas en ambientes adversas por largos
periodos de tiempo (Baskin and Baskin, 2004, Shvachko Ncapital A and
Khlestkina, 2020). Debido a que la germinacién es proceso critico e irreversible
que ocurre una sola vez en la vida de la planta, la dormancia provee a las semillas
de una estrategia adicional para asegurar su supervivencia en condiciones

hostiles (Bewley et al., 2013, Finkelstein et al., 2008).

La dormancia y la germinaciéon estan controladas por balances hormonales
especificos; la sintesis y el catabolismo de acido abscisico (ABA) y acido
giberélico (GA), son mediadores principales de estos dos procesos. La presencia
de ABA inhibe la germinaciéon y promueve la dormancia de la semilla, su sintesis
se da desde los primeros estadios de la maduracion de la semilla. En contraste,
GA promueve la germinacion y también esta involucrado en el crecimiento
vegetativo, floracion y produccion de polen (Rodriguez-Gacio Mdel et al., 2009,
Verma et al, 2016). En el momento de la germinacion de las semillas, el ABA
acumulado en altos niveles dentro del embrién en dormancia comienza a
degradarse, en tanto que aumenta la produccion de acido giberélico (Giberelina)
y el acido indolacético (Auxina), mejor conocidos como las hormonas de
germinacién y crecimiento. De la misma manera, existen otras hormonas
involucradas en el proceso de germinacion, como la fitohormona etileno, las
citocininas y los brasinoesteroides que, en general, promueven la germinacion

(Bewley et al., 2013, Shuai et al,, 2016, Holdsworth et al., 2008).

15



La germinacion es el proceso fisioldgico mediante el cual el embrién contenido
dentro de la semilla se desarrolla para convertirse en una planta. En sentido
estricto dicho proceso inicia con la entrada de agua en la semilla y culmina con la
emergencia del primer eje embrionario (usualmente comenzando por la
radicula). Posterior a la emergencia de la radicula, todos los procesos de
desarrollo consecuentes forman parte del crecimiento temprano de la plantula

como su emergencia y establecimiento (Bewley et al., 2013).

La intercomunicacién de las sefiales hormonales, asi como la expresion y
represion de una multitud de genes, hacen que la germinacién sea un proceso
sumamente regulado con la finalidad de asegurar el éxito de la siguiente

generacion.

Debido a que la germinacion sensu stricto muchas veces ocurre en lapso muy
corto, un método para medirla es el uso del porcentaje de capacidad germinativa,
por ejemplo, en una poblacion de semillas, 50 % de germinacidn se refiere a que
la mitad de las semillas ha completado su programa de germinaciéon hasta el
momento de la emergencia de su radicula. Este método es muy eficaz para
encontrar defectos en la germinacién como consecuencia de condiciones

bioldgicas o ambientales (Bewley et al., 2013).

Estrés en plantas

Debido a su naturaleza sésil, las plantas estan sometidas durante todo su ciclo de
vida a cambios extremos en las condiciones ambientales y, por ello, sus

respuestas estan finamente moduladas para asegurar su supervivencia.

Aquellos tipos de estrés causados por la interaccidon con otros organismos se
consideran como estrés bidtico, mientras que el estrés abiotico esta determinado
por la interaccién del organismo con procesos naturales no vivos. En esta
segunda categoria encontramos aquellas condiciones estresantes tales como la

sequia, inundaciones, las altas o bajas temperaturas, la salinidad y presencia de
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otros componentes quimicos en el ambiente, radiacion y luz ultravioleta, entre

otros (Buchanan et al., 2015, Levitt, 1986).

Como resultado de la exposicion a condiciones extremas, las plantas
desencadenan respuestas a nivel bioquimico y molecular entre las que destacan
la regulacion epigenética, transcripcional, post-transcripcional y traduccional, y
aquellas modificaciones a nivel estructura-funcion de proteinas. Esta modulacién
repercute a nivel metabdlico y fisioldgico, que a su vez afectan el desarrollo

optimo de la planta (Buchanan et al,, 2015).

Una respuesta comun en las plantas a la presencia de un estimulo adverso es la
disminucién en su tasa de crecimiento, consecuencia, entre otras cosas, de una
disminucidn en la sintesis de proteinas como una estrategia para la conservacion
de recursos. Sin embargo, existe una clase de genes que, en respuesta al estrés,
adquieren una alta expresidn, y las proteinas resultantes son necesarias para
confrontar aquellos ambientes desfavorables; a estos genes se les conoce como

genes de respuesta a estrés (Bray, 1993, Skirycz and Inze, 2010).

Entre los genes que aumentan su expresion en respuesta al estrés de tipo

abidtico como deshidratacion o temperaturas extremas, se encuentran:

* Aquellos que codifican para proteinas de choque térmico y los encargados
de la sintesis de osmolitos compatibles (Jacob et al, 2017, Hong and
Vierling, 2000, Kannan et al., 2013).

* Genes codificantes para proteinas chaperonas de macromoléculas
(Boston et al.,, 1996).

* Genes que codifican para proteinas abundantes en la embriogénesis
tardia (LEA - Late Embryogenesis Abundant) (Battaglia et al., 2008,
Hincha and Thalhammer, 2012).

* Proteinas que participan en el metabolismo de fosfolipidos como la
Fosfolipasa C y las proteinas 4:3:3 (Hong et al., 2016).

* Proteasas que median la degradacion de proteinas para su reciclaje
(Doroodian and Hua, 2021).
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* Factores transcripcionales de respuesta a estrés (Shinozaki and
Yamaguchi-Shinozaki, 2007, Yamaguchi-Shinozaki and Shinozaki, 2006).

* Elementos transponibles. Estos elementos fueron descritos como
deletéreos para el genoma vegetal por su naturaleza de generar copias de
si mismos con capacidad de integrarse al genoma (Joly-Lopez and Bureau,
2014, Oliver et al,, 2013, Le et al., 2000a).

* Entre otros, ver (Ingram and Bartels, 1996, Bray, 1993, Shinozaki and
Yamaguchi-Shinozaki, 2007).

Cada tipo de estrés es percibido de diferentes maneras por una planta (Buchanan
et al., 2015), y muchos de los mecanismos de percepcion no estan descritos aun;
sin embargo una respuesta comin a condiciones estresantes como sequia,
salinidad, alta osmolaridad en el suelo, hipoxia, temperaturas extremas y la
infeccion por patégenos es la produccion de la fitohormona ABA (Leung and
Giraudat, 1998, Finkelstein et al, 2002). Esta hormona funciona como
sefializador del estrés tanto para la generacion de la respuesta a nivel celular,
como para la sefalizacion a larga distancia. Sin embargo, también existen
respuestas celulares independientes de ABA que involucran cambios en la
regulacion genética (Shinozaki and Yamaguchi-Shinozaki, 2007, Yamaguchi-

Shinozaki, 2007, Yamaguchi-Shinozaki and Shinozaki, 2006, Cutler et al., 2010) .

El ABA esta involucrado principalmente en respuestas al estrés a corto plazo,
dichas respuestas pueden participar en estrategias de escape y resistencia,
principalmente (Yamaguchi-Shinozaki, 2007); sin embargo, las plantas tienen
también la capacidad de generar una respuesta a tiempos mas largos, e incluso
algunas de ellas pueden ser heredadas a la siguiente generacidn, principalmente
a través de cambios a nivel epigenético, denominados como memoria
epigenética, que posiblemente contribuye a una respuesta adaptativa mediante
un fendémeno evolutivo (Kinoshita and Seki, 2014, Molinier et al., 2006). Dicha
respuesta ha permitido a las plantas diversificarse y colonizar ambientes con

condiciones extremas o altamente cambiantes.
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Estrés por deficiencia de agua

El estrés por deficiencia de agua, como su nombre lo indica, es consecuencia de la
baja disponibilidad de agua para el dptimo desarrollo de la planta. Este estimulo
provoca el fendmeno conocido como déficit hidrico. El déficit hidrico es producto
de una mayor tasa de transpiracidon de la parte aérea vegetal con respecto a la
capacidad de absorcién de agua por las raices (Ingram and Bartels, 1996). El
déficit hidrico es una consecuencia directa de ambientes con sequia, altos niveles
de salinidad, altas temperaturas o congelamiento, mismas que generan una baja
considerable del agua disponible en el suelo y evita su absorcién por las plantas
(Shinozaki and Yamaguchi-Shinozaki, 2007, Ingram and Bartels, 1996, Zhu,
2002).

El déficit hidrico puede considerarse como moderado cuando la falta de agua no
altera sustancialmente los procesos celulares y del desarrollo de la planta, o
severo, cuando agua en estado libre esta ausente y solamente se conserva el agua
asociada a macromoléculas, en este ultimo caso, los procesos celulares,
fisiologicos y del desarrollo se ven afectados negativamente (Mouillon et al,,
2008); ademas la presencia crénica de esta condicidon puede provocar la muerte

de la planta.

Algunas de las estrategias fisioldgicas y celulares que las plantas utilizan como
defensa al déficit hidrico son [Tomado de (Buchanan et al., 2015, Ingram and

Bartels, 1996)]:

* Lamodulacion de la apertura y cerrado de estomas.

* Ladisminucion en la capacidad fotosintética y en la tasa de crecimiento.

* Lasintesis de osmolitos compatibles para el ajuste osmotico.

e Activacion de canales de transporte de agua.

* Lasintesis de proteinas chaperonas y proteinas LEA.

* Laactivacion de sistemas de desintoxicacion de iones.

* La activacion de sistemas de desintoxicacion de especies reactivas de

oxigeno
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Similar a lo que ocurre con otro tipo de estimulos y, como se menciond
anteriormente, el ABA participa en la sefalizacion durante el déficit hidrico. Esta
hormona se incrementa en respuesta a la falta de agua en tejidos vegetativos,
pero también en aquellos érganos que sufren naturalmente desecaciéon, como las

semillas (Cutler et al., 2010, Zhu, 2002).

La deficiencia de agua es una de las principales causas de disminucion en el
rendimiento agronomico de los cultivos. La mayoria de las especies vegetales
domesticadas para la produccién alimentaria consumen grandes cantidades de
agua. Aunado a lo anterior, a pesar de que existen tecnologias de riego aplicadas
a cultivos en paises desarrollados, en paises en vias de desarrollo no se aplican
extensivamente, por lo que los cultivos dependen del riego de temporal - lluvia -
limitando tanto en la eficiencia en la produccién como el nimero de cultivos

anuales (Boyer, 1982).

En México y en otros paises de América Latina gran parte de los cultivos para la
produccion de granos basicos como maiz y frijol se realizan en zonas aridas y
semiaridas y con sistemas de riego de temporal; como consecuencia, la selecciéon
activa de variedades resistentes a la deficiencia de agua a través de hibridos es
una de las actividades mas relevantes dentro del campo agronémico (Hernandez

Cerda etal., 2007).

El ajuste osmotico

Una de las estrategias que las plantas utilizan en respuesta a la deficiencia de
agua es el ajuste osmatico que consiste en la disminucién del potencial hidrico de
los tejidos vegetales mediante la acumulacién controlada de osmolitos
hidrofilicos en el citoplasma y la vacuola celular, los cuales también tienen
actividad osmoprotectora de moléculas y estructuras celulares (Cress et al,,
1998, Ingram and Bartels, 1996). De esta manera se revierte el gradiente del
potencial hidrico, haciéndolo mas negativo en el interior que en el exterior,
promoviendo asi la entrada de agua hacia la célula, lo que mantiene su

hidratacién, turgencia e integridad, ademas de que se previene una mayor
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pérdida de agua (Sinclair and Serraj, 2002, Szegletes et al., 2000, Blum, 2005).
Sin embargo, un aumento en la concentracién de moléculas en una célula podria
ser también consecuencia directa y pasiva de la disminucion de agua. La
diferencia entre lo anterior y el aumento de osmolitos dado por el ajuste
osmotico es que el segundo puede darse sin que exista una disminucién en
cantidad de agua presente en un 6rgano con respecto al potencial de absorcion,
ya que los mecanismos que desencadenan el ajuste osmoético pueden ser
activados por una condicion moderada de sequia (Sinclair and Serraj, 2002,
Szegletes et al,, 2000, Blum, 2005). Uno de los parametros mas simples mediante
los cuales se puede detectar y medir el ajuste osmdtico es el contenido relativo

de agua [RWC - Relative Water Content (Smart, 1974)].

En el ajuste osmético participan una gran variedad de substancias que actian
como osmolitos compatibles, entre los que destacan carbohidratos vy
aminodacidos y, en menor medida, acidos organicos e iones (Cress et al., 1998). La
acumulacion de varios de estos compuestos al mismo tiempo contribuye al ajuste
osmotico. Existen solutos cuya acumulacion es un indicio claro del ajuste
osmotico entre los que destacan la prolina, la glicina-betaina y algunos aztcares
como la sacarosa (Saddhe et al., 2021, Handa et al., 1983). Es importante sefalar
que la acumulacion preferencial de algin osmolito es debida a las caracteristicas
adaptativas propias de cada especie (Mullet and Whitsitt, 1996, Allen et al,,
1998).

Salinidad

La salinidad es una de las condiciones que generan déficit hidrico en las plantas y
es provocada por la presencia de una alta concentracion de sales en el suelo. Esta
condicion es comun en zonas costeras y pantanos de composicion salobre, pero
también puede presentarse junto con la sequia en zonas de cultivo, ya que la

evaporacion provoca la acumulacion de dichos solutos.

La salinidad no desencadena exactamente las mismas respuestas que la falta de

agua; en particular, la salinidad por la alta acumulacién de cloruro de sodio
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(NaCl) produce una respuesta de desintoxicacion de iones debido a que altas
concentraciones del ion de sodio son tdxicas para muchas especies vegetales

(Cachorro et al., 1995, Abogadallah, 2010, Cress et al., 1998).

Algunas plantas tienen mecanismos de defensa contra la salinidad, esto les ha
permitido colonizar ambientes con gran concentracién de sal. El ejemplo mas
claro de plantas tolerantes a la salinidad son los manglares que crecen en zonas
costeras, dichas plantas poseen raices que tienen la capacidad de crecer en
contra de la gravedad para evitar tocar el agua cuando las concentraciones de sal
son muy altas. Posteriormente, cuando la época de lluvias provoca inundacién en
los pantanos, los manglares pueden reanudar la absorcion de agua (Ball and
Munns, 1992, Lira-Medeiros et al., 2010). Mesembryanthemum crystallinum es
otra especie que tiene la capacidad de crecer bien en ambientes con alto nivel de
sal; esta planta transporta la sal y la almacena en un tipo de células especiales
llamadas células epidérmicas de vejiga (EBC - Epidermal Bladder Cells) para que
no afecte las funciones celulares en otros tejidos, y ademas cambia su
metabolismo de C3 al metabolismo acido de las crasulaceas (CAM) para tener
una ventaja adicional ante esta condicion. Los ejemplos anteriores son de plantas
consideradas haldfitas, es decir que tienen la capacidad de vivir en ambientes

con alto nivel de sal (Barkla et al., 2002, Shabala and Mackay, 2011).

Por el contrario, las plantas mesoéfitas - que no toleran altas concentraciones de
sal - tienen sistemas de defensa para contender con altas concentraciones de
salinidad en el suelo a nivel celular mediante sistemas de almacenamiento y
desintoxicacion donde las especies reactivas de oxigeno (ROS - Reactive Oxygen
Species) juegan un papel relevante en la sefalizacion del estrés y en la activacion

de los mecanismos de defensa (Farooq et al., 2009, Abogadallah, 2010).

Las ROS, como su nombre lo indica, son moléculas derivadas del oxigeno. En el
caso de las plantas, la mayoria de las ROS provienen del metabolismo
fotosintético en el cloroplasto, es asi que, la falta de agua y la consecuente
disminuciéon en la tasa fotosintética, pueden generar la acumulacién de ROS

(Pitzschke et al, 2006, Farooq et al, 2019, Kuzniak and Kopczewski, 2020,

22



Czarnocka and Karpinski, 2018). Sin embargo, la mitocondria, peroxisomas y
otros compartimentos celulares también participan en la generaciéon de ROS
mediante distintos mecanismos (Rosenwasser et al., 2011, Mignolet-Spruyt et al.,
2016, Koffler et al., 2014). Debido a que la acumulaciéon de ROS tiene efectos
negativos sobre las moléculas y estructuras celulares, las plantas poseen enzimas
especializadas encargadas de transformar las ROS en componentes con poca
reactividad (Caverzan et al., 2012, Anjum et al., 2016). En ocasiones, un estimulo
estresante con alta intensidad provoca una acumulacion tan alta de ROS que la
actividad de las enzimas que las transforman se ve superada, causando defectos

en el desarrollo normal de la planta (Abogadallah, 2010).

Participacion del ABA y otras hormonas vegetales en la respuesta a estrés

La senalizacion en respuesta al estrés originado por sequia, temperaturas
extremas, alta concentracion de osmolitos e iones en el suelo, hipoxia y
depredacion es orquestada principalmente por el ABA (Finkelstein et al., 2002).
Su nombre proviene de su asociacion con el fendmeno de absicion y caida de las
hojas (Addicott et al., 1968); sin embargo, después se encontr6é que modulaba los
niveles de etileno que es la hormona directamente responsable de este proceso
(Suttle and Hultstrand, 1993). Posteriormente, se establecié que el ABA - un
isoprenoide de 15 carbonos producto del acido mevalénico a través de la via de
sintesis de terpenos - esta involucrado en el proceso de dormancia de las yemas
por lo que se le denominé como “Dormina”, nombre que de hecho estd mas
directamente relacionado a sus funciones (Cutler et al., 2010, Bewley et al., 2013,

Corbineau et al.,, 2014).

El ABA tiene la capacidad de modular los niveles de acumulaciéon de otras
hormonas vegetales como las giberelinas, el etileno y otras hormonas
mencionadas anteriormente. (Bewley et al., 2013). La aplicaciéon de ABA durante
el proceso de germinacién tiene como consecuencia un retraso de éste en
semillas de tipo silvestre de Arabidopsis thaliana y otras especies, lo que
comprueba su participacion en la regulaciéon del proceso de germinacion

(Nishimura et al., 2007).
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En respuesta al estrés también aumentan los niveles del ABA en tejidos
vegetativos. Uno de los casos mas estudiados es la participacion del ABA en el
proceso de la apertura y el cerrado de los estomas en respuesta a la falta de agua.
En este caso, el ABA induce el cerrado de los estomas a través de la modulacion
de transporte idnico en las células guarda (las células encargadas de formar el
estoma) (Cai et al.,, 2017, Buckley, 2019). El turgor de las células guarda es lo que
determina el indice de apertura estomatica a través de la activacion de canales
de calcio y potasio, y la inhibicion de H* ATPasas. Este flujo de iones despolariza
el potencial de membrana de las células causando el cerrado del estoma (Stange
et al., 2010, Saito and Uozumi, 2019, Eisenach et al., 2012). Un eficiente cerrado
de los estomas tiene como consecuencia una menor pérdida de agua por evapo-
transpiracion en plantas sometidas a restriccion de agua (Bray, 2002, Blatt et al,,

2007, Cutler et al., 2010, Bauer et al., 2013).

Recientemente se ha descrito que la familia de proteinas PYR/PYL/RCAR
(Pyrabactin Resistance/Pyr-like/Regulatory Components of ABA Receptors)
actian como receptores del ABA. La union del ABA a los receptores PYR
permiten la unidn e inactivacion de las fosfatasas tipo PP2C que a su vez inhiben
a las proteinas cinasa SnRK (Sucrose nonfermenting 1-Related Kinase); la
activacion de esta cinasa permite la fosforilacion de proteinas que actian como
factores transcripcionales, los cuales, a su vez, son los encargados de la
activacion de genes ABA-dependientes (Cutler et al,, 2010, Lee et al,, 2015, Hao et
al,, 2010, Puli and Raghavendra, 2012).

Respuesta ABA- dependiente

Los factores de transcripcion (FT) que participan en la respuesta dependiente de
ABA tienen la capacidad de unirse a la region promotora de genes para, en
combinacién con otros factores proteicos, promover su transcripcion; estos

genes reciben el nombre de genes de respuesta al ABA (Jin et al., 2010).

Las regiones promotoras de los genes de respuesta al ABA poseen secuencias

especificas que pueden ser reconocidas por los FT activados por la via de
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sefializacion de ABA. Dentro de estas secuencias, las mas conocidas son aquellas
de tipo ABRE (ABA Responsive Element) (Nakashima and Yamaguchi-Shinozaki,
2013, Fujita et al,, 2013). El ABRE consiste en una secuencia de 6 a 10 pares de
bases que contiene la secuencia central conservada ACGT (Fujita et al., 2013). Sin
embargo, no todos los genes cuyos promotores contienen un sitio ACGT pueden
activarse por los FT en respuesta al ABA; se requiere mas de un sitio y a una
distancia determinada para que la transcripcion sea modulada por esta fito-
hormona (Fujita et al., 2013). Aunado a esto, no todos los genes que responden a
ABA lo hacen en el mismo tejido y al mismo tiempo, esto esta orquestado en
conjunto con otros FT que no necesariamente son activados por ABA y que
modulan la expresion sitio-especifica de los genes blanco (Nishimura et al., 2007,

Shinozaki and Yamaguchi-Shinozaki, 2007, Yamamoto et al., 2007).

Los FT que se unen a los sitios ABRE poseen un motivo proteico conocido como
de cierre de leucinas (bZip) en su extremo amino-terminal (N-terminal); y dada
la presencia de este motivo se denominan como FTs de tipo bZIP (Golldack et al.,
2009, Sun et al, 2019). Entre las principales familias de proteinas bZIP se
encuentran aquellas llamadas AREB (ABA - Responsive Element Binding Factor)
y ABF (ABRE Binding Factor) (Golldack et al., 2009). Estos factores se modulan
por procesos de fosforilacion y des-fosforilacion dependiente de las proteinas
PP2C y SnRK, implicadas en la via de sefializacion por ABA. Entre los miembros
de FT mas conocidos estdn AREB, AREB2, AREB3, ABF1 y ABF3. Los genes RD29A
(Response to Dessication 29 A) y RD29B se regulan por estos FT; sin embargo,
cabe sefialar que RD29A también contiene elementos de respuesta tipo DREB
(Dehydration-Responsive Element-Binding protein), indicando que también
pueden activarse por una via independiente de ABA (Shinozaki and Yamaguchi-
Shinozaki, 2006, Yamaguchi-Shinozaki and Shinozaki, 1993a, Yamaguchi-
Shinozaki and Shinozaki, 1993b).

Otra gran familia de FTs cuya respuesta depende del ABA son aquellos conocidos
como los factores tipo MYC (Myelocytomatosis). Estos se caracterizan por tener
un motivo proteico tipo hélice-giro-hélice basico (bHLH), y su secuencia de

reconocimiento en los promotores de los blancos transcripcionales es CANNTG
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(donde N puede ser intercambiado por cualquier nucledtido). Una familia con
caracteristicas similares a los MYC es la familia MYB (MYC-Binding factor), cuya
secuencia de reconocimiento en promotores es TAACNA/G. El gen RD22 es un
blanco muy conocido de respuesta al ABA regulado por los FT tipo MYC / MYB;
sin embargo, similar al caso de los factores AREB/ABEF, los FT tipo MYC también
participan en la regulacion de otros genes, no necesariamente implicados en la

respuesta a ABA (Urao et al,, 1996, Ohta et al., 2018, de Pater et al,, 1997).

Los FT de tipo NAC [no apical meristem (NAM), A. thaliana transcription
activation factor (ATAF1/2) and cup-shaped cotyledon (CUC2)] es otra familia
de FT que responden a ABA. Se caracterizan por tener un dominio proteico tipo
NAC de cerca de 150 residuos. En esta familia se encuentran los FT ATAF1/2,
CUC2, NTS2 y ANACO21 involucrados en division celular y crecimiento
secundario, y en la respuesta a estrés, sefializada por ABA y por acido jasménico
(Sun et al,, 2019). Los factores tipo NAC reconocen la secuencia nucleo CGT[A/G]
en los promotores de genes blanco, al menos por datos obtenidos en A. thaliana

(Leeetal,, 2017, Mao etal,, 2015).

Respuesta ABA- independiente

Como se menciond anteriormente, existen genes que se activan ante la falta de
agua, sin que la via de sefalizacion por ABA y/o los FT regulados por esta
hormona estén involucrados. A este mecanismo se le denomina respuesta ABA-

independiente.

Los FT mas conocidos que participan en la respuesta ABA-independiente son
aquellos de tipo DREB/CBF (Dehydration-Responsive Element Binding / C-
repeat Binding Factor). Estos FT pertenecen a una super-familia muy extensa
denominada AP2 (Apetala 2) debido a que contienen un dominio proteico del
mismo nombre (Krishnaswamy et al., 2011). Los DREB reconocen una secuencia
central (CCGAC) que esta contenida en los promotores de genes que se activan
por la escasez de agua, a esta secuencia se le llama caja DRE (Drought Responsive

Element) (Sakuma et al, 2006). Este motivo también se encuentra en los
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promotores de genes que responden a frio y a deshidratacién, pero con
pequefios cambios en los nucledtidos aledafios al ntcleo consenso, por lo que
este nuevo sitio de unién se denomina CRT (C-repetidos) (Planchet et al.,, 2011,
Schramm et al., 2008, Sakuma et al., 2006, Krishnaswamy et al., 2011, Liu et al,,
2008, Rae etal,, 2011).

Regulacion epigenética

Las plantas responden ante el estrés con la participacibn de procesos
regulatorios a distintos niveles, entre los mas relevantes estan los procesos
epigenéticos y transcripcionales. La regulacion a nivel epigenético se define
como aquella variacion heredable que ocurre por encima y mas alla de los
cambios en la secuencia del DNA. Una marca epigenética es heredable mitotica y
meiodticamente a la siguiente generacion (Zhu and Reinberg, 2011), sin embargo,
en algunos casos (comunmente en plantas y algunos ejemplos aislados en otros
organismos), la herencia de una marca epigenética se da a nivel
transgeneracional; es decir, se hereda al organismo descendiente; a este
fendmeno se le denomina Herencia Epigenética Transgeneracional (Morgan and
Whitelaw, 2008, Skinner and Guerrero-Bosagna, 2009, Ho and Burggren, 2010,
Cuzin and Rassoulzadegan, 2010, Hauser et al., 2011).

La colocacién de algunas marcas epigenéticas esta intimamente relacionada con
las condiciones ambientales, de tal manera que este mecanismo se ha asociado a
un proceso de ajuste o aclimatacién que le permite a la planta tomar una decisiéon
para modular sus actividades metabdlicas y su crecimiento acorde a las
condiciones imperantes. Esta respuesta puede ser tanto para tolerar una
condicion estresante en un momento dado, como para adaptarse, por lo que
resulta ser un componente esencial en el proceso evolutivo en la respuesta al

estrés (Boyko and Kovalchuk, 2008, Chen et al., 2010).

Las principales marcas involucradas en la regulacion epigenética son la
metilacion del DNA, la modificacion post-traduccional de las histonas y la

participacion de los RNAs no codificantes. Estos ultimos, aunque no constituyen
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una marca epigenética, participan en el establecimiento de las demas
modificaciones tanto en plantas como en otros organismos. (Ahmad et al., 2010,
Chinnusamy and Zhu, 2010, Lavrov and Kibanov, 2007, Tariq and Paszkowski,
2004). La participacion orquestada de estas marcas, junto con el reclutamiento
de otros complejos remodeladores, permiten el correcto ensamble de la

cromatina (Budhavarapu et al,, 2013).

Estructuracion de cromatina

Debido a la extension del material genético su almacenamiento se controla de
una forma fina y eficiente. E1 DNA esta compactado eficazmente en el nucleo
celular; esta compactacion no solo tiene fines de almacenamiento, sino que
también permite regular la transcripcion; ya que la accesibilidad de los FT a los
promotores depende de que esa region del genoma esté asequible en un

determinado momento.

El ordenamiento del DNA dentro del nucleo mediante su asociaciéon con
proteinas recibe el nombre de cromatina. La cromatina puede presentarse en dos
estados distintos: cuando existe accesibilidad para la entrada de los FT, y por
ende, permitiendo que un gen pueda transcribirse, se denomina “Eucromatina”;
mientras que, si se encuentra en un estado altamente compacto y, por tanto,
inaccesible, se le llama “Heterocromatina” (Razin et al., 2007, Margueron and

Reinberg, 2010).

El DNA esta ordenado en complejos proteicos denominados “nucleosomas”,
mismos que se consideran como la unidad fundamental de la cromatina. Los
nucleosomas estan compuestos por dos tetrameros de histonas que reciben el
nombre de Histona 2 Ay B (H2A y H2B), Histona 3 (H3) e Histona 4 (H4) (Razin
et al, 2007). El DNA se asocia alrededor del octamero de histonas, dando un
doble giro sobre su superficie. En el caso de la formacion de heterocromatina, la
histona H1 une multiples nucleosomas actuando como “liga”, y cada nucleosoma
es capaz de asociar entre 136 y 147 pares de bases (pb) del DNA (Singh and

Mueller-Planitz, 2021). Por otra parte, para el caso de la eucromatina existe un
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espacio de entre 20 a 70 pb de DNA que no se asocia a nucleosomas, al que se le
denomina “region espaciadora”, mismo que es accesible a otras proteinas de
union a DNA (p.e. RNA polimerasas o factores de transcripcion) (Razin et al,,
2007, Wierzbicki, 2002, Korber and Becker, 2010, Zhu et al., 2013, Belch et al.,,
2010).

La formacion de heterocromatina para el silenciamiento transcripcional, se
determina por varias sefiales, una de ellas es la modificacién post-traduccional
de histonas; un caso especifico es la di-metilacion de la lisina 27 de la histona 3
(H3K27me2), misma que ocurre a través del complejo de represion Polycomb 2
(PRC2 - Polycomb Repressor Complex 2) (Turck et al, 2007). Este proceso
también permite el establecimiento y mantenimiento de este estado de
compactaciéon en la cromatina (Zemach et al., 2013, Wierzbicki, 2002, Turck et

al, 2007).

Otro nivel de regulacion que participa en la formacion de heterocromatina es el
reclutamiento de variantes de histonas analogas a las histonas canonicas que
forman el nucleosoma, con el subsecuente desplazamiento de la histona original.
Un ejemplo es el reemplazo de la H2A por una de sus cuatro variantes (H2A.Z);
esta histona se asocia directamente a regiones con marcas represivas
reconocidas por las histonas y dirige el correcto posicionamiento de los
nucleosomas (Shah et al,, 2020, Lei and Berger, 2020, Hou et al,, 2010). Otro
ejemplo es el reclutamiento de H3.1, una de las dos variantes de la histona H3 en
Arabidopsis (Jacob et al, 2014). Esta variante se encuentra en zonas
compactadas, cercanas a los centromeros, que estan enriquecidas en la marca
represiva H3K9me2. Interesantemente, la expresion de otra variante de la
Histona 3 (H3.3) se activa transcripcionalmente por el estrés generado por altas
temperaturas, lo que indica que es esencial para la respuesta de Arabidopsis a
esta condicion. Este ejemplo, contrario a los anteriores, indica que el
mantenimiento de la eucromatina también ocurre a través de las variantes de

histonas (Jin et al., 2009, Jacob et al,, 2014).
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Modificacion post-traduccional de histonas

La modificacion post-traduccional de las histonas esta intimamente relacionada
con la regulacion transcripcional. Esta modificacion se refiere solamente a la
adicién de compuestos quimicos sobre los residuos encontrados generalmente
en el extremo N-terminal de la histona, y no asi a su variaciéon en estructura
primaria (secuencia de aminodacidos) (Tariq and Paszkowski, 2004). Por otro
lado, las variantes de histonas, mencionadas anteriormente, estan codificadas
por genes propios con similitud en secuencia a histonas candnicas (Shahid et al,,

2020).

Las histonas estan compuestas por un centro proteico con estructura definida y
una region N-terminal con estructura flexible, principalmente, de tipo ‘random-
coil’, aunque en algunos casos puede ser altamente ordenada (Baneres et al,,
1997). Se cree que cuando los nucleosomas estan ensamblados, la estructura
flexible del extremo N-terminal de las histonas queda expuesta al ambiente
nuclear, por lo que la modificacion puede eficientemente establecerse o
eliminarse, o bien, existe una mayor accesibilidad a las proteinas “lectoras” de
estas modificaciones para establecer el estado transcripcional de esa region
(Shahid et al,, 2020, Rusk, 2012). Las presencia de determinadas marcas de
histonas frecuentemente se utiliza para la identificacién de sitios con activaciéon

o represion transcripcional. (Tariq and Paszkowski, 2004).

Se piensa que la adicién de las marcas quimicas sobre las histonas promueven o
desfavorecen el contacto entre el nucleosoma y los complejos moduladores de la
transcripciéon, provocando wuna activacibn o represién transcripcional
(respectivamente), por inhibicion alostérica (Perry and Chalkley, 1982, Dunn
and Griffith, 1980). Un ejemplo de este fendmeno es la inhibicién alostérica del
complejo Polycomb por la presencia de la marca H3K36me2 en Drosophila

(Finogenova et al., 2020).
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Entre las modificaciones post-traduccionales de histonas se encuentran las
siguientes (Fischle et al., 2003):

- Acetilacion

- Metilacion

- Fosforilacion

- Desaminacién

- Ubiquitinacion

- Sumoilacion

- Ribosilacion

Siendo las dos primeras las mas comunmente encontradas en el genoma (Shahid

et al., 2020).

La acetilacion de histonas esta intimamente relacionada con activacidon
transcripcional. Esta modificacion esta catalizada por proteinas denominadas
acetil-transferasas de histonas (HAT - Histone Acetil Transferases); en cambio, la
metilacion de histonas (que es de las mas estudiadas) puede tener un rol dual
sobre la transcripcion, dependiendo de la posicion del residuo de aminoacido y el
numero de grupos metilo que se afiadan al mismo. Es por eso que las marcas
H3K4meN (N = 1 monometilacion, N = 2 dimetilaciéon y N= 3 trimetilacién), en
mamiferos, tienen un efecto positivo sobre la transcripcion, mientras que la
H3K9m?2 y su trimetilacion tienen un efecto de represion transcripcional, al igual

que H3K27me2 y H3K27me3 (Graessle et al,, 2001, Tariq and Paszkowski, 2004).

La eliminacion de una marca de histonas estd catalizada por enzimas
denominadas des-acetilasas o des-metilasas, en el caso de acetilacion y
metilacion, respectivamente. Estas enzimas actian con distintos mecanismos
quimicos para la remocion de la marca, sin alterar la estructura de la histona
(Park and Kim, 2020). Un ejemplo son enzimas con actividad oxidativa como
JMJC (Jumoniji C), la cual, mediante su funcién di-oxigenasa, ataca a radicales que
constituyen a los grupos metilo; o LSD1 (Lysine-specific histone demethylase
1A), la primer des-metilasa de lisinas descrita que utiliza un nitrégeno
protonado, mismo que le confiere la capacidad de actuar sobre grupos mono o

di-metilo (Ahmad et al., 2010, Demetriou et al., 2009, Park and Kim, 2020).
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Cabe destacar que la presencia de una sola marca de histona en cierta region del
genoma no rige por completo su estado transcripcional; es necesaria la
deposicion de otras marcas epigenéticas dentro de la misma regién para asi
encender o apagar genes, mecanismo conocido como intercomunicacién de
histonas (histone cross-talk) (Nightingale et al., 2006). Ademas, también existe
una intima asociaciéon con la metilacién del DNA para el reclutamiento de las
proteinas con dominios de unién a DNA (DBP) que son las que finalmente dirigen

el estado transcripcional (Fischle et al.,, 2003, Shukla et al., 2009).

En casos especificos, la metilacion de las histonas tiene relacién directa con el
estado de metilacion del DNA; la metilacién (que en la mayoria de los casos esta
relacionada con un fendmeno de represion) desencadena la asociaciéon de
proteinas modificadoras de histonas a la misma region regulada en el genoma
(Zhou et al, 2016, Trejo-Arellano et al, 2017, Du et al, 2014). En plantas se
conoce que la metilacion semi-conservativa en contexto CHG (H siendo cualquier
nucledtido excepto G) desencadena la union de proteinas que di-metilan el
residuo K9 de la histona 3 (H3K9me2) fortaleciendo el estado reprimido del
blanco (Gouil and Baulcombe, 2016).

Metilacion de DNA

El DNA es blanco de diversas modificaciones quimicas que no afectan su
secuencia nucleotidica; la mas estudiada es conocida como metilacién de DNA.
Esta se refiere a la adicién de un grupo metilo al carbono-5 de las citosinas
(5meC), misma que es catalizada por enzimas denominadas DNA metil-
transferasas; en plantas, esta metilacion se puede remover activamente
mediante un proceso de eliminacion y reparacion de bases, o pasivamente
mediante el proceso de replicacién del DNA (Bender, 2004, Martienssen and

Richards, 1995).

A diferencia de mamiferos, donde la citosina metilada siempre ocurre en un

contexto CG, en plantas cualquier citosina en el DNA puede ser blanco de
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metilacion; de tal forma que se pueden encontrar en los siguientes contextos CG,
CHG y CHH, donde H es A, T o C. Esta metilacion se adquiere mediante diferentes
mecanismos moleculares dependiendo del contexto de secuencia (Law and

Jacobsen, 2010a).

La metilacion simétrica semi-conservativa CG estd catalizada por la proteina
MET1 (Methyltransferase 1), homdlogo de la proteina DNMT1 (DNA
Methyltransferase 1) de mamiferos. Este tipo de metilacidn es la mas abundante
en las plantas y su caracter semi-conservativo proviene de que la metilacion se
encuentra en ambas cadenas del DNA (Richards et al, 2003). MET1 es
especificamente reclutada para re-establecer la metilacion en citosinas hemi-
metiladas presentes en la nueva cadena de DNA producto del proceso de

replicacién (Wendte and Schmitz, 2018, Law and Jacobsen, 2010b).

El otro tipo de metilacién semi-conservativa en plantas es la que se encuentra en
el contexto CHG. Esta marca la cataliza la proteina cromo-metilasa CMT3, la cual
no tiene homologos conocidos fuera del reino vegetal. Esta marca, como se
menciond anteriormente, esta intimamente relacionada con la di-metilacién de
histonas H3K9me2, mediada por la enzima SUVH9/KYP (Suppressor of
Variegation Homolog 9 / Kryptonite) para mantener un estado
transcripcionalmente reprimido (Jackson et al,, 2002, Lindroth et al., 2004, Du et

al, 2014).

La dltima marca de 5meC conocida en plantas se encuentra en el contexto CHH,
misma que tiene una baja abundancia en el genoma de Arabidopsis (cerca del
4%). Esta marca no es semi-conservativa, ya que ocurre en una sola de las
cadenas del DNA y, por tanto, se elimina pasivamente durante la replicacion; sin
embargo, existe un mecanismo que re-establece esta metilacion, mediada por las
proteinas DRM (Domains Rearranged Methyltransferase). Las proteinas DRM,
con similitud con la enzima DNMT3 de mamiferos, se encargan de establecer la
metilacion de novo, a través de un proceso activo; ya que, de no ser asi, esta
modificacion se perderia durante el proceso de replicacién (Yaari et al., 2019,

Law and Jacobsen, 2010b). La forma por la que esta marca se establece y se
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mantiene en el genoma es a través de RNAs pequefios, mediante la via de
metilacion de DNA dirigida por RNA, (RdDM, RNA-directed DNA Methylation)
(Dunoyer et al,, 2010, Zhang and Zhu, 2011, Mahfouz, 2010, Matzke et al., 2015).

RNAs pequeiios

En eucariontes, los RNAs pequefios se definen como moléculas de RNA de cadena
sencilla con una longitud corta (generalmente entre 18 a 25 nucleétidos). Estos
tienen un papel relevante en la represion de la expresion genética mediante
mecanismos transcripcionales y post-transcripcionales (Axtell et al.,, 2007, Fang

and Qi, 2016, Bonnet et al., 2006).

Existe una gran variedad de RNAs pequefios en plantas y cada tipo suele regular
negativamente blancos especificos. Entre las principales clases de RNAs
pequefios en plantas existen:

*  microRNAs

* id-miRNAs (intron-derived microRNAs)

* ta-siRNAs (trans-acting small interfering RNAs)

* phasiRNAs (phased small interfering RNAs)

* nat-siRNAs (natural antisense derived siRNAs)

* siRNAs anti-virales

* hc-siRNAs - RADM (heterochromatic siRNAs)

¢ hc-siRNAs no candnicos, entre otros.

La biogénesis de todos los RNAs pequefios en plantas comparte ciertas
caracteristicas, tanto en el proceso de maduracién como en la asociacion a
proteinas efectoras, entre las que se encuentran enzimas tipo Dicer-like [DCL,
excepto en el caso especifico de los sidRNAs (siRNA independent of DCLs), cuya
biogénesis es independiente de DCL3 (Ye et al, 2016)] y Argonauta (AGO),
respectivamente (Figura 1) (Axtell et al., 2007, Meyers et al., 2008, Borges and
Martienssen, 2015).
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Figura 1. Diversidad en la biogénesis de los RNAs pequeiios en plantas. Se puede observar
que tanto los siRNAs que actian a través de silenciamiento post-transcripcional (PTGS) y
transcripcional (TGS) comparten elementos en comun durante su biogénesis, como la
transcripcién por RNA polimerasas (Pol), el procesamiento mediante proteinas DCL y en algunos
casos, proteinas RDR (RNA-dependent RNA polymerase). Se pueden observar diferencias claras
durante el procesamiento, como la formacidn de precursores (pre miRNA) y de estructuras tallo-
asa (hairpin) o de RNA de cadena doble (dsRNA) (Axtell et al., 2007, Meyers et al., 2008, Borges
and Martienssen, 2015).

microRNAs

Los microRNAs (miRNAs) candnicos son la especie de RNAs pequefios mas
estudiada en plantas. Su biogénesis comienza con la transcripcion de un gen miR
(gen que es transcrito con el proposito de generar miRNAs maduros y que no
codifica para una proteina funcional, con ciertas excepciones (Jones-Rhoades et
al,, 2006, Lauressergues et al., 2015)). El RNA que se genera tiene la capacidad de
adoptar una estructura de tallo-asa, que es reconocida por Dicer-like 1 (DCL1,
Figura 1). El procesamiento por DCL1 produce una doble cadena de RNA de 21 a
22 nucleodtidos de longitud, la cual contiene 2 nucledtidos no apareados

(colgantes) en el extremo 3’ de cada cadena. En este mismo extremo la enzima
35



HEN1 (Hua Enhancer 1) adiciona un grupo metilo, que le confiere proteccion a la
degradacidn cuando se exportan al citoplasma celular mediante la asociacién con
proteinas tipo Hasty / Exportina 5, utilizando como cofactor Ran/GTP (Ras-
related Nuclear protein), sin embargo al parecer no todos los miRNAs utilizan
este mecanismo para la traslocacion (Cambiagno et al, 2021). Una vez en el
citoplasma, la proteina Argonauta 1 (AGO1) reconoce y carga la doble cadena de
los miRNAs, selecciona y retiene la cadena lider, la cual tiene el extremo 5’ menos
estable termodinamicamente, mientras que la cadena pasajera - miRNA* - se
degrada mediante las enzimas exo-nucleasas de la familia SDN (Small RNA
Degrading Nucleases). Las enzimas SDN también participan en la degradacion
del miRNA maduro cuando ya no es funcional. La cadena lider del miRNA que
queda anclada en AGO1 reconoce a su transcrito blanco a través de
complementariedad de bases, evitando su traduccion o induciendo su
degradacidon como parte del complejo de silenciamiento mediado por RNA, RISC
(RNA-Interference Silencing Complex) (Mallory and Bouche, 2008, Zhang et al,,
20064, Axtell et al,, 2011).

Contrario a lo que ocurre en animales, en plantas la complementariedad de bases
entre el miRNA y su transcrito blanco es extensa lo que permite una regulacion
tipo corte a través de la actividad catalitica de AGO1l para la posterior
degradacion de los fragmentos restantes del RNA mensajero (mRNA). La
actividad ‘slicer’ de AGO1 es mas eficiente cuando existe una complementariedad
perfecta en los primeros ocho nucle6tidos desde el extremo 5’ del miRNA con su
mRNA blanco (Ding et al.,, 2012). El corte se realiza cerca del nucleétido 10 u 11
con respecto al mensajero, por lo que esta region también debe ser
complementaria a su blanco (Axtell et al., 2011). El extremo 3’ del miRNA puede
tener algunos des-apareamientos con el mRNA blanco y aun asi se ha podido
detectar el corte del ultimo. Estas imperfecciones en la complementariedad
permiten que, en algunos casos, un mismo miRNA tenga mas de un mRNA blanco
(Parker et al, 2004, Ronemus et al, 2006, Gu et al, 2012, Kidner and
Martienssen, 2005, Mi et al, 2008). Sin embargo, existen casos donde la

complementariedad de bases en las regiones necesarias para la de corte es
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menor y esto conlleva a una represion de tipo inhibicion traduccional. (Peters

and Meister, 2007, Mallory and Bouche, 2008).

Los miRNAs estan involucrados en la modulacién de varios procesos celulares.
Debido a la identidad de sus blancos, un miRNA puede estar involucrado en
procesos de desarrollo que involucran a factores transcripcionales e incluso a
aquellos involucrados en procesos metabdlicos y de respuesta a estrés (Jeong et

al,, 2010, Xie, 2009, Contreras-Cubas et al.,, 2012).

id-miRNAs, tasiRNAs, phasiRNAs y nat-siRNAs

Los id-miRNAs (intron-derived microRNAs o “miRtron”) tienen un origen y
mecanismo de accidon similares a los microRNAs candnicos, la diferencia recae en
que estos no se producen en una unidad transcripcional independiente, sino que
se originan a partir de un intrén localizado dentro de un gen codificante; por esta
caracteristica reciben su nombre. Dado lo anterior, su transcripcion depende en
gran medida de la maquinaria de procesamiento de intrones y maduracion del
RNA mensajero (“splicing”) (Hube et al., 2017, Shapulatov et al,, 2018, Sibley et
al.,, 2012).

Por otro lado, los ta-siRNAs (trans-acting small interfering RNAs, Figura 1) o
RNAs pequefios interferentes que actiian en trans se generan a partir de un gen
especifico (TAS) producto de la actividad de la RNA polimerasa II. Un miRNA
previamente cargado en AGO1l (o AGO7 para miR390) reconoce el RNA
mensajero y este se procesa por la actividad catalitica de AGO1, con la ayuda de
la proteina accesoria SGS3 (Suppressor of Gene Silencing 3). Después del corte se
recluta la RNA polimerasa dependiente de RNA 6 (RDR6), que genera un RNA de
doble cadena, sustrato de la ribonucleasa DCL4 (Dicer-like 4), que produce los
RNAs interferentes de 21 nucle6tidos (ta-siRNAs) (Vazquez et al., 2004). Estos
RNAs pequefios secundarios pueden, a su vez, tener complementariedad con
otros transcritos y silenciarlos a través de AGO1. La capacidad de los ta-siRNAs
de regular transcritos que no son blancos primarios de miRNAs es lo que les da

su nombre trans-acting y, en pocas ocasiones, los transcritos blanco de estos ta-
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siRNAs tienen similitud en secuencia al mRNA del cual provienen (Schwab et al,,
2009, Vazquez et al., 2004, Vaucheret, 2005, Yoshikawa et al., 2005, Fahlgren et
al., 2006, Wu et al,, 2012, Garcia et al., 2006).

Los phased siRNAs (phasiRNAs, Figura 1) son un grupo mas general de RNAs
pequefios que utilizan la maquinaria de biogénesis previamente descrita para los
ta-siRNAs, pero que no son generados a partir de un gen TAS. A diferencia de los
ta-siRNAs, para esta clase de RNAs pequefios se han reportado muy pocos
blancos en el genoma de plantas; sin embargo, su abundancia y diversidad es
mucho mayor y se predice que un gran nimero de transcritos blanco de miRNAs
de 22 nucleoétidos son capaces de generar RNAs pequenos en fase (Axtell, 2010,

Allen et al,, 2005, Axtell et al., 2006).

Por ultimo, los RNAs pequefios generados mediante RNAs anti-sentido (natural
antisense small interfering RNAs, nat-siRNAs, Figura 1) son moléculas pequefias
de RNA formadas a partir de un RNA mensajero anti-sentido (NAT) el cual tiene
una complementariedad de bases natural con otro transcrito, formando asi un
duplex de RNA que puede ser procesado mediante la maquinaria de RNA
interferente, descrita anteriormente. La generacion de los nat-siRNAs de 24
nucleétidos requiere del procesamiento por DCL2 y de que se carguen en AGO7,
aunque también se ha reportado la participacion de la RNA polimerasa IV (Pol
[V), sustituyendo a la RNA polimerasa Il para la generacién del transcrito NAT. El
RNA producto del corte por AGO7 puede ser reconocido por RDR6 y SGS3 para
generar nat-siRNAs adicionales de 21 nucleétidos procesados por DCL1, los
cuales pueden silenciar transcritos dado su anclaje en AGO1. Se predice que
existen entre 2000 y 8000 genes en Arabidopsis capaces de formar transcritos

tipo NAT (Ron et al,, 2010, Jin et al.,, 2008, Jen et al., 2005).

SsiRNAs antivirales

Los RNAs pequefios que actian contra infecciones virales (vsiRNAs) son
moléculas de defensa que utilizan la maquinaria de silenciamiento celular para la

inhibiciéon de la integracién del genoma viral (Garcia-Ruiz et al, 2010). La
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introduccion de una doble cadena de RNA en la célula activa esta via de
silenciamiento celular. Este es el caso de los virus que poseen genoma
estructurado por dsRNA, o dada la transcripcion de genoma viral de DNA que
utiliza como intermediario la generacién de un duplex de RNA. Este mecanismo
opera mediante tres pasos principales: iniciacion, amplificacién de la sefial y
propagacion. La iniciacion ocurre mediante el reconocimiento del genoma de
doble cadena por una proteina con actividad ribonucleasa - generalmente DCL2
o DCL3 - generando pequefios RNAs interferentes que, con la ayuda de proteinas
Argonauta, reprimen la expresion del genoma viral a nivel transcripcional o post-
transcripcional (Agius et al., 2012). Por otra parte, en el proceso de amplificacion
de la sefial participan las RDR involucradas en la biogénesis de los distintos tipos
de RNAs pequefios (ver parrafos anteriores y Figura 1), generando duplex de
RNA que pueden ser reconocidos nuevamente por las proteinas DCL para ser
cortados. De esta manera se promueve un circulo de retroalimentacion positiva
para la amplificacion de la sefial de silenciamiento. Los vsiRNAs secundarios,
provenientes de la amplificacién, pueden participar en la dltima etapa de la
respuesta (propagacion), causando asi una respuesta inmune sistémica en la
planta (Yu et al., 2003, Agius et al., 2012, Ruiz-Ferrer and Voinnet, 2009, Xie and
Guo, 2006).

Dado que los RNAs pequefios que participan en la respuesta antiviral pueden
actuar transcripcional o post-transcripcionalmente, estos tienen identidad de
miRNAs y siRNAs (respectivamente), por lo que estas dos vias utilizan sus
propias maquinarias en la respuesta antiviral. Sin embargo, se ha descrito que
algunos elementos centrales de esta respuesta tienen una actividad redundante
debido a la sofisticacion de los mecanismos que los virus han utilizado para
contender con esta respuesta; este fenomeno podria describirse como una
carrera armamentista entre ambos organismos (Brosseau et al., 2016, Vaucheret,
2008, Hamera et al.,, 2012). Los virus han adquirido y evolucionado proteinas
que suprimen la maquinaria de silenciamiento celular, mismas que son
denominadas como supresores virales. La eficacia de la infeccidon, asi como la

severidad de los fenotipos causados, esta directamente correlacionada con la
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efectividad de estos supresores (Qu et al., 2008, Jaubert et al., 2011, Fang et al,,
2016, Zhang et al., 2008, Zhang et al., 2006b, Fusaro et al., 2012).

Los supresores virales pueden clasificarse en tres grupos principales de acuerdo
al momento en que actdan sus blancos de regulacién: aquellos que inhiben la
biosintesis de siRNAs, inhibidores de proteinas Argonauta, e inhibidores de la
respuesta sistémica (Xie and Guo, 2006). Entre aquellos supresores virales que
actuan inhibiendo la sintesis de RNAs pequefios se encuentra la proteina P6 del
virus del mosaico de la coliflor (CaMV), la cual se une a la proteina vegetal DRB4
(Double-stranded RNA Binding protein 4) - necesaria para la actividad de DCL4 -
e impide su translocacion al citoplasma, reduciendo asi los niveles de vsiRNAs
dependientes de DCL4 (Love et al.,, 2007). Otros ejemplos de este mecanismo
incluyen a las proteinas del virus SPCSV (Sweet Potato Chlorotic Stunt Virus)
(Weinheimer et al., 2016) y la proteina P19 del virus TBSV (Tomato Bushy Stunt
Virus) (Canto et al., 2006). Por otro lado, entre aquellos supresores virales que
actian sobre proteinas Argonauta, se encuentran las proteinas P25 de
Potexvirus (PXV) y PO de Poleovirus, los cuales promueven la degradacion de
AGO1; y de 2b de citomegalovirus (CMV) o P38 de TCV (Turnip Crinkle Virus),
inhibiendo la asociacién de RNAs pequefos con Argonauta (Chiu et al., 2010).
Por ultimo, se han identificado las proteinas P6 de RSYV (Rice Stripe Yellowing
Virus) y AC2 de MYMIV (Mungbean Yellow Mosaic Virus) que inhiben la
actividad de RDR®6, por lo cual se impide el proceso de amplificacion de la sefal

de silenciamiento (Vaistij and Jones, 2009, Guo et al,, 2013).

RdDM (RNA-directed DNA Methylation)

Los mecanismos de defensa contra la integraciéon de DNA extrafio en el genoma
vegetal también se utilizan para mantener un control sobre elementos cuya
activacion puede provocar inestabilidad genomica. Este es el caso de los
Elementos Transponibles (ET). Dichos elementos tienen la capacidad de formar
copias de si mismos e insertarse en diversas regiones del genoma de manera
cuasi-aleatoria. Las nuevas inserciones, o la eliminacién del ET de cierta region
provocan roturas de doble cadena de DNA (double-strand breaks), las cuales

tienen que repararse mediante otros mecanismos celulares. En el peor de los
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casos, la acumulacién de roturas de doble cadena puede conllevar a la
inestabilidad gendémica. Sin embargo, el movimiento de los ET per se tiene
consecuencias sobre la regulacion de otros genes, por esta razén es de suma
importancia el control de su actividad, especialmente en momentos clave del

desarrollo (Ito, 2011, Choi et al,, 2018).

Uno de los mecanismos que participa en el silenciamiento de ET en el genoma
vegetal es la via de metilacion de DNA dirigida por RNA (RdDM, RNA-directed
DNA Methylation). Esta via utiliza moléculas pequefias de RNA cuya identidad es
necesaria para dirigir el silenciamiento en compartimentos discretos del genoma
mediante complementariedad de bases. Se piensa que esta via se perfecciond
mediante el silenciamiento de secuencias provenientes de virus, debido a que
actua principalmente en el silenciamiento de ETs nuevos (nuevas inserciones) o

de aquellos que han sido reactivados (Zhang and Zhu, 2011, Mahfouz, 2010).

La via RdDM, como su nombre lo indica, silencia elementos en el genoma
estableciendo la metilacién sobre el DNA. A diferencia de otros mecanismos
celulares que también modulan esta marca, RADM tiene como blanco directo el
contexto CHH. Por ende, la actividad directa de RdDM sobre contextos CHH no se
hereda a la siguiente generacion, por lo que no se considera per se un mecanismo
epigenético; sin embargo, su actividad puede promover la asociacién de otras
marcas (como CHG) que se mantienen y heredan a través de un proceso
epigenético transgeneracional (Matzke and Mosher, 2014, Matzke et al., 2015).
Esta via se caracteriza por la participacion de dos RNAs polimerasas especificas
del reino vegetal: RNA Polimerasa IV (Pol 1IV) y RNA Polimerasa V (Pol V)
(Eamens et al., 2008). El hecho de que la actividad transcripcional sea necesaria
para silenciar la misma transcripcidon ("Transcribir para silenciar”) lleva a una
paradoja que hace que RdDM sea uno de los mecanismos mas interesantes en el

campo de la epigenética y de la regulacion de la transcripcion en plantas.

Una region repetida y relacionada con ET, o las zonas invertidas repetidas de los
mismos (LTR, Long Terminal Repeats) pueden estar sujetas a RADM al reclutar a

Pol IV a esta region mediante el reconocimiento de la marca H3K9me2, que se
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depositd previamente por enzimas tipo SUVH4/5/6 con la ayuda de SHH1
(Sawadee Homeodomain Homolog 1), proteina que tiene un motivo de
reconocimiento a histonas metiladas e interacciona fisicamente con Pol IV. Pol IV
transcribe RNAs de cadena sencilla de aproximadamente 50 nt (Figura 2, region
izquierda). RDR2 inmediatamente reconoce los transcritos de Pol IV y genera
RNAs de cadena doble (dsRNA) mediante la ayuda de CLSY1. Los dsRNA son
procesados por DCL3 en RNAs pequeiios de doble cadena de 24 nt de longitud
conocidos como hc-siRNAs (heterochromatic siRNAs) o simplemente siRNAs. De
la misma manera como ocurre con los miRNAs, los siRNAs generados por la
actividad de DCL3 se metilan en su extremo 3’ por la enzima HENI],
confiriéndoles proteccion para ser exportados al citoplasma mediante HASTY. En
el citoplasma, y por sus caracteristicas tanto de longitud como por la presencia
de una adenina en la posicion 1 del extremo 5’ de la cadena lider, se asocian a la
proteina Argonauta 4 (AGO4), la cual, mediante su actividad de separacion
(‘slicer’) libera a la cadena pasajera para, posteriormente, ser degradada. La
cadena lider del siRNA, anclada en AGO4, forma el complejo de silenciamiento
transcripcional (analogo al complejo RITS (RNA-Induced Transcriptional
Silence) en la levadura Schizosaccharomyces pombe). Este complejo se transloca
al nucleo donde ejerce la funcion de RdADM (Matzke et al.,, 2006, Matzke and
Mosher, 2014, Matzke et al., 2009).

En el nucleo, sobre aquellas regiones que son propuestas para ser blanco de
RdDM, otra RNA polimerasa especifica de plantas, Pol V, transcribe activamente
RNAs largos no codificantes (IncRNAs) (Eamens et al, 2008). Aunque se
desconoce el mecanismo de reclutamiento de esta polimerasa a la region RdDM,
se sabe que son necesarias algunas marcas de represion de la cromatina, y
ademas se cree que Pol V tiene la capacidad de transcribir todo el genoma como
un mecanismo de patrullaje en busca de ET (Tsuzuki et al, 2020). El RNA
generado por Pol V puede tener complementariedad de bases con el siRNA
cargado en el complejo AGO4, si estos se producen en la misma regiéon o en
regiones homodlogas en el genoma. Se cree que la hibridacion del siRNA cargado
en AGO4 con el RNA producido por Pol V hace que este ultimo funcione como

andamiaje para un contacto fisico entre ambas proteinas participantes mediante
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la ayuda de SPT5L / KTF1 (Serine Palmitoyltransferase 5-like / Kow Domain-
containing Transcription Factor 1), y la region N - terminal de Pol V conocida
como AGO-hook, altamente desordenada y necesaria para el contacto fisico con
AGO4 y el posterior efecto de RADM (Figura 2, parte media). Esta asociacion
desencadena el reclutamiento de DRMZ2Z mediante mecanismos aun
desconocidos. DRM2 es una metil-transferasa de citosina en contextos CHH, la
cual tiene que re-establecerse mediante rondas de amplificacion por RdDM.
Algunas regiones blanco de RADM adquieren otro tipo de marcas de represion
transcripcional como son metilaciéon semi-conservativa de DNA y marcas de
histonas de actividad represiva (Gallego-Bartolome et al., 2019, Zhang and Zhu,
2011, Chinnusamy and Zhu, 2009, Matzke and Mosher, 2014, Matzke et al,,
2015).

La represion transcripcional mediada por RADM se da a multiples niveles
después de su establecimiento. Si bien, estos mecanismos no dependen
directamente de RdDM, esta via es el desencadenante para su actividad (Figura
2, parte derecha). Se sabe que RdDM dirige la modificacién de la estructura de la
cromatina mediante el re-posicionamiento de los nucleosomas. De la misma
manera se ha propuesto que la actividad represiva de RADM no solamente actua
en sus blancos candnicos, sino que puede participar en la represion de otras
regiones (incluso genes) mediante la formacion de asas de cromatina, ayudando
asi en la estructuracion 3D del DNA nuclear (Schoft et al., 2009, Rowley et al,,

2017, Lavrov and Kibanov, 2007).
Es asi que RdDM puede dividirse en tres fases: biogénesis del siRNA, efector del

silenciamiento, y remodelacion de cromatina, mismas que se ejemplifican en la

Figura 2.
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Figura 2. Las tres fases de la via RADM. Se muestran las fases de biogénesis del siRNA, efectos
sobre la metilacién de DNA y posteriores alteraciones de la cromatina. En la primer fase, una
region blanco de RdDM en el genoma es transcrita por la RNA Polimerasa IV que es reclutada
mediante la acciéon conjunta de SHH1 y la proteina de andamiaje Classy 1, Pol IV genera un
transcrito que es inmediatamente reconocido por RDR2 para generar un RNA de doble cadena
que es cortado en dsRNAs pequefios de 24 nt por DCL3, mismos que son metilados en el extremo
3’ por HEN1 para posteriormente asociarse a AGO4. En la segunda fase, la cadena del siRNA
seleccionada en el complejo AGO4, sirve como sefial para el reclutamiento del complejo a la
misma region del genoma donde se encuentra la RNA Polimerasa V (verde) que con ayuda de
varias proteinas accesorias (naranja) transcribe activamente un IncRNA, la interaccion fisica de
AGO4 y Pol V a través del dominio carboxilo-terminal (CTD), facilitada por la proteina
SPTL5/KTF1, provoca el reclutamiento de DRM2 (café), misma que metila el DNA en contextos
CHH. La ultima fase se da cuando la metilacién catalizada por DRM2 dirige el reclutamiento de
complejos remodeladores de la cromatina, como SWI/SNF (Switch/Sucrose Non-Fermentable),
IDN2-IDP (In De Novo 2/ IDN2 Paralogue), JM]14, SUVH4/5/6, UBP26 (Ubiquitin carboxyl-
terminal hydrolase 26) e histonas desacetilasas como HDA6. Estos complejos dirigen o participan
en la deposicion de marchas de histonas y en el posicionamiento nucleosomal, aunque su
participacién exclusiva durante el proceso de RdADM no es totalmente comprendida. Imagen

tomada de (Matzke and Mosher, 2014)

A pesar de ser una via tan importante para el mantenimiento de la estabilidad
gendmica en las plantas, mutantes en las proteinas clave de la via canonica de
RdDM en Arabidopsis no muestran un fenotipo aberrante evidente durante el
desarrollo de la planta en condiciones 6ptimas de crecimiento. Se ha descrito que

mutantes en las RNAs polimerasas Pol IV y Pol V tienen un ligero fenotipo de
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floracion tardia cuando crecen en condiciones de dia corto (fotoperiodo 12 h luz
/ 12 h oscuridad) (Bond and Baulcombe, 2015). Se cree que la ausencia de
fenotipos evidentes en Arabidopsis se debe a la redundancia funcional de sus
elementos participantes, hipotesis soportada experimentalmente mediante
ensayos de complementaciéon de las mutantes en DCL3 y AGO4 con otras
proteinas de las mismas familias, y por la similitud entre Pol IV y Pol V con la
RNA polimerasa II (Havecker et al., 2010, Eamens et al., 2008). Sin embargo, cabe
destacar que las proteinas de la misma familia que tienen una actividad
redundante, no tienen un patron de expresion similar en todo el desarrollo de la
planta, por lo que la redundancia es limitada a ciertas condiciones. Una hipotesis
alternativa para la ausencia de fenotipos evidentes en Arabidopsis de mutantes
de proteinas de esta via es que la abundancia de blancos canonicos en
Arabidopsis es baja (~ 12 % de ET) en su genoma, con respecto a otras plantas
como maiz (80 % de regiones repetidas en el genoma). Esta hipotesis se apoya
en el hecho de que mutantes nulas para proteinas de RADM en maiz tienen
fenotipos muy drasticos en el desarrollo, llegando en algunos casos a ser letales,
lo cual ha impedido la caracterizacion funcional de esas proteinas en esta especie

(Rabinowicz et al,, 2005, Joly-Lopez and Bureau, 2014, Hale et al,, 2009).

A pesar de lo anterior, se han descrito fenotipos asociados a la ausencia de RADM
en Arabidopsis en respuesta a condiciones ambientales adversas, lo cual refleja la
contribucidn de esta via en respuesta al estrés. En este sentido, se han descrito
fenotipos cuando plantas deficientes en proteinas involucradas en RdDM se
exponen a condiciones de estrés bidtico, desencadenado por infecciéon de hongos
(Lopez et al,, 2011, Le et al,, 2014), bacterias (Agorio and Vera, 2007, Gohlke et
al, 2013, Dowen et al.,, 2012) o virus (Brosseau et al., 2016, Hamera et al., 2012,
Yang et al., 2013). Ademas, se ha caracterizado su participacion en la respuesta a
estrés de tipo abidtico, principalmente en condiciones de altas temperaturas
(Popova et al., 2013, Ito et al,, 2011), baja humedad relativa (Tricker et al., 2012)
, 0 frio (Chan et al,, 2016).
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Elementos transponibles

Los blancos usuales de RADM son elementos transponibles o regiones asociadas
a estos (Matzke and Mosher, 2014). Estos son genes de origen viral con
capacidad de generar copias de si mismos y de insertarse en diversas regiones en
el genoma mediante un mecanismo conocido como transposicion. A pesar de que
la transposicion de los ET es mayoritariamente aleatoria, existen zonas en el
genoma donde ocurre la transposicién con mayor frecuencia, conocidos como
focos (hot spots) de insercion. Estas regiones se encuentran por lo general en
zonas peri-centroméricas, caracterizadas por una baja abundancia de genes

codificantes y alta en secuencias repetidas y ET (Joly-Lopez and Bureau, 2014).

Los ET se categorizan de acuerdo con su mecanismo de transposicion que, a su
vez, se define por su secuencia. Los transposones conocidos como de DNA, o de
clase II, transponen mediante corte e insercion. Por otro lado, los transposones
de RNA (de clase I), conocidos como retro-transposones, generan copias de si
mismos que, a su vez, pueden ser retro-transcritas a DNA mediante la actividad
de proteinas con actividad de transcriptasa reversa, e insertarse en otras
regiones del genoma. Ambos mecanismos de transposiciébn provocan un
aumento en las regiones repetidas en el genoma. En el caso de los retro-
transposones, sus multiples copias se han clasificado en familias, y estas pueden
incluir ET completos o fragmentos de los mismos. Por otro lado, la transposicién
de ET de DNA puede ser parcial ya que posterior a su salida de su posicion
original pueden dejar residuos de secuencias, mismos que pueden identificarse
como secuencias relacionadas con ET’s y pueden ser blancos de maquinarias de
silenciamiento transcripcional, como RdDM (Joly-Lopez and Bureau, 2014, Lisch,

2009, Oliver et al,, 2013, Le et al., 2000a).

Los transposones de ambas clases pueden subclasificarse de acuerdo a su
estructura; por ejemplo, los transposones de clase I se dividen en LTR, LINE
(Long Interspersed Nuclear Element), PLE (piggyBac-like y SINE (Short
Interspersed Nuclear Element). Los LTRs, a comparacion de los LINE, se

caracterizan por tener regiones terminales repetidas largas a cada extremo del

46



transposon, mientras que los SINE contienen una secuencia derivada de tRNAs o
RNA ribosomal 5S en su extremo 5. A su vez estos mismos grupos pueden
dividirse nuevamente de acuerdo con las proteinas que codifican. Por otro lado,
los transposones de clase II se dividen en TIR (Terminal Inverted Repeats),
Helitron, Crypton, entre otros, acorde a sus caracteristicas estructurales y

propiedades moleculares (Oliver et al., 2013, Le et al., 2000b).

En A. thaliana, los ET mas abundantes son aquellos transposones pequenos de
DNA tipo Helitron, asi como los transposones de clase I tipo LTR. Estos ultimos
se han descrito como los blancos canonicos de silenciamiento mediante la via
RdDM debido a que la naturaleza repetida de sus regiones terminales es ideal
para la generacion de siRNAs (Matzke et al., 2007, Le et al, 2000a). Por el
contrario, en mamiferos (raton y humano) los transposones mas abundantes son
aquellos de tipo LINE, constituyendo cerca de 20 % del genoma (Murata et al,,

2017).

El proceso de insercién de ET en nuevas regiones del genoma puede tener varias
consecuencias. Debido a que proteinas tipo transposasa actian mediante un
mecanismo de corte, las nuevas inserciones pueden provocar roturas de doble
cadena en el DNA (DSB, Double-Strand Breaks), las cuales tienen que repararse
inmediatamente para evitar inestabilidad gendmica, en algunos casos la
reparacion involucra mecanismos no canonicos de RdADM (Wei et al,, 2012). Por
otro lado, debido a la naturaleza aleatoria de los sitios de transposicion, los ET
pueden insertarse en la cercania de genes o incluso en sus zonas codificantes,
alterando asi sus patrones de expresion o anulandola, o modificando el marco
abierto de lectura, respectivamente (Onozawa et al., 2015). Sin embargo, se han
encontrado casos en los que la insercidon de un ET cerca de un gen codificante le
confiere al ultimo una regulaciéon anormal o nueva, como podria ser su activacion
transcripcional en respuesta a un estimulo externo. En ocasiones esta co-
expresion puede conferir un efecto de resistencia a ciertos tipos de estrés. Un
ejemplo de la activacion genética mediada por un ET en Arabidopsis es el caso de
ONSEN, un ET de clase I tipo LTR, que se transcribe en respuesta a calor

(Matsunaga et al,, 2011). En mutantes nulas de proteinas que participan en la via
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RdDM (Pol V), la transcripcién de este ET aumenta al igual que la generacion de
DNA extra-cromosdmico (producto de transcripcion reversa). Algunas de las
nuevas inserciones se localizan en regiones promotoras de genes codificantes,
los cuales adquieren respuesta a estés por altas temperaturas que puede
heredarse de manera transgeneracional debido a que se modifica la secuencia de
DNA (Matsunaga et al,, 2011, Ito et al.,, 2011). Este, entre otros pocos ejemplos,
sugiere la existencia de un fendmeno de “domesticacion de ET”, es decir, el uso
benéfico del mecanismo de transposicion como estrategia evolutiva ante un
ambiente cambiante siempre y cuando la nueva inserciéon no sea deletérea

(Schrader and Schmitz, 2019, Li et al,, 2011, Jangam et al., 2017).

Como se menciond anteriormente, RdADM tiene como blancos principales a los
ET; sin embargo, al ser un mecanismo que utiliza transcripcion activa de las
regiones a silenciar, debe existir una manera mediante la cual Pol IV y Pol V
reconozcan la regidn para comenzar a transcribir. Es claro que en regiones que
requieren mantenimiento del silenciamiento existen algunas marcas de
cromatina que permitirian reclutar elementos de RdDM, aunque las nuevas
inserciones de ET deben ser reconocidas y silenciadas. Se ha propuesto que estas
regiones se identifican mediante RADM no canénicos para, posteriormente,
entrar en el ciclo de silenciamiento mediante RdADM candnico y su ulterior
mantenimiento mediante remodelacion de la cromatina desencadenada por
RdDM a través de la deposicion nucleosomal (Schoft et al., 2009, Jia et al., 2009).
Otra propuesta novedosa para la identificacion de ET por RADM es mediante la
transcripcion pervasiva de Pol V, polimerasa que podria tener la capacidad de
transcribir todo el genoma a manera patrullaje en busca de elementos extrafos

(Tsuzuki et al., 2020).

RdDM no candnica

A partir del descubrimiento de la metilacion de DNA dirigida por RNA (RdDM),
se han descrito vias alternas que utilizan proteinas que sustituyen a los
componentes centrales de la RdADM candnica. Los mecanismos que se han

propuesto para estas vias alternas varian respecto a los descritos para RdDM
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para ejercer el silenciamiento de regiones repetidas en el genoma mediante el
uso de RNAs pequefios diferentes a los hc-siRNAs. A estas vias se les ha

denominado RdADM no canoénicas (Cuerda-Gil and Slotkin, 2016).

Una de las mas estudiadas es la via RADM/RDRS6, la cual es capaz de identificar
inserciones nuevas de ET y reprimir a nivel transcripcional y post-
transcripcional. Esta via utiliza a la RNA polimerasa II para la generacién de un
transcrito que tiene la capacidad de adquirir estructura de doble cadena, este
paso es esencial para que sea procesado por DCL2 y DCL4, principalmente,
aunque otras proteinas DCL pueden reconocerlo y procesarlo. Posteriormente,
los siRNAs generados por las DCLs se asocian a la proteina AGO1, que dirige el
corte del transcrito, que a su vez puede generar siRNAs secundarios mediante la
actividad de RDR6, en un proceso que promueve la amplificacion del
silenciamiento. Estos RNAs secundarios pueden asociarse a AGO6 y dirigir el
silenciamiento transcripcional asociandose a la proteina Pol V (Zheng et al,
2010, Nuthikattu et al.,, 2013). Se ha demostrado que la actividad de esta via es
fundamental para el silenciamiento de ET de reciente adquisicion en Arabidopsis
thaliana, identificados mediante estudios de sintenia con Arabidopsis lyrata

(Cuerda-Gil and Slotkin, 2016, Xie and Yu, 2015).

Adicionalmente se ha descrito una via similar a la RADM que utiliza como
templado a transcritos generados por la RNA polimerasa II. Dichos transcritos
tienen la capacidad de plegarse en si mismos, para procesarse por la proteina
DCL3, y entrar en la via RdDM canoénica, utilizando AGO4 o AGO6,
indistintamente, para desencadenar el silenciamiento por metilacion del DNA. A
esta via se le conoce como PolllI-DCL3 RdADM. De manera similar, se ha descrito
que algunos miRNAs pueden dirigir la metilacion de DNA en sus regiones blanco
mediante el mismo mecanismo que la via Polll-DCL3 RdDM utilizando a AGO4
como anclaje para reconocer las regiones a silenciar (You et al.,, 2013). A este
mecanismo se le conoce como microRNA-directed DNA methylation y puede
actuar tanto en cis como en trans, dependiendo de la identidad del miRNA (Wu et
al., 2010). Se cree que los miRNAs candnicos evolucionaron a través de esta via

para adquirir la capacidad de silenciar post-transcripcionalmente.
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Existen vias de RADM no candnicas menos estudiadas que también tienen la
finalidad de silenciar transcripcionalmente regiones blanco en el genoma
mediante metilacion de DNA. La via RdDM/DCL3-RDR6 es muy similar a
RdADM/RDR6 descrita anteriormente; sin embargo, los dsRNAs generados por la
actividad de RDR6 pueden procesarse por DCL3, generando los siRNAs
secundarios que pueden asociarse a AGO4 o AGO6 y desencadenar la metilacion
de DNA por asociacion con Pol V (Mari-Ordonez et al., 2013). El gen HR4
(Homolog of RPW8 4) se ha descrito como blanco de regulacion por esta via y
participa en la respuesta de Arabidopsis a condiciones de hipoxia. AGO4 dirige la
metilacion sobre el segundo exdn de HR4, y la pérdida de AGO4 correlaciona con
una mayor expresion de HR4, y una mayor resistencia a hipoxia por
sumergimiento (Loreti et al., 2020). Otra via es la llamada Pol IV - NERD (Needed
for RDR2-independent DNA methylation) en la que participan Pol IV y Pol V, pero
es independiente de RDR2 y AGO4. Los siRNAs provenientes de la actividad de
RDR6 / DCL se asocian a AGO2, cuya interaccién con Pol V es mediada por la
proteina NERD. Por ultimo, se ha descrito una via de RdADM no candnica, la cual
es independiente de la actividad de DCL3, misma que se denomina Dicer-
independent RADM. En esta via los RNAs de doble cadena producidos por RDR2
se asocian a AGO4 y se procesan in situ mediante exo-nucleasas, produciendo un
arreglo de RNAs pequefios de tamafio variable (21 a 24 nt.) que pueden silenciar
blancos de RdDM, mediante proteinas participantes en la via RADM canoénica
(Cuerda-Gil and Slotkin, 2016, Xie and Yu, 2015, Pontier et al,, 2012, Ye et al,,
2015).

RdDM durante la fertilizacion, desarrollo de la semilla y la germinacion

Debido a que los blancos de RADM son principalmente elementos moviles, la
actividad de esta via es indispensable en momentos clave del desarrollo de las
plantas. Como se menciond anteriormente, la activacion de ET puede traer
consecuencias deletéreas en la estabilidad del genoma vegetal, por ello el
mantenimiento del genoma cobra gran importancia cuando se transmite a la

siguiente generacion meidtica. Por ende, no es de sorprender que los
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mecanismos para el silenciamiento de ET participen activamente tanto en

organos reproductivos como en el desarrollo embrionario.

Los transcritos de las proteinas nucleo de RADM tienen diferentes patrones de
acumulacién; sin embargo, todos presentan una alta expresion durante la
fertilizacion y el desarrollo de la semilla, y durante los primeros momentos del
proceso de germinacion. Dichos cambios en la acumulaciéon sugieren que la
participacion de esta via durante estas etapas de desarrollo es esencial para un
silenciamiento 6ptimo de los ET, y la correcta modulacion transcripcional sobre

genes codificantes.

Durante la reproduccion sexual, RADM es responsable de mantener el
silenciamiento de los elementos transponibles en células germinales (Zhang et
al,, 2019, Matzke et al., 2015). Mutantes en diferentes proteinas Argonauta o DNA
metil-transferasas provocan que las células germinales femeninas se desarrollen
sin meiosis o se generen muchas células con identidad germinal en los
gametofitos, sugiriendo que la contribuciéon de RdADM canoénica y no candnica es
esencial para el correcto desarrollo de células germinales (Tucker et al., 2012,
Olmedo-Monfil et al, 2010, Hernandez-Lagana et al, 2016, Creasey and
Martienssen, 2010). AGO9, una proteina que participa en RdDM, se expresa
especificamente en células que rodean a la célula madre de la megaespora
(CMM), por lo que se sugiere que RdDM tiene una alta actividad en esta regién y,
posiblemente, los siRNAs generados puedan viajar a la CMM para mantener la
estabilidad gendmica durante la fertilizacién (Olmedo-Monfil et al.,, 2010). Sin
embargo, hasta el momento no se ha demostrado que dichos siRNAs puedan
viajar entre estos dos tipos celulares. En el caso del gametofito masculino, existe
un decremento en la metilacion tipo CHH acompafiada de la activacion de ET en
las células espermaticas contrario a una actividad de RdDM en la célula
vegetativa. Se sabe que esta actividad tiene influencia sobre el perfil
transcripcional de la célula espermatica, de manera similar a como ocurre en el
gametofito femenino. En este caso se ha demostrado que RNAs pequefios
generados en la célula vegetativa pueden silenciar blancos en la célula

espermatica (Borges et al., 2012, Slotkin et al,, 2009).
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Posterior a la fertilizacion existe un incremento sustancial en la metilacion tipo
CHH, (blanco de RdADM) durante la maduracion de la semilla, cuyos niveles
maximos se dan momentos después de la germinacién [Figura 3, (Kawakatsu et
al., 2017)]. Hasta donde se sabe, el embridn y la semilla en germinacion poseen la
mayor abundancia de esta marca. A pesar de lo anterior, el endospermo de
semillas en desarrollo muestra una des-metilacion selectiva, dando la
oportunidad a la produccion de siRNAs, mismos que podrian tener la capacidad
de viajar al embrién y mantener el silenciamiento de ET (Rea et al., 2011). Sin
embargo, al igual que en el caso de la fertilizaciéon, no se ha demostrado el

transporte de RNAs pequefios en tejido embrionario (Chow et al., 2020).

10%
8% =
6%

SIS ||| R

mCHH

Dry se
Dry seed -
0 DAI
1 DAI
2 DAl
3 DAl
4 DAI

Globular stage

Germination (Col-0)

Mature green stage

Linear cotyledon stag
Postmature green stage

Seed development (Ws-0)

Figura 3. La metilacion de DNA tipo CHH (mCHH) se incrementa gradualmente, desde el
desarrollo de la semilla, hasta la germinacion. Se observa el porcentaje global de metilacion
en el genoma (eje Y), con respecto al nimero total de citosinas, en muestras obtenidas durante
distintas etapas del desarrollo en el eje X: desarrollo y desecacién de la semilla (naranja),
germinacion (azul) y distintos tejidos de semillas y plantas maduras (verde). DAI se refiere a dias

después de la imbibicién. Tomado de (Kawakatsu et al., 2017)

A pesar de que RdDM tiene un rol importante en la represion de ET en semillas
en desarrollo, en Arabidopsis, mutantes de esta via carecen de fenotipos
evidentes, mientras que en otras especies solo se han descrito fenotipos ligeros
(Grover et al., 2020, Grover et al., 2018). Esto sugiere una redundancia genética
de multiples vias para el mantenimiento de la integridad gendmica durante la

embriogénesis.
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Consecuencia de la doble fertilizacion, el endospermo adquiere una identidad de
célula triploide en comparacion a otros tejidos de la semilla, esto supone una
regulacion activa de la dosis parental (Bewley et al., 2013). Muchos laboratorios
han abordado esta pregunta, encontrando que RdDM tiene un rol en este
balance. Se ha descrito que mutantes en esta via alteran el tiempo de desarrollo
del endospermo. Un ejemplo claro es la activacion de los genes AGAMOUS-like
(AGL) PHERES, AGL35, 36, 40 y 90, producto de un exceso en la contribucion del
genoma paterno (Walia et al., 2009). Su sobre-expresion resulta en semillas de
un mayor tamafio pero también un alto numero de semillas abortadas.
Consistente con esto, la mutacion en Pol IV en células del polen previene que se
aborten las semillas en plantas que poseen este desbalance de dosis, sugiriendo
fuertemente que RdADM interviene en este fenomeno (Martinez et al, 2018,
Schatlowski and Kohler, 2012, Borges et al, 2018, Kradolfer et al, 2013,
Kirkbride et al., 2019, Stoute et al,, 2012, Lu et al,, 2012, Walia et al,, 2009).
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Justificacion

La via RdDM participa en el silenciamiento transcripcional de elementos
transponibles, a través de la colocacién de marcas de metilacion de DNA tipo
CHH. Esta via también participa en el mantenimiento del silenciamiento
influenciando asi la deposicion de marcas de metilacibon de DNA en otros
contextos. Dicho mecanismo de control es necesario para la estabilidad genémica
en diversos estadios del ciclo de vida de una planta, como lo son la reproduccion
y la embriogénesis, y en respuesta a diversas condiciones de estrés bidtico y
abiédtico. Diferentes evidencias indican que existe una intima relacion entre el
estrés, la activacion controlada de transposones, y la regulacion de la expresion
genética, misma que es esencial para la 6ptima respuesta de las plantas ante
condiciones adversas. Ademas, la germinacion es uno de los estadios mas criticos
en el desarrollo de las plantas, en el que se toma una decisiéon que impactara la

supervivencia de la planta a las condiciones adversas del ambiente.

Dado lo anterior, el estudio de la participacién de la via RADM durante la
germinacién en condiciones ambientales adversas es esencial para poder
dilucidar la compleja red de regulacion que las plantas utilizan para contender
con las condiciones estresantes, mantener la estabilidad genémica, y asegurar el

éxito de su descendencia.
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Hipotesis

La via RdADM canoénica participa en respuesta a estrés abidtico durante la
germinacidon de Arabidopsis thaliana modulando la expresion genética a traveés

del silenciamiento de genes y elementos transponibles clave en este proceso.

Objetivos

- Determinar el efecto fenotipico de la ausencia de una via RdDM funcional

sobre la germinacién ante condiciones de estrés salino.

- Identificar los transcritos cuyos niveles se alteran en mutantes de
componentes de la via RdADM sometidas a condiciones control y de estrés

por salinidad.

- Dilucidar el o los mecanismo(s) mediante los cuales RdADM participa en la

respuesta a estrés salino durante la germinacion.
- Establecer un modelo por el que RdADM podria modular la expresion

genética y sus efectos a nivel gendmico durante la germinacién en

presencia de altos niveles de sal.
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Materiales y métodos

Material vegetal y condiciones de crecimiento

Para este trabajo se utilizaron plantas de Arabidopsis thaliana (L.) de distintos
ecotipos de acuerdo a lo descrito en la seccion de resultados. Para su
propagacion, la superficie de las semillas se desinfesté agitando éstas
manualmente durante dos minutos con una solucion de etanol absoluto,
posteriormente, se centrifugaron brevemente y se re-suspendieron en una
solucion de cloro comercial al 40 % (considerando la soluciéon comercial como
100 %) y Triton X-100 al 0.02 % (Sigma). Las semillas se agitaron manualmente
durante 8 minutos seguido de una breve centrifugacién y cinco lavados
utilizando agua milliQ (mQ) estéril. Las semillas re-suspendidas en agua se
sembraron en placas Petri circulares de 10 cm de diametro con medio MS sélido
[4.3 g/L Murashige and Skoog salts, con macro y micro-nutrientes, sin vitaminas,
(Caisson Labs), y con sacarosa al 1% (Research organics), 0.5 g/L de acido 2-(N

morfolino)etanesulfonico (MES, Calbiochem), y 0.65 % agar (Sigma)].

Posterior a la siembra, las placas se sellaron con cinta micropore, se cubrieron en
su totalidad con papel aluminio, y se incubaron por 2 a 4 dias (dependiendo del
ecotipo) a 4 - 8 °C para su estratificacion. Pasado este tiempo, se transfirieron a
un cuarto de crecimiento con condiciones Optimas para su germinacién y
crecimiento [fotoperiodo de dia largo (16 horas luz - 8 horas oscuridad), 21 2C
de temperatura constante, 40-60 % humedad relativa, y 100 fotones m=2 s-! de
intensidad luminosa (luz blanca)]. Después de 10 a 14 dias, las plantas se
transfirieron manualmente a macetas con sustrato Metromix 200 (Hummert
Intl.) y se mantuvieron en las mismas condiciones 6ptimas de crecimiento hasta

su estadio de senescencia.
Las semillas de plantas senescentes se colectaron agitando gentilmente las

silicuas sobre una hoja de papel para su recoleccidn, se filtraron en una coladera

para eliminar el exceso de tejido contaminante, y se almacenaron en un
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contenedor con baja humedad relativa <10 % durante dos semanas, finalmente

se almacenaron a 4 ‘C por un minimo de dos semanas y hasta su uso.

Ecotipos y lineas mutantes

Las lineas utilizadas en este estudio se describen en la Tabla 1.

Tabla 1. Lineas mutantes de Arabidopsis thaliana

Fondo tipo Gen Nombre del AGI / Tipo Orizen
silvestre alterado alelo (identificador) g
Col-0 Ninguno Columbia Ninguno ABRC
Landsb
Ler Ninguno ancsberg Ninguno ABRC
erecta
Ws Ninguno  Wassilewskija Ninguno ABRC
Col-0 NRPD1/ nrpdla-1 AT1G6302,0 / ABRC
Pol IV Desconocido
NRPE1 / AT2G40030 / T-DNA
Col-0 dpel-11 ABRC
° Pol V nape (CS66152)
AT4G11130 / T-DNA
Col-0 RDR2 dr2-1 ABRC
0 rar (CS66076)
AT3G43920 / T-DNA
Col-0 DCL3 dcl3-1 ABRC
0 € (CS16390)
AT2G27040 / T-DNA
L AGO4 4-1 ABRC
er 490 (CS6364)
AT2G27040 / Pablo
Col-0 AGO4 4-2
° 90 punctual (EMS) Vera
Col-0 ACO4 ago4-3 / ago4- AT2G27040 / T-DNA Blake
5 (CS9927) Meyers
AT2G27040 / T-DNA
Col-0 AGO4 4-6 ABRC
° g0 (SALK_071772)
AT2G27040 / T-DNA  Michael
w AGO4 4-4
S g0 (FLAG216G02) Axtell
AT2G32940 / T-DNA
Col-0 AGO6 6-2 ABRC
© e (CS66096)
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Cruzas genéticas

Para realizar las cruzas genéticas se usaron plantas crecidas en las condiciones
descritas anteriormente hasta el desarrollo del primer eje de inflorescencia (4 a
5 semanas). De las plantas receptoras se emascularon diez a quince botones
florales removiendo las anteras no desarrolladas y los pétalos hasta que el
gineceo estuviera descubierto (dejando los sépalos para proteccion).
Posteriormente, en las plantas donadoras se disectaron flores abiertas y se
frotaron gentilmente contra el gineceo de las plantas receptoras. Cada eje floral
con flores procesadas se marc6 con cinta y las plantas se colocaron nuevamente
en condiciones Optimas. Los ejes adicionales se removieron hasta que todas las
silicuas de los ejes marcados maduraran naturalmente. Después, las semillas se
colectaron y seleccionaron mediante los marcadores de resistencia de las plantas
donadoras, o mediante PCR (en el caso de retro-cruzas). Para el analisis
fenotipico se utilizaron las semillas de la generacién F2 provenientes de las

cruzas, previa validacion molecular.

Experimentos para el analisis de la germinacion en condiciones de estrés

Semillas de las lineas de tipo silvestre y mutantes colectadas en la misma cosecha
y almacenadas como se mencion6 anteriormente, se desinfectaron y sembraron
en medio MS, o medio MS suplementado con cloruro de sodio (NaCl, ].T. Baker),
en las concentraciones mencionadas en la seccion de resultados. Se estratificaron
durante dos (ecotipo Columbia) o cuatro (ecotipos Landsberg erecta y
Wassilewskija) dias, y después se colocaron en una camara de crecimiento para

su germinacion.

La germinacidn se monitored cada 4 horas durante el primer dia de germinacion
y, posteriormente, cada 8, 12 y 24 horas, hasta el final del experimento (100% de
germinacion o 500 horas en el caso de semillas germinando en 250 mM NaCl). Se
consider6 germinacion cuando la radicula habia atravesado el endospermo
micropilar y roto la testa, correspondiente al término del programa de

germinacion. El seguimiento de la germinacion se realizoé bajo el microscopio
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estereoscopico, marcando con plumon la posicion de la semilla germinada en la
parte inferior de la placa. La cantidad de semillas germinadas se anot6 en cada

tiempo de muestreo para generar las graficas de germinacion.

Los experimentos de germinacion incluyeron cinco réplicas técnicas y se
repitieron al menos cinco veces (réplicas biologicas), obteniendo resultados
similares. Cien semillas de cuatro lineas diferentes se muestrearon en la misma
caja Petri (25 semillas por linea) para reducir variabilidad técnica dentro del

experimento.

Experimentos para determinar la longitud de la raiz en condiciones de

estrés

Semillas previamente desinfestadas se sembraron en placas cuadradas de 10 x
10 cm con medio MS 0.2 X (0.86 g/L sales Murashige and Skoog), sacarosa 1 % y
agar 1 %). Las semillas se estratificaron de acuerdo con su genotipo, y se
colocaron para su germinacion en posicion vertical en las condiciones descritas
anteriormente. Después de la emergencia de la radicula, las semillas se
tranfirieron a otra placa con el medio en condiciones control o el medio
adicionado con sal (100 mM), se identificé y marcé la posicion de la punta de la
raiz primaria sobre la parte inferior de la placa con un marcador; esto se realizé
diariamente a la misma hora durante ocho dias. Posteriormente, se calculd la
longitud de la raiz mediante el software image] (Fiji). Se utilizaron un minimo de
15 plantas por cada genotipo en cada réplica biolégica, y el experimento se

reprodujo en tres ocasiones.

Estadistica aplicada a los datos obtenidos en el analisis fenotipico

Como se menciono, los experimentos de germinacién se replicaron al menos en
cinco ocasiones. Los datos de cada réplica se acumularon en cada punto de

muestreo y se analizaron por medio del programa Prism (Graphpad). Cada curva

de germinacion se sometio a un ajuste no lineal en una curva sigmoidea dosis -
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respuesta con pendiente variable de acuerdo a la siguiente formula (también

denominada ecuacidn logistica de cuatro parametros, 4PL):

Y = Minimo + [ (Maximo 2 Minimo)/1 + 10(LogEC50-X)*Pendiente]

El minimo es el menor valor del eje Y antes de la cima de la curva (el cual
siempre es cero ya que corresponde al punto inicial de la germinacién); el
maximo es el valor en el eje Y en la cima de la curva; LogEC50 es el valor del eje
X, en el cual se encuentra el punto medio entre el minimo y el maximo vy,
finalmente, la pendiente mide lo escarpado de la curva. Los parametros
estadisticos toman en cuenta la hipoétesis nula de que dos curvas ajustadas a una
sigmoidea poseen la misma pendiente y el mismo LogEC50 (Olvera-Carrillo et al.,
2010). Las graficas se generaron representando la curva de ajuste, el valor real

de la germinacion en cada punto y el error estandar del mismo.

En el caso de los experimentos de crecimiento de la raiz, se determind
diariamente la longitud de la raiz de 15 plantas en condiciones de crecimiento
optimo y 60 en condiciones de salinidad. Los datos se ajustaron de la misma
manera que para las curvas de germinacion. Las graficas en la seccion de
resultados representan, del mismo modo, una curva ajustada, el valor real de

cada punto de muestreo y su error estandar.

Extraccion de proteinas y experimentos de inmunodeteccion tipo western

blot

Los extractos de proteinas totales se obtuvieron de semillas secas o durante el
proceso de germinacion, de acuerdo a lo especificado en la seccidn de resultados.
A excepcion de las semillas secas, 100 mg de tejido se congelaron con nitréogeno
liquido y se almacenaron a -80 “C. La extraccién se inicié resuspendiendo el
tejido en 400 pL de buffer de extraccion [sacarosa 0.7 M, Tris base 0.5 M (Sigma),
HCl 30 mM y 2 % B-mercaptoetanol (Millipore)] con una proporcion 1:3 (buffer :
fenol estabilizado en agua (Fisher)) (Hurkman and Tanaka, 1986).
Posteriormente, el tejido se homogenizé en presencia de polivinil-pirrolidona
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(10 mg) con la finalidad de ayudar a la ruptura del tejido, después de lo cual se
centrifugdé. La fase fenodlica (usualmente la superior) se re-suspendié en buffer de
extraccion con fenol sin PVPP en la misma proporcion descrita arriba, se mezcld
y se centrifugd. La nueva fase fenolica se mezclé con 1 mL de una solucién de 0.1
M acetato de sodio (Fisher) disuelto en metanol, y se precipit6 entre 2 y 16 horas
a -20 “C. Posteriormente, se centrifugd y la pastilla se lavé con una solucién de
acetona al 80 %, se dejo secar al aire por 5 minutos y, finalmente, se resuspendio
en una soluciéon de Tris 20 mM pH 8.0, 50 mM NaCl, y 0.1 % SDS (Sigma)
(Hurkman and Tanaka, 1986). La concentracidon de proteina en los extractos se
determind a través de la técnica colorimétrica reportada por Lowry (Lowry et al,,

1951).

Para su analisis electroforético, 30 6 40 ug de proteina total se resuspendieron o
mezclaron en buffer de carga de proteinas Laemli 6 X [SDS 12 %, glicerol 47 %,
60 mM Tris-HCI pH 6.8, 0.09 g/mL ditiotreitol (DTT), y 0.6 mg/mL de azul de
bromofenol], hasta llegar a una concentracion de buffer 1X. Posteriormente, se
incubaron durante 5 minutos a 99 “C (ebullicién), se enfriaron y se cargaron en
un gel desnaturalizante de poliacrilamida (SDS-PAGE) al 10 % de concentraciéon
[por cada 10 mL: 3.3 mL acrilamida: bis-acrilamida 30:0.8 (Bio-Rad), 0.1 mL SDS
10 %, 3.75 mL Tris-HCl pH 8.8 (pH 6.8 para el gel concentrador), 50 pL de
persulfato de amonio al 10% (Sigma), y 5 pL de tetrametiletilendiamina
(TEMED) concentrado (Sigma) (Schagger et al., 1988). El gel concentrador se
preparo a una concentracion final de 4 % poliacrilamida. Los geles se corrieron a
60 mA hasta que el colorante azul llegara el fondo del gel. Las proteinas se
transfirieron durante 2 horas a una membrana de nitrocelulosa de 0.22 pm
sumergidas en buffer de transferencia (Tris-base 3 g/L, glicina 14.4 g/L y
metanol 15 %). La membrana se tifié en una solucion rojo Ponceau (0.5 g/L rojo
Ponceau, en 1 % acido acético glaciar) y se escane6 para determinar la carga de

proteinas (Gallagher et al., 2001).

Para la inmunodeteccién, la membrana se bloque6 por dos horas en una solucion
TBST 1X (2.4 g/L Tris-HCI pH 7.6, 88 g/L NaCl, 10 mL/L Tween-20)

suplementada con 5 % leche en polvo, y se incub6 con el anticuerpo primario
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anti-AGO4 (Agrisera AS09617) a una concentracion final de 1:2000 6 1:4000
durante toda la noche. Después de tres lavados con TBST 1X, se incub6 con el
anticuerpo secundario anti-conejo HRP (Zymed), a una concentracion final de
1:30,000 por dos horas, y se lavaron nuevamente en tres ocasiones con TBST 1X
(Gallagher et al., 2001). Para revelar la sefial, la membrana se incub6 con los
reactivos del kit SuperSignal West Pico (Thermo) y se expuso a un film azul de
rayos X (Kodak) durante 30 segundos hasta dos horas. Finalmente, las peliculas

ya reveladas se fotografiaron utilizando un equipo ImageQuant 300 (GE).

Microscopia de fluorescencia

Para los experimentos de microscopia de fluorescencia se utilizaron semillas en
germinacion de una linea transgénica que expresa la proteina ARGONAUTA 4
(clonada a partir de cDNA) fusionada a la proteina verde fluorescente (GFP) en
su extremo amino-terminal. La expresion de la proteina de fusidon esta
controlada por el promotor nativo del gen ARGONAUTA 4 (de una longitud de 3
kpb rio arriba del sitio de inicio de la transcripcidn). Esta linea (pAGO4::GFP-
AGO4) fue amablemente donada por el Dr. Yijun Qi de la Universidad Tsinghua en

China (Ye et al.,, 2012).

Las semillas se sembraron en placas Petri conteniendo medio MS 1 X o medio MS
1 X adicionado con 100 mM de NaCl, estratificadas durante dos dias vy,
posteriormente, germinadas en las condiciones descritas anteriormente. Los
embriones completos se aislaron manualmente bajo el microscopio
estereoscopico, durante cada uno de los tiempos de muestreo mencionados en el
texto, y se tifieron inmediatamente en una solucién de yoduro de propidio 20

pg/uL (Sigma) (Waring, 1965).

Los embriones teflidos se observaron bajo el microscopio confocal de
fluorescencia Olimpus FV1000 upright en Laboratorio Nacional de Microscopia
Avanzada (LNMA, IBt-UNAM) con el objetivo 10 X. Los embriones se
fotografiaron generando una pila ("stack’) de cortes individuales con un grosor

de 6.23 um y un tamafio de 500 x 456 pixeles. En el caso de las micro-fotografias,
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para determinar la localizacidon intracelular de la proteina GFP-AGO4, se utilizo el
objetivo 60 X, y se realizaron cortes virtuales con un grosor de 0.8 pm, mismos
que también se apilaron para formar las figuras finales. Para ambos tipos de
imagenes, la muestra se expuso a un laser con longitudes de onda de 488 y 568
nm para excitar las moléculas de GFP y yoduro de propidio, respectivamente. Los
colores rojo y verde de cada canal se afiadieron digitalmente porterior a la
normalizacion por autofluorescencia del tejido. El campo claro se fotografio en el

mismo momento que las imagenes de fluorescencia.

Las fotografias obtenidas se procesaron utilizando el programa Image]. El brillo
de la sefial de fluorescencia se incrementé al mismo nivel relativo en todas las

imagenes con fines de representacion y sin alterar los patrones observados.

Extraccion de RNA y secuenciacion masiva tipo RNA-seq

El RNA total se obtuvo de una poblacion de semillas en germinacién, mediante el
protocolo de mini-fenol caliente (Mylne et al., 2010), de las lineas ago4-2 y ago4-
3, y semillas tipo silvestre Col-0. La integridad del RNA se determiné mediante
electroforesis en geles desnaturalizantes de agarosa - formaldehido al 1 % [10
g/L agarosa (MPBio), 20 mM de 3-(n-morfolino) acido propanesulfénico (MOPS),
10 mM de EDTA, y 50 mM acetato de sodio] tefiidos con bromuro de etidio
(Waring, 1965). Una muestra se consider6 como integra en el caso de observar
solamente dos bandas con la misma intensidad correspondientes a los RNAs
ribosomales 28S y 18S, y dichas muestras se consideraron para los experimentos

de secuenciacion.

Para la obtencién de los transcritos para cada linea en cada experimento, se
envio 1 ug de RNA total a la Unidad Universitaria de Secuenciacion Masiva y
Bioinformatica (UUSMB, IBt-UNAM). La calidad de la muestra se analizd
nuevamente mediante electroforesis capilar utilizando un equipo Bioanalyzer
2100 (Agilent Technologies) previo a la construccion de bibliotecas de
secuenciacion. Las bibliotecas de muestras con un RIN > 8 se generaron

utilizando el kit True-Seq stranded mRNA Library Prep (Illumina), a partir de la
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preparacion de cDNA polyA siguiendo las instrucciones del proveedor. La
secuenciacion se llevo a cabo en un equipo HiSeq 2500 con una configuracion de
extremos pareados ‘Paired-end’ a 75 ciclos (2x75). Se obtuvieron las secuencias
de dos réplicas bioldgicas por cada condicidn y genotipo en ‘multiplex’ en un solo

carril de la celda de flujo.

Analisis bioinformatico de las muestras RNA-seq

Posterior a la secuenciacion, todas las bibliotecas de RNA-seq contenian entre
20.5 y 49.2 millones de lecturas de alta calidad (Phred-33 Quality > 36) y
carecian de secuencias sobre-representadas. Se procedié a mapear las lecturas
utilizando el genoma de A. thaliana en su version 10 (TAIR10,
www.arabidopsis.org) como referencia mediante el programa SMALT 0.7.6
(Genome Research Ltd.). Se alcanzé un minimo de 99.74 % de eficiencia de
mapeo. Posteriormente, se generaron las listas de conteos utilizando samtools (Li
et al., 2009). Para ensayar la expresion diferencial, las listas de conteos se
sometieron a un analisis de expresion diferencial mediante el software EdgeR
(Robinson and Smyth, 2008), utilizando una normalizaciéon de lecturas por

millén (RPM) entre todas las bibliotecas a comparar.

Para evaluar los cambios en la acumulacién de los transcritos reprimidos
directamente por RdDM en las lineas mutantes durante la germinacién en
presencia de sal, se utilizé una calificacidn (‘score’) denominada des-regulacion
(‘de-regulation’), de acuerdo a la siguiente logica: genes normalmente reprimidos
por RADM en condiciones de salinidad en plantas tipo silvestre tendran un

resultado negativo en la siguiente ecuacion:

log2("FC Col-0 NaCl vs Col-0 MS")

donde “FC” se refiere a el valor de la expresion diferencial. Si dichos genes se

des-reprimen dada la ausencia de un componente de la via RdDM, deben tener

un valor positivo en la siguiente ecuacion:
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log2("FC ago4 NaCl vs Col-0 NaCl")
El valor de la des-regulacion captura el efecto de ambas condiciones dividiendo

la represion de la des-represidon como sigue:

log2("FC ago4 NaCl vs Col-0 NaCl") / log2("FC Col-0 NaCl vs Col-0 MS")

El valor de la des-regulacion se aplica solamente a aquellos genes que se

reprimen por sal en la linea tipo silvestre (Col-0).

Para el resto de los analisis de RNA-seq, después de evaluar la expresion
diferencial mediante EdgeR, se seleccionaron los genes de acuerdo con su valor
absoluto en la expresion diferencial expresado en escala logaritmica (log2FC); el
corte se estableci6 en 1.5 veces de diferencia entre las condiciones comparadas,
asi como con un corte estadistico en la tasa de descubrimiento de falsos (FDR)

menor a le -4.

Con estos datos se construyeron mapas de calor (‘Heatmaps’) utilizando la rutina
‘heatmap.2’ en el lenguaje R; el valor logaritmico de las lecturas por millén en las
listas de conteo se estandarizd a través de todos los genes, y después de probar
que su distribucion de ajusta a una distribucién normal, su valor (log2) se
convirti6 a nimero de desviaciones estandar de la media (S.D.) también
denominado valor Z (z-score). Los valores estandarizados también se utilizaron
para agrupar a los genes de acuerdo a la similitud de sus perfiles en todas las

muestras comparadas.

Para encontrar aquellos genes cuya expresion influenciada por la sal es mayor en
las lineas mutantes comparada con la tipo silvestre se utilizo el valor de
“respuesta diferencial a NaCl” o valor “diff”, el cual extrae el efecto de la salinidad
en la mutante, del efecto que tiene sobre la linea tipo silvestre de acuerdo a la

siguiente formula:

log2("FC ago4 NaCl vs ago4 MS") - log2("FC Col-0 NaCl vs Col-0 MS")

65



Para seleccionar los genes mas afectados en las mutantes ago4-2 y ago4-3, el
valor “diff” se estandarizo entre todos los genes para cada mutante, y se tomaron
aquellos que tuvieran un valor z-score mayor o menor a 3.0 considerados hiper-
inducidos (sobre-regulados) 0 hiper-reprimidos (des-regulados),

respectivamente.

Extraccion de DNA y secuenciacion gendmica por bisulfito de sodio (WGBS)

Para analizar los cambios en la metilaciéon de DNA en los diferentes genotipos
utilizados, se extrajo el DNA total de semillas durante el proceso de germinacién
en las mismas condiciones que las muestras de RNA-seq descritas anteriormente.
La muestra se purificé utilizando el kit DNeasy Plant Mini (QIAGEN) siguiendo
las instrucciones del proveedor, pero afnadiendo ligeras modificaciones al
protocolo para el manejo de muestras pequefias, sobre todo en el paso de la
homogenizacion del tejido. La calidad del DNA extraido se verificO mediante
electroforesis en geles no-desnaturalizantes de agarosa a 0.8% observando una

sola banda de una longitud mayor a 20 kpb.

Para generar bibliotecas de secuenciacion por bisulfito de sodio se utilizaron 100
ug de DNA total proveniente de germinados tipo silvestre, o de las mutantes
ago4-2, ago4-3 y nrpel-11, usando el kit Methyl-seq Pico Library Prep (Zymo) de
acuerdo con las instrucciones del proveedor para bibliotecas no-direccionales. A
todas las muestras se les asigné un cddigo de barras, y las correspondientes a
Col-0, ago4-2 y ago4-3 se secuenciaron con su duplicado bioldgico en dos carriles
de un secuenciador tipo HiSeq X-Ten (Illumina) por la compafiia HudsonAlpha
Institute for Biotechnology (Huntsville, AL). Las muestras provenientes de la
mutante nrpel-11 se secuenciaron junto con su duplicado utilizando la
plataforma NovaSeq S4 en el Advanced Genomics Core de la Universidad de
Michigan (Ann Arbor, MI). Todas las muestras se secuenciaron con una

configuracion de extremos pareados (‘Paired-End’) con 150 ciclos (2x150).
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Andlisis bioinformaticos tipo WGBS

Posterior a la secuenciacion, todas las bibliotecas contenian entre 37 y 82
millones de lecturas de alta calidad (Phred-33 Quality > 36) y carecian de
secuencias Unicas sobre-representadas. Las lecturas se limpiaron para eliminar
los adaptadores utilizando el programa Trim-Galore (Chen et al., 2014). Una vez
verificada la ausencia de adaptadores mediante ‘fastqc’, las lecturas se mapearon
al genoma de referencia de A. thaliana (TAIR10) utilizando el software Bismark
(Krueger and Andrews, 2011), con la opciéon de mapeo de extremos pareados (-
PE) de bowtie2. Se alcanzé una cobertura del genoma mayor a 20 X en todas las
muestras, con una eficiencia de mapeo mayor al 28 %, suficiente para los analisis
posteriores. De la misma manera, se determind una conversion por bisulfito de
sodio mayor al 99 %; misma que se obtuvo contando la abundancia de citosinas
convertidas en el genoma del cloroplasto. La evaluacion del mapeo de las

bibliotecas se muestra en la Tabla 2:

Lecturas % de Mapeo Cobertura % de
Muestra
Totales Unico gendémica Conversion
Col_Ms_r1 77,034,584 34.39 58.87 99.00
Col_MS_r2 40,709,111 34.74 29.75 99.39
ago4-2_MS_r1 72,783,693 31.34 50.69 99.08
ago4-2_MS_r2 87,403,807 34.81 67.61 99.10
ago4-3_MS_r1 69,044,391 29.71 45.59 99.11
ago4-3_MS_r2 71,221,525 33.33 52.76 99.12
Col-NaCl_r1 57,620,638 32.65 41.81 99.12
Col_NaCl_r2 72,039,351 34.64 55.46 99.15
ago4-2_NaCl_r1 76,271,495 34.80 59.00 99.08
ago4-2_NaCl_r2 82,909,336 38.14 70.28 99.13
ago4-3_NaCl_r1 76,317,126 34.01 57.68 99.05
ago4-3_NaCl_r2 73,445,912 32.96 53.79 99.05
nrpel_MS_rl 39,749,839 28.86 25.49 99.95
nrpel_MS_r2 38,622,680 28.49 24.45 99.93
nrpel_NaCl_r1 37,548,375 28.21 23.54 99.94
nrpel_NaCl_r2 48,830,311 28.19 30.59 99.95

Tabla 2. Resultados del mapeo de las muestras tipo WGBS.
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Para los analisis comparativos de cambios en la metilacion del DNA se
identificaron regiones diferencialmente metiladas (DMRs) utilizando el software
methyl-Kit dentro del lenguaje R (Akalin et al.,, 2012). Las DMRs se definieron
dividiendo el genoma en ventanas de 100 pb de longitud con una distancia de
deslizamiento de 50 pb. La diferencia de metilacion entre DMRs se definié como

sigue:

% de metilacion = % metilacién condicién A - % metilacion condiciéon B

Aquellas DMRs con cambios de metilacién mayores al 10 % y un FDR menor a
0.01 entre las condiciones comparadas fueron tomados en consideracidon para

los demas analisis.

Los analisis de superposicion entre DMRs y modelos gendmicos, asi como los
analisis cruzados entre el RNA-seq y el WGBS se realizaron mediante el software
bedtools. Los modelos gendmicos se tomaron de la base de datos TAIR
(www.arabidopsis.org) y se refieren a tipo de genes, incluyendo genes
codificantes de proteina, pseudogenes, elementos transponibles, fragmentos de
transposones, y diferentes loci productores de RNAs no codificantes (ncRNAs,

snoRNAs, miRNAs, RNAs ribosomales, etc).

En el caso de los anadlisis de proximidad a un transcrito producto de Pol V, la lista
de los transcritos candidatos se descargé del proyecto GSE70290 de la base de
datos GEO (Gene Expression Omnibus, ncbi.nlm.nih.gov/geo/) con el nombre
“GSE70290_PV__transcripts.txt.gz” (Bohmdorfer et al., 2016), y se realizé una
interseccion de estos transcritos con los DMRs identificados utilizando la

herramienta bedtools.

Todos los diagramas de calor, o de cajas y bigotes se generaron utilizando el

lenguaje de programacion R.

68



Acceso a los repositorios de secuencias

Los datos de RNA-seq generados en este trabajo se pueden descargar libremente
a través de la base de datos GEO, buscando el proyecto GSE112051. Por otro
lado, los datos del experimento WGBS se pueden encontrar dentro del proyecto
GSE156093 del mismo sitio. Adicionalmente, los datos de RIP-seq utilizados para
medir la proximidad a una regidn transcrita por Pol V se encuentran en el

proyecto GEO GSE70290.
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RESULTADOS

Los elementos de RADM se acumulan durante la desecacion de la semilla

La regulacion de la activacion de los ET orquestada por RdADM ha confluido, a lo
largo de la evolucidn, en el control de diferentes regiones cromosémicas y de la
expresion de genes implicados en diferentes procesos, tanto de desarrollo como
de respuesta a estrés. La germinacion y la etapa de establecimiento de la plantula
son procesos criticos durante el desarrollo en plantas. En el primero, el embrién
maduro se enfrenta a cambios ambientales dramaticos intrinsecos a este
proceso; en tanto que, en el segundo, la planta al emerger de la semilla se puede
enfrentar a cambios ambientales que pueden poner en riesgo su supervivencia.
De ello se desprende la idea de que algunas de las respuestas de defensa al estrés

en estas etapas podrian estar asociadas a la via RdADM.

Para abordar esta idea, se inicié buscando informacion sobre la abundancia de
algunos de los elementos centrales de la via RADM candnica previo al desecado
de la semilla. Utilizando la plataforma eFP Browser (bar.utoronto.edu) se
encontrd que los transcritos que codifican los genes RDR2, POL 1V, POL V, DCL3,
AGO4, DRM?2 (elementos centrales de la via RdADM) se acumulan diferencialmente
durante el proceso de desecacion de la semilla (Figura 4), proceso en el cual el
embrion estd expuesto natural y controladamente a condiciones extremas de
falta de agua y, en algunos casos, como en AGO4, es la acumulacion maxima
comparada con otros 6rganos (no mostrado). Es importante resaltar que algunos
de estos genes tienen una acumulacidn coincidente en estas condiciones (Figura
4), lo que podria sugierir que la via RADM participa en el proceso de desecacion
de la semilla. Esta evidencia, aunado a que los niveles de metilacion de DNA tipo
CHH aumentan gradualmente desde el desarrollo embrionario hasta la
germinacion, donde se observa su maximo nivel (Figura 3, (Kawakatsu et al,,
2017)), sugiere que las proteinas de la via RADM podrian acumularse desde
etapas tempranas, previas a la germinacion, y que una vez que la planta emerge,
su acumulacién disminuiria, apoyando la idea de un papel activo de RdDM en la

germinacién y post-germinacion.
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Figura 4. Interpretacion grafica de la acumulacion de RNA mensajero de los elementos
nucleo de RADM durante el desarrollo y maduraciéon de la semilla. Cada panel representa un
gen; los diagramas representan los estadios analizados y la escala representa un valor absoluto
de acumulacién del transcrito: rojo es una acumulacién mayor, mientras que amarillo una menor
acumulacién. Las imagenes individuales fueron tomadas de la base de datos eFP Browser
(bar.utoronto.ca). Los estadios del desarrollo del embrién corresponden a (de izquierda a
derecha): globular temprano, globular tardio, corazén, torpedo, bastén, curvo, cotiledones
formados y cotiledones verdes, respectivamente, y representan la progresién del desarrollo.

Debajo de cada estadio se muestra el valor absoluto de acumulacién de transcrito para cada gen.

La via RADM candnica se requiere para una germinacion Optima en

condiciones de salinidad

Una de las condiciones ambientales adversas mas habituales con las que las
plantas se enfrentan durante la germinacion es la salinidad. Las altas
concentraciones de cloruro de sodio en el suelo provocan déficit hidrico por la
alta concentracion de solutos, y toxicidad por los efectos desfavorables del sodio.
Cuando la concentracion de sales es excesiva puede llegar a detener el programa
de germinacion y provocar la muerte de la planta. Por lo tanto, es posible que la

via RdDM tenga un rol activo en esta respuesta.
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Se estudid el fenotipo de plantas carentes de una via RdDM funcional ante la
presencia de altos niveles de sal en el medio. Se seleccionaron mutantes que
carecen de las proteinas nucleo de RADM (Pol 1V, Pol V, DCL3 y RDR2, Tabla 1), y
se sembraron en medio de germinacidon suplementado con cloruro de sodio a
una concentracién de 250 mM, condicién en la cual las semillas son capaces de
germinar pero no proceden a la fase de crecimiento temprano de la plantula. Se
midié el tiempo que les tomaba completar el programa de germinaciéon
comparando sus patrones con el de la linea tipo silvestre (Col-0), asi como con
semillas de las mismas lineas germinadas en un medio sin estrés. Se encontré
que la germinacién de todas las lineas se retrasa cuando germinaban en el medio
con estrés (Figura 5a), contrario a lo que ocurre con las semillas que germinaron
en medio sin altos niveles de sal, las cuales alcanzan a germinar a un 100 % con
una tasa similar de germinacion (Figura 5b). Interesantemente, la germinaciéon
de las lineas carentes de las proteinas nucleo de la via RADM tiene un mayor
retraso que la que se observa en la linea tipo silvestre (Col-0) en condiciones de

salinidad (Figura 5a).

Para confirmar si este fenotipo era debido a la ausencia de una via RdADM
funcional, se estudid el efecto de una mutante alterada en la actividad de la
proteina AGO4 (ago4-2). La proteina codificada por AGO4-2 es una mutante
puntual en la que se modifico el acido glutamico en la posicion 641 (E641K),
aminodacido localizado dentro del dominio PIWI (P-element Induced Wimpy
testis). Debido a que este cambio se encuentra cerca de uno de los residuos
necesarios para la actividad de corte de AGO4 (‘slicer’), se propuso que la
proteina codificada por AGO4-2 es una mutante con actividad catalitica alterada,
y que el alelo AGO4-2 se comporta como dominante negativo (Agorio and Vera,
2007). La mutacion no afecta los niveles de la proteina (Figura 8), pero tiene un
claro efecto negativo sobre la metilacion de DNA en el transposén AtSN1, efecto

similar al causado por una mutante carente de AGO4 (Agorio and Vera, 2007).

La mutante ago4-2 también presenta una germinacion retardada en condiciones
de salinidad cuando se compara con la linea tipo silvestre, similar a lo que ocurre

con las demas mutantes analizadas (Figura 5c y 5a); a pesar de que en
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condiciones Optimas de crecimiento no existe una diferencia sobre su tasa o
eficiencia de germinacion con respecto a Col-0 (Figura 5d). Estos resultados
indicaron que la via RdDM se requiere para una germinaciéon oOptima en

condiciones de alta salinidad.
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Figura 5. Perfil de germinaciéon de las mutantes deficientes en la actividad de RdDM. a.
Comparacion del perfil de germinacién de las mutantes en Pol IV'y Pol V (nrpdla-1 y nrpel-11,
respectivamente), DCL3 y RDRZ2 contra la linea tipo silvestre (Col-0) germinadas en 250 mM de
NaCl. b. Mismas lineas que en a. pero germinadas en medio sin NaCl. c. Comparacién entre la
mutante puntual de AGO4 (ago4-2) y Col-0 germinadas en 250 mM de NaCl. d. Igual que en c.
pero germinadas en medio sin sal. El eje de las abscisas muestra el tiempo a partir de la
imbibicién y el eje de las ordenadas el porcentaje total de semillas germinadas. Se muestra un
experimento representativo de 5 réplicas bioldgicas, las barras de error corresponden al error
estandar determinado en 5 réplicas técnicas. Todas las curvas de germinaciéon en esta y las
figuras subsecuentes fueron ajustadas a una sigmoide y sometidas a una prueba de significancia

con la ecuacion logistica de cuatro parametros.

La ausencia de la proteina AGO4 desencadena una germinacion acelerada

Dado que la pérdida de actividad ‘slicer’ de AGO4 muestra un fenotipo de retardo
en la germinacion ante condiciones de de salinidad, al causar la pérdida de
funcionalidad de la via RdDM, se predijo que la ausencia de AGO4 presentaria el

mismo efecto. Para esto, se analizo el fenotipo de una linea cuya mutacién
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elimina completamente la presencia de AGO4 (ago4-3, Figura 6) durante la
germinacidn en presencia de altos niveles de sal. Se observé que, a pesar de que
esta mutante también germina a la misma velocidad y con la misma eficiencia
que la linea tipo silvestre (Col-0) en medio sin alta salinidad (Figura 6b), muestra
una germinacion acelerada en el medio adicionado con 250 mM de NaCl (Figura
6a), contrario a lo que ocurre con la mutante puntual ago4-2 (Figura 5c) y con las
mutantes de otros componentes de RdDM (Figura 5a). Para validar esta
observacion, se comprobé la tasa de germinacion de otro alelo nulo de AGO4
bajo el mismo fondo genético (ago4-6) (Figura 6), encontrandose que presenta el
mismo efecto en condiciones de salinidad que ago4-3 (Figura 6a), y ningun efecto

cuando germina en condiciones control (Figura 6b).
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Figura 6. Germinacion de las mutantes nulas en AGO4 (ago4-3 y ago4-6) bajo fondo Col-0.
a. Germinacién en medio con salinidad (250 mM NacCl). b. Germinacién en medio control. El eje de
las abscisas muestra el tiempo a partir de la imbibicién y el eje de las ordenadas el porcentaje
total de semillas germinadas. Se muestra un experimento representativo de 3 réplicas bioldgicas,

las barras de error corresponden al error estidndar determinado en 5 réplicas técnicas.

Para descartar que el fenotipo observado en las mutantes nulas de AGO4 se
debiera a un efecto particular del ecotipo utilizado (Col-0), se ensayo la
germinacion de otros dos mutantes alélicas carentes de AGO4 en los ecotipos Ler
y Ws (ago4-1 y ago4-4, respectivamente). Los resultados obtenidos mostraron
que en condiciones de alta salinidad estas mutantes también presentan una
germinacion acelerada en comparacion con sus respectivas lineas tipo silvestre
(Figura 7a y 7b), y que ademas este efecto es especifico para la condicion de
salinidad, ya que en condiciones dptimas de germinacién no se observd esta
diferencia (Figura 7c y 7d). Estos resultados comprobaron que el fenotipo

asociado a la ausencia de AGO4 es independiente del fondo tipo silvestre, y que
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realmente es producto de la falta de esta proteina. Cabe sefialar que el alelo
ago4-1 bajo fondo Ler, contiene adicionalmente la mutacion glabra (gl1-1),
misma que co-segrega con la mutacion en AGO4 y se usa con fines de seleccidon
porque presenta un evidente fenotipo de ausencia de tricomas. Fue por ello que
se analiz6 la germinacion de la mutante sencilla gl1-1, sin encontrar diferencias
con respecto a la linea tipo silvestre (Figura 7a y 7c). También se comprobd que
la mutante sencilla g/1-1 no afecta la acumulacion de la proteina AGO4 (Figura

8).
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Figura 7. Germinacion de las mutantes nulas de AGO4 bajo distintos fondos genéticos. a.
Comparacion entre ago4-1, gl1-1 y la linea tipo silvestre Ler, en presencia de salinidad (250 mM
NaCl). Nétese que la germinacidon de la linea gl1-1 se ensay6 debido a que es un marcador
molecular de la linea ago4-1. b. Comparacién de la mutante ago4-4 con la linea tipo silvestre Ws
germinadas en presencia de sal. ¢ y d. Como en a y b, respectivamente, pero las semillas
germinaron en medio 6ptimo. El eje de las abscisas muestra el tiempo a partir de la imbibicién y
el eje de las ordenadas el porcentaje total de semillas germinadas. Se muestra un experimento
representativo de 5 réplicas bioldgicas para las mutantes en fondo Ler, y 3 para aquellas en fondo
Ws, las barras de error corresponden al error estindar determinado en 5 réplicas técnicas para

todos los genotipos.
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Figura 8. Inmunodeteccion mediante Western Blot de la proteina AGO4 en las lineas
usadas para los experimentos fenotipicos. Se muestran los ecotipos tipo silvestre (Col-0 y
Ler), sus respectivos alelos mutantes y las lineas cruzadas. Col-0 X ago4-3 corresponde a las
lineas cruzadas (generacidon F2) provenientes de la retro-cruza del alelo tipo silvestre AGO4
sobre las mutantes ago4-3. ago4-3 X Col-0 corresponde a las lineas cruzadas (generacién F2 en
estado homocigoto para ago4-3) provenientes de la introgresioén del alelo mutante ago4-3 sobre
el fondo Col-0, El panel inferior muestra la carga total de proteinas. Se muestra un experimento

representativo de dos reproducciones bioldgicas.

Una via RdDM no funcional desencadena la activaciéon de los ET, que al des-
reprimirse se pueden insertar en regiones aleatorias del genoma, lo que
provocaria que estas inserciones se acumularan en la progenie en mutantes de
RdDM al propagarse por varias generaciones. Para descartar que el fenotipo
observado en las mutantes nulas de AGO4 se debiera a un efecto de
transposicion, se decidi6 introducir la mutacion ago4-3 en plantas tipo silvestre
mediante cruzas genéticas (retro-cruzas). Tres lineas independientes retro-
cruzadas (#16, #17 y #18) se seleccionaron para la mutacién en AGO4, y se
comprobé mediante experimentos de inmunodeteccion que la segunda
generacion filial (F2, proveniente de un experimento de retro-cruza) no
presentara acumulacion de la proteina AGO4, similar a lo que ocurre con la
mutante nula ago4-3 (Figura 8). Al ensayar la germinacidn de estas semillas bajo
estrés salino, se encontrd que su germinacion fue similar a la mutante nula ago4-
3, y que, si se germinaban en medio sin estrés, su germinacién era igual que la
linea tipo silvestre, indicando que los fenotipos se mantienen de una generacion

a otra (Figura 9ay 9b).
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Para complementar la observacion anterior, se realizd6 la cruza opuesta,
introduciendo el alelo tipo silvestre a una mutante nula de AGO4 (ago4-3) y se
seleccionaron cuatro lineas de introgresion que mostraran acumulacion de AGO4
en la segunda generacion filial (F2, #3, #8, #14 y #16. Figura 9). Se encontr6 que
estas lineas presentan una germinacion similar a la de la linea silvestre, tanto en
condiciones de alta salinidad como en condiciones éptimas de germinacion
(Figura 9c y 9d). Lo que demostré que el fenotipo es resultado de la falta de
AGO4, ya que al complementarse con el gen tipo silvestre se recupero el fenotipo

tipo silvestre.
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Figura 9. Perfil de germinacion de las retro-cruzas y lineas de introgresion de ago4-3. a.
Comparacion de la generacion F2 de tres retro-cruzas (Col-0 x ago4-3) con la mutante nula ago4-
3 y la linea tipo silvestre, germinadas en presencia de 250 mM NaCl. b. Como en a. pero
germinadas en medio sin NaCl. c¢. Comparaciéon de la generacion F2 de lineas de introgresion
(ago4-3 x Col-0) con la mutante nula ago4-3 y la linea tipo silvestre, germinadas en presencia de
250 mM NacCl. d. Como en c. pero germinadas en medio sin NaCl. El eje de las abscisas muestra el
tiempo a partir de la imbibicién y el eje de las ordenadas el porcentaje total de semillas
germinadas. Se muestra un experimento representativo de 3 réplicas bioldgicas, las barras de

error corresponden al error estandar determinado en 5 réplicas técnicas.
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El fenotipo asociado a la pérdida de AGO4 es dosis-dependiente a las

condiciones de salinidad.

Una vez comprobado que la ausencia de AGO4 era la causa directa de los
fenotipos encontrados, se evalu6 el efecto de la concentracion de sal sobre el
fenotipo. Para este fin, las semillas de las mutantes analizadas anteriormente se
sometieron a ensayos de germinacion en dos concentraciones distintas de NaCl
(150 y 200 mM). Se encontr6 que los fenotipos son reproducibles en ambas
condiciones, con una clara diferencia en la penetrancia, misma que dependia de
la concentraciéon de sal; es decir, los efectos son mas ligeros en la menor
concentracion de NaCl (150 mM), y mas pronunciados con una concentracion
mayor de sal (200 mM, Figura 10a - 10h). Asi mismo, la penetrancia en el

fenotipo es ain mayor a una concentracion mas alta de sal (250 mM) (Figura 5a).
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Figura 10. Efecto dosis-dependiente de la sal sobre los fenotipos de las mutantes de RADM.
a. Comparacion de las mutantes en las proteinas nucleo de RdADM contra la linea tipo silvestre,
germinadas en 150 mM de NacCl. c. Comparacién de ago4-1, gl1-1 y Ler germinadas en 150 mM de
NaCl. e. Comparacién entre ago4-4 y Ws en 150 mM de NaCl. g. Comparacién entre ago4-2, ago4-
3y Col-0 en 150 mM de NaClL. b, d, f y h, como en a, ¢, e y g, respectivamente, germinando en
medio con 200 mM de NaCl. Para cada grafica, el eje de las abscisas muestra el tiempo a partir de
la imbibicién y el eje de las ordenadas el porcentaje total de semillas germinadas. Se muestra un
experimento representativo de 3 réplicas biolédgicas, las barras de error corresponden al error

estandar determinado en 5 réplicas técnicas.
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En sintesis, estos resultados confirman que la ausencia de AGO4 es la causa
directa de un fenotipo de germinacion acelerada dosis-dependiente, y también
sugieren que AGO4 podria tener una funcién adicional independiente de RADM
en esta respuesta o, alternativamente, que existe un mecanismo independiente

de AGO4 que se encuentra alterado en su ausencia.

La proteina AGO6 tiene un efecto sobre la germinacion en ausencia de

AGO4

Existen diez proteinas tipo Argonauta en Arabidopsis, las cuales se clasifican en
tres clados de acuerdo a su similitud en secuencia. El primer clado contiene a
AGO1, la proteina encargada de la inhibicién post-transcripcional mediante
miRNAs. AGO1 comparte homologia con las proteinas AGO5 y AGO10. Las
proteinas AGO2, AGO3 y AGO7 se agrupan en el segundo clado. Finalmente, las
proteinas restantes, AGO4, AGO6, AGO8 y AGO9 se encuentran en el tercer clado
(Hutvagner and Simard, 2008, Peters and Meister, 2007). Las proteinas
Argonauta del tercer clado poseen caracteristicas similares en cuanto a su
actividad, ya que son capaces de cargar RNAs pequefios de 24 nucledtidos; sin
embargo, sus patrones de acumulacion en los distintos tejidos de la planta son
muy diferentes. AGO8 y AGO9 se expresan especificamente en flores, mientras
que la acumulacidon de AGO6 se restringe a las zonas meristematicas del embrion
maduro; AGO4, a su vez, tiene una acumulacion mas pronunciada en el embrion,
ademas de otros tejidos vegetativos (Havecker et al., 2010). A pesar de que no se
encontraron diferencias en la acumulacion de transcritos que codifican para las
proteinas AGO6 y AGO9 en las condiciones experimentales utilizadas (Figura 11),
es razonable pensar que, en ausencia de AGO4, AGO6 - que también se acumula
en semillas - podria jugar un rol inusual ain no descrito independiente a su
actividad comiin en RdDM no canoénica en estas condiciones, desencadenando un

fenotipo sintético.
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Figura 11. Niveles de acumulacion del RNA-mensajero de los genes AGO4, AGO6 y AGO9
durante el proceso de germinacion. Los valores graficados en el eje Y corresponden al
promedio de lecturas por millon, y provienen de un experimento tipo RNA-seq con dos réplicas
biol6gicas, todas estdn normalizadas como numero de lecturas por millon. En el eje X se
muestran los genotipos analizados en las condiciones experimentales sefialadas. Las barras de
error representan la desviacidn estandar. Las semillas fueron germinadas en condiciones control
o en presencia de 100 mM de NaCl y fueron colectadas cuando el 50% de las semillas sembradas

completaron el programa de germinacion.

Para distinguir entre un efecto inusual debido a la contribucién de AGO6 en el
fenotipo observado, y una actividad adicional de AGO4, se decidi6 analizar la
germinacion de una linea doble mutante ago4 x agoé6. El Dr. Jian-Kang Zhu, de la
Universidad de Riverside en California, amablemente dondé la linea doble
mutante ago4-6 x ago6-2 (Duan et al., 2015); y después de propagarla en el
laboratorio se analiz6 su germinacion comparandola con la linea tipo silvestre
(Col-0) y las mutantes sencillas de AGO4 (ago4-6) y AGO6 (ago6-2). Se observd
que la doble mutante ago4 x ago6, presenta un fenotipo de germinaciéon
retrasada en condiciones de alta salinidad, similar a lo que ocurre con las demas
mutantes sencillas de la via RADM (Figura 12a, 5a y 5c), y en contraste a las

mutantes nulas de AGO4 (Figura 6a), mientras que en condiciones 6ptimas no
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presenta algun fenotipo (Figura 12b); interesantemente la mutante sencilla en
AGO6 no presenta ningun fenotipo asociado (Figura 12a y 12b). Estos datos
sefialan que el fenotipo de germinacion acelerada observado en mutantes nulas
de AGO4 es debido a una alteraciéon en la actividad de AGO6, provocando una
cascada de cambios rio debajo de estos elementos que convergen en un fenotipo
inusual, y no a una actividad adicional de AGO4. En ausencia de ambas proteinas
la respuesta a la salinidad se ve comprometida, causando un fenotipo de
germinacidon retrasada. Esta conclusion esta soportada por la ausencia de
fenotipo en la mutante nula de AGO6, lo que indica que esta proteina por si

misma no participa en el control de la respuesta a salinidad durante la
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Figura 12. Germinacion de la doble mutante ago4 x ago6. a. Comparacién entre la doble
mutante, las mutantes sencillas ago4-6 y ago6-2, y la linea tipo silvestre (Col-0) germinadas en
250 mM de NaCl. b. Como en a. pero germinadas en medio sin salinidad. En el eje de las abscisas
muestra el tiempo a partir de la imbibicién y el eje de las ordenadas el porcentaje total de
semillas germinadas. Se muestra un experimento representativo de 6 réplicas biolégicas, las

barras de error corresponden al error estidndar determinado en 5 réplicas técnicas.

La abundancia de AGO4 cambia durante la germinacion y crecimiento

temprano

Puesto que los datos obtenidos indican que los elementos de la via RdADM
candnica se requieren para una germinacién Optima en condiciones de alta
salinidad, y debido al rol critico asignado a AGO4 en esta respuesta, se decidi
conocer los patrones de acumulacion de dicha proteina durante este proceso.
Para este fin, se sigui6 la acumulacion de AGO4 durante distintas etapas del

proceso de germinacién y crecimiento temprano de la plantula en condiciones
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Optimas y de estrés salino (150 mM NaCl) - condicion que permite la progresion
del desarrollo temprano de la plantula - mediante experimentos de
inmunodeteccidn. Se utilizé un anticuerpo que especificamente reconoce a la
proteina AGO4 y se determin6 su acumulacidn en extractos de proteina totales
de seis periodos distintos del proceso de germinaciéon y crecimiento temprano:
semillas secas, semillas estratificadas por dos dias, 18 y 36 horas después del
inicio de la imbibicion (tiempos promedios en los cuales una poblaciéon de
semillas Col-0 alcanza el 50 y 100 % de germinacidon en condiciones control,
respectivamente), plantulas con hipocotilos y radiculas emergidas, y plantulas

con dos hojas de la roseta desarrolladas.

Bajo condiciones Optimas de germinacion, AGO4 se detectd desde el primer
estadio (semillas secas), posteriormente, su abundancia se reduce cuando las
semillas se estratifican. Interesantemente, durante los primeros momentos de la
emergencia de la radicula (18 y 36 horas) se incrementa su acumulacion,
llegando a su maximo nivel después de que la radicula ha emergido en todas las
semillas muestreadas (36 horas). Finalmente, sus niveles descienden
progresivamente durante el desarrollo temprano de la plantula hasta ser
indetectables en nuestras condiciones experimentales (Figura 13a). Estos
resultados sugieren que AGO4 y RdDM tienen un pico de actividad durante el
proceso de germinacion, lo cual esta de acuerdo con el incremento similar de la
metilacion CHH durante este estadio, evidencia reportada por otro grupo de

investigacion [Figura 3, (Kawakatsu et al., 2017)].
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Figura 13. Acumulacién de la proteina AGO4 durante la germinacion. a. Inmunodeteccién de
la proteina nativa AGO4 durante la germinacion, los estadios se sefialan como sigue: ds, semilla
seca; ss, semilla estratificada; 18h, una poblacién de 50 % de semillas germinadas; 36h, una
poblacién del 100 % de semillas germinadas; hcs, plantulas con la radicula e hipocotilo fuera de
la testa; rls, plantulas con las primeras hojas verdaderas desarrolladas. Semillas secas de la
mutante ago4-3 se muestran como control negativo de la deteccidn. El panel inferior indica la
carga de proteina por medio de la tincién rojo Ponceau. b. Como en a. pero con semillas
germinando en 150 mM de NaCl. ¢y d. Como en a. y b., respectivamente, pero utilizando semillas
de la mutante ago4-2. Las imagenes provienen de un experimento representativo con un

resultado reproducido en 3 ocasiones.

Cuando se exploraron los niveles de AGO4 en presencia de sal durante los
mismos estadios, se observdé una marcada diferencia en sus patrones con
respecto a lo que ocurre en condiciones control. Su acumulaciéon maxima se da
después de la imbibicion en el medio con alta salinidad, justo antes de que la
radicula comience su emergencia. Dicha acumulacién se reduce ligeramente
durante la emergencia de la radicula y comienza a descender mas
pronunciadamente en plantulas con hipocotilo desarrollado, hasta ser casi
indetectable en plantulas con hojas verdaderas (Figura 13b). Este resultado
indica que la abundancia de AGO4 se modifica cuando las plantas perciben y
responden a la presencia de altos niveles de sal, y sugiere fuertemente que AGO4
se comporta como una proteina de respuesta a salinidad durante la germinacion.
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Para profundizar en esta observacidn, se analizd la abundancia del transcrito de
AGO4 en plantas germinadas en condiciones 6ptimas o en presencia de alta sal
(100 mM) condicién que permite el muestreo en tiempos cercanos y sin defectos
evidentes en el desarrollo provocados por el estres, después de 18 horas de
germinacion (60 horas en condiciones de alta salinidad), momento en que se
alcanza un 50 % de emergencia de la radicula. Se observé que los niveles del
transcrito de AGO4 no cambian entre ambas condiciones (Figura 11), lo que
sugiere que la acumulacion de la proteina AGO4 en presencia de altos niveles de
salinidad en AGO4 no se debe a un efecto en la transcripcion de su gen

codificante.

Puesto que el alelo mutante ago4-2 es el producto de una mutacién puntual, se
determiné si esta mutacidon causaba o no un efecto en la abundancia de la
proteina. Para ello se realizaron experimentos de inmunodeteccién en las
mismas condiciones ensayadas anteriormente. Los resultados mostraron que la
abundancia de la proteina, en distintos estadios de germinacién, no cambia
significativamente con respecto a la proteina de la linea tipo silvestre; ademas,
los cambios en su acumulaciéon en respuesta a estrés ocurren en tiempos
similares a los observados para la proteina de la linea tipo silvestre (Figura 13cy
13d). Esto demostré que la mutacién puntual en ago4-2 no afecta la acumulacion
de la proteina mutante ni su capacidad de acumularse en condiciones de alta

salinidad.

En conjunto, estos datos demuestran, no solo que AGO4 se encuentra presente
durante la germinacién y el crecimiento temprano, sino que sus niveles se
modulan en respuesta al estrés en concordancia con el rol funcional de la via

RdDM durante estos estadios del desarrollo y la respuesta a ambientes adversos.

AGO4 se localiza diferencialmente en respuesta a salinidad

Para explorar los tejidos de la plantula en las cuales RADM podria ejercer su
funcion durante la germinacion de la semilla, se determind la distribucion tisular

de AGO4 durante la germinacién y el crecimiento temprano de la plantula, en
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condiciones dptimas de germinacidn y durante salinidad. Para este fin se utilizd
una linea transgénica que expresa una proteina de fusién que contiene a
ARGONAUTA4 fusionada a la proteina verde fluorescente (GFP) en su extremo
amino-terminal, y cuya expresion esta dirigida por el promotor nativo del gen
AGO4 (pAGO4::GFP-AGO4) en un fondo tipo silvestre (Col-0). Dichas semillas
fueron amablemente donadas por el Dr. Yijun Qi de la Universidad Tsinghua en
China (Ye et al,, 2012). La localizacion de esta proteina se determiné mediante la
fluorescencia de GFP en embriones y plantulas aisladas a distintos tiempos
durante la germinacién y el crecimiento temprano, utilizando un microscopio

confocal.

Los resultados mostraron que AGO4 se presenta en alta abundancia y con amplia
distribucién en embriones muestreados 8 horas post-imbibicién, dicha
distribucién no muestra un patron preferencial en los distintos tejidos del
embrion. Cabe remarcar que, justo después del rompimiento de la testa, la
distribucion de AGO4 adquiere una compartimentacion preferencial,
manteniendo su abundancia en los cotiledones pero reduciéndola en la radicula,
organo en el que ademas se observd una distribucion mas dispersa. Dicha
tendencia de compartimentacion se mantiene hasta los ultimos estadios del
experimento (60 horas después de la estratificacion), momentos en que la
abundancia de la proteina es menor en comparacién a los estadios tempranos

(Figura 14a).
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Figura 14. Distribucion tejido-especifica de la proteina de fusion GFP-AGO4 durante la
germinacion. a. Deteccion de la fluorescencia de GFP en embriones aislados a 8, 12, 24, 48 y 60
horas después de la imbibiciéon (GFP, arriba). Fluorescencia de yoduro de propidio sobre las
mismas muestras (PI, medio). Ambas sefales superpuestas (‘merge’, abajo). b. Como en a.
excepto que las semillas se germinaron en presencia de 100 mM de NaCl. Las imagenes obtenidas
para cada estadio del desarrollo y cada condicién experimental, son representativas de 8
individuos analizados, con 4 reproducciones biolégicas. Las flechas blancas sefialan acumulacién

en tejido vascular, y las tridngulos blancos regiones meristematicas.

Cuando el mismo experimento se realiz6 en plantas germinadas en condiciones
de alta salinidad (100 mM NaCl) se observd un marcado cambio en la
distribucion de AGO4 desde los primeros estadios. En concreto, la fluorescencia
de GFP se encuentra tanto en cotiledones como en radicula; sin embargo, se
detect6 una alta sefal fluorescente, muy evidente, en tejido vascular de ambos
organos. Este patron se mantiene después de la ruptura de la testa; en tanto que,
en los estadios subsecuentes ocurre una reduccion de los niveles de
fluorescencia, hasta que dificilmente se detectd en las muestras
correspondientes a las etapas mas tardias (Figura 14b). Este cambio en la
distribucién de AGO4 sugiere que RdDM tiene una participacidon activa en la
metilacion de DNA en tejido vascular, posiblemente como un mecanismo de

proteccion al dafio de DNA causado por el transporte de la sal.

Notablemente, posterior a la ruptura de la testa, en ambas condiciones
experimentales AGO4 se observo en foci distintivos de los cotiledones y la
radicula, estos foci estan localizados muy cerca de las zonas del meristemo apical
del brote y de la punta de la raiz (Figura 14a, 14b y 15a - c). La localizacion en
estos sitios es consistente con andlisis previos de otros grupos de investigacion
que, mediante transcriptomica, encontraron una mayor abundancia de los
transcritos para los elementos centrales de RdDM en la punta de la raiz de
plantulas crecidas en condiciones 6ptimas (Kawakatsu et al., 2016); evidencia
que apoya que la via RADM canoénica juega un papel particular durante la

germinacion y en respuesta a salinidad.
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Figura 15. Localizacion de AGO4 en la region apical de la raiz. a. Fluorescencia de GFP en
raices de embriones aislados después de 60 horas de imbibicion en medio MS en tejido
epidermico (izquierda) y tejido central (derecha), b. Después de 48 horas en presencia de 100
mM de NaCl. c. Igual que en a. pero en presencia de 100 mM de NaCl. La punta de flecha indica
seflal aparente en tejido provascular. Las imagenes son representativas de 5 plantas analizadas,

el experimento fue reproducido en 3 ocasiones con resultados similares.
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Los experimentos de microscopia de fluorescencia también fueron utiles para
explorar la localizacién intracelular de AGO4, confirmando que esta proteina se
localiza preferencialmente en el nucleo de las células de los cotiledones y de las
radiculas (Figura 16a y 16b, respectivamente), consistente con su papel de
metilacion del DNA en el genoma nuclear y con los resultados de otros grupos
(Pontes et al,, 2009). Cabe hacer notar que AGO4 muestra una localizacion
nuclear claramente punteada o como si se organizara en pequeflos cuerpos
esféricos, sugiriendo que forma ‘agregados’ o ‘condensados’ ribonucleoproteicos.
Interesantemente se observd una acumulacion de GFP-AGO4 fuera del nucleo en
células de raiz tanto en condiciones control como de alta salinidad (Figura 16 y
no mostrado), lo que sugiere que en este drgano, AGO4 tiene una regulacion

adicional a lo que ocurre en cotiledones.

b

Figura 16. Localizacion intracelular de AGO4 durante germinacion. a. Fluorescencia de GFP-
AGO en tejido epidérmico de cotiledones obtenidos de plantulas después de 8 horas de
germinacién. b. Como en a. pero la imagen corresponde a células de una radicula de plantulas de
las mismas condiciones. Es notable la sefial observada fuera del nicleo celular. Las imagenes son

representativas de 3 individuos analizados en tres experimentos independientes.

La pérdida de RADM no repercute en la abundancia global de la metilacion

de DNA

Para conocer el mecanismo mediante el cual AGO4 y RdADM ejercen su funcion
durante la germinacion, se exploraron los niveles de metilacion de DNA en

diferentes mutantes de la via (ago4-3, ago4-2 y nrpel-11, un alelo nulo de Pol V)
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y en plantas tipo silvestre germinadas en condiciones 6ptimas de crecimiento y
en medio salino (100 mM NaCl), mediante experimentos de secuenciacion
genomica por bisulfito de sodio (WGBS: Whole Genome Bisulfite Sequencing). Se
eligio esta concentracidn de sales debido a que todas las lineas son muestreadas
al mismo tiempo cuando alcanzan el 50 % de germinacion; un tiempo mayor en
presencia del estrés podria presentar efectos moleculares en las lineas con

fenotipos mas penetrantes.

Como se anticip6, dado el rol de RADM en el control de la metilacién de DNA, no
se hallaron diferencias significativas en la proporciéon total de esta marca en
ninguno de los contextos metilables encontrados en plantas (CG, CHG o CHH),
tanto en las mutantes de RADM como en la linea tipo silvestre (Figura 17a, 17by
17c). Consistente con este hallazgo, también se encontré que la distribucion de la
metilacion de DNA en los cromosomas de Arabidopsis tampoco se altera
significativamente (Figura 18). Sin embargo, se observé un ligero cambio en la
distribucién de la metilacion tipo CHH en las mutantes ago4-3 y nrpel-11 (Figura
18), lo que sugirié que la ausencia de actividad de esta via repercute en la
metilacion CHH de manera locus-especifica. Estos resultados son consistentes
con la actividad y distribucion previamente reportada para RADM en términos de
metilacion global y locus-especifica (Schoft et al., 2009, Wierzbicki et al., 2012,
Zhang and Zhu, 2012, Yaari et al,, 2019, Gallego-Bartolome et al., 2019).
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Figura 17. Niveles globales de metilacion de DNA en las diferentes mutantes de RdDM. a.
Porcentaje de metilacién total en el contexto CG. b. Como en a. pero se representa la metilacién
CHG. c. Como en a. y b. pero se muestra la metilacion CHH. El eje Y muestra el porcentaje de
metilaciéon global para cada contexto, mientras que el eje X representa los genotuipos y
condiciones analizadas (control “MS” y 100 mM de cloruro de sodio “NaCl”). La proporcién de
metilacion se calculd con base en las citosinas metiladas vs. el total de citosinas en el genoma. Se

muestran ambas réplicas bioldgicas.

Tampoco se hall6 una diferencia significativa en la abundancia o distribucion de
la metilacién en respuesta a la salinidad en ninguno de los genotipos analizados
(Figura 17 y 18), indicando que la salinidad tampoco altera significativamente la

colocacion de esta marca durante la germinacion.
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Figura 18. Distribucion de la metilacion en los cinco cromosomas de Arabidopsis. El c6digo
de color se indica arriba de cada columna para cada contexto: CG (izquierda), CHG (centro), y
CHH (derecha). Las zonas con un rojo intenso marcan regiones centroméricas que usualmente
tienen una mayor metilaciéon. Se muestran ambas réplicas bioldgicas. El eje Y para cada grafica
representa la posicién cromosdémica, mientras que el eje X contiene los genotipos y condiciones

analizadas

Para validar la participacion de RdDM en la metilacion CHH locus-especifica, se
realizé un andlisis comparativo de regiones diferencialmente metiladas (DMR:
Differentially Methylated Regions). Para este analisis, el genoma nuclear se
dividio en ventanas de 100 nucledtidos de longitud y se determinaron los niveles
de la metilacion CHH dentro de cada ventana, para posteriormente compararlos
con aquellos encontrados en los diferentes genotipos y condiciones de
crecimiento (ver Materiales y Métodos para mas detalles). Este analisis mostré

una abundancia distinta de DMRs que pierden metilacién (DMRs hipo-metiladas)
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entre los diferentes genotipos analizados: 191, 2597 y 1481 (ago4-2, ago4-3 y
nrpel-11, respectivamente) con respecto a la linea tipo silvestre (Col-0). El
numero de DMRs hipo-metiladas se incrementa a casi el doble en las mutantes en
AGO4 (400 y 4206 en ago4-2 y ago4-3, respectivamente), y un 20 % mas en la
mutante nula de Pol V (1787, Figura 19a) en respuesta a salinidad. En
concordancia con el rol de RADM en el mantenimiento de otros contextos de
metilacion [CG y CHG, (Law and Jacobsen, 2010b)], también se observd un
incremento en las DMRs hipo-metiladas CG y CHG en respuesta a la salinidad
(Figura 19a). Estas evidencias apoyan la conclusion de que RdDM tiene un papel

en la metilacion locus-especifica en respuesta a esta condicién adversa.

Analisis de superposicion entre las DMRs hipo-metiladas en el contexto CHH y
diferentes regiones genomicas mostraron que la mayoria de las DMRs se
localizan en transposones o en sus fragmentos, y menos del 20 % se localizan en
genes codificantes de proteinas o en sus promotores (2 kpb rio arriba del sitio de
inicio de la transcripcién, Figura 19b), confirmando que RdDM mantiene el
control de la metilacién sobre transposones, pero con la posibilidad de modular
la expresion de otros genes durante la germinacién en las condiciones

ensayadas.
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Figura 19. Regiones diferencialmente hipo-metiladas identificadas en las mutantes de
RdDM. a. Numero de DMRs hipo-metiladas en los contextos CG (rojo), CHG (verde) y CHH (azul).
En el eje X se muestran los genotipos y condiciones analizadas, mientras que en los ejes Y el
numero total de DMRs encontrados b. Porcentaje de DMRs hipo-metiladas en el contexto CHH
superpuestas con regiones genémicas. El eje de las ordenadas corresponde al porcentaje total de
DMRs encontrados y el eje de las abscisas a los genotipos analizados. El cddigo de colores
corresponde a los modelos gendémicos descritos en Arabidopsis. Se utilizé un subconjunto de

regiones aleatorias como control experimental del enriquecimiento (Random).
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El alelo ago4-2 genera una proteina AGO4 con baja actividad

Debido a que ago4-2 se describié como un alelo dominante negativo que codifica
para una proteina con actividad deficiente (Agorio and Vera, 2007), se esperaba
un efecto similar sobre la metilacion como el que ocurre con la mutante nula
(ago4-3). Sin embargo, la mutante nula tiene diez veces mas DMRs hipo-
metiladas en el contexto CHH comparado con ago4-2, tanto en condiciones
control como en condiciones de alta salinidad (Figura 19a); adicionalmente, se
demostré que la proteina producida por ago4-2 se encuentra presente durante la
germinacion y es capaz de acumularse en condiciones de alta salinidad (Figura
13c y 13d). Estos datos sugieren que ago4-2 es un alelo débil de AGO4 en

términos de metilacion de DNA.

Para explorar esta posibilidad se realizaron analisis de superposicion entre las
DMRs hipo-metiladas identificadas en ambas mutantes de AGO4, bajo
condiciones 6ptimas y de altos niveles de sal y se clasificaron en tres grupos:
DMRs especificas de ago4-2, DMRs especificas de ago4-3, y DMRs comunes en
ambas. En condiciones control se pudieron encontrar 73, 2479 y 118 DMRs de
cada categoria, mientras que en tratamiento de alto nivel de salinidad se
encontraron 179, 3985 y 221 DMRs especificas de ago4-2, ago4-3 y comunes,
respectivamente. Esto indica que el 60 % de las DMRs encontradas en ago4-2
también fueron identificadas como DMRs en ago4-3 (Figura 20). Posteriormente,
se analiz6 el nivel de metilacion en el genoma de la mutante nula ago4-3 (y de
nrpel, como referencia de RdADM), de las mismas DMRs que se identificaron
como especificas para ago4-2. Se encontré que también existe una disminucion
de la metilacidn en estas regiones, la cual es menor a la requerida de acuerdo a
los parametros usados para la identificacion de una DMR (10 % de disminucién
con respecto a la metilacion de la misma regién en plantas tipo silvestre, Figura
21a y 21b). Cuando se realizd el experimento inverso, es decir, se analizo la
metilacion de las regiones ago4-3 especificas en el genoma de ago4-2, se
encontré que no existe cambio alguno en la metilacion de estas regiones, con
respecto a las plantas tipo silvestre; sin embargo, se mantuvo una metilaciéon

disminuida en la mutante nrpel (Figura 21cy 21d).
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Figura 20. Superposicion de las DMRs hipo-metiladas en CHH entre las mutantes de AGO4.
En los diagramas de Venn se representan las DMRs identificadas en condiciones control
(izquierda) y alto nivel de salinidad (derecha). Los niimeros corresponden a los DMRs totales

identificados para cada mutante en ambas condiciones.
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Figura 21. Perfil de metilacion de las DMRs especificas de ago4-2 y ago4-3 sobre otros
fondos mutantes. a y b. Metilacion de las regiones especificas de ago4-2, en los genomas de Col-
0, ago4-2, ago4-3 y nrpel, en condiciones control (MS) y de altos niveles de sal (NaCl). ¢ y d.

Analisis de la metilacién de las DMRs especificas de ago4-3, como en a. y b., respectivamente. Se
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muestran ambas replicas bioldgicas. El eje Y representa el porcentaje de metilaciéon de las DMRs
mientras que el eje X representa los genotipos y condiciones analizadas. Se muestran ambas
réplicas analizadas independientemente. Las cajas representan la mediana y los cuartiles inferior
y superior, mientras que las barras de error representan los datos extremos superior e inferior,

se omiten puntos atipicos.

En conjunto, estos datos indican el alelo ago4-2 codifica para una proteina AGO4
cuya actividad de metilacién de DNA es menor que una proteina AGO4 de plantas
tipo silvestre, pero no se reduce en los niveles observados en ausencia de AGO4 o
una RdDM no funcional. A pesar de la actividad residual de ago4-2 en términos
de metilacion de DNA, su fenotipo es claramente similar al observado en nrpel y
otras mutantes en las proteinas nucleo de RADM (Figura 5), lo que indica que, a
pesar de que el efecto en la metilacion por ago4-2 no es tan penetrante como lo
que se observa en nrpel, es suficiente para alterar el impacto de RADM sobre la

germinacion en condiciones de alta salinidad.

La via RdDM controla la metilacion CHH locus-especifica en respuesta a

salinidad

Para identificar aquellas regiones en el genoma que son reguladas
especificamente por RADM en respuesta a salinidad durante la germinacion, y
considerando que la actividad principal de RdDM es la de metilar sitios CHH
(Matzke and Mosher, 2014), se decidié analizar aquellas DMRs en la linea tipo
silvestre que ganaran metilaciéon en respuesta a la sal, comparando contra
condiciones control, en el contexto CHH (DMRs hiper-metiladas). Este analisis
arrojé 170 DMRs con una mayor metilacion en condiciones de sal contra lo que
ocurre en medio Optimo de germinacion en Col-0. Posteriormente, para
determinar si AGO4 y RdDM participan en esta metilacion, se compararon los
perfiles de metilacion de ago4-2, ago4-3 y nrpel-11 con aquellos de la linea tipo

silvestre sobre estas regiones en las condiciones mencionadas.

Los resultados mostraron que, mientras existe una ganancia de metilacion en la
linea tipo silvestre en condiciones de alta salinidad comparada con condiciones
control, las diferentes mutantes no muestran tal diferencia; en cambio, la
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metilacion en condiciones de alta salinidad es similar a la encontrada en
condiciones control, incluso los niveles de metilacién son comparables a lo
observado en la linea tipo silvestre en condiciones Optimas de germinacion.
Adicionalmente, como se anticipa de un alelo débil de AGO4, la mutante ago4-2
muestra niveles de metilacion intermedios entre la linea tipo silvestre y la
mutante nula ago4-3 en condiciones de alta salinidad (Figura 22a). Analisis de
superposicion entre los DMRs hiper-metilados en Col-0 y regiones gendmicas
mostraron que la mayoria de las regiones corresponden a aquellas relacionadas
con ET (transposones y sus fragmentos), que son blancos tipicos de RdADM
(Figura 22b). Estos resultados indican que los cambios en la metilacion tipo CHH

en respuesta a salinidad dependen de AGO4 y de la actividad de RADM.
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Figura 22. Metilacion CHH de las DMRs hiper-metiladas por salinidad en Col-0. a.
Comparacion de los niveles de metilaciéon entre las lineas Col-0, ago4-2, ago4-3 y nrpel en
condiciones control (MS) y salinidad (NaCl) de los DMRs hiper-metilados identificados en Col-0
en salinidad contra condiciones control. Se muestran independientemente ambas réplicas
biolégicas. Las cajas representan la mediana y los cuartiles inferior y superior, mientras que las
barras de error representan los datos extremos superior e inferior, se omiten puntos atipicos. b.
Proporcidn de los DMRs hiper-metilados sobre los modelos genémicos. Se muestran datos de las
mutantes ago4-2, ago4-3 y nrpel para las dos replicas en conjunto. El valor maximo en el eje Y
corresponde al nimero total de DMRs hiper-metilados identificados en cada en cada mutante

(eje X), los colores corresponden a cada uno de los modelos gendmicos representados
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Result6 interesante que parece existir una ligera hiper-metilaciéon en el genoma
de ago4-2 en comparacion a Col-0 en condiciones de crecimiento en MS (Figura
22a), sugiriendo que la proteina producida por AGO4-2 conserva algunos blancos
con respecto a la proteina de plantas tipo silvestre y dirige su actividad residual
sobre estos, resultando en una hiper-metilacion. Para explorar esta posibilidad
se identificaron regiones diferencialmente hiper-metiladas en ago4-2 con
respecto a Col-0, tanto en control como en condiciones de salinidad, y se
exploraron los niveles de metilacién de las mismas regiones en los genomas de la
mutante nula ago4-3 y de nrpel. Se encontraron 446 y 833 DMRs hiper-
metiladas en ago4-2 en control y sal, respectivamente, mismas que muestran una
reduccion sustancial de la metilaciéon en los genomas de las mutantes ago4-3 y
nrpel, asi como en la linea tipo silvestre Col-0, tanto en condiciones de
germinacidon 6ptima como en estrés salino (Figura 23a y 23b). Estos resultados
sugieren que la actividad residual de ago4-2 tiene la capacidad de exacerbar la

metilacion en aquellos blancos que auin mantiene respecto a ago4.
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Figura 23. Metilacion de las DMRs hiper-metiladas especificas de ago4-2 en los genomas
las diferentes lineas. a. Patron de metilacién en las mutantes ago4-2, ago4-3 y nrpel,
comparados con Col-0 de las DMRs hiper-metiladas especificas de ago4-2 identificadas en
condiciones control. b. Similar a a. con las DMRs identificadas en condiciones salinidad. El eje Y
corresponde al porcentaje de metilacién de cada DMR mientras que el eje X las condiciones
ensayadas. Las cajas representan la mediana y los cuartiles inferior y superior, mientras que las
barras de error representan los datos extremos superior e inferior, se omiten puntos atipicos.

Dos replicas biolégicas son independientemente mostradas.
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RdDM participa en el control del tiempo de germinacion

Para obtener informacion sobre el impacto de AGO4 y RdDM sobre la expresion
genética durante la germinacién en condiciones de alta salinidad, se realizé un
experimento de secuenciacion masiva de RNAs mensajeros (RNA-seq) utilizando
semillas durante germinacion de la linea tipo silvestre Col-0 y de las mutantes en

AGO4 (ago4-2 y ago4-3).

El enfoque inicial fue conocer si existia una relaciéon entre el aumento en la
metilaciéon en Col-0 en condiciones de salinidad, dependiente de RdDM, y la
expresion genética. Por ello se buscaron genes que se localizaran en super-
posicion con alguna de las 170 DMRs hipermetiladas de Col-0 identificadas en la
seccion anterior (Figura 22a), o que se encontraran en la vecindad de
transposones que presentaran esta super-posicion (5 kpb rio arriba y rio abajo
del ET o el fragmento de transposon. Figura 22b). Posteriormente se analizo si la
expresion de estos genes se des-regulaba en las mutantes de AGO4; es decir, si
dichos genes se reprimian en la linea tipo silvestre en presencia de alta salinidad,
en concordancia con el incremento en la metilaciéon de DNA y, posteriormente, si
esta represion se perdia en las mutantes (ver Materiales y Métodos para mas

detalles).

De 78 genes potenciales que mostraron un cambio significativo en la metilacion
al comparar Col-0 y ago4-2 en condiciones de salinidad, se encontré un
subconjunto de 13 genes cuyos transcritos se acumulan en menor nivel en Col-0
en respuesta a un alto nivel de sal, y en mayor nivel en ago4-2, consistente con
una mayor metilacion CHH en regiones aledafias a estos genes en el genotipo
silvestre en esta condicion (Figura 24a y Tabla 3). Este resultado indica que la
metilacion tipo CHH RdDM-dependiente es responsable de que estos genes se
expresen en menor grado durante la germinacion en condiciones de salinidad y
que, ademas, esta represion se libera en ausencia de una via RdDM funcional.
Para profundizar en esta observacion, se decidié investigar si estos genes se
encontraban cercanos a una zona regulada por RdDM, utilizando una validacion

experimental independiente. Para este fin, se analizé la distancia de estos genes
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hacia una zona transcrita por Pol V, identificada mediante experimentos de
inmunoprecipitacion de RNA (RIP-seq) en lineas tipo silvestre y mutantes
carentes de Pol V (Bohmdorfer et al., 2016). Se observo que el sub-conjunto de
13 genes blanco identificados en ago4-2 tiene una proximidad mayor hacia un
transcrito de Pol V comparado con la distancia que existe entre un nimero
similar de regiones en el genoma seleccionadas al azar, con el transcrito de Pol V

mas cercano (Figura 24b).
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z inago4-2
£
N - —
1 5 -
g g g
Z g 8
£ § ©
? = | —
S 2 3
- o '
s 5 8-
£ 2 8
©
5 2
£ 3 8
£ § 387
g 8 .
3 o — i
® T T
2 1 0 1 2 .
AGO4 directtarget  Rand
log 2 of (FC agod-2 vs Col-0 in NaCl / FC in Col-0 NaCl vs MS) ectiaige andom

Figura 24. Control de RADM sobre la expresion de genes blanco directos identificados en
ago4-2. a. Correlacidn entre la des-represion transcripcional en la mutante ago4-2 (eje x) y la
metilaciéon de DNA en la DMR cercana en Col-0 (eje y) para los blancos directos de ago4-2 (puntos
azules) y un set de 200 genes aleatorios (puntos grises). b. Distancia entre los genes blanco de
RdDM vy la regidén transcrita por PolV mas cercana identificada por RIP-seq, comparada con la
distancia del mismo niimero de regiones aleatorias. Las cajas representan la mediana y los
cuartiles inferior y superior, mientras que las barras de error representan los datos extremos
superior e inferior, se omiten puntos atipicos. Los datos para ambas graficas provienen del

conjunto de ambas réplicas analizadas por cada experimento.

Cuando este mismo analisis se aplicé a la mutante nula ago4-3, se encontraron
18 genes (de 83 candidatos originales) con represion des-regulada en la mutante
en condiciones de salinidad, efecto que correlaciona con una mayor metilacion
en DMR cercana al blanco de RdDM (Figura 25a, Tabla 4). De manera similar,
estos genes se encuentran mas cercanos a un transcrito blanco de Pol V,
identificado por RIP-seq, comparado contra un sub-conjunto de regiones

aleatorias (Figura 25b).

104



a DMR DNA methylation % in RdDM NaCl Controlled genes b
Distance of AGO4 direct targets to a

PolV transcript (Bohmdorfer et. al. 2016)
inago4-3

_

® RdDM controlled
Random (n=200)

50000
I

30000
1

10000
1

Distance to nearest PolV Transcript (Kb)

T T

2 AGO4 directtarget Random

0
1

% DNA methylation diff of Col-0 minus ago4-3 in NaCl

1 0 1
log 2 of (FC ago4-3 vs Col-0 in NaCl / FC in Col-0 NaCl vs MS)

Figura 25. Control de RADM sobre la expresion de genes blanco directos identificados en
ago4-3. a. Correlacidn entre la des-represion transcripcional en la mutante ago4-3 (eje x) y la
metilaciéon de DNA en la DMR cercana en Col-0 (eje y) para los blancos directos de ago4-3 (puntos
azules) y un set de 200 genes aleatorios (puntos grises). b. Distancia entre los genes blanco de
RdDM vy la regidén transcrita por PolV mas cercana identificada por RIP-seq, comparada con la
distancia del mismo niimero de regiones aleatorias. Las cajas representan la mediana y los
cuartiles inferior y superior, mientras que las barras de error representan los datos extremos
superior e inferior, se omiten puntos atipicos. Los datos para ambas graficas provienen del

conjunto de ambas réplicas analizadas por cada experimento.

Doce de los genes identificados de esta manera son comunes en ambas mutantes
(Tablas 3 y 4), lo que indica que son blancos bona-fide de AGO4/RdDM. La
existencia de blancos adicionales especificos de ago4-3 (6 genes) podria ser
consecuencia de la pérdida total de la actividad de AGO4 o, alternativamente, de

la interferencia de AGO6, como se demostro en secciones anteriores.

La mayoria de los genes blanco (8 candidatos) estan relacionados con
transduccion de sefiales u otras funciones regulatorias, algunas de ellas
involucradas en el control de la dormancia o la germinacion, o en funciones
relacionadas a estos procesos (Tabla 5). Entre ellos destaca el gen EBF1 (EIN3
Binding F-Box 1), que codifica para una proteina E3-ubiquitina ligasa, la cual en
conjunto con EBF2 es esencial para una 6ptima sefializacién mediada por etileno
(Binder et al., 2007), resaltando asi el control de la dormancia de la semilla a
través de la via etileno - DOG1 (Delay of Germination 1), en respuesta a estrés
(Nishimura et al., 2007, Li et al, 2019). De la misma manera es importante
resaltar al gen NAC4, que codifica para un factor de transcripcion cuya expresion
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esta regulada por AFB3, un receptor de auxinas involucrado en varios aspectos
del desarrollo vegetal, incluyendo el control de la dormancia de la semilla

mediada por auxinas (Vidal et al,, 2014, Lee et al.,, 2017, Liu et al., 2013).

Es importante destacar que en estos analisis se encontré como blanco directo al
gen At5g52070, que codifica para una proteina con dominios tipo Agenet, que
previamente fue propuesto como un blanco directo de RADM (Kurihara et al,,
2008). Esto indica que la regulacién por la via RADM esta conservada entre

distintas etapas del desarrollo.

El control de RADM sobre la germinacion involucra la regulacion de

blancos secundarios

Mas alla de los blancos directos, el fenotipo observado en las mutantes de RdADM
puede implicar la regulacion de varios blancos indirectos o secundarios. Para
caracterizar el impacto a gran escala de AGO4 y RdDM sobre la germinacion en
respuesta a salinidad, se analiz6 la acumulacion diferencial de transcritos entre
las mutantes ago4-2 y ago4-3 con la linea tipo silvestre. Se encontr6é que los
perfiles transcripcionales son similares entre la mutante nula ago4-3 y la linea
tipo silvestre, y ligeramente diferentes con ago4-2 (Figura 26a, 26b y 26c).
Interesantemente, también se encontraron diferencias entre la linea tipo
silvestre y las mutantes en condiciones 6ptimas de crecimiento (Figura 26a), lo
que indica que, a pesar de que las mutantes de RADM no muestran un fenotipo
obvio en condiciones 6ptimas (Figura 5b y 6b), tienen efectos sobre la regulacion

genética.
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Figura 26. Cambios transcripcionales en las mutantes de AGO4 durante la germinacion. a.
Perfil transcripcional de las mutantes ago4-2 y ago4-3 comparadas con Col-0 en condiciones
optimas y de salinidad. El c6digo de color esta expresado en nimero de desviaciones estandar de
la media en escala logaritmica (z-score) y se pueden interpretar como represién (rojo) y
activacidn transcripcional (verde) cada linea en el eje Y corresponde a un gen analizado. Se
muestran resultados del conjunto de las dos réplicas biolégicas b. Comparaciéon del perfil
transcripcional entre ago4-2 y Col-0 con respecto a la respuesta a la salinidad. Los puntos rojos
siguen una correlacién entre ambas lineas mientras que los azules son identificados como
especificos. Se muestra la r2 como medida de correlacién. c. como en b. pero comparando ago4-3
con Col-0. d. Superposicién de los genes especificos de ago4-2 y ago4-3 producto de los analisis

mostrados en b. y c. (puntos azules).

Para identificar aquellos transcritos que se acumulan diferencialmente entre la
linea tipo silvestre y ambas mutantes de AGO4, se realizaron analisis de
correlacion en respuesta al estrés, mismos que mostraron un perfil
transcripcional de respuesta a sal similar con algunas diferencias particulares
(Figura 26b y 26c, puntos azules). Posteriormente, se seleccionaron aquellos
transcritos que no siguieron dicha correlacién. Como se esperaba, muchos de
estos transcritos se comparten entre ago4-2 y ago4-3 (Figura 26d), las mayores

diferencias en abundancia se encontraron entre transcritos cuya funcion esta
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asociada con la maduracion de la semilla, dormancia y germinacién (Figura 27),

muchos de ellos relacionados con funciones metabdlicas.

Consistente con una germinacion acelerada en ago4-3, esta mutante muestra una
sobre-regulacion de transcritos involucrados en la germinacion y el crecimiento
temprano (Figura 27). En este caso destacan aquellos que codifican para
proteinas fosfatasas tipo 2C [AHG1 (ABA-hypersensitive germination) y AHG3],
proteinas que son conocidas por interaccionar con DOG1, un regulador clave de
la germinacion independiente de acido abscisico (Nishimura et al., 2007, Nee et
al, 2017, Li et al.,, 2019). En este sentido también destaca la proteina ILITHYA
(ILA), 1a cual media la fosforilacion del factor elF2a por medio de la activacion de
GCN2, involucrandose asi en la modulacion de la traduccién durante la
recuperacion del estrés (Faus et al, 2018). Adicional a esto, también se
identificaron transcritos involucrados en el crecimiento y metabolismo, como
proteinas ribosomales, enzimas como sacarosa sintetasa, fosfofrutocinasas, la
proteina ‘stay-green’, y una proteina SnRK1 que esta involucrada en la

modulacién del metabolismo de carbono, entre otras.
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Figura 27. Proporcion de los transcritos de respuesta a sal en las mutantes ago4-2 y ago4-
3. La clasificacién se realiz6 sobre embriogénesis temprana y tardia (desarrollo y maduracién de
la semilla, respectivamente), y germinacién temprana y tardia (germinacién sensu stricto y
crecimiento temprano, respectivamente). La clasificacion de un transcrito se realizé
considerando el pico de acumulacién para cada gen dentro de los estadios analizados. Se
muestra el porcentaje de genes por cada categoria en el eje Y, y la regulacién transcripcional en

cada mutante en el eje Y. Los colores corresponden a cada categoria analizada.

Entre los genes afectados en ago4-2 se encontré que el gen AHG1 también esta
sobre-expresado, indicando que la via AGO4/RdDM modula indirectamente su
transcripcion. Adicionalmente otros transcritos se acumulan en esta mutante,
como lo son aquellos que codifican para varias proteinas abundantes en la
embriogénesis tardia (LEA); asi como, para ANACO032, un factor de transcripcion
involucrado en la inhibicion de la fotosintesis y la reprogramacién de los
metabolismos de carbono y nitrégeno (Sun et al,, 2019), procesos que pudiesen

estar relacionados con una germinacidn retrasada.

La participacion de RdDM en la respuesta a estrés durante la germinacion

de las semillas se extiende a otras etapas del desarrollo

Para comprender la importancia de la via RADM en la respuesta a salinidad, se
analizé si existia un fenotipo asociado a su pérdida en otros estadios del
desarrollo vegetal. Para este fin, se analizo6 la longitud de la raiz primaria en las
mutantes de AGO4 (ago4-2 y ago4-3) bajo fondo Col-0 y la mutante ago4-1 bajo
fondo Ler, germinadas y crecidas en condiciones dptimas y de altos niveles de sal
(100 mM NaCl). Los resultados mostraron una longitud de la raiz primaria mas
larga en las mutantes nulas, comparada contra las lineas tipo silvestre, cuando
crecen en condiciones de salinidad (Figura 28a y 28b); mientras que, la mutante
débil de AGO4 (ago4-2) mostro una raiz mas corta (Figura 28a). Cuando las
plantulas crecen en condiciones 6ptimas, la longitud de sus raices primarias es
muy similar (Figura 28c y 28d). Esto sugiere que AGO4 y RdDM juegan un papel

importante en la respuesta a salinidad mas alla del momento de la germinacidn.
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Figura 28. Efecto de la salinidad sobre el crecimiento de la raiz en las mutantes de AGO4. a.
Longitud de la raiz primaria en plantulas de Arabidopsis de las lineas Col-0, ago4-2 y ago4-3
germinadas en presencia de 100 mM de NaClL b. Longitud de la raiz primaria en plantulas de
Arabidopsis de las lineas Ler, ago4-1 y gl1-1 germinadas en presencia de 100 mM de NaClL c y d.
Como en a. y b, respectivamente, en plantulas crecidas en condiciones control. Se muestran
resultados de al menos 15 plantas por cada genotipo en cada réplica biolégica. En el eje Y se
muestra la longitud de la raiz, expresada en centimetos y en el eje X los dias después de la
germinacion. Las barras de error corresponden al error estdndar de los datos en tres replicas

biolégicas.
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Discusion

A pesar de que la mayoria de la informacion acerca de los roles regulatorios de la
via RdDM ha sido analizada en procesos reproductivos (Matzke and Mosher,
2014, Matzke et al,, 2015), existen algunos ejemplos donde la contribuciéon de
esta via a la respuesta a estrés abidtico ha sido investigada (Ito et al.,, 2011,
Matsunaga et al., 2012, Tricker et al,, 2012, Popova et al., 2013, Chan et al., 2016).
En estos casos, el control de la expresion de los elementos transponibles ha sido
descrito como uno de los mecanismos capaces de modular indirectamente la
transcripcion de una amplia gama de genes (Secco et al,, 2015, Au et al,, 2017).
Sin embargo, solo un pufiado de genes ha sido identificado como blancos directos
de la actividad de RdDM (Kurihara et al.,, 2008, Au et al.,, 2017, Iwasaki et al,,
2019b). Recientemente se reportd también que una via RdDM no canodnica
participa en el control materno de la dormancia de la semilla en Arabidopsis, asi
como la dormancia producida por frio durante el desarrollo de la semilla

(Iwasaki et al., 2019a).

El trabajo realizado como parte de esta tesis se enfocO en establecer la
participacion de la via RADM en estadios posteriores al desarrollo y dormancia
de la semilla, es decir, durante la germinacion, que es el proceso mas critico del
desarrollo en el cual la planta incipiente esta expuesta a las inclemencias del
ambiente y, por medio de mecanismos muy finos de control, la planta toma la
decision de germinar cuando las condiciones son favorables. Es por esto que el
estudio de la participacion de RADM y otras vias de regulacion en la respuesta al

estrés en esta etapa de la vida vegetal cobra una gran relevancia.

Una via RdDM funcional se requiere para la modulacién del proceso de
germinacion en altos niveles de sal, esto se demostr6 dado los fenotipos que
mostraron las mutantes que carecen de las proteinas o de la actividad de los
elementos centrales de esta via. Ello también implica que RdDM es esencial en el
momento que la semilla toma la decision de germinar. Inesperadamente, la
pérdida total de AGO4, una proteina clave para la fase de establecimiento de la

metilacion dirigida por RdDM, da lugar a un fenotipo contrario al mostrado por
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las demas mutantes de RADM. Los datos obtenidos demostraron que este efecto
es el resultado de la intervencion de AGO6, posiblemente provocando efectos
inesperados y variados rio-abajo de la regulacion de RdDM, generando asi un
fenotipo sintético, y no por una actividad adicional de AGO4 independiente de
RdDM. AGO4 y AGO6 tienen preferencia por siRNAs con caracteristicas similares
(24 nt. de longitud), y ademas se ha demostrado que tienen redundancia
funcional en ciertos procesos del desarrollo (Mi et al, 2008, Havecker et al,,
2010, McCue et al, 2015, Duan et al, 2015). Sin embargo, sus patrones de
acumulacion en semillas estan lejos de ser iguales (Havecker et al., 2010, Eun et
al, 2011), por lo que es posible pensar que AGO6 solamente estd supliendo la
pérdida de AGO4 en los tejidos en los que se llega a expresar [meristemos (Eun
et al, 2011)], posiblemente, cargando siRNAs huérfanos dada la ausencia de
AGO4. Los niveles bajos y estables de acumulacién del transcrito de AGO6
soportan esta hipoétesis, sugiriendo fuertemente que AGO6 es incapaz de
complementar eficientemente todas las funciones perdidas en la mutante nula de

AGO4.

Por otro lado, la mutante ago4-2, cuya actividad de metilacion de DNA esta
reducida, muestra un fenotipo similar a las demas mutantes en elementos de
RdDM, sugiriendo que aun asi es capaz de unir siRNAs enddgenos; y que los
efectos hallados en esta mutante son suficientes para desencadenar un fenotipo
similar a la ausencia completa de RADM. Esta hipdtesis esta soportada dada la
evidencia que mutantes en los residuos necesarios para la actividad de corte
‘slicer’ de AGO4 son capaces de seguir uniendo siRNAs (Ye et al., 2012, Qi et al,,
20006).

En concordancia con el involucramiento de RdDM en los procesos de
germinacidon en condiciones Optimas [este trabajo, (Kawakatsu et al.,, 2017)],
AGO4 se acumula en altos niveles en semillas secas, sus niveles aumentan
durante la germinaciéon y, posteriormente, son muy bajos y, por tanto,
dificilmente detectables en plantulas. La distribucion de AGO4 cambia de igual
manera en condiciones O&ptimas de germinacion, en algunos momentos

concentrandose en zonas meristematicas del brote y la raiz. Como se menciond
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en parrafos anteriores, AGO6 tiene una funcion esencial en el mantenimiento de
meristemos, principalmente el meristemo apical del brote (Eun et al., 2011), por
lo que es posible que sea en estos tejidos en los cuales se da la complementaciéon
parcial por AGO6 en ausencia de AGO4. De la misma manera, la distribucion de
AGO4 en estadios post-germinacion en condiciones dptimas de crecimiento
muestra una restriccion hacia los cotiledones y se reduce drasticamente en la
radicula, lo cual es consistente con la participacién de RdDM en la confrontaciéon

de las plantulas a nuevos ambientes.

La germinacién en presencia de altos niveles de salinidad en el medio genera un
cambio drastico en la acumulacién y distribucién de AGO4; en particular, la
proteina responde positivamente a la presencia de sal durante la estratificacion,
y posteriormente se relocaliza en la vasculatura del embridn. A pesar de que por
ahora no se cuenta con una evidencia sdlida para explicar este cambio en la
distribucién, la relocalizacion puede ser consecuencia de un estrés severo
alrededor de los haces vasculares, donde la sal es transportada desde el medio
hacia los diferentes tejidos de la planta. Consistente con esta hipoétesis, se ha
descrito que una via no candnica de RdDM esta involucrada en la proteccion a
dafio en el DNA (Wei et al.,, 2012), por lo que es posible que RdDM tenga una
funcion de proteccion al dafio al DNA provocado por la acumulacion de especies
reactivas de oxigeno en tejidos expuestos a altos niveles de sal (Dutta et al.,, 2018,
Roy et al, 2015, Roy et al.,, 2013), en este caso el tejido vascular. Ademas, la
localizacion en la vasculatura es consistente con trabajos previos en los que se ha
descrito un aumento en los transcritos de los elementos de RADM en el estele de
raices de plantas crecidas bajo condiciones 6ptimas (Kawakatsu et al., 2016). En
conjunto, estos resultados apuntan a un posible rol regulatorio por RdDM en el
tejido vascular, en respuesta a estrés, ya sea como proteccion a dafio en el DNA o,
alternativamente, como un mecanismo de comunicacién a larga distancia
resultado del transporte de siRNAs a otras células vecinas o una potencial

traslocacion a través de floema (Melnyk et al,, 2011, Sarkies and Miska, 2014).

Existe una intima relacién entre la actividad de RdDM y la respuesta a salinidad,

misma que se demuestra en este trabajo dado el incremento en el nimero de
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regiones diferencialmente hipo-metiladas (DMRs), en respuesta al estrés salino
en las mutantes analizadas con respecto a la linea tipo silvestre. Esto también
sugiere que RdDM tiene un rol esencial en el mantenimiento de la represion de
sus blancos canonicos en respuesta a esta condicion. Adicionalmente, esta via
exacerba su actividad sobre algunos de sus blancos en respuesta a la sal, misma
que es identificada como un aumento en las DMRs hiper-metiladas cuando se
comparan ambas condiciones experimentales en la linea tipo silvestre, estrategia
cuya finalidad es evitar la activacion ectopica de elementos deletéreos en el

genoma, asi como la represién transcripcional de genes aledafos a esos blancos.

Interesantemente, la mutante débil de AGO4 (ago4-2) muestra una metilacion
ligeramente reducida sobre algunos blancos de RdDM, pero también una hiper-
metilacion sobre otros. Esto sugiere que la proteina mutante producida en este
alelo ha perdido la capacidad de reconocer algunos de sus blancos naturales,
pero se concentra sobre otros, siendo capaz de reconocerlos y ejercer una hiper-
metilacion sobre los mismos. Esta hipotesis se soporta por el hecho de que los
niveles de acumulacion de la proteina codificada por AGO4-2 no se afectan por el
cambio puntual que posee, y que, ademas, una mutante de AGO4 con pérdida de
actividad de corte atin es capaz de cargar siRNAs endogenos (Ye et al.,, 2012, Qi et

al, 2006).

Como se esperaba, la germinacion en altos niveles de salinidad muestra
diferentes patrones transcripcionales entre las lineas analizadas, comparado con
lo que ocurre en condiciones 6ptimas de germinacion. Sin embargo, no todos los
genes afectados en estas condiciones estan relacionados con la proteccion a
estrés salino, indicando que la diferencia observada en las tasas de germinacion
no es necesariamente solo consecuencia de un mecanismo de defensa a altos
niveles de salinidad, sino un efecto de ajuste a diferentes niveles. Notablemente,
algunos de estos patrones de acumulacion de transcritos coinciden con
diferencias en la metilacion de DNA en el contexto CHH entre las lineas mutantes
y plantas tipo silvestre. De especial interés son aquellos genes en los cuales
existe una correlacion entre una alta metilaciéon en la linea tipo silvestre en

respuesta a salinidad, misma que se pierde en las mutantes de RdDM, y una alta
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acumulacidn de otros transcritos en las mutantes en las mismas condiciones.
Debido a que los blancos candnicos de RADM son secuencias genomicas
relacionadas con transposones, la cercania de estos elementos con los genes cuya
expresion cambia en las mutantes es consistente con una regulaciéon tipo RdADM
en su vecindad, o incluso a larga distancia, en este caso mediada por

estructuracion de cromatina (Bohmdorfer et al., 2016, Rowley et al., 2017).

Varios de los genes hallados en este trabajo como blancos directos de RADM se
comparten entre las dos mutantes de AGO4 analizadas, corroborando su
dependencia de la metilacion de DNA, misma que previene su activacion
transcripcional en condiciones de salinidad. A pesar de que la lista de blancos
directos solo incluye un pufiado de genes, es consistente con reportes previos
que sefialan una contribucién pequefia de las marcas represivas establecidas por
RdDM regulando la expresion genética (Schoft et al., 2009, Wierzbicki et al,,
2012, Zhang and Zhu, 2012, Yaari et al,, 2019, Gallego-Bartolome et al., 2019).

La mayoria de los genes blanco identificados posee caracteristicas con una clara
asociacién a procesos activos en la germinacion. EBF1 (At2g25490) tiene
particular interés ya que codifica para una proteina nuclear tipo F-Box,
componente de una proteina Ub-ligasa tipo E3, la cual dirige la degradacion de la
proteina EIN3, un factor de transcripcién clave que juega un rol positivo en la
percepcion de etileno. La deficiencia de EBF1 resulta en un incremento en los
niveles de EIN3, induciendo una hipersensibilidad al etileno (Binder et al., 2007,
Merchante et al., 2013), una hormona que tiene un rol esencial en el control de la
dormancia y la germinacién (Corbineau et al, 2014). En Arabidopsis y otras
especies, el etileno promueve la germinaciéon de semillas no dormantes bajo
condiciones ambientales adversas, incluyendo la salinidad (Wang et al., 2007, Lin
et al, 2013) y, ademas, la interrupcién de la via de sefializacién del etileno
resulta en fenotipos de sensibilidad a la salinidad y el estrés osmdtico durante la
germinacion (Leubner-Metzger et al, 1998, Pirrello et al, 2006). Estas
observaciones concuerdan con los resultados de este trabajo, en los cuales una
metilacion deficiente en la mutante ago4-2 resulta en la sobre-expresion del gen

EBF1, lo que en consecuencia impacta negativamente la tasa de germinacion. A
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pesar de que existe un efecto similar de la regulaciéon de EBF1 en la mutante
ago4-3, el efecto en la germinacion es contrastante comparado con ago4-2,
sugiriendo que la actividad de AGO6 en la mutante nula de AGO4 contrarresta los
efectos rio abajo de la proteina EBF1. Mas evidencias experimentales son
necesarias para establecer la participacion de otros genes cuya metilacion
también se ve alterada en ago4-2, en la transduccion de sefiales relacionada con
la funcion del etileno, asi como en otros procesos hormonales con roles descritos
en la dormancia y la germinacion, como al acido abscisico o giberelinas, cuyas
vias de sefalizaciéon tienen una estrecha comunicacién con la del etileno

(Corbineau et al,, 2014).

Por otra parte, como se mencion6 con anterioridad, la abundancia de AGO4 es
mayor en tejido vascular de cotiledones y de radicula en respuesta a salinidad, lo
que sugiere una distribucion sistémica de moléculas con capacidad regulatoria.
En este sentido es de gran relevancia el blanco directo de la via RdADM PDLP7
(Plasmodesmata-located protein 7, At5g37660), que codifica a una proteina
localizada en plasmodesmos y esta involucrado en la comunicacion célula-célula
(Thomas et al., 2008); asi como SKS6 (Sku5 Similar 6, At1g41830), un gen sobre-
regulado por ABA que codifica para una proteina tipo ‘multi-copper’ oxidasa,
misma que participa en el establecimiento del patron vascular en Arabidopsis

(Jacobs and Roe, 2005).

La diferencia entre los perfiles transcripcionales de las mutantes analizadas en
este estudio indica que el efecto de RADM sobre la germinacion en respuesta a
salinidad es multi-génico, por lo que no solo es consecuencia de la regulacion de
RdDM sobre los blancos directos, sino también sobre los blancos secundarios
que participan en este proceso. En este sentido, entre los blancos secundarios en
las mutantes de AGO4 se encontraron genes implicados en dormancia y procesos
de germinacion y post-germinacion. Para ago4-2, que muestra una germinacion
retrasada como el resto de las mutantes de RdDM, algunos mRNAs que se
acumulan en embriones maduros (proteinas LEA y proteinas de reserva), se
encuentran entre los genes sobre-expresados, asi como el RNA mensajero que

codifica para la el represor transcripcional ANAC032, un factor transcripcional

116



de respuesta a estrés inducido por la deficiencia de carbono e involucrado en la
inhibiciéon de la fotosintesis y la regulacion del metabolismo de carbono,
asimilacion de nitrégeno y catabolismo de aminoacidos (Sun et al, 2019).
Aunado a esto, y consistente con el fenotipo observado en ago4-2, el gen AHG1
muestra una alta acumulacion de su trascrito, el cual codifica para una proteina
fosfatasa tipo 2C, abundante en la maduracion de la semilla y que, en conjunto
con DOG1 (Delay of Germination 1), controla la germinacién por mecanismos
ABA-independientes (Nee et al., 2017, Nishimura et al., 2018). Recientemente se
demostré que el etileno controla parcialmente la dormancia a través de la via
DOG1 (Li et al., 2019), lo cual coincide con una metilacion RdDM-dependiente y

el control de la expresion de EBF1, hallada en este trabajo.

Entre los blancos secundarios encontrados en ago4-3, estan dos proteinas que
codifican fosfatasas tipo PP2(, involucradas en la regulacion de la dormancia de
la semilla y la germinacion, AHG1 y AHG3. Estas fosfatasas PP2C parecen tener
funciones superpuestas pero distinguibles; asi como, actividades similares pero
patrones de expresion espacio-temporales distintos (Nishimura et al., 2007,
Nishimura et al, 2018). Sin embargo, entre los transcritos que cambian su
acumulacién en las mutantes no se encontraron aquellos que codifican a
receptores de ABA, lo que sugiere que el grupo de fosfatasas tipo AHG podria
encontrarse en su forma activa, lo cual se esperaria en semillas durante
germinacion (Cutler et al,, 2010). Ademas, en concordancia con la germinacién
acelerada de esta mutante en altos niveles de sal, se encontré6 una alta

abundancia de transcritos involucrados en metabolismo y crecimiento activo.

En sintesis, los datos de metiloma y transcriptoma en este trabajo exhiben el rol
de la via AGO4/RdDM en germinacién y procesos relacionados con la dormancia
de las semillas, este ultimo involucrado en la modulacién del tiempo de la
germinacidon, una funcién que es mas evidente bajo condiciones estresantes
(Figura 29). De la misma manera, estos resultados exponen la complejidad de los
cambios en la expresion genética, mismos que afectan numerosas redes
genéticas resultando en fenotipos complejos. Es notable que, a pesar de que en

este trabajo no se encontraron defectos en la tasa y capacidad de germinacion
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cuando las mutantes crecen en condiciones 0ptimas, se han descrito previamente
efectos de esta via sobre el desarrollo de las semillas (Wang and Koéhler, 2017,
Kirkbride et al., 2019, Chow et al., 2020), mismos que parecen no impactar

significativamente el proceso de germinacion.

RdDM Indirect targets
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RdDM b ‘

— "’* _I
lf_f_f_!. 2990 {:]_
TE Seed germination” —
Rg®QM ,/’_\\\\
\‘ ) ‘\ - u
o - @

Figura 29. Modelo propuesto acerca de la participacion de RdDM en el control de la
germinacion en respuesta a estrés salino. En semillas tipo silvestre germinando bajo
condiciones de estrés, la via RADM candnica controla el proceso de germinacién favoreciendo o
reprimiendo la expresion de genes necesarios para su iniciacién y/o progresion. Dicho control se
ejerce a través de la metilacién de DNA (puntos rojos) sobre sus blancos candnicos (ET, cajas
azules), que estan en la vecindad de los genes blanco. Estos genes pueden ser moduladores
positivos (flechas verdes) o negativos (lineas rojas) de los procesos de germinacién a través de
una red transcripcional amplia (genes indirectos). Cuando RdDM se pierde, esta regulacion es

eliminada, afectando la dptima respuesta al estrés durante la germinacion.

A pesar de que son necesarias aun mas evidencias para comprender el rol
preciso de RADM sobre la germinacion y la latencia de las semillas de Arabidopsis
ante condiciones adversas, estos hallazgos revelan blancos nuevos para RdDM,

varios de ellos caracterizados por su papel en vias de sefalizacion, controlando
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el tiempo de germinacién; pero otros que abren nuevas preguntas en relaciéon a
los mecanismos de control involucrados en las respuestas de la planta a la
salinidad, abriendo nuevos horizontes para la busqueda de blancos que puedan

ser utilizados para mejorar la agricultura sobre suelos afectados por salinidad.
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Conclusiones

- La ausencia de una via RdDM funcional impacta negativamente sobre la

germinacion de semillas de Arabidopsis sometidas a estrés salino.

- La ausencia de AGO4, una proteina esencial para la fase de silenciamiento
por RdDM, presenta un fenotipo contrastante comparado con las demas
mutantes de RdDM. Este efecto es consecuencia de la interferencia de

AGOG6.

- AGO4 es una proteina de respuesta a salinidad que se induce durante la
germinaciéon en condiciones Optimas y rapidamente en respuesta a la
exposicion a salinidad. Ademas, en estas condiciones, se distribuye

diferencialmente en embriones y plantulas en desarrollo.

- El estrés salino durante la germinaciéon provoca un aumento en la
metilacion CHH en algunas regiones del genoma, dicho aumento es

consecuencia directa de la actividad de RdDM.

- La pérdida de RdDM tiene efectos locus-especificos sobre la metilacion
tipo CHH durante la germinacién en condiciones de estrés salino a pesar
de que no modifica la acumulaciéon global de la marca. Ademas, su
ausencia impacta en menor medida la acumulaciéon de la metilaciéon en

contextos CG y CHG.

- El aumento en la metilacion CHH RdDM-dependiente, es consistente con
la represion de genes moduladores del proceso de la germinaciéon en
respuesta a salinidad, sugiriendo que previene su activacion ectépica en

respuesta a este estrés

- La regulacion dirigida por RADM impacta la expresidon genética tanto de
sus blancos directos como de los indirectos, y afecta procesos multi-

génicos relacionados la germinacion y el crecimiento temprano.
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Perspectivas

- Estudiar el mecanismo mediante el cual cada uno de los genes blanco de
RdDM identificados en este estudio paticipan en la respuesta al estrés

salino durante la germinacion.

- Analizar la contribucion de la via RADM en la respuesta a salinidad en
raices y otros organos durante el desarrollo de la planta, asi como en
respuesta a diferentes tipos de estrés abidtico durante la germinacién y

crecimiento temprano.

- Conocer la participacion de otras marcas epigenéticas que, en
concordancia con la metilacion CHH dependiente de RdDM, previenen la
activacion ectdpica de los genes en respuesta a estrés salino durante la

germinacion.
- Averiguar el impacto de la represion transcripcional por RADM sobre la

estructuracion de la cromatina en las regiones blanco identificadas en

este estudio, asi como sus consecuencias en la expresion genética.
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Tabla 3. Genes blanco encontrados en ago4-2.

AGlI Deregulation in ago4-2 ¥ | DNA methylation difference ¥ | Name

AT2G05786 § 3.23818 12.4681 hypothetical protein

AT5G35830 & 2.28452 11.8333 Ankyrin repeat family protein

AT3G25490 § 1.23218 11.0896 Protein kinase family protein

AT3G15300 & 0.734898 18.8961 VQ motif-containing protein

AT3G28940 § 0.635058 15.7812 AlG2-like (avirulence induced gene) family protein

AT5G37670 § 0.604745 19.6897 HSP20-like chaperones superfamily protein

AT3G26470 § 0.576367 27.0098 Powdery mildew resistance protein, RPW8 domain
Transducin family protein / WD-40 repeat family

AT3G26480 § 0.536978 27.0098 protein

AT5G52070 & 0.474015 18.2488 Agenet domain-containing protein

AT5G37660 & 0.331682 19.6897 plasmodesmata-located protein

AT1G41830 § 0.225374 19.6587 SKUS5-similar 6

AT5G07680 0.114474 12.8979 NAC domain containing protein

AT2G19830 § 0.0149694 10.619 SNF7 family protein

t Deregulation is represented as follows: log2((FC ago4-2 NaCl vs Col-0 NaCl) / (FC Col-0 NaCl vs Col-0 MS)).

Only targets with repression in Col-0 NaCl vs Col-0 MS were selected
¥ DNA methylation difference is the percentage result from: (ago4-2 NaCl - (Col-0 NaCl - Col-0 MS)) CHH DNA methylation
§ Target is also found in ago4-3

se[qel.
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Tabla 4. Genes blanco encontrados en ago4-3.

Deregulation in ago4-3
AGI + DNA methylation difference ¥ | Name
AT2G05786 § 3.22245 16.4079 hypothetical protein
AT5G35830 § 2.27079 13.3234 Ankyrin repeat family protein
AT5G52070 § 1.6868 50.3815 Agenet domain-containing protein
AT4G11320 1.57879 43.9872 Papain family cysteine protease
AT3G25490 § 1.39769 12.0031 Protein kinase family protein
AT3G15300 § 0.633385 23.2755 VQ motif-containing protein
AT5G37660 § 0.559208 17.0167 plasmodesmata-located protein 7
AT3G28940 § 0.444741 19.4587 AIG2-like (avirulence induced gene) family protein
AT1G41830 § 0.422577 21.0014 SKUS5-similar 6
AT5G08040 0.368176 29.6957 mitochondrial import receptor subunit TOM5 homolog
AT2G28740 0.311433 33.271 histone H4
AT5G37670 § 0.286775 17.0167 HSP20-like chaperones superfamily protein
AT2G19830 § 0.255223 14.2717 SNF7 family protein
AT1G35580 0.235531 36.0381 cytosolic invertase 1
AT3G26470 § 0.140622 33.4573 Powdery mildew resistance protein, RPW8 domain
AT4G08180 0.133327 19.2304 OSBP(oxysterol binding protein)-related protein 1C
AT3G25470 0.0501604 33.4573 bacterial hemolysin-related

Transducin family protein / WD-40 repeat family

AT3G26480 § 0.00304088 35.4997 protein

t Deregulation is represented as follows: log2((FC ago4-3 NaCl vs Col-0 NaCl) / (FC Col-0 NaCl vs Col-0 MS)). were selected

Only targets with repression in Col-0 NaCl vs Col-0 MS

¥ DNA methylation difference is the percentage result from: (ago4-3 NaCl - (Col-0 NaCl - Col-0 MS)) CHH DNA methylation

§ Targets also found in ago4-2
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Tabla 5. Funcién de los genes blanco de RADM.

AGI Name Description Function References
- Essential for proper ethylene perception .
At2g25490 EBF1 Ub-protein ligase E3 together with EBF2 Binder et al., 2007
Winter and Houser,
VPS32 or . . Involved in vacuolar protein sorting, and !
A FN7- ; I
12819830 SNF7.2 > domain protein component of the ESCORT complex ;g(l)s’ Gaoetal,
At5g35830 At5g35830 Ankm’n-repeat family Implicated in targeting cytosol proteins to Bgcerra etal., 2004;
protein organellar outer membranes Gissot et al., 2006
Plasmodesmata-located | Protein containing two DUF26 motifs and Thomas etal.,
At5g37660 PDLP7 . FTOLeIn conta nng two : 2008; Aung et al.,
protein 7 implicated in bacterial immunity
2019
. Associated to chromatin remodeling with | Maurer-Stroh et al.,
Agenet domain- . . . .
At5g52070 At5g52070 containing protein significant impact on gene expression. It 2003; Kurihara et
Ep has been proposed as an RADM target al., 2008
. - This protein is phosphorilated by MAPKs .
At3g15300 Mvgp | VQmotifcontaining | oy teracts with WRKY transcription Cheng et al., 2012;
protein Jing and Lin, 2015
factors
. - Its transcript is targeted by miR164 and its . .
At5g07680 NAC4 NAC c.lomaln containing expression is regulated by AFB3, an auxin Vidal etal., 2013;
protein Lee et al., 2017
receptor
. A multicopper oxidase-like protein Jacobs and Roe,
Atlgal K KU- |
t1g41830 SKS6 SKU-similar 6 involved in cotyledon vascular patterning | 2005
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SUMMARY

Plants respond to adverse environmental cues by adjusting a wide variety of processes through highly
regulated mechanisms to maintain plant homeostasis for survival. As a result of the sessile nature of
plants, their response, adjustment and adaptation to the changing environment is intimately coordinated
with their developmental programs through the crosstalk of regulatory networks. Germination is a criti-
cal process in the plant life cycle, and thus plants have evolved various strategies to control the timing
of germination according to their local environment. The mechanisms involved in these adjustment
responses are largely unknown, however. Here, we report that mutations in core elements of canonical
RNA-directed DNA methylation (RADM) affect the germination and post-germination growth of Arabidop-
sis seeds grown under salinity stress. Transcriptomic and whole-genome bisulfite sequencing (WGBS)
analyses support the involvement of this pathway in the control of germination timing and post-germi-
nation growth under salinity stress by preventing the transcriptional activation of genes implicated in
these processes. Subsequent transcriptional effects on genes that function in relation to these develop-
mental events support this conclusion.

Keywords: RAHDM pathway, AGO4 protein, germination, Arabidopsis, RNA-directed DNA methylation,
salinity.

INTRODUCTION

Different mechanisms are involved in the tuning of an
efficient and appropriate gene expression program under
stressful conditions. Among the best-characterized control
mechanisms are those modulating transcription patterns
that involve pathways controlling the number and/or activ-
ity of different transcription factors (Zhu, 2002; Yamaguchi-
Shinozaki and Shinozaki, 2006; Nakashima et al., 2009).
More recently, additional mechanisms involving chromatin
modifications, some of them persistent and/or heritable,
have been implicated in the modulation of transcriptional
activity denoting epigenetic regulation (Cubas et al., 1999;
Soppe et al., 2000; Manning et al., 2006; Pecinka and Mit-
telsten Scheid, 2012). Transcriptional control of gene

expression is also exerted through the recruitment of
histone variants to different genome regions, histone post-
translational modifications and DNA methylation, which
leads to the conformation of a wide variety of ‘epigen-
omes’ depending on developmental or environmental sig-
nals, or those derived from their crosstalk.

Plants have evolved under frequent and/or sudden envi-
ronmental changes; hence, the control of their develop-
mental programs has co-evolved with their stress
responses to be able to develop, grow and reproduce
under adverse conditions (Skirycz and Inze, 2010). The abil-
ity to acclimate upon repeated exposure to a particular
stress is frequently observed in plants, with such a
response representing a form of short-term stress memory
(Chinnusamy and Zhu, 2009; Secco et al, 2015). This

© 2020 Society for Experimental Biology and John Wiley & Sons Ltd 1
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capacity to retain a stress memory also occurs for longer
periods (Molinier et al., 2006; Chinnusamy and Zhu, 2009;
Han and Wagner, 2014). Diverse processes that lead to
stable DNA methylation and histone modifications have
been identified in this behavior, allowing growth adjust-
ment and reprogramming of developmental decisions
(Chinnusamy and Zhu, 2009; Han and Wagner, 2014;
Kinoshita and Seki, 2014).

DNA methylation is considered an essential plant con-
tention mechanism against transposable element activa-
tion, which may occur under hostile conditions such as
high temperatures (lto et al, 2011; Matsunaga et al.,
2012). The extent of plant genome methylation is con-
trolled by new/novel and maintenance DNA methylation,
and by demethylation processes. DNA methylation may
occur in symmetric (CG and CHG) and asymmetric (CHH)
sequence contexts (H=C, A or T) (Law and Jacobsen,
2010). To date, four DNA methylation writers have been
described in Arabidopsis: DNA METHYL TRANSFERASE 1
(MET1), responsible for maintaining CG methylation;
CHROMOMETHYLASE 3 (CMT3), which retains methyla-
tion in CHG contexts; CMT2, which retains methylation in
CHG and CHH sequences; and RNA-directed DNA
methylation (RdDM), which mediates the initiation and
maintenance of DNA methylation, mostly at CHH sites
and to a lesser extent at CG and CHG sequences,
with the participation of DOMAINS REARRANGED
METHYLTRANSFERASE 2 (DRM2) and other context-speci-
fic methyltransferases (Law and Jacobsen, 2010).

RNA-directed DNA methylation (RdDM) consists of com-
plex pathways occurring through the participation of small
interfering RNAs (siRNAs) and requires a specific tran-
scriptional assembly. The best-characterized RdDM path-
way, known as canonical RdDM, depends on two plant-
specific RNA polymerases, Pol IV and Pol V, which play
key roles (Mahfouz, 2010; Matzke et al., 2015; Wang and
Axtell, 2017), together with RNA-DEPENDENT RNA
POLYMERASE 2 (RDR2), type-lll ribonuclease DICER-
LIKE 3 (DCL3) (Henderson et al., 2006; Blevins et al., 2015;
Zhai et al., 2015) and ARGONAUTE 4 (AGO4) (Zilberman
et al., 2003), among other factors. RADM is not exclusively
a nuclear process, as siRNAs produced in the nucleus are
exported to the cytoplasm (Ye et al., 2012), where they are
bound by AGO4 to then return to the nucleus to form a
silencing complex by pairing with a scaffold long non-cod-
ing RNA produced by Pol V (Wierzbicki et al, 2009;
reviewed extensively by Matzke and Mosher, 2014; Matzke
et al., 2015). For the canonical RdADM pathway, there is
evidence indicating that the formation of mature AGO4/
siRNA complexes requires AGO4 endonucleolytic activity,
which triggers the removal of the passenger strand, allow-
ing entry of the mature AGO4/siRNA complex to the
nucleus (Ye et al., 2012). AGO4 is closely related to AGO6
and AGO9, proteins belonging to the same AGO family,

and has been shown to control DNA methylation through
canonical and non-canonical RADM pathways. AGO9 has
a specific function by silencing transposable elements in
the female gametophyte by a non-cell autonomous mech-
anism (Olmedo-Monfil et al., 2010). Although AGO6 also
participates in controlling DNA methylation via AGO6/
RdDM and non-canonical AGO6/RDR6 RdDM pathways,
AGO4 and AGO6 have different preferences for siRNAs
(Havecker et al., 2010; McCue et al., 2015). Genome-wide
methylation analyses of ago4, ago6 or ago4 ago6 mutants
showed that there is very low redundancy between these
proteins, indicating that they do not have exactly the same
function, although they show some common targets
(Havecker et al., 2010; Eun et al.,, 2011; Duan et al., 2015;
McCue et al., 2015).

The participation of the RADM pathway in different plant
processes is exposed by phenotypes found in various plant
species, including Zea mays (maize; Hollick, 2010), Oryza
sativa (rice; Wu et al., 2010; Wei et al., 2014), Solanum
lycopersicum (tomato; Gouil and Baulcombe, 2016; Corem
et al., 2018), and two Brassicaceae species, Brassica rapa
(Grover et al., 2018) and Capsella rubella (Wang et al.,
2020). However, although dynamic DNA methylation
occurs during different developmental stages, in the
absence of RADM core proteins few phenotypes have been
detected in Arabidopsis thaliana plants growing under
optimal conditions (Matzke et al., 2015). Among these are a
delay in flowering time (Pontier et al, 2005; Haag and
Pikaard, 2011), the anomalous expression of imprinted
genes leading to seed arrest (triploid block; Kradolfer et al.,
2013; Borges et al., 2018; Martinez et al., 2018) and defects
in endosperm development (Kohler and Lafon-Placette,
2015; Chow et al., 2020). In addition, a role for RADM dur-
ing pathogen infection has been evidenced by the pheno-
types of RdDM-associated protein mutants during infection
by viruses (Hamera et al., 2012; Yang et al., 2013; Brosseau
et al., 2016), bacteria (Agorio and Vera, 2007; Dowen et al.,
2012; Gohlke et al., 2013) or fungi (Lopez et al., 2011; Le
et al., 2014). The RADM pathway is also involved in the
plant response to abiotic stresses such as heat (lto et al.,
2011; Popova et al., 2013), low relative humidity (Tricker
et al., 2012) and low temperatures (Chan et al., 2016).

Germination is a crucial developmental stage in the
plant life cycle, when plant embryos confront severe envi-
ronmental changes: in orthodox seeds, when embryos
switch from dry to humid conditions, or during embryo
revival in unfavorable environments. Recently it was
reported that DNA methylation is dynamically modulated
during seed development and germination in A. thaliana
under optimal conditions, where major changes occur in
the methylation of the CHH sequence context (Kawakatsu
et al., 2017). In this work, we address the question of
whether the canonical RADM pathway is required for the
proper germination of A. thaliana under conditions of high
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salinity, a common condition present in arid and semi-arid
regions, in degraded croplands and in contaminated soils.
We demonstrate that the RdADM pathway plays a key role
in the plant response to salinity during germination and
early seedling growth. Accordingly, RNA-seq comparative
analyses from wild-type plants and AGO4 null and weak
mutants, germinated in media with or without NaCl, show
that in response to salinity RADM is mostly involved in the
control of embryo development and germination genes,
and to a lesser degree in the regulation of genes impli-
cated in stress tolerance. Whole-genome bisulfite sequenc-
ing (WGBS) analyses support the conclusion that this
response is a consequence of the RADM pathway modulat-
ing gene expression, mainly by controlling DNA methyla-
tion on its usual targets and preventing the activation of
genes in response to salinity. These results agree with
changes in the protein levels and localization of RdDM
components during Arabidopsis germination and early
seedling growth under this environmental adversity.

O

@ 9
S oS

@
S

== Col-0
“= nrpdia-1
= rdr2-1
== dcl3-1
@ nrpe1-11

IS
S

% of germination

N
S

o

400

o

100 200 300

Hours

)
<]
S

@
<3

" <= Col-0
- 3g0o4-3
= 2g04-6

@
=}

N
=)

% of germination

N
=3

400

100

80

60 «*= Col-0
“* 3904-3
40

% of germination

20

200 300 400

Hours

% of germination

e

% of germination

jermination

& Col-0x ago4-3 F2 #16%”
4 Col-0 x ago4-3F2 #17 2
@ Col-0 x ago4-3F2 #18

RdDM pathway, a tuner of seed germination 3

RESULTS

The canonical RADM pathway is required for optimal
germination under salinity stress

As there is evidence of a dynamic reprogramming of DNA
methylation during seed development and germination
and considering that germination is a critical process that
repeatedly exposes the embryonic plant to extremes, we
asked whether the RADM pathway is involved in the plant
response to salinity. To address this, we evaluated the ger-
mination rate of different mutant lines lacking the core pro-
teins of the canonical RdADM pathway: DCL3, RDR2, and the
largest subunits of Pol IV (NRPD1) and Pol V (NRPE1)
(Matzke and Mosher, 2014). Under optimal conditions, all
wild-type Arabidopsis (Col-0) and mutant lines germinated
at similar rates, reaching 100% germination (Figure S1a).
In contrast, when the seeds of these mutants were germi-
nated under high salt concentration (2560 mm NaCl), their
germination rate significantly decreased (P=1e7%
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Figure 1. RNA-directed DNA methylation (RADM) and ARGONAUTE 4 (AGO4) are required for the germination process under salt stress. (a-f) Arabidopsis seed
germination curves in media containing 250 mm NaCl. (a) Comparison between RdDM core component mutant (nrpdia-1, rdr2-1, dcl3-1and nrpe-11) and wild-
type (Col-0) lines (P = 1e™*), under the Col-0 background. Differences between nrpei-11 and nrpdia-1, and between nrpe-11 and rdr2-1, were also significant
(P=1e"* and P=3e* respectively). (b) Germination of ago4-2 (point mutant allele) compared with the wild type (Col-0; P = 1e™*). (c) Comparison between
two AGO4 null mutant alleles (ago4-3 and ago4-6) and the wild type (Col-0; P = 1e*), under the Col-0 background. (d) Germination rate and capacity of ago4-3
complementation lines compared with mutant and wild-type (Col-0) lines (P = 1e™*). The wild-type allele was introduced by crossing into ago4-3 homozygous
plants and the resultant F, plants (homozygous for the wild-type allele) were used for the experiment. (e) Germination rate and capacity of ago4-3 introgression
lines compared with the ago4-3 mutant and the wild type (Col-0; P = 1e~*). The ago4-3 mutant allele was introduced into wild-type plants by genetic crosses
and the resultant F, plants (homozygous for the mutant allele ago4-3) were used for the experiment. (f) Comparison between wild type (Col-0), ago4-6 and
ago6-2 single mutants, and ago4-6 ago6-2 double mutant (homozygous for both mutant alleles; P = 1e~*). The germination analyses under optimal conditions

are shown in Figure S1.
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compared with the wild type (Figure 1a), indicating that
the canonical RADM pathway is required for proper germi-
nation under conditions of high salinity.

Given this evidence, under the same conditions we ana-
lyzed seeds carrying an AGO4 point mutation allele (ago4-2;
E641K within the PIWI domain, close to the residues required
for AGO4 slicing activity), which behaves as a dominant-neg-
ative allele and causes defective DNA methylation by produc-
ing a less active protein, according to Agorio and Vera
(2007). The results showed that ago4-2 seeds present lower
germination rates under salt stress, when compared with
wild-type seeds (Figure 1b), consistent with the phenotype
shown by the other RdDM-defective mutants (Figure 1a),
although its germination profile under optimal conditions is
only slightly changed (Figure S1b). This result confirms that
the whole canonical RdADM is involved in germination under
these environmental conditions.

As a phenotype similar to that of ago4-2 would be
expected for a mutant lacking AGO4 as part of the RADM
pathway, we analyzed the effect of the absence of AGO4
protein on germination efficiency under salt stress using a
null AGO4 mutant (ago4-3). In sharp contrast to the nega-
tive effect on germination observed for the rest of the
mutants (Figure 1a,b), under salt stress the lack of AGO4
protein led to a higher germination rate when compared
with wild-type seeds (Col-0; Figure 1c). The same effect
was detected for other AGO4 null mutant alleles (ago4-6;
Figure 1c), some of them in different genetic backgrounds
(ago4-1, Ler ecotype; ago4-4, Ws ecotype; Figure S2a,b,
respectively). These AGO4 null alleles also reached similar
germination efficiency compared with the wild type under
optimal conditions (Figure S1c-e). The absence of the
AGO4 protein in the different null mutants was confirmed
by Western blot experiments (Figure S3). The salt concen-
tration dependence of the germination phenotype in the
absence of these RADM components was also tested (ger-
mination under 150 and 200 mm NaCl), showing that the
germination rate decreased in the null mutants of the
RdDM pathway, as well as in the point mutant ago4-2;
meanwhile, the germination of the three null ago4 mutants
increased compared with the wild type, as expected (Fig-
ure S4a-h), confirming that the observed phenotypes
result from salt exposure.

To validate the contribution of AGO4 to the observed
phenotypes, the wild-type gene was introduced into the
ago4-3 null mutant by genetic crosses (Col-0 x ago4-3).
Analysis of the germination rate under optimal and stress
conditions of the resultant F, lines showed a recovery of
the wild-type phenotype in plants where wild-type AGO4
protein levels were detected (Figures 1d and S3). Addition-
ally, the ago4-3 null allele was introgressed into wild-type
Col-0 plants (ago4-3 x Col-0) and the resulting homozy-
gous lines (F,), where AGO4 protein was not detected by
Western blot (Figure S3), showed high germination rates

under salt stress, similar to those shown by the ago4 null
mutants (Figure 1e), confirming that this phenotype
resulted from the absence of AGO4. The germination rate
of the crossed lines under optimal conditions showed no
differences (Figure S1f,g).

The phenotypes of ago4 mutants extend into seedling
stages, with no significant effect when seedlings were
grown under optimal conditions (Figure S5c,d). Seedlings
carrying AGO4 null alleles showed longer primary roots
when exposed to salinity compared with wild-type plants
(Figure Sba,b), whereas the ago4-2 mutant showed a detri-
mental effect on primary root length (Figure Sba). The phe-
notypic effects of these mutants are analogous to those
observed during germination (Figure 1b,c).

AGOG plays a role during germination under salinity when
AGO4 is absent

The contrasting difference between AGO4 null and ago4-2
mutant phenotypes led us to hypothesize that either AGO4
was playing an additional role, independent of the RdADM
pathway during this plant developmental stage in response
to stress, or that in the absence of AGO4, AGO6, expressed
in low levels in the seed embryo (Havecker et al., 2010),
could play an unusual role under these conditions. To dis-
tinguish between these two possibilities, the phenotype of
the ago4-6 ago6-2 double mutant was analyzed during ger-
mination under the same stress conditions. The results
showed that the double mutant germinates with a lower
rate than the wild-type genotype under salinity, similar to
that shown by the mutants lacking other core RdDM ele-
ments, whereas it showed a wild-type phenotype under
optimal conditions (Figures 1a,f and S1h), and in sharp
contrast to the higher germination rate shown by the dif-
ferent ago4 null mutants (Figures 1c,f and S2). These data
indicate that the ago4 phenotype did not result from an
additional AGO4 function but rather from the contribution
of AGO6 in this plant response, perhaps by binding siRNAs
that in the absence of AGO4 are preferentially associated
with AGO6, producing a synthetic phenotype. In the
absence of both AGO proteins, the plant stress response is
compromised as in the case of the rest of the RdDM
mutants tested causing a deficient germination (Figure 1a,
f). This interpretation is supported by the null ago6 single-
mutant phenotype, which showed wild-type behavior
under the conditions tested (Figure 1f), indicating that
AGOG by itself does not play a role in this process.

AGO4 protein abundance changes during germination and
early seedling growth

Given the above evidence indicating that RADM is needed
for optimal germination under salinity stress, and the criti-
cal role assigned to AGO4 in this pathway, we asked
whether its abundance is modulated during this process.
For this, we tracked AGO4 protein accumulation during
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germination and throughout early seedling growth under
optimal and salt-stress conditions. We performed Western
blot assays using an AGO4-specific antibody against total
protein extracts from six developmental stages: dry and
stratified seeds, germinating seeds at 18 and 36 h, seed-
lings where hypocotyl and cotyledons have emerged from
the seed coat, and seedlings with two rosette leaves, all
germinated under optimal conditions. The results showed
that the accumulated AGO4 protein present in dry seeds
decreased after stratification, but then progressively
increased until 36 h post-stratification, when its highest
levels were achieved. After this time point, AGO4 protein
levels gradually declined again until the last stage tested
(Figure 2a). Under salinity conditions (150 mm NaCl), we
found a markedly different AGO4 accumulation pattern,
where the highest protein levels were detected in stratified
seeds, with a subsequent gradual reduction, and with the
lowest levels found in seedlings with two rosette leaves, as
observed under non-stress conditions (Figure 2b). We did
not detect changes in AGO4 transcript accumulation in
response to salinity during germination (Figure S6), indi-
cating that under these conditions AGO4 protein abun-
dance is not controlled at the transcriptional level. It is
worth mentioning that the accumulation patterns of the
point mutant protein encoded by the ago4-2 allele were
similar to those found using wild-type seeds, indicating
that AGO4-2 protein synthesis and stability are not drasti-
cally affected (Figure 2c,d). These data demonstrate not
only that AGO4 is present during germination and early
seedling growth, but also that its levels are modulated
upon stress, in consonance with a functional role for the
canonical RdDM pathway during these developmental
stages and in response to adverse germination environ-
ments.

Figure 2. ARGONAUTE 4 (AGO4) protein levels are @
modulated during germination and in response to

RdDM pathway, a tuner of seed germination 5

AGO4 is differentially localized in response to salinity

To explore in which seedling regions RADM exerts its func-
tion during seed germination, we determined the tissue
distribution of AGO4 during germination and early seed-
ling growth stages. For this end we used transgenic plants
containing a GFP-AGO4 translational fusion under the con-
trol of the AGO4 endogenous promoter (pAGO4::GFP-
AGO4) expressed in a wild type background (Ye et al.,
2012). Protein localization was determined by GFP fluores-
cence using confocal microscopy of isolated embryos and
young seedlings at different times after imbibition. As
expected for AGO4, most of the fluorescence signal was
localized in cell nuclei across the different tissues (Fig-
ure S7). GFP fluorescence showed a high AGO4 abun-
dance and broad distribution in embryos imbibed for 8 h
(Figure 3a). Remarkably, just after testa rupture the AGO4
distribution changed, maintaining its abundance in cotyle-
dons but with lower levels and more dispersed localization
observed in radicles. This distribution pattern was then
maintained throughout radicle protrusion, late germination
phase and young seedling growth (60 h after imbibition).
At the later stage AGO4 accumulation was even lower in
cotyledons, whereas the signal was detected in hypocotyls
and root tips (Figure 3a).

When this analysis was performed on embryos and
seedlings exposed to salt stress (100 mm NaCl), GFP fluo-
rescence was also found in cotyledons and radicles; how-
ever, a strong signal was clearly detected in vascular
tissues in both embryo regions (Figure 3b). This pattern
was also present after testa rupture and was followed by a
significant reduction during subsequent stages, with the
fluorescence signal being barely detected in the roots or
cotyledons of young seedlings.

stress. (a, ¢) Western blot immunodetection of Col-0 ago4-3 ag04-2
AGO4 protein during germination and early seed- _
ling development from wild-type (Col-0), ago4-3 . 18h 36h h y . ds =5 18h 36h hcs rls
and ago4-2 seeds, germinated under optimal condi- N 8§ L S
tions; ds, d.n./ sefeds; ss, stratifieq seeds;. 18 and 36 h e - — a— - o=
(after stratification); hcs, seedlings with emerged
hypocotyls and cotyledons; rls, seedlings with two
rosette leaves) (upper row); Ponceau staining of the =
membranes used above, as loading reference Control Control
(lower row). (b, d) As before, except that seeds
were germinated in media containing 150 mm NaCl.
(b) (d)
ds ss 18h 36h hcs ris ds ss 18h 36h hcs rls
————— —— D e w— ——
150 mM NaCl 150 mM NaCl
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@ Control

100 mM NaCl

Figure 3. ARGONAUTE 4 (AGO4) shows differential tissue distribution dur-
ing germination and early seedling development under optimal and high
salt conditions. (a) GFP-AGO4 fluorescence detection in isolated embryos of
8, 12, 24, 48 and 60 h after imbibition (GFP, upper row); propidium iodide
fluorescence of the same samples (Pl, middle row); both signals merged
(lower row). (b) Samples as described in (a), except that seeds were germi-
nated in media supplemented with 100 mm NaCl. For detail, see Experimen-
tal procedures. These images are representative samples of at least eight
individuals analyzed per experiment, and these observations were repro-
duced in four independent experiments. Arrowheads and arrows indicate
apical and root meristematic regions, and vascular tissues showing high
AGO4 abundance, respectively.

We noticed that during late germination stages and early
seedling growth a sharp signal could be detected in shoot
apical regions and in root tips (Figures 3a,b, and S8, arrow-
heads), consistent with previous findings by other groups
using transcriptomic data obtained from roots of seedlings
growing under optimal conditions (Kawakatsu et al., 2016).
This result strongly suggests that the canonical RdDM
pathway plays a particular role in response to salinity dur-
ing seed germination.

RdDM controls CHH methylation during germination
under salinity in a locus-specific manner

To obtain a mechanistic insight into the role of the canoni-
cal RADM in the plant response to salinity, we explored the
DNA methylation differences between RdDM-defective
(ago4-3, ago4-2 and nrpel-11, a Pol V null mutant) and
wild-type lines germinated under optimal or high-salinity
conditions by performing WGBS. As we anticipated,
according to the proposed RdADM mechanism, no strong
differences were found in terms of the global proportion of
methylated cytosines on any of the three different methyla-
tion contexts found in plants (CG, CHG and CHH) in the
mutant alleles, when compared with the wild type (Fig-
ure S9a). The distribution of CHH methylation was slightly
decreased in the chromosome arms without noticeable
changes in the centromeric regions, whereas the other
methylation contexts (CG and CHG) remained unaffected
(Figure S9b). These results are consistent with the activity
and distribution previously reported for RADM in terms of
global DNA methylation (Schoft et al., 2009; Wierzbicki
et al., 2012; Zhang and Zhu, 2012; Yaari et al., 2019). More-
over, we did not notice any prominent effect as result of
the salinity treatment over the global DNA methylation or
its distribution along chromosomes in the wild type or in
RdDM mutants (Figure S9a,b). Overall, these results sug-
gest that RADM does not produce a widespread effect at
the genome level, but rather that it acts in a locus-specific
manner in response to salinity during germination, similar
to its activity in other developmental stages.

To validate the latter hypothesis, we identified differen-
tially methylated regions (DMRs, defined as >10% methyla-
tion change in each mutant, compared with Col-0, with
P < 0.01, adjusted for false discovery rate, in 100-bp sliding
windows from the two biological replicates; see Experi-
mental procedures) for each set of growth conditions. This
analysis showed 191, 2597 and 1481 CHH hypomethylated
DMRs in ago4-2, ago4-3 and nrpe1, respectively. This num-
ber was nearly doubled in the AGO4 mutants and was
increased by 20% in nrpel when seeds were exposed to
salinity (Figure 4a; Table S1), strongly supporting an active
locus-specific role of the RADM pathway during germina-
tion in response to salt stress. Interestingly, we also
observed changes in the number of CG and CHG DMRs, in
agreement with the participation of RADM in the mainte-
nance of DNA methylation (Law and Jacobsen, 2010). An
overlapping analysis between the DMRs identified and the
genomic features (see Experimental procedures) showed,
as expected, that most of the DMRs are located within
transposable elements (TE genes and fragments; Fig-
ure S10a), and that <20% were located in protein-coding
genes (including up to 2 Kb of their regulatory regions),
non-coding genes or pseudogenes, confirming that the
main role of RdDM is to control the methylation of TEs.
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Figure 4. RNA-directed DNA methylation (RADM) is required for the repression of a small subset of genes in response to salinity

(a) Comparison between the numbers of hypomethylated differentially methylated regions (DMRs) identified in all of the genotypes and conditions tested in the
Col-0 background. The y-axes show the number of hypo-DMRs in each methylation context. The precise values for each case are shown in Table S1.

(b) RADM dependence on the number of hypermethylated DMRs in wild-type seeds subjected to salinity treatments. Methylation is represented as a percentage

for each genotype/treatment (n = 170).

(c) Genomic features of the RADM-dependent Col-0 DMRs in NaCl affected in each of the RADM mutants (<10% of CHH methylation compared with Col-0 NaCl).

Bars represent percentages of the total number of features mentioned in the text.

(d) Correlation analysis of the salinity-dependent hypermethylated genes found in ago4-2 and its transcriptional release from the repressive status imposed by
NaCl in RdDM-deficient plants (blue dots). Gray dots represent a random subset (n = 200) of genes, with methylation status on its promoter region and tran-

scriptional status shown as a control.

(e) Distance to the nearest Pol V transcript with the selected subset of genes in (d) compared with the same number of random regions with the same length

(n=13).

RdDM can also affect protein-coding genes during germi-
nation under the conditions tested, however.

The ago4-2 allele produces a low-activity AGO4 protein

As ago4-2 was considered to be a dominant-negative
AGO4 allele encoding a defective protein (Agorio and Vera,
2007), we expected a similar effect on methylation in ago4-
2 as in the null mutant (ago4-3). DMRs in ago4-3 showed
10 times more hypomethylated CHH regions compared
with ago4-2 (Figure 4a; Table S1), however, suggesting
that ago4-2 produces an AGO4 weak allele. To investigate
this possibility further, we performed an overlapping anal-
ysis of the DMRs identified in both mutants, under optimal
and salinity conditions, and classified them into three sets:
specific to ago4-2, specific to ago4-3 or common to both.
Under control conditions, we found 73, 2479 and 118
DMRs in these three sets, respectively. With NaCl treat-
ment we found 179, 3985 and 221 DMRs in the three
respective sets. Thus, in both conditions, about 60% of
ago4-2 DMRs are common with ago4-3 (Figure S10b). We
then looked at the methylation effects in DMR sets specific
to ago4-2 (Figure S10c,d) and to ago4-3 (Figure S10e,f) in
the different genetic backgrounds. The results showed that
specific ago4-2 DMRs present lower methylation than wild-
type DMRs in ago4-3 and nrpel genotypes under both

conditions (Figure S10c,d), a reduction that was not
detected before because it was lower than the cut-off value
considered to define a DMR (10%, see Experimental proce-
dures). When we looked at the methylation level of the
specific ago4-3 DMRs in ago4-2, we found that it was simi-
lar to that in the wild type, whereas in nrpe1 it was low, as
in ago4-3 (Figure S10e,f). Therefore, these data indicate
that the ago4-2 allele encodes an AGO4 protein with lower
influence on methylation levels than observed in the wild
type, but not as reduced as in AGO4 or Pol V null mutants,
consistent with an AGO4 weak allele. Despite the residual
activity of the ago4-2 allele in terms of DNA methylation,
its phenotype is clearly similar to nrpe1 and to other RdDM
core element null mutants (Figure 1a,b), indicating that,
even though the DNA methylation effect in ago4-2 is not
as penetrant as in nrpel, it is sufficient to alter the RdADM
impact on germination under salinity.

The RdDM pathway controls locus-specific methylation in
response to salinity during germination

To identify AGO4-dependent methylated regions, we
looked for wild-type (Col-0) DMRs that gain CHH methyla-
tion under salinity stress. This analysis identified 170
DMRs with higher methylation by comparing stress vs
non-stress in wild type seeds. To determine whether AGO4
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was participating in the methylation of such regions in
response to salinity, we compared their methylation pro-
files in ago4-2 and ago4-3 mutants grown in optimal and
salinity conditions using the nrpel methylation profile as
the RADM reference. The comparison of the methylation
gain between non-stress and stress conditions showed dif-
ferences for the wild-type line, as expected, but not for nr-
pel, ago4-2 and ago4-3. As anticipated for an AGO4 weak
allele, ago4-2 showed a small methylation decrease com-
pared with ago4-3 (Figure 4b). These results indicate that
most of the locus-specific changes in CHH methylation in
response to this stress depend on AGO4 and the RdDM
activity.

Analysis of the genomic features of the DMRs exhibiting
the strongest reduction in DNA methylation (>10%), when
Col-0 was compared with ago4-2 (20 regions), nrpel (64
regions) or ago4-3 (127 regions), showed that most of
them correspond to TE genes and TE fragments, typical
targets of the canonical RADM (Figure 4c).

RdDM participates in the control of germination timing

To obtain information on the impact of AGO4 on gene
expression during germination under salinity conditions,
we performed RNA-seq experiments using Col-0, ago4-3
and ago4-2 seedlings germinated under optimal and salin-
ity conditions. We first focused on the hypermethylated
regions previously identified in Col-0 from salinity condi-
tions that also showed lower DNA methylation levels in
ago4-2 (170 DMRs, see Figure 4b). We searched for pro-
tein-coding genes containing these regions, as well as for
those falling within 5 kb on each side of the recognized
TEs (Figure 4c). Out of 78 potential target genes, we identi-
fied a subset of 13 genes for which expression is lower in
Col-0 in response to salt but is higher in ago4-2, consistent
with the higher CHH methylation occurring nearby in wild-
type genotypes (Figure 4d; Table 1). Hence, this result sug-
gests that the RdDM-dependent CHH methylation deposi-
tion is responsible for the lower expression of these genes
during germination under salinity, and that this repression
is released in the absence of a functional AGO4/RdDM. In
accordance with this outcome, these genes are located sig-
nificantly closer to previously identified Pol V target sites,
when compared with a set of randomly selected regions
(Bohmdorfer et al., 2016) (Figure 4e). Consequently, this
set of RdDM-regulated genes might be at least partially
responsible for the ago4-2 germination phenotype
observed under salt stress (Figure 1b).

Most of the genes identified (8/13) from this analysis are
related to signal transduction or other regulatory functions,
some of which have been involved in the control of dor-
mancy and/or germination or in functions related to these
processes (Table 2). Among them, EIN3 BINDING F-BOX1
(EBF1), encoding a component of the Ub-protein ligase
(E3) that, together with EBF2, is essential for proper

Table 1 RdDM target candidate list with a corresponding change
in DNA methylation found in ago4-2

Targets found in ago4-2

DNA
Deregulation  methylation
AGI° in ago4-2° difference®  Name
AT2G05786¢ 3.23818 12.4681 hypothetical protein
AT5G35830¢  2.28452 11.8333 Ankyrin repeat
family protein
AT3G25490° 1.23218 11.0896 Protein kinase
family protein
AT3G15300¢ 0.734898 18.8961 VQ motif-containing
protein
AT3G28940¢ 0.635058 15.7812 AIG2-like (avirulence
induced gene)
family protein
AT5G37670¢  0.604745 19.6897 HSP20-like
chaperones
superfamily
protein
AT3G26470¢ 0.576367 27.0098 Powdery mildew
resistance protein,
RPW8 domain
AT3G26480% 0.536978 27.0098 Transducin family
protein/ WD-40
repeat family
protein
AT5G52070¢  0.474015 18.2488 Agenet domain-
containing protein
AT5G37660¢ 0.331682 19.6897 plasmodesmata-
located protein
AT1G41830%  0.225374 19.6587 SKU5-similar 6
AT5G07680  0.114474 12.8979 NAC domain
containing protein
AT2G19830¢ 0.0149694 10.619 SNF7 family protein

@Deregulation is represented as follows: log2((FC ago4-2 NaCl ver-
sus Col-0 NaCl)/(FC Col-0 NaCl versus Col-0 MS)).

bOnly targets with repression in Col-0 NaCl versus Col-0 MS were
selected.

°DNA methylation difference is the percentage result from: (ago4-
2 NaCl—(Col-0 NaCl-Col-0 MS)) CHH DNA methylation.

9Target is also found in ago4-3.

ethylene signaling (Binder et al., 2007), underscores the
control of seed dormancy through the ethylene-DOG1
pathway under stress conditions (Nishimura et al., 2018; Li
et al., 2019). It is also worth noting the NAC4 gene tran-
scription factor, the expression of which is regulated by
AFB3 (Vidal et al., 2014; Lee et al., 2017), an auxin receptor
involved in various aspects of plant development, includ-
ing the auxin-mediated control of seed dormancy (Liu
et al., 2013).

When we performed the same analysis with the ago4-3
null mutant we found a subset of 18 out of 83 candidate
genes, the expression of which under salt treatment in Col-
0 is derepressed in this mutant, consistent with the loss of
CHH methylation on the nearby DMRs (Figure S11a) and
their relative proximity to a Pol V transcribed region
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(Bohmdorfer et al., 2016) (Figure S11b). Twelve of these
targets are shared with ago4-2 (Table S2), indicating that
they are bona fide AGO4/RdDM direct gene targets. Addi-
tional targets in this mutant could be a consequence of the
complete loss of AGO4 activity and/or AGO6 interference,
as demonstrated in the previous sections.

Beyond the direct targets, the phenotype of RdDM
mutants should involve the deregulation of many down-
stream genes. To characterize these broader effects of
AGO4/RdDM during germination, and in response to salin-
ity, we analyzed the differential accumulation of transcripts
in ago4-2, ago4-3 and wild-type lines. We found that
transcript accumulation profiles overall are similar
between wild type and ago4-3 lines, and slightly different
to ago4-2 (Figure S12a-c). Interestingly, differences were
also found between wild type and the mutants even under
optimal growth conditions (Figure S12a). This shows that
although RADM mutants have no detectable phenotype
during germination in the absence of salt stress, they still
have some transcriptional effects (Figure S1).

To identify the differentially accumulated transcripts
under stress conditions between wild-type, ago4-2 and
ago4-3 lines, we performed a correlation analysis (Fig-
ure S12b,c) and selected outliers as genes strongly upreg-
ulated or downregulated by salt in the mutants. As we
anticipated, many genes are shared by the ago4-2 and the
ago4-3 subsets (Figure S12d,e). The greater differences in
abundance were found among transcripts associated with
seed maturation, dormancy and germination (Figure 5a;
Tables S3-S6), with most of them related to metabolic
functions. Comparison analysis between ago4-3 and wild-
type expression patterns during germination under salt
stress highlights the upregulation of transcripts involved in
dormancy, germination and growth in ago4-3 (Figure 5a),

RdDM pathway, a tuner of seed germination 9

consistent with the higher germination rate of this line.
This is also the case for transcripts encoding two 2C-type
protein phosphatases (AHG1 and AHG3), proteins that are
known to interact with DOG1, an ABA-independent key
regulator of seed germination (Nishimura et al., 2007; Nee
et al., 2017; Li et al., 2019), as well as the transcript encod-
ing ILITHYA (ILA), a protein that mediates the phosphoryla-
tion of elF2a by the activation of GCN2, and hence is
involved in the modulation of translation under stress
recovery (Faus et al., 2018). Also, transcripts involved in
growth and metabolism, such as ribosomal proteins,
sucrose synthase, phosphofructokinase and stay-green
protein, an SnRK1 subunit implicated in the regulation of
carbon metabolism, among others, are upregulated
(Table S3). The same analysis using ago4-2 showed that
the transcript encoding AHG1 was among the upregulated
transcripts, indicating that the AGO4/RdDM pathway indi-
rectly modulates its transcription. In addition, other nota-
ble upregulated transcripts encode for various late
embryogenesis abundant proteins and for the ANAC032
transcription factor, involved in photosynthesis inhibition
and the reprogramming of carbon and nitrogen metabo-
lism (Sun et al., 2019), processes that might be related to
delayed germination (Table S5).

DISCUSSION

Although most of the information on the regulatory roles
of the RADM pathway has been analyzed during reproduc-
tive processes (Matzke and Mosher, 2014; Matzke et al.,
2015), there are a few examples where the contribution of
this pathway in the plant response to abiotic stress has
been investigated (Ito et al., 2011; Matsunaga et al., 2012;
Tricker et al., 2012; Popova et al., 2013; Chan et al., 2016).
In this last case, the control of transposable elements has

Table 2 Proposed ARGONAUTE 4 (AGO4)/RNA-directed DNA methylation (RdADM) targets and their functions

AGI Name Description Function References
At2g25490 EBF1 Ub-protein ligase E3 Essential for proper ethylene perception together Binder et al., 2007
with EBF2
At2g19830 VPS32 or SFN7-domain protein Involved in vacuolar protein sorting, and Winter and Hauser, 2006; Gao
SNF7.2 component of the ESCORT complex et al., 2017
At5g35830 At5g35830  Ankirin-repeat family Implicated in targeting cytosol proteins to Becerra et al., 2004; Gissot
protein organellar outer membranes et al., 2006
Atbg37660 PDLP7 Plasmodesmata- Protein containing two DUF26 motifs and implicated Thomas et al., 2008; Aung
located protein 7 in bacterial immunity etal., 2019
At5g52070 At5g52070  Agenet domain- Associated with chromatin remodeling with Maurer-Stroh et al., 2003;
containing protein significant impact on gene expression. It has been Kurihara et al., 2008
proposed as an RdDM target
At3g15300 MVQP VQ motif-containing This protein is phosphorylated by MAPKs and Cheng et al., 2012; Jing and
protein interacts with WRKY transcription factors Lin, 2015
At5g07680 NAC4 NAC domain- Its transcript is targeted by miR164 and its Vidal et al., 2013; Lee et al.,
containing protein expression is regulated by AFB3, an auxin receptor 2017
At1g41830 SKS6 SKU-similar 6 A multi-copper oxidase-like protein involved in Jacobs and Roe, 2005

cotyledon vascular patterning
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Figure 5. RNA-directed DNA methylation (RdDM)-dependent ARGONAUTE 4 (AGO4) activity participates in the control of the germination process.
(a) Proportion of salt-responsive transcripts in ago4-2 and ago4-3 lines (Tables S3-S6). The classification into early and late embryogenesis (seed maturation)
and early and late germination (initial growth processes and post-germination growth, respectively) categories was made considering the highest expression

peak for every gene in the analysis.

(b) Proposed model for RADM participation in the control of the germination process in response to adverse environments: in wild-type seeds, under stress con-
ditions, the canonical RdADM pathway controls the germination process by favoring or repressing the expression of genes needed for its initiation and/or pro-
gression. This control is exerted through DNA methylation (red dots) of its canonical target regions (transposable elements, blue boxes) that neighbor the
controlled genes; those genes may be key modulators of the germination process through the control of a broad transcriptional network (indirect targets). When
the RdDM is lost this regulation is eliminated, affecting the appropriate response to stress during germination.

been described as one of the mechanisms regulating the
transcription of a diversity of genes (Secco et al., 2015; Au
et al., 2017), but only a small number of target genes have
been identified (Kurihara et al., 2008; Au et al., 2017; lwa-
saki et al., 2019). Recently, it has been reported that non-
canonical RADM participates in the maternal control of Ara-
bidopsis seed dormancy, as well as in the enhanced dor-
mancy produced by cold during seed development
(lwasaki et al, 2019). In this work, we addressed the
involvement of the canonical RdADM pathway in the regula-
tion of the plant response to abiotic stress imposed by
salinity during germination, a critical developmental stage
during the plant life cycle.

Our results showed that mutants affected in different
canonical RADM core elements exhibit delayed germination
under salinity, demonstrating that this pathway participates
in the modulation of the germination process in high-salt
environments. Although RdDM has been implicated in the
plant response to environmental stresses under other cir-
cumstances, our results show that it also plays an important
role in the decision to germinate, a requirement for optimal
adjustment in plants grown under stress.

Unexpectedly, the analysis of seeds lacking AGO4 (ago4-
3) showed contrasting behavior, displaying a higher germi-
nation rate than wild-type seeds under stress conditions.
This observation was further investigated showing that this
phenotype is not the result of an additional RdDM-inde-
pendent AGO4 function but instead is linked to the action
of the AGOG6 protein. These data lead us to propose that,
under these conditions, when AGO4 is not available AGO6
is able to bind otherwise AGO4-specific siRNAs. As the
AGO6 or AGO9 transcript levels do not change in the
AGO4 mutants used (Figure S6), and given the AGO6 dis-
tribution reported in Arabidopsis seeds (Havecker et al.,

2010; Eun et al., 2011), it is possible to predict that AGO6
would not be able to fully compensate for the absence of
AGO4, therefore leading to a synthetic phenotype. The
action of AGO6 was not detected in the ago4-2 mutant,
however. A plausible explanation for this outcome is that
the defective AGO4 protein produced by this weak allele
still efficiently binds siRNAs, and thus such siRNAs are not
available for apocryphal AGO6 binding.

Consonant with the involvement of RADM in the germi-
nation process in a non-stress environment (this work;
Kawakatsu et al., 2017), high AGO4 protein levels were
detected in dry seeds, which change throughout germina-
tion and post-germination. The AGO4 tissue localization
also changes throughout these periods, and in some
stages the protein is also localized in root meristematic
regions. The AGO4 post-germination distribution, where
AGO4 levels decrease in radicles and do not change in
cotyledons, are consistent with its participation during
those stages, when seedlings have to confront their transi-
tion to a different environment.

Germination in the presence of high salt concentrations
leads to a drastic change in AGO4 distribution; in particu-
lar, AGO4 becomes highly abundant in the radicle vascular
cylinder, and with less intensity but clearly patent in cotyle-
don vasculature. Under both germination conditions it is
observed that AGO4 protein levels decrease in the roots,
whereas they do not change much in cotyledons through
the post-germination stages and continue to be present in
the meristematic regions up to the latest periods tested.
Although at this point we do not have enough data to
explain this remarkable shift in AGO4 allocation towards
vascular tissues, it is likely that this is a response to the
severe stress conditions occurring around vascular cells,
where salt is transported once it is taken up from the
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growth medium. The finding of AGO4 and other RdDM
component transcripts in the root stele supports the distri-
bution observed (Kawakatsu et al, 2016). These results
point to a possible RADM regulatory role in the vascular
system in response to stress, and/or in a long-distance
communication strategy for alarm, as suggested by siRNA
transport to neighboring cells, or to a potential transloca-
tion through the phloem (Melnyk et al., 2011; Sarkies and
Miska, 2014).

As expected, seed germination under high salt concen-
trations produced different changes in transcript abun-
dance profiles between all lines, when they are compared
with those obtained from non-stress conditions. Not all of
them share transcripts involved in protection against salt
stress, however, indicating that the difference in germina-
tion rates is not necessarily linked only with salt defense
responses. It is noteworthy that differences were found
when CHH DNA methylation patterns arising from salinity
were compared between the wild type and the ago4-2 and
ago4-3 lines. Of special interest are genes showing lower
methylation levels in ago4-2 and ago4-3 than in wild type,
presenting genomic features characteristic of RdDM tar-
gets (neighboring to a TE) and their closeness to Pol V
transcripts (Bohmdorfer et al., 2016). Most of these genes
are shared between the two AGO4 mutants; hence, corrob-
orating their methylation dependence on the RADM path-
way, which prevents their transcriptional activation under
salinity conditions. Although not many protein-coding
gene targets were found in this analysis, this outcome is
consistent with previous reports showing a small contribu-
tion of RADM-dependent repressive marks on gene expres-
sion (Zheng et al., 2013; Gallego-Bartolome et al., 2019).

The majority of the identified genes with these charac-
teristics encode proteins that have been associated with
different regulatory roles during germination. EBF1
(At2g25490) is of particular interest because it encodes a
nuclear F-Box protein component of a Ub-protein ligase
(E3) that targets EIN3 for degradation, a key transcription
factor playing a positive role in ethylene perception. Defi-
ciency of EBF1 leads to an increase in EIN3 levels inducing
hypersensitivity to ethylene (Binder et al., 2007; Merchante
et al., 2013), a plant hormone that plays a pivotal role in
the control of dormancy and germination (Corbineau et al.,
2014). In Arabidopsis and in numerous other species, ethy-
lene promotes the germination of non-dormant seeds
under diverse adverse environments, including conditions
of high salinity (Wang et al., 2007; Lin et al., 2013), and
interestingly enough the disruption of the ethylene signal-
ing pathway leads to salinity and osmotic stress sensitivity
during germination (Leubner-Metzger et al., 1998; Pirrello
et al., 2006). These observations are in consonance with
our findings showing that defective CHH DNA methylation
in the ago4-2 mutant during germination under conditions
of salinity results in the upregulation of EBF1 (compared
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with the wild type), which would have a negative effect on
ethylene perception, and as a consequence would lead to a
lower rate and/or capacity of germination. Despite a similar
effect on EBF1 expression and methylation for ago4-3, the
effect on germination was contrasting, suggesting that the
activity of AGO6 in the AGO4 null mutant counteracts EBF1
downstream effects. Further experimentation is needed to
establish whether some of the genes in which DNA methy-
lation is affected in ago4-2 also participate in the signal
transduction pathways related to ethylene function, and/or
in pathways involved with other hormones with recog-
nized roles in dormancy and germination, such as abscisic
acid (ABA) and gibberellic acid, the signaling pathways of
which have close communication with the signaling path-
way for ethylene (Corbineau et al., 2014).

As the high abundance of AGO4 in root and cotyledon
vascular tissues in response to salinity suggests systemic
translocation, it is worth highlighting the PDLP7 gene
(At5g37660), the product of which is a plasmodesmata-lo-
cated protein (PDL) involved in cell-to-cell communication
(Thomas et al., 2008), and SKS6 (At1g41830), upregulated
by ABA and encoding a multi-copper oxidase-like protein
that participates in cotyledon vascular patterning in Ara-
bidopsis (Jacobs and Roe, 2005).

The participation of the AGO4/RdDM pathway in germi-
nation under salinity demonstrated by the RdADM mutant
phenotypes is strengthened by the transcriptomic profiles
obtained from the RNA-seq analysis, as the comparison
with wild-type expression patterns exhibited differential
accumulation levels for transcripts mostly implicated in
dormancy, germination and post-germination processes.
For ago4-2, showing low germination rate and capacity,
like the rest of the RADM mutants, some mRNAs that typi-
cally accumulated in mature embryos (LEA and storage
proteins) stand out among the upregulated transcripts, as
well as an mRNA encoding a stress-responsive transcrip-
tion factor (ANAC032) induced by carbon starvation and
involved in the inhibition of photosynthesis, and in the reg-
ulation of carbon metabolism, nitrogen assimilation and
amino acid catabolism (Sun et al., 2019). Also, consistent
with the ago4-2 phenotype, the AHG1 transcript showed
higher levels than the wild type upon salinity treatment.
AHG1 is a type-2C protein phosphatase (PP2C), usually
highly abundant during seed maturation, that together
with DELAY OF GERMINATION 1 (DOG1) control seed dor-
mancy and germination, independently of ABA (Nee et al.,
2017; Nishimura et al., 2018). Recently, it has been shown
that ethylene partially controls seed dormancy/germination
through the DOG1 pathway (Li et al., 2019), in agreement
with our finding that RADM-dependent methylation might
control EBF1 expression, a participant of ethylene signal
transduction.

Among the upregulated transcripts in ago4-3, we found
two encoding PP2C proteins involved in the regulation of
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seed dormancy and germination, AHG1 and AHG3. These
PP2C phosphatases seem to have overlapping and distinc-
tive functions, showing similar activities but different spa-
tial and temporal expression patterns (Nishimura et al.,
2007, 2018); however, ABA receptor transcripts were not
detected among the differentially expressed mRNAs, sug-
gesting that at least a pool of AHG1 and AHG3 phos-
phatases could be in their active forms, as expected for
germinating seeds (Cutler et al., 2010). Furthermore, in
agreement with its higher germination rate under salinity
conditions, we identified a higher abundance of transcripts
involved in active growth and metabolism than in wild-
type seeds.

As a whole, the methylome and transcriptome data in
this work exhibit the role of the AGO4/RdDM pathway in
germination and dormancy processes; particularly, by
modulating the germination timing, a function that is more
evident under stressful environments (Figure 5b). Also, the
resultant information exposes the complexity of the gene
expression changes affecting numerous gene networks,
leading to the characterized phenotypes. It should be noted
that we did not detect any effect on germination rate and
capacity when the mutant seeds affected in different core
RdDM elements were exposed to optimal growth condi-
tions, showing that any effect of RADM on A. thaliana seed
development (Wang and Kohler, 2017; Kirkbride et al.,
2019; Chow et al., 2020) does not impact the germination
process.

Even though further experimentation is needed to
understand the precise role of the RdADM pathway activity
in Arabidopsis seed germination and dormancy in
response to salt stress, the findings in this work unveil
RdDM gene targets, some of which have been previously
involved in signaling pathways controlling germination
timing, and others that prompt new questions regarding
the control mechanisms involved in the plant responses to
salinity, providing a state-of-the-art potential source for the
search of targets for improving future farming on salt-af-
fected soils.

EXPERIMENTAL PROCEDURES
Plant material and growth conditions

In this work we used seeds of A. thaliana (L.). For propagation or
germination experiments, seeds were surface sterilized with abso-
lute ethanol for 2 min, washed with 40% commercial bleach con-
taining 0.02% Triton X-100 (Sigma-Aldrich, https://www.sigmaald
rich.com) for 8 min, and were rinsed five times with sterile milliQ®
water. After sowing, seeds were stratified on MS plates for 2 days
(for Columbia) or 4 days (for Ler and Ws) in the dark at 4°C and
then transferred to optimal growth conditions in a growth cham-
ber held at 21°C and 40-60% relative humidity, with a 16-h light/8-
h dark photoperiod under white light (80-100 pmol m~2 sec™").
Seeds were germinated in round dishes containing full-strength
MS salts (4.3 g L=, with macro- and micronutrients, without vita-
mins; Caisson Labs, https:/caissonlabs.com), 1% sucrose

(Research Organics, https:/resorg.lookchem.com), 0.5 g L™" 2-(N-
morpholine)-ethanesulphonic acid (MES; Calbiochem, now Merck,
https://www.merckmillipore.com) and 0.65% agar (Sigma-Aldrich).
For propagation, 2-week-old seedlings were transferred (or
directly sown) into soil (Metromix 200; Hummert International,
https://www.hummert.com) and kept under the described growth
conditions with optimal watering until the siliques were dry.

Mutant lines nrpd1-1, nrpel-11, rdr2-1, dcl3-1 and ago4-6 in
the Col-0 background, and ago4-1 in the Ler background (Zilber-
man et al., 2003), were obtained from ABRC (https://abrc.osu.ed
u) or NASC (http://arabidopsis.info), whereas ago4-2, ago4-4 and
ago4-3, in the Col-0 background, were kindly donated by Pablo
Vera (Agorio and Vera, 2007), Michael Axtell (Wang and Axtell,
2017) and Blake Meyers, respectively. The seeds of the double
mutant ago4 ago6 were kindly donated by J-K Zhu (Duan et al.,
2015). For genetic crosses, plants were grown in the conditions
described above until the first floral buds were visible. Crossed
flowers were marked and plants were grown under optimal con-
ditions as described until seeds were dry. Offspring from intro-
gressed lines and crosses were identified by marker selection
and by PCR.

Germination under optimal and stress conditions

Seeds used for germination experiments were collected from
plants growing under optimal conditions until senescence. Har-
vested seeds were stored under low humidity at 4°C for at least
2 weeks before use. Germination under salt conditions was
achieved in MS media supplemented with 100-250 mm NaCl
(JT Baker, now Fisher Science, https://www.fishersci.com), as indi-
cated. Germination was quantified by radicle emergence from five
technical replicates of 50 seeds each. All germination experiments
were performed with seeds of the same age and were replicated
at least five times.

Root length determination

For root length experiments, stratified seeds were sown in square
10 x 10 cm vertical dishes containing 0.2x MS salts, 1% sucrose
and 1% agar or in medium containing 100 mm NaCl. After sowing,
plants were grown under the conditions described above. After
radicle protrusion, root length was measured by marking the root
tip position of every plant every day at the same hour until day 8.
The measurements were made using maceJ® (https://imagej.nih.
gov/ij).

Statistics applied to phenotypic analyses

The germination experiments included in this work were repli-
cated five times using 50 seeds per replicate and five biological
replicates. Data were accumulated over time and fitted to sig-
moidal dose-response curves with variable slope: y = bottom +
(top - bottom)/1 + 10*((LogEC50 - x) x hillslope), also called the
four-parameter logistic equation. ‘Bottom’ is the y value at the
lower plateau (constrained to zero), ‘top’ is the y value at the
upper plateau, ‘LogeC50’ is the x value when the response is half-
way between the bottom and the top and ‘hillslope’ describes the
steepness of the curve. The null hypothesis was that two curve-fit-
ting parameters (hillslope and LogEC50) from each data set were
the same (Olvera-Carrillo et al., 2010).

For root-length experiments, length was measured every day
(n =15 for optimal conditions and n = 60 for salinity conditions)
with three biological replicates; data were accumulated over time
and fitted to sigmoidal dose-response curves with variable slope,
as described above.
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Protein extraction and Western blot assays

Total protein extracts from seedlings, dry seeds or germinating
seeds were obtained according to the method described by
Olvera-Carrillo et al. (2010). Protein contents were quantified by
the Lowry protocol (Lowry et al., 1951) and separated in 10%
sodium dodecyl sulphate polyacrylamide gel electrophoresis
(SDS-PAGE). Western blots were performed following standard
protocols using 30-40 ug of protein extracts. Anti-AGO4 antibody
(Agrisera, https://www.agrisera.com) was used in 1:2000 to 1:4000
dilutions, whereas secondary antibody (anti-rabbit horseradish
peroxidase; Zymed, now ThermoFisher Scientific, https://www.the
rmofisher.com) was used in 1:20000 or 1:30000 dilutions. Signals
were developed with peroxidase substrate from Supersignal West
Pico (ThermoFisher Scientific) and exposed to blue X-ray films
(Kodak, https://www.kodak.com). Films were photographed using
IMAGEQUANT 300 (GE Healthcare, https://www.gehealthcare.com).

Fluorescence microscopy

For these experiments, we used seeds from pAGO4::GFP-AGO4
transgenic Arabidopsis that were kindly donated by Dr Qi (Ye
et al., 2012). This construction allows the production of a chimeric
AGO4 wild-type protein fused at its N terminal with GFP under the
control of the native AGO4 promoter. Seeds were germinated in
plates containing full-strength MS medium or full-strength MS
medium supplemented with 100 mm NaCl. Whole embryos were
isolated under the microscope and immediately stained with
20 pg pl~" propidium iodide (Sigma-Aldrich) for 20 min and
observed using an Olympus FV1000 upright confocal microscope
(Olympus, https://www.olympus-global.com) with a 10x objective.
Embryo images were obtained from stacks of individual digital
slices with a thickness of 6.23 um. In the case of the intracellular
analysis, a 60x objective was used, and images were obtained
from stacks of individual digital slices (500 pixel x 456 pixel), with
a thickness of 0.8 um. GFP and propidium iodide were excited at
488 and 568 nm, respectively. Fluorescence brightness in the GFP
channel was increased with imaGes without affecting signal distri-
bution.

RNA isolation and high-throughput sequencing

Total RNA from germinated seeds was extracted using the hot
phenol method (Mylne et al., 2010). For high-throughput sequenc-
ing analysis, RNA was obtained from the wild type and from
ago4-3 and ago4-2 lines germinated in full-strength MS or full-
strength MS supplemented with 100 mm NaCl. To achieve the
most homogeneous representation of the different developmental
stages for each line, samples were harvested when each seed
population reached 50% germination in every condition examined.
RNA-seq libraries were prepared from high-quality RNA, verified
using a Bioanalyzer 2100 (Agilent, https://www.agilent.com). Con-
struction of polyA RNA libraries was carried out using the True-
Seq stranded mRNA Library Prep kit (lllumina, https://www.illumi
na.com). High-throughput sequencing was performed on dupli-
cate biological samples using the multiplex paired-end 2 x 75
configuration. Libraries and sequencing were performed by the
Unidad Universitaria de Secuenciacion Masiva de DNA (IBt-
UNAM) with a HiSeq 2500 platform (lllumina).

RNA-seq analysis
For RNA-seq analysis, all libraries contained between 20.5 and

49.2 million high-quality reads per library with non-over-repre-
sented sequences. The obtained reads were aligned to the TAIR10
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reference genome (https://www.arabidopsis.org) using smaLT 0.7.6
(Genome Research Ltd., https://www.sanger.ac.uk), and at least
99.74% of reads mapped to the genome. Hit counting was per-
formed using samtooLs (Li et al, 2009). Differential expression
analysis of RdDM direct targets were performed using EDGER
(Robinson and Smyth, 2008).

To select and sort the genes in which repression in salt could
depend on RADM methylation (RADM direct targets), we used a
‘deregulation’ score, with the following logic. Genes normally ‘re-
pressed’ by RdDM in salt conditions should have a negative log2
(‘FC Col-0 NaCl versus Col-0 MS’). If they become ‘de-repressed’
by the lack of RdDM, they should have a positive log2(‘FC ago4
NaCl versus Col-0 NaCl’). The ‘deregulation’ value captures the
effect of both conditions by subtracting the ‘repression’ term from
the ‘de-repression’ term as follows: log2(‘FC ago4 NaCl versus
Col-0 NaCl')/log2('FC Col-0 NaCl versus Col-0 MS’). This applies
only to genes that meet the ‘repression’ condition; genes with the
highest ‘deregulation’ score are reported on Table 1 (ago4-2) and
Table S2 (ago4-3). For the rest of RNA-seq analyses, after evaluat-
ing differential expression using EbGer, genes were selected with
an absolute log2FC greater than 1.5 and a false discovery rate
(FDR) smaller than 1e~*. Heat maps were generated using the HeAT-
MAP.2 package in R; logarithms of counts per million (CPM) were
standardized across genes (rows), and thus converted to standard
deviations (SDs) from the mean (z-score). The standardized values
were also used to cluster genes by the similarity of their profiles
over samples. To find genes for which induction or repression by
salt is stronger in a mutant than in the wild type, we used a ‘the
differential response to NaCl’ score (‘diff'), which subtracts the
effect of salt in the wild type from the effect of salt in the mutant,
as follows: diff = log2(‘FC ago4 NaCl versus ago4 MS’) — log2(‘FC
Col-0 NaCl versus Col-0 MS’).

To select the most affected genes in the ago4-2 and ago4-3
mutants, diff was standardized across all genes for each mutant,
and genes for which diff is 3.0 or more SD above the mean were
considered hyperinduced (upregulated), and those for which diff
is 3.0 or more SD below the mean were considered hyperre-
pressed (downregulated). Diff values for the selected genes are
reported in Tables S3-S6. The selected genes are also shown in
Figure S12(b-e).

Whole-genome bisulfite sequencing (WGBS)

DNA from the lines and conditions described for the RNA-seq,
plus nrpel, was isolated using the DNeasy Plant mini kit (Qia-
gen, https://www.giagen.com) following the manufacturer’s pro-
tocol, with minor changes to handle low-input samples. DNA
quality was assessed by 0.8% agarose gel electrophoresis as a
single band above 20 Kb. Portions of DNA (100 ng) were used
to generate sequencing libraries using the Methyl-seq Pico
Library Prep kit (Zymo, https://www.zymoresearch.com) follow-
ing the manufacturer's instructions. Non-directional DNA
libraries were single barcoded and sequenced with its biological
duplicate in two lanes of the HiSeq X-Ten platform (lllumina)
with a 2 x 150 paired-end (PE) configuration. Sequencing was
performed by the HudsonAlpha Institute for Biotechnology
(https://hudsonalpha.org). The WBGS libraries for the nrpel
mutant were sequenced in a NovaSeq S4 flow-cell at the
Advanced Genomics Core of the University of Michigan with a
2 x 150 PE configuration.

WGBS analysis

Following sequencing, all libraries contained between 40 and
82 million high-quality reads. Reads were adapter-trimmed using
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TRIM GALORE (Chen et al., 2014), and subsequently mapped using Bis-
MARK (Krueger and Andrews, 2011) with the BowTiE2 PE alignment
option. Genome coverage higher than 20x was obtained with a
bisulfite conversion higher than 99.1%, assessed by analyzing
cytosine methylation in the plastid genome. Analysis of DNA
methylation and differentially methylated regions (DMRs) calling
were done using the methyl-Kit R package (Akalin et al., 2012).
DMRs were defined as a 10% statistically significant (FDR = 0.01)
methylation difference between samples using 100-bp sliding
windows (50 bp step size). Regions with at least 10 reads were
considered for the downstream analysis. Overlapping and cross-
analysis of DMRs and genomic features, and the RNA-seq and
WGBS, respectively, were performed using BeptooLs. Genomic fea-
tures for overlapping analyses were taken from the TAIR database
(https://www.arabidopsis.org) and are based on gene type, includ-
ing protein-coding genes, pseudogenes, transposable element
genes, transposon fragments, non-coding RNAs, small nucleolar
RNAs, microRNA, ribosomal RNAs, etc.

All box plots and heat maps were generated using R. The
TAIR 10 version of the genome was used as a reference for map-
ping and as a reference for the genomic models used in the com-
parisons performed in this work.
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Abstract

Recent studies have identified microRNAs as post-transcriptional regulators involved in stress responses. miR1514a
is a legume microRNA that is induced in response to drought stress in Phaseolus vulgaris (common bean) and shows
differential accumulation levels in roots during water deficit in two cultivars with different drought tolerance pheno-
types. A recent degradome analysis revealed that miR1514a targets the transcripts of two NAC transcription factors
(TFs), Phvul.010g121000 and Phvul.010g120700. Furthermore, expression studies and small RNA-seq data indicate
that only Phvul.010g120700 generates phasiRNAs, which also accumulate under water deficit conditions. To con-
firm these results, we over-expressed miR1514a in transgenic hairy roots, and observed a reduced accumulation of
Phvul.010g120700 and an increase in NAC-derived phasiRNAs; inhibition of miR1514a activity resulted in the opposite
effect. Moreover, we determined that a NAC-derived phasiRNA associates with ARGONAUTE 1 (AGO1), suggest-
ing that it is functional. In addition, a transcriptome analysis of transgenic hairy roots with reduced miR1514a levels
revealed several differentially expressed transcripts, mainly involved in metabolism and stress responses, suggest-
ing they are regulated by the NAC TF and/or by phasiRNAs. This work therefore demonstrates the participation of
miR1514 in the regulation of a NAC transcription factor transcript through phasiRNA production during the plant
response to water deficit.

Key words: ARGONAUTE 1, drought, microRNAs, phased siRNAs, Phaseolus vulgaris, PTGS, transcriptome.

Introduction

Plants are constantly exposed to adverse conditions, such as
limited water availability, that affect their growth, productiv-
ity, and development (Buchanan. et al., 2015). To contend
with water deficit, plants have developed diverse strate-
gies at the molecular, cellular, and physiological levels, thus
increasing their plasticity and consequently their probability
of survival (Bray, 1997; Oliver et al., 2010). The Fabaceae
family (Legumes) includes 18 000 described species within

approximately 700 genera, and they represent one-third
of the primary crop production in the world; however, leg-
ume production necessary for feed and food relies on only a
few cultivated species (Doyle and Luckow, 2003). Common
bean (Phaseolus vulgaris L.) is the most important legume
for human consumption and serves as a primary source of
protein in the human diet in Central and South America
(Broughton et al., 2003; Graham and Vance, 2003; Miklas

© The Author 2016. Published by Oxford University Press on behalf of the Society for Experimental Biology.
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et al, 2006; Castro-Guerrero et al., 2016). However, the
lack of proper irrigation systems and the ensuing exposure
to significant drought periods impact directly on the yields
of common bean in most areas where it is produced, affect-
ing around 60% of its production. For these reasons, many
breeding programs have focused on obtaining drought-resist-
ant cultivars (Gallegos and Shibata, 1989; Broughton et al.,
2003). The characterization of stress responses at the molecu-
lar level among existing germplasm might reveal mechanisms
underlying resistance and tolerance to drought stress.

MicroRNAs (miRNAs) are a class of non- coding small
RNAs of 21-24 nucleotides (nt) in length with regulatory
roles in gene expression at the post-transcriptional level
through mRNA cleavage or translation repression. In plants,
miRNAs are involved in the control of diverse processes such
as phytohormone regulation, morphogenesis, development,
and stress responses. Most knowledge of post-transcriptional
gene silencing (PTGS) mediated by miRNAs in response to
stress has been gained in Arabidopsis thaliana and a few other
model species (Mallory and Vaucheret, 2006; Voinnet, 2009;
Covarrubias and Reyes, 2010; Sunkar, 2010; Sosa-Valencia
et al., 2013), despite an apparent close co-evolution between
environment adaptation and gene-silencing mechanisms
mediated by miRNAs being widespread in plants (Borges and
Martienssen, 2015).

In the particular case of common bean, genome-wide stud-
ies have reported more than a hundred miRNAs encoded in
its genome (Pelaez et al., 2012; Formey et al., 2015). A few
studies have described common bean miRNAs respond-
ing to different stress factors such as nutrient deficit, metal
toxicity, salinity, phosphorous deficiency, and copper home-
ostasis (Valdes-Lopez et al., 2008, 2010; Naya et al., 2014,
Nova-Franco et al, 2015). However, miRNA involvement
in drought responses of common been remains largely unex-
plored (Arenas-Huertero et al., 2009; Contreras-Cubas et al.,
2012).

miRNA activities in plants commonly result in cleav-
age of the target transcript followed by its degradation.
One alternative pathway in miRNA function in plants
results from the cleavage and the recruitment of the
cleaved RNA fragment by SUPPRESSOR OF GENE
SILENCING 3 (SGS3) and RNA DEPENDENT RNA
POLYMERASE 6 (RDR6) for double-strand RNA
(dsRNA) formation and its subsequent cleavage by Dicer-
like 4 (DCL4) at consecutive 21-nt intervals. This process
results in the production of phased small RNAs, which
were initially named trans-acting siRNAs (tasiRNAs)
because they caused down-regulation of their own target
mRNAs in trans (Vazquez et al., 2004). Not all phased
siRNAs are known to act in trans and therefore, more
recently, they have been renamed as phased secondary
siRNAs (phasiRNAs) (Jeong et al., 2011; Fei et al., 2013).

The phasiRNA mechanism is well described for model
plants such as Arabidopsis thaliana, which contains a few
well-characterized PHAS loci (Vazquez et al., 2004; Fahlgren
et al., 2007). In contrast, little is known for other plant spe-
cies commonly possessing a larger number of uncharacter-
ized PHAS loci, such as Vitis vinifera (grape) or Populus

trichocarpa (poplar) (Zheng et al., 2015). In particular, pha-
siRNAs can be produced by members of the PPR, NB-LRR,
and MYB gene families in Arabidopsis, Medicago truncatula,
Malus domestica, and Prunus persica (Fahlgren et al., 2007,
Jeong et al., 2011; Xia et al., 2012; Zhu et al., 2012). More
recently, a catalog of PHAS loci has been described for P, vul-
garis (Formey et al., 2015), but their involvement in water
deficit responses remains unknown.

The aim of this work was to contribute to the knowl-
edge of post-transcriptional regulation in common bean
mediated by the legume-specific miR1514a induced during
drought stress (Arenas-Huertero et al., 2009). Our analyses
demonstrated that miR1514a targets the transcript encod-
ing Phvul.010g120700 (hereafter named NAC 700), a mem-
ber of the family known as No Apical Meristem (NAM)
or NAC family of transcription factors (Olsen et al., 2005),
through cleavage and subsequent generation of secondary
phasiRNAs. Here, we show that this process occurs during
the exposure of adult plants to drought. Notably, we found
that one resulting phasiRNA is recruited to ARGONAUTE
I- (AGOI1-) complexes, supporting its role in PTGS.
Furthermore, based on an RNA-seq strategy we propose
downstream regulatory targets of the transcription factor
NAC 700.

Materials and methods

Plant material and growth condlitions

We used Phaseolus vulgaris L. (common bean) adult and seedling
roots of two Mesoamerican cultivars (kindly provided by Dr Jorge
Acosta of INIFAP): ‘Bayo Madero’ (drought-susceptible) and
‘Pinto Saltillo’ (drought-resistant) as described previously (Acosta-
Gallegos et al., 1999; Teran and Singh, 2002). For experiments with
adult plants we used the biological material reported in Rosales et al.
(2012). Plants were grown under greenhouse conditions, at 24 + 4 °C
with a relative humidity of 70 * 20%, and a natural light/dark cycle.
At 29 d after germination (DAG), 252 plants were divided in three
groups and subjected to three irrigation treatments: optimal irriga-
tion, where pots were irrigated up to field capacity (fc, 2.5 ml g™!
substrate); moderate drought (1.25 ml g™ substrate); and severe
drought (0.625 ml g™! substrate) (Cuellar-Ortiz et al., 2008). Leaves
and roots were collected at 13 and 22 d of treatment and stored at
—70 °C until further use.

To obtain seedlings, common bean seeds of the Pinto Saltillo
and Bayo Madero cultivars were surface-sterilized using com-
mercial alcohol and a bleach solution and germinated for 5 d at
26-28 °C and 60% relative humidity (RH) in darkness. They were
then transplanted to vermiculite irrigated with a nutrient solution
(CaCl, 0.78 M, MgSO, 0.486 M, ferric citrate 0.02 M, KH,PO, 0.74
M pH 7.3, Na,HPO, 0.84 M pH 7.3, KCI 50 mM, H;BO; 25 mM,
MnSO, 5 mM, CuSO, 0.5 mM, ZnSO, 0.2 mM, Na,MoO, 1 mM).
For control conditions, seedlings were sown in vermiculite contain-
ing nutrient solution to 1.7 ml g”! substrate. The water deficit treat-
ment consisted of reducing the nutrient solution content to 0.425 ml
¢! (1/4 or mild drought) or 0.212 ml g~! substrate (1/8 or severe
drought), as described previously (Arenas-Huertero er al., 2009).
We harvested seedling hypocotyls or roots at 6, 12, 24 or 48 h after
applying the water deficit conditions and they were stored at —70 °C
until further use. These treatments were performed in three inde-
pendent experiments.

For other treatments, ABA (65 uM), NaCl (100 and 200 mM) or
Paraquat (10 and 100 uM) were added into the nutrient solution
used to irrigate the seedlings sown in vermiculite as described above,
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and hypocotyls and seedling roots were harvested at 6, 12, 24 or 48 h
after applying each treatment.

RNA isolation and northern blot analysis

Total RNA was isolated from 100-500 mg of frozen tissue using
Trizol reagent (Invitrogen, Carlsbad, CA) following the manufac-
turer’s instructions. Northern blot analyses were carried out as
described previously (Arenas-Huertero et al, 2009). Synthetic DNA
oligonucleotides (Unidad de Sintesis y Secuenciacion de ADN, IBT-
UNAM) with the antisense sequence corresponding to miR1514a
and to U6 snRNA were used as probes (see Supplementary Table S5
at JXB online for oligonucleotide sequences; a full list of all prim-
ers used in this study is given in Table S5). Normalized miR1514a
expression levels were calculated relative to U6 snRNA, as previ-
ously reported (Contreras-Cubas et al., 2012; Naya et al., 2014).

Real-time quantitative RT-PCR analysis

For the quantification of miR1514a and phasiRNAs accumula-
tion levels by RT-qPCR, cDNA was synthesized from 1 pg total
RNA using the NCode miRNA First-Strand cDNA Synthesis Kit
(Invitrogen) or, alternatively, using the stem-loop protocol as pre-
viously reported (Varkonyi-Gasic et al., 2007) with minor adjust-
ments as indicated by Contreras-Cubas et al. (2013). For gPCR we
used a Step One real-time thermocycler (Applied Biosystems) and
the SYBR Green PCR Master Mix (Fermentas). We performed an
initial denaturing step at 95 °C for 5 min, followed by 95 °C for 10's,
55 °C for 20 s for 40 cycles, and a final step of increasing tempera-
ture by 0.2 °C from 60 °C to 95 °C. Relative expression for each
sample was calculated with the comparative C, method. The C,
values obtained were normalized with the C, value of U6 snRNA
amplification.

To quantify mRNA levels of selected genes we generated cDNA
using a RevertAid H Minus First Strand cDNA Synthesis Kit
(Fermentas). cDNA synthesis and quality verification for RT-qPCR
were performed as previously reported (Contreras-Cubas et al.,
2012). The resulting cDNA was then diluted and used to perform
RT-qPCR assays using SYBR Green PCR Master Mix (Fermentas).
Reactions were analyzed in a Step One real-time thermocycler
(Applied Biosystems) using the following conditions: one cycle of
95 °C for 5 min, followed by 40 cycles of 95 °C for 30 s; 55 °C for
30 s, and extension steps were performed at specific temperatures for
specific sequences. For each of three biological replicates, at least
three RT-qPCR reactions were performed. Relative expression for
each transcript was calculated with the comparative C; method. The
C, values obtained were normalized with the C, value of the refer-
ence gene Skipl6 (Borges et al., 2012). The sequences of oligonu-
cleotide primers used for RT-qPCR amplification of each RNA are
provided in Supplementary Table S5.

Statistical analysis of gene expression (small RNAs and tran-
scripts) was performed using one-way ANOVA and multiple paired
Student’s #-tests.

Immunoprecipitation of AGO1

For immunoprecipitation assays of AGOIl, we used a custom-
made rabbit polyclonal antibody (Genscript, Piscataway, NJ) raised
against a synthetic peptide (CFYMEPETSDSGSMA) derived
from AGOI1 (Phvul.004G142900). The peptide sequence is located
at the end of the PIWI domain at the C-terminus of the protein,
and it is shared with Arabidopsis thaliana AGO1 and is not present
in any other AGO protein encoded in the P. vulgaris or A. thaliana
genomes. The antibody recognizes a single ~120 kDa protein in
western blot assays. For each assay, we required 600 mg of root tis-
sue from adult P. vulgaris plants ground in liquid nitrogen. A 1:50
antibody dilution was used and protein extracts were incubated in
extraction buffer [50 mM Tris-HCI pH 7.5; 1.5 mM NaCl; 0.1%
Nonidet 40; 4 mM MgCl,; S mM DTT; Complete protease inhibitor

(Roche, Indianapolis, IN)] with the antibody and protein A-agarose
beads (Roche) overnight at 4 °C. The co-immunoprecipitated RNA
fraction was purified by phenol extraction. Alternatively, the protein
fraction from immunoprecipitated material and total extract was
obtained and analyzed by western blot, using the AGO1 antibody
ata 1:1000 dilution.

Plasmid constructs and generation of composite transgenic
hairy roots

The Pvu-miR 1514a precursor (202 bp) was amplified from genomic
DNA and cloned into the pPENTR/SD/D-TOPO vector (Invitrogen).
To obtain a miR1514a over-expression construct, we used the
Gateway LR Clonase in a recombination reaction (Gateway sys-
tem, Invitrogen) between pENTR-premiR1514a and pBA-DC-TdT.
This expression plasmid contains the 35S CaMV promoter, and
the tdTomato gene (red-fluorescent protein) as a visible reporter
gene (Naya et al., 2014). To obtain the miR1514a STTM construct
we followed the Short Tandem Target Mimicry strategy (Yan et
al., 2012). The resulting DNA fragment (113 bp) was cloned into
the pENTR-SD vector (Invitrogen). The insert in this plasmid
(pENTR-STTM-1514a) was then recombined into pBA-DC-TdT to
obtain pBA-STTM-miR1514a-TdT. All constructs were confirmed
by DNA sequencing (Unidad de Sintesis y Secuenciacién de ADN,
IBT-UNAM).

The empty pBA-DC-TdT vector and the resulting pBA-pre-
miR1514a-TdT (OE-1514a) and pBA-STTM-miR1514a-TdT
(STTM-1514a) plasmids were introduced into Agrobacterium rhizo-
genes K599 strain, and used for plant transformation as described
previously (Estrada-Navarrete er al., 2007) with minor modifi-
cations, in three independent experiments with 15 plants each.
Plants were maintained for hairy root formation for 2 weeks and
we obtained 2-6 independent TdT fluorescence positive roots per
plant, which were pooled in each independent experiment and kept
at —70 °C until further use.

RNA-seq experiments and gene ontology analysis of common
bean transgenic hairy roots

Common bean transgenic &airy roots carrying the appropriate con-
structs (EV, OE-1514a, or STTM-1514a) from two independent sets of
samples were collected and processed to obtain total RNA as described
above. Total RNA (1 pg) from each of the six samples was assessed for
quality and integrity using a Bioanalyzer 2100 (Agilent Technologies,
Santa Clara, CA), processed to obtain cDNA libraries using the
True-Seq stranded mRNA Library Prep kit (Illumina, San Diego,
CA), and sequenced using a NextSeq 500 platform (Illumina) with a
configuration of 150 cycles for 2 X 75 paired-end sequences (Unidad
Universitaria de Secuenciacion Masiva de DNA, IBT-UNAM). After
removing low-quality reads, all libraries contained between 32 and 47
million total reads of which 23 to 33 million reads per library mapped
to the P vulgaris ver. 1.0 genome available at Phytozome (www.phy-
tozome.net/commonbean.php). Differential expression analysis was
obtained using reads in the fastq format mapped to the P vulgaris
reference transcript compilation PhytozomeV10_Pvulgaris 218_
v1.0.transcript.fa using the Bowtie aligner (Langmead et al., 2009),
applying the parameters -aS -X 600 --offrate 1. The resulting alignment
was normalized using the eXpress software (Roberts and Pachter,
2013) with the -rf-stranded parameter since the data were generated
using a strand-specific dUTP method. The normalized counts were
used as input for the differential expression analysis using the scripts
included with the Trinity software selecting the EdgeR package (Haas
et al., 2013). RNA-seq data in the form of raw data for six samples
(EV, OE-1514a, or STTM-1514a, with replicates) have been deposited
in the NCBI database as a Bioproject (accession PRINA342643).

To predict functional relationships among differentially expressed
genes found in the RNA-seq experiments, the enriched gene ontol-
ogy (GO) categories obtained by topGO (https://bioconductor.
org/packages/release/bioc/html/topGO.html; P-value <0.05) were
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classified based on their parental GO terms using the CateGOrizer
tool (http://www.animalgenome.org/tools/catego/) with the ‘consoli-
dated single occurrences count’ option. The final count of secondary
categories for the corresponding parental categories was represented
in a graph using the ggplot2 package in R (http://ggplot2.org/).

In silico DNA motif discovery analysis

To identify DNA sequence motifs we used the MEME discovery
tool with default parameters (Bailey er al, 2009). We retrieved a
region of 1000 nt upstream from selected genes using sequence data
available for the P. vulgaris genome (www.phytozome.net/common-
bean.php; Goodstein ef al., 2012).

To discover sequence motifs present in NAC transcripts in P, vulgaris
and other legume species using the MEME discovery tool, a sequence
fragment starting from the miRNA recognition sequence and ending at
the stop codon was retrieved from different NAC TF sequences from
the common bean genome, and homologous genes from Glycine max
and Medicago truncatula were also retrieved using sequence data avail-
able from annotated genomes (www.phytozome.net; Goodstein et al.,
2012).

Target prediction for NAC-derived phasiRNAs

To predict potential regulatory target mRNAs for the NAC-derived
phasiRNAs, we used psRNATarget: A Plant Small RNA Target
Analysis Server, (http://plantgrn.noble.org/psRNATarget; Dai and
Zhao, 2011), using the default parameters. Manual addition of the
phasiRNAs sequences was used to search targets using the transcrip-
tome dataset for P. vulgaris (www.phytozome.net/commonbean.php).

Results

miR15174a shows different accumulation levels in roots
during drought in two cultivars with different drought
tolerance

We have previously reported that miR 1514a levels in common
bean (Pvu-miR 1514a) increased in seedlings exposed to differ-
ent abiotic stress conditions, as determined by northern blot
assays (Arenas-Huertero et al., 2009), and that its sequence
is identical to that of Glycine max miR1514a (Subramanian
et al., 2008; Song et al., 2011). The soybean genome encodes
two MIRI514 loci (MIRI1514a and MIRI514b), which pro-
duce mature miRNAs that are identical in sequence except
for a single nucleotide change towards the 3"-end (miR Base,
version 21) (Subramanian et al., 2008; Goettel et al., 2014).
We identified two loci encoding for MIR1514a (Chr. 3) and
MIRI1514b (Chr. 7) in the common bean genome, produc-
ing two mature 22-nt long miRNAs identical in sequence to
Gma-miR1514a, and originating from asymmetrical precur-
sors (see Supplementary Fig. SIA-C). We confirmed that
both loci are expressed under the conditions tested in this
study (Supplementary Fig. S1D, E). Because both common
bean loci produce a miRNA identical in sequence to Gma-
miR 1514a, for the purposes of this study we will we not dis-
tinguish between them and we will address both common
bean miRNAs as miR1514a.

To continue characterizing the response to stress of
miR1514a, we exposed 5-d-old seedlings to the addition
of ABA or to different stress factors, including high NaCl
or oxidative stress induced by the herbicide Paraquat, and

determined miR1514a levels by northern blot analysis (see
Supplementary Fig. S2). In these initial experiments, we
observed that the different treatments did not show changes in
miR1514a accumulation. Thus, we focused on drought stress
and we compared two common bean cultivars, Pinto Saltillo
(PS, drought-tolerant) and Bayo Madero (BM, drought-sen-
sitive), known to have contrasting drought tolerance pheno-
types as defined by their grain yield under terminal drought
conditions (Acosta-Gallegos et al., 1999; Teran and Singh,
2002). We determined the accumulation levels of miR1514a by
northern blot analysis in seedlings subjected to mild or severe
drought regimes for 6, 12, 24, or 48 h and we analyzed roots
and hypocotyls of each cultivar (Fig. 1 and Supplementary
Fig. S3). The results showed that miR 1514a levels increased in
PS roots and hypocotyls upon 6 h of treatment (Fig. 1A and
Supplementary Fig. S3A), whereas in BM roots no changes
were detected (Fig. 1B and Supplementary Fig. S3B).

Furthermore, we analyzed leaves and roots of PS and BM
adult plants subjected to drought stress, where we found
similar accumulation profiles to those observed for seedlings:
namely, that miR 1514a showed a significant increase in accu-
mulation under drought in PS roots (Fig. 1C) but not in leaves
(Supplementary Fig. S4A) when compared to well-irrigated
conditions, while BM plants showed no significant difference
in roots (Fig. 1D) or leaves (Supplementary Fig. S4B).

miR15174a targets the mRNA of a NAC transcription
factor under drought

Recently, we reported the genome-wide identification of
miRNA targets in P vulgaris by employing a Degradome
or PARE analysis from seedling samples (Formey et al.,
2015), where miR1514a was found to target two transcripts
encoding transcription factors of the NAC family, named
Phvul.010G121000 (or NAC 000) and Phvul.010G120700 (or
NAC 700) (Fig. 2A, B). This result was consistent with previ-
ous reports in G. max describing the mRNA targets of Gma-
miR1514a as NAC TF-encoding transcripts (Arikit et al.,
2014). In contrast to the degradome results obtained from
seedlings, only NAC 700 transcript was detected in roots
from adult plants (Fig. 2C; Formey et al., 2015).

To confirm these data, a time-course experiment was per-
formed in adult plants of PS and BM cultivars that were sub-
jected to mild and severe drought treatments, and RT-qPCR
analysis was carried out using RNA from roots to determine
NAC 700 transcript accumulation levels. In agreement with the
miR1514a accumulation pattern (see Fig. 1), the results showed
that NAC 700 transcript abundance decreased in PS roots from
stressed plants (Fig. 3A), whereas no significant change was
detected for this transcript in BM roots from drought-treated
plants, except at 22 d upon severe drought, which might repre-
sent an effect unrelated to miR1514a regulation (Fig. 3B).

NAC 700 mRNA is processed into phasiRNAS upon
cleavage by miR1574a

Because miR1514a is 22 nt in length, we hypothesized that
cleavage of its target mRNA would trigger the formation
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Fig. 1. miR1514a shows differential accumulation levels in roots of two common bean cultivars with different drought tolerance. Northern blot analysis of
Pvu-miR1514a accumulation levels in (A) Pinto Saltillo (PS) seedling roots, (B) Bayo Madero (BM) seedling roots, (C) PS adult plant roots, and (D) BM adult
plant roots. Seedlings were subjected to mild drought by irrigating with 1/4 of field capacity (fc), while adult plants were irrigated with 1/2 fc. Severe drought
was imposed on seedlings by watering with 1/8 fc whereas adult plants were irrigated with 1/4 fc (See Methods for details). Dotted lines represent the Pvu-
miR1514a levels for untreated samples at each time point. All Pvu-miR1514a values were normalized to the endogenous levels of U6 snRNA. Asterisks
indicate a significant difference compared to the control conditions, as determined by Tukey’s multiple comparisons test (*P<0.05, **P<0.01), n=3.

of phased small RNAs, or phasiRNAs (Chen et al., 2007).
Thus, considering the proposed miR1514a mRNA targets as
candidates for phasiRNA formation, we applied a previously
reported algorithm for phasiRNA loci identification (Chen
et al., 2007), which employed our previous sSRNA-seq data-
set (Pelaez ef al., 2012) to assign a P-value score. We found
that NAC 700, but not NAC 000, showed a significant score
(P=5.9 x 107° and ‘Not Detected’, respectively). As a con-
trol for this analysis we also recovered TAS3 (P=9.1 x 107%),
a transcript that generates phasiRNAs upon miR390-medi-
ated processing, known as tasiARFs (Axtell et al., 2006) (see
Supplementary Table S1). Moreover, we also found the NAC
700-derived phasiRNAs present in an independent SRNA-
seq dataset of common bean (Nakano et al., 2006; Pelaez
et al., 2012) (Supplementary Table S2). As part of our recent
genome-wide analysis in common bean to uncover phasiR-
NAs-generating loci, we also identified the NAC 700 locus
(Formey et al., 2015) using an independent bioinformatical
approach (Zhai et al., 2011) (see Fig. 4A for a diagram).

To evaluate the production of NAC 700-derived phasiR-
NAs in common bean roots under drought conditions, we per-
formed RT-qPCR analysis to determine their accumulation
levels during drought time-course experiments where we had
previously detected increased miR1514a levels and reduced
NAC 700 levels (see Figs 1 and 3). The results indicated
the presence of a subset of the phasiRNAs, which showed
strikingly distinct accumulation levels (see Supplementary
Fig. S5). Only one phasiRNA reproducibly increased dur-
ing drought in PS roots, corresponding to the 21-mer RNA

immediately following the first phasiRNA defined by miRNA
cleavage, denoted hereafter as phasiRNA1 (Fig. 4A, B).
In comparison, the accumulation levels of the unrelated
tasiARFs derived from the 74S3 transcript were unaffected
under the same stress conditions (Fig. 4C).

Modulation of miR1514a levels affects NAC 700
mRNA abundance

To provide further evidence of the direct role of miR1514a
in regulating NAC 700 mRNA, we generated common bean
transgenic hairy roots over-expressing the miR1514a precur-
sor (OE-1514a) or transgenic hairy roots with reduced levels
of active miR1514a using a Short Tandem Target Mimicry
construct (STTM-1514a) aimed at inhibiting miRNA activ-
ity, as previously reported (Yan et al, 2012). As expected,
transgenic OE-1514a hairy roots showed an increased level
of mature miR1514a, while the accumulation of NAC 700
mRNA was decreased. By contrast, we observed an increase
in NAC 700 transcript levels when miR1514a was inhibited
(Fig. 5A, B). Therefore, these results are consistent with a
direct regulation of the NAC 700 transcript by miR1514a.
Next, we determined the accumulation of the NAC-derived
phasiRNAs in these transgenic hairy roots. This analysis showed
that even though not all individual phasiRNAs reached consist-
ent accumulation profiles, both phasiRNA1 and phasiRNA6
showed reduced levels when miR1514a was inhibited, and
increased levels when miR1514a was over-expressed (Fig. 5C,
and see Fig. 4A for a diagram of phasiRNAs produced),
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Fig. 2. miR1514a targets the transcripts of two different NAC-TFs. (A)
Phvul.010G121000 (NAC 000) and (B) Phvul.010G120700 (NAC 700) are
targeted by miR1514a. The peak values show the cleavage site defined
by Degradome analysis (Formey et al., 2015). (C) RT-PCR assays showing
the presence of NAC 700 and NAC 000 transcripts in roots of adult plants.
RT+ and RT- refer to the presence or absence of reverse transcriptase
enzymes in the cDNA reaction; C is the PCR negative control. NAC 700
shows an amplicon of 360 bp, and the NAC 000 amplicon has a length of
248 bp. Amplification of the elF4 transcript was used as positive control in
cDNA reactions. (This figure is available in colour at JXB online.)

consistent with their formation upon NAC 700 mRNA pro-
cessing. In contrast, the levels of the unrelated tasiARFs under
these conditions were largely unaffected (Fig. 5C).

The transgenic hairy root system successfully revealed the
relationship between miR1514a and phasiRNA production.
However, there is an extremely low efficiency in obtaining
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Fig. 3. The drought resistant Pinto Saltillo (PS) cultivar shows reduced
NAC 700 levels under drought conditions. (A) Levels of NAC 700 mRNA
in roots of PS adult plants determined by RT-gPCR. (B) Levels of NAC
700 mRNA in roots of Bayo Madero (BM) adult plants determined by
RT-gPCR. Mild drought represents irrigation to 1/2 field capacity (fc).
Severe drought is 1/4 fc. Samples were collected at 13 or 22 d after water
deprivation. Expression of NAC 700 was normalized with Skp16 mRNA
levels. Asterisks indicate a significant difference compared to control
conditions, as determined by Tukey’s multiple comparisons test (**£<0.01,
***P<0.001), n=3.

stable transgenic plants in common bean and this precluded
our analysis of phenotypic traits caused by altered levels of
miR 1514a and/or NAC 700.

NAC 700-derived phasiRNAT associates with AGO1

To explore the potential functionality of the NAC-derived
phasiRNAs we wanted to see whether they could be detected
in association with AGO1-containing protein complexes. To
that end, we performed immunoprecipitation (IP) experi-
ments using an antibody raised against P. vulgaris AGO1 (see
Methods). For this, total cell protein extracts were obtained
from roots of PS adult plants subjected to drought. We suc-
cessfully recovered Pv-AGO1 as determined by western blots
of the IP fractions, which showed enrichment for miR1514a,
while U6 snRNA, an unrelated RNA, was not recovered in
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Fig. 4. phasiRNA1 levels are increased during a drought time-course in PS roots. (A) Scheme of miR1514a targeting of NAC 700 and phasiRNAs
produced, including the numbering scheme used. Root samples of Pinto Saltillo (PS) adult plants were collected after 13 or 22 d after water deprivation
and total RNA was used for RT-gPCR detection of small RNAs. (B) phasiRNA1 accumulation levels, (C) tasiARF accumulation levels. Dotted lines
represent the small RNA levels for untreated samples at each time point normalized to 1. Mild drought represents irrigation to 1/2 field capacity (fc) and
severe drought is 1/4 fc. Accumulation levels of small RNAs were normalized to those of U6 snRNA. Asterisks indicate a significant difference compared
to control conditions, as determined by Tukey’s multiple comparisons test (*P<0.05, **P<0.01, **P<0.001), n=3.

the IP fractions (Fig. 6A—C illustrates one of two independ-
ent experiments that showed similar patterns).

We then determined the presence of different NAC-derived
phasiRNAs in AGO1 complexes. We observed that only
phasiRNA1 was enriched in the IP fraction, while other
NAC-derived phasiRNAs were not consistently recovered
(Fig. 6C). These results indicate that phasiRNAI is recruited
into AGOI-containing protein complexes and suggest that
it is functional in PTGS. However, other NAC-derived pha-
siRNAs that we did not recover could be associated to other
AGO protein complexes, or their low abundance could limit
our ability to detect them reliably.

Genome-wide effects of modulating miR15174a activity

To explore the consequences of miR 1514a activity in relation
to gene expression, we generated composite plants for over-
expression or inhibition of miR1514a (OE-1514a or STTM-
1514a, respectively), or containing the empty vector (EV, used
as a control). Total RNA samples from two independent sets
of transgenic hairy roots were subjected to RNA-seq analysis.
While we observed an increased accumulation of miR1514a
in the OE-1514a roots (see Fig. 5A, and Supplementary
Fig. S6), RNA-seq analysis of these samples revealed a very
limited number of differentially expressed genes (five up-
regulated and seven down-regulated genes, P-value =0.01,
FDR=0.01, data not shown). Among these genes, we did not
observe the expected reduced levels of NAC 700 mRNA; thus

the miR1514a overexpression levels attained in these samples
were not sufficient to produce a significant change and there-
fore these results were not analyzed further. In sharp con-
trast, we observed a large number of up- and down-regulated
genes in roots where the miR1514a activity was inhibited
(61 and 129 genes, respectively, P-value =0.01, FDR=0.01,
Supplementary Table S3). Within this dataset we detected the
corresponding up-regulation of NAC 700 mRNA but not
of other unrelated NAC TFs (Fig. 7A and 7B, respectively).
Thus, we determined significantly enriched gene ontology
(GO) categories for the up- and down-regulated genes (see
Supplementary Table S3). Based on Biological Process, in the
up-regulated genes these categories included four metabolism
terms, biogenesis, and morphogenesis (Fig. 8A), and included
two HSP70 homologs and one SHAVEN 3 (SHV3) homolog
involved in glycerol metabolism and important for root hair
elongation (Hayashi et al., 2008). For down-regulated genes,
we again detected metabolism-related terms and responses to
stress, including four different peroxidases, and a homolog
of the PYRI1-like ABA receptors (Kline et al, 2010). We
then analyzed the enriched GO terms based on Molecular
Function, where we observed an enrichment for nucleic acid
binding activity in the up-regulated genes, which contained
two DCL homologs, two RDR homologs, and a HENI1
homolog. In the case of down-regulated genes, terms such
as protein binding and antioxidant activity were recovered.
To evaluate the significance of the results obtained in the
RNA-seq experiments using a different approach, we selected
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Fig. 5. Inhibition and overexpression of miR1514a has an effect on NAC
700 transcript and phasiRNA1 levels. Transgenic hairy roots of Pinto
Saltillo (PS) plants carrying the STTM-1514a construct, OE-1514a, or the
empty vector were collected and total RNA was used for RT-gPCR assays
to detect accumulation levels of (A) miR1514a, (B) NAC 700 transcript,
and (C) NAC-derived phasiRNAs and tasiARFs. Accumulation levels of
small RNAs were normalized to those of U6 snRNA and NAC 700 was
normalized to Skp 16 mRNA. Dotted lines represent the RNA levels for
untreated samples at each time point normalized to 1. Asterisks indicate
a significant difference compared to control conditions, as determined by
Tukey’s multiple comparisons test (*P<0.05, **P<0.01, **P<0.001), n=3.

up- and down-regulated genes (based on their fold-change
values) to detect them by RT-qPCR in the RNA samples
employed for high-throughput sequencing. Consistently, four
of the selected genes showed a similar trend of accumulation
to that observed in the transcriptome analysis (Fig. 8B).
Finally, we reasoned that if phasiRNAs act in PTGS, inhi-
bition of miR1514a in transgenic hairy roots should result
in reduced phasiRNA activity. To explore this idea, we first

A) Pv-AGO1-IP
250 kD ___ wB
130 kD — .
110kD — |
- + Ab
B)

Relative pvu-miR1514a levels

Relative phasiRNA levels

phasil phasi2 phasi5 phasi6 U6

Fig. 6. NAC 700-derived phasiRNAs associate with AGO1.
Immunoprecipitation (IP) reactions were carried out using total protein
extracts from Pinto Saltillo (PS) roots of plants subjected to drought and

an antibody directed to the Pv-AGO1 protein. (A) Western blot showing
AGO1 IP reactions with (+) or without (-) the AGO1 antibody. Total RNA
from IP reactions was recovered and used to determine small RNAs by
RT-gPCR: (B) levels of miR1514a, and (C) NAC-derived phasiRNAs and U6
snRNA in the absence or presence of the AGO1 antibody (Ab). Error bars
represent the standard error of three technical replicates. Results from one
representative experiment are shown.

predicted regulatory targets of phasiRNAs using the psRNA-
Target server (see Supplementary Table S4). However, based
on the RNA-seq data we did not find changes in these tran-
scripts upon miR 1514a deregulation (Supplementary Fig. S7),
suggesting that phasiRNAs do not act in trans. Interestingly,
other NAC transcripts related to NAC 700 showed a signifi-
cant increase in their accumulation when miR 1514a was inhib-
ited (see Fig. 7A), suggesting they are targeted by miR1514a
and/or by NAC-derived phasiRNAs in transgenic hairy roots.
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Fig. 7. Transgenic hairy roots with reduced miR1514a levels reveal

effects on NAC TF transcripts. Total RNA from two sets of transgenic
hairy roots carrying the STTM-1514a construct, OE-1514a, or the empty
vector, was obtained and analyzed by RNA-seq. (A) NAC 700 and other
related NAC transcripts are modulated in roots carrying the miR1514a
inhibition construct. (B) miR1514a has no effect on other unrelated NAC
TFs lacking the miRNA recognition site. FPKM = fragments per kilobase of
exon per million reads mapped. Asterisks indicate a significant difference
compared to the empty vector samples, as determined by Tukey’s multiple
comparisons test (***P<0.001).

Discussion

In contrast to Arabidopsis and other model legume species,
little is known about the post-transcriptional regulation in
common bean during drought and even less is known about
the contribution of miRNAs and other small RNAs, despite
the great importance of gaining knowledge about this crop
for improvement for food production to face population and
climate changes. Therefore, in this study we aimed to char-
acterize the activity of the common bean miR1514a during
water deficit conditions.

miR1514a shows differential expression levels in
response to drought in common bean

In an attempt to contribute to our knowledge of
miRNAs in common bean, in 2009 Arenas-Huertero and
co-workers reported cloning of 16 conserved and six non-
conserved miRNAs, including miR1514a which showed
expression levels modulated by low water availability

conditions (Arenas-Huertero ez al., 2009). Here, we analyzed
the miR1514a expression levels using two common bean cul-
tivars with contrasting drought tolerance (Teran and Singh,
2002; Rosales-Serna et al., 2004; Sanchez-Valdez et al., 2004;
Padilla-Ramirez et al., 2007; Gonzalez et al., 2008). Our
results indicate that the terminal drought-resistant cultivar PS
has a specific pattern of miR1514a modulation at two differ-
ent developmental stages that was not detected in the suscep-
tible BM cultivar, suggesting that it may mediate downstream
events leading to stress responses.

miR1514a targets a NAC TF mRNA for degradation
in roots

A recent genome-wide analysis to identify miRNA tar-
gets showed two NAC transcription factor transcripts
for miR1514a, Phvul.010G120700 (NAC 700) and
Phvul.010G121000 (NAC 000) (Formey et al, 2015).
Similarly, a homologous NAC TF mRNA is targeted by
miR1514a in soybean, supporting these findings (Arikit ez al.,
2014). Here, we focused our attention on NAC 700 because
its mMRNA accumulation was decreased when miR1514a was
up-regulated in roots of adult plants subjected to water defi-
cit, while NAC 000 was not detected. These observations were
consistent with the results obtained from transgenic hairy
roots, where miR1514a accumulation levels were modulated,
and showed an inverse effect on NAC 700 mRNA abundance,
hence indicating that miR1514a directly targets NAC 700
mRNA. Nevertheless, we do not discard the possibility that
with different growth conditions, different cultivars, and/or at
other developmental stages, NAC 000 — or other related NAC
TF mRNAs — might be expressed and subjected to miRNA
regulation.

In plants, several miR NAs regulate mRNAs encoding tran-
scription factors (Jones-Rhoades et al., 2006), indicating that
miRNAs can have an impact in miRNA-TF gene expression
regulatory networks (Osella ez al., 2011; Megraw et al., 2016).
In addition, miRNAs can act in cell—cell or organ—organ com-
munication (Megraw et al., 2016), and they can even work
at long distances from where they are produced, being trans-
ported through phloem (Buhtz et al., 2008; Lin et al., 2008;
Pant ez al., 2008), thus effectively amplifying their regulatory
effects. Upon cleavage of an initial transcript, production of
secondary small RNAs may represent another way of signal
amplification, as could be the case for phasiRNAs.

miR15174a-directed cleavage of NAC 700 mRNA
triggers phasiRNA formation

In A. thaliana, tasiRNAs have been widely studied, being
produced mainly from four 7A4S genes; miR173 regulates
TASlalblc and TAS2 transcripts, while miR390 and miR828
target TAS3 and TAS4, respectively (Axtell et al., 2006; Fei
et al., 2013). With the advent of high-throughput sequenc-
ing of small RNAs, phasiRNA identification has been devel-
oped and more PHAS loci have been annotated, as is the case
for TASS5, TAS6 (Arif et al., 2012; Li et al., 2012), and many
TAS-like (TASL) loci (Zhai et al., 2011; Xia et al., 2013).
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Fig. 8. Genome-wide analysis of genes affected by inhibition of miR1514a. RNA-seq data was obtained from transgenic hairy roots carrying the STTM-
1514a construct, OE-1514a, or the empty vector. (A) Gene ontology (GO) categories of MRNAs showing differential expression in roots carrying the
miR1514a inhibition construct. (B) Comparison between RNA-seq data and RT-gPCR of selected genes with significant changes in miR1514a inhibition

in hairy roots. (This figure is available in colour at JXB online.)

In comparison, phasiRNAs have not been widely studied
with the exception of a few crop plants, such as rice, maize,
and soybean (Johnson et al., 2009; Song et al., 2012; Arikit
et al., 2014). In general, identification of phasiRNA loci has
employed algorithms in genome-wide analyses (Chen et al.,
2007; Howell et al., 2007), including Phaseolus (Formey et al.,
2015). In G. max miR1514a targets a NAC TF mRNA, sub-
sequently triggering production of phasiRNAs (Arikit ez al.,
2014). Likewise, in common bean we observed in SRNA-seq
datasets that the NAC 700 locus is a source of phasiRNAs,
consistent with its processing by miR1514a. Moreover, when
the activity of miR1514a was modulated in transgenic hairy
roots or during water deficit conditions, the accumulation of
NAC 700-derived phasiRNAs was also affected, indicating
that production of phasiRNAs triggered by the action of the
22-nt-long miR1514a on a NAC TF transcript is conserved in
P, vulgaris, and possibly other legumes as well.

The role of miR1514a during water deficit responses

The activity of miR1514a on the transcript of NAC 700 has
two outcomes. Firstly, it reduces the levels of the NAC 700
transcription factor, thus affecting downstream gene expres-
sion; secondly, miR1514a action results in phasiRNA pro-
duction, in particular phasiRNA1, which could have its own

regulatory roles, including amplification of the response ini-
tiated by miR1514a. Either one or both outcomes could be
directly involved in stress responses and we will discuss them
next (Fig. 9).

NAC-derived phasiRNAs could target other transcripts for
cleavage in trans

NAC-derived phasiRNAs may have two alternative out-
comes: (1) phasiRNAs may target other transcripts in trans,
or (2) phasiRNAs may not be functional (shown as 3.a and
3.b, or 4, in Fig. 9). Remarkably, the sequence of NAC
700-derived phasiRNAI is conserved in different common
bean NAC TF transcripts and is present in related NAC TF
genes from other legume species (see Supplementary Fig.
S8), suggesting that it is functional, although conservation
due to other factors, including NAC 700 mRNA amino acid
coding capacity, can not be ruled out. Our results can be
compared to miR390, which directs the processing of 7453
in different plant species to generate phasiRNAs where only
a subset of these, known as tasiARFs, are conserved and
regulate the transcripts of ARF2, ARF3/ETT, and ARF4
in trans (Axtell et al., 2006; Fei et al., 2013), suggesting that
phasiRNAI acts as a tasiRNA. Accordingly, we found that
phasiRNAL is recruited into AGO1 complexes under water
deficit conditions in adult plant roots; hence, together with
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its conservation, this result suggests that phasiRNAI acts
in trans and might target a mRNA to perform a particular
function in the Fabaceae family. The phasiRNAT contains a
G at the 5”-end, which differs from the U preference known
for AGO1 (Mi et al., 2008), although other conserved miR-
NAs such as miR172 also contain a G at the 5'-end, indicat-
ing that this is not an absolute prerequisite for association
with AGO1. However, in the transcriptome analysis of trans-
genic hairy roots with reduced miR1514a activity we found
no changes in potential transcripts regulated by phasiRNAs.
In contrast, the levels of other related NAC TF mRNAs
were altered, suggesting that phasiRNAs and/or miR1514a
are directly involved in their modulation in trans (shown as a
thick arrow in 3.a in Fig. 9). The potential activity of NAC-
derived phasiRNAs on NAC transcripts could be indicating
a new tasiRNA activity on their own transcripts, a hypoth-
esis that remains to be tested.

Potential regulatory targets of the NAC 700 transcription
factor

To evaluate the molecular consequences of miR1514a activ-
ity, we performed a transcriptome analysis of transgenic hairy
roots focusing on the transcription factor NAC 700. From the
differentially expressed genes we determined enriched GO
terms indicating that genes related to metabolism, biogenesis,
morphogenesis, and responses to stress were affected when
we modulated miR1514a abundance. In A. thaliana several
NAC TFs have been associated with drought-stress, includ-
ing NACO016, NAC019, NAP, NACO053/NTL4, NACO055,
NACO072, and NAC096 (Tran et al., 2004; Lee and Park,
2012; Zhang and Gan, 2012; Xu et al., 2013), indicating the
relevance of this TF family in stress responses. The differen-
tially expressed genes obtained by RNA-seq analyses could
be a direct consequence of NAC 700 TF activity. If so, the
regulatory regions of these genes might contain common

sequence motifs, potentially representing a NAC 700 binding
site. However, we failed to uncover any significant sequence
motifs, probably due to the presence of direct and indirect
gene expression changes occuring in the transgenic hairy
roots.

Finally, among the differentially expressed genes defined by
the RNA-seq of transgenic hairy roots we identified a homolog
of Secl4p (Phvul.006G137200, Fig. 8B), a protein initially
defined as involved in vesicle trafficking in yeast (Bankaitis ez
al., 1989). This mRNA was also differentially accumulated in
response to water deficit in the roots of drought-resistant PS
plants but not in the drought-sensitive BM plant roots (data
not shown). This finding suggests that it is possible to iden-
tify gene expression changes related to miR1514a regulation
that are reflected in gene expression changes caused by water
deficit in PS and BM cultivars. It remains to be determined
if other genes that were not considered in this analysis could
also be affected by NAC 700 accumulation levels and water
deficit conditions.

Conclusions

Taken together, the results presented here illustrate the par-
ticipation of the miR1514a regulatory module during water
deficit conditions in P. vulgaris. 1t is possible that common
bean and other legumes may have particular strategies for
gene regulation based on other miRNAs and phasiRNA
products to regulate stress responses. The recent description
of the common bean genome (Schmutz et al., 2014; Vlasova
et al., 2016) will provide invaluable knowledge for future
PTGS studies. In addition, the different molecular partici-
pants in the miR 1514a pathway could be used to guide crop
improvement programs directed at the generation of new
and more resistant cultivars of common bean and other
legumes.
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Figure S1. Pre-miR1514a is present in the common bean
variety Pinto Saltillo.

Figure S2. Accumulation levels of miR1514a in hypocotyls
and roots of common bean under different abiotic stresses.

Figure S3. miR1514a levels in hypocotyls of the Pinto
Saltillo and Bayo Madero cultivars during water deficit.

Figure S4. miR1514a levels in leaves of adult plants of
Pinto Saltillo and Bayo Madero cultivars during water deficit.

Figure S5. Some NAC-derived phasiRNAs in roots from
adult plants have different levels during a drought time-
course experiment.

Figure S6. Expression levels of RNA-seq control genes.

Figure S7. NAC-derived phasiRNA predicted targets are
not affected in RNA-seq data.

Figure S8. PhasiRNA1 is conserved in common bean and
others legumes.

Table S1. Probability of generating phasiRNAs for
NAC genes.

Table S2. phasiRNAs reads derived from NAC 700 in two
independent sSRNA-seq experiments.

Table S3. Differential gene expression in STTM-1514a
transgenic hairy roots.

Table S4. NAC-derived phasiRNA targets predicted by
psRNATarget.

Table S5. Primers used in this study.
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ABSTRACT

We recently described the activity of miR1514a in response to water deficit in Phaseolus vulgaris. Pvu-
miR1514a targets a NAC transcription factor mRNA for cleavage and subsequently triggers NAC-derived
phasiRNA formation. Here we show that accumulation and activity of miR1514a are also conserved in the
model legume Medicago truncatula. Consistently, we identified Mtr-miR1514a and detected its increased
accumulation in response to stress conditions, targeting a NAC TF mRNA for cleavage and triggering
phasiRNA production. In P. vulgaris, miR1514a inhibition in transgenic hairy roots was reported to increase
NAC 700 mRNA levels and to affect expression patterns of several genes, including that of a Sec 14
homolog. We report here that in adult plant roots exposed to dehydration conditions, where miR1514a
levels increased and NAC 700 mRNA decreased, there was a reduction of Sec 14 homolog mRNA levels,
suggesting a direct transcriptional effect. The functions of miR1514a, NAC 700 and derived phasiRNAs
have just begun to be elucidated in common bean; future understanding of their activities in this and
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other legumes species will advance our knowledge of microRNA functions in plants.

MicroRNAs (miRNAs) are small RNA molecules of 21-22 nts
in length that are known to regulate the expression of target
mRNAs by complementary base-pairing, causing transcript
degradation or inhibition of translation.' In plants miRNAs
participate in several cellular processes, including development,
hormone signaling and stress responses.>’

Recently, we described the response of miR1514a when Pha-
seolus vulgaris (common bean) seedling or adult plant roots
were exposed to water limiting conditions.* We further showed
that this microRNA causes recognition and cleavage of an
mRNA (Phvul.010 g120700, hereafter named NAC 700
mRNA) encoding for a member of the NAM-ATAF1,2-CUC2
family of transcription factors. Interestingly, upon cleavage the
resulting 3’-end fragment is recruited for subsequent produc-
tion of phased siRNAs or phasiRNAs.” Furthermore, our work
suggested that the resulting small RNAs could have a functional
role and we proposed that at least one phasiRNA modulates the
abundance of its transcript of origin, NAC 700 mRNA, or other
related transcripts with sequence homology in P. vulgaris.
Potentially, this mechanism could be preserved in other
legumes as well (see our working model further ahead).

As of now, the expression of miR1514a has been reported in
common bean and in Glycine max.®’; however, previous stud-
ies have not identified a homolog of miR1514a in other
legumes, such as Medicago truncatula. Our own initial screen-
ing using northern blot analyses did not reveal miR1514a
expression in M. truncatula’ Nevertheless, a closer inspection
of the M. truncatula genome revealed a transcribed region in

chromosome 4 containing a sequence with similarity to soy-
bean and common bean miR1514a (Chr. 4, pos. 48984796-
48985620, http://medicago.jcvi.org and Fig. 1A). The secondary
structure prediction for this sequence showed a hairpin struc-
ture, consistent with its identity as a miRNA precursor tran-
script (Fig. 1B), and available sSRNA-seq data revealed the
presence of the mature small RNA corresponding to miR1514a
in different M. truncatula tissues.® Furthermore, when 1-day-
old M. truncatula seedlings were exposed to 150 mM NaCl,
accumulation of Mtr-miR1514a increased after 12 h of treat-
ment, and at later time points its accumulation returned to ini-
tial levels, as determined by RT-qPCR of the mature miRNA
(Fig. 1C). This result indicates that, similar to what is observed
in common bean, miR1514a responds to water deficit condi-
tions in M. truncatula. The response observed in the early time
points explored in both plant models could indicate that
miR1514a activity is necessary early in the water deficit
response process to be later replaced by other mechanisms.
Prediction of Mtr-miR1514a targets using the psRNA-
Target server and the M. truncatula whole genome revealed
as best target candidate the gene Medtr8g023860 (51.6%
similarity with P. vulgaris NAC 700 protein), encoding a
NAC transcription factor (base-pairing to miR1514a is
shown in Fig. 1A). Previous analyses performed to identify
microRNA targets in M. truncatula did not address those
for miR1514a, as it has not been annotated in M. trunca-
tula. However, we determined that Medtr8g023860 tran-
script is targeted for cleavage and has a significant score to
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Figure 1. Medicago truncatula miR1514a targets a NAC TF mRNA and triggers phasiRNA formation (A) Sequence comparison between Pvu-miR1514a, Gma-miR1514a and
Mtr-miR1514a, including base-pairing to target region in corresponding target mRNAs. (B) The secondary structure of Mtr-pre-miR1514a was predicted with mFold,' the
position of the mature miRNA is shown in green and indicated with a bracket. (C) One-day old M. truncatula seedlings were subjected to two NaCl concentrations (150 or
250 mM) for the indicated times, and the relative accumulation for the mature Mtr-miR1514a in total RNA samples was determined by stem-loop RT-qPCR,"* using U6
snRNA as reference gene. Three biologic replicates were analyzed with 3 technical replicates for each sample. Asterisks indicate a significant difference when compared
with control conditions, as determined by Two-way ANOVA, Dunnett’s multiple comparison test (**** P<0.0001). (D) Base-pairing between Mtr-miR1514a (green) and its
target Medtr.8 g023860 at the site of cleavage as defined by PARE analysis (vertical arrow®). PhasiRNAs with evidence of expression are indicated by red and blue
highlighted boxes at the relevant sequence in Medtr.8 g023860 downstream of the miRNA cleavage site.2 Numbers above the highlighted sequences indicate average
reads per million considering different SRNA-seq data sets where reads were present.

produce phasiRNAs upon miR1514a processing (Fig. 1D),
based on available SRNA-seq and PARE-analysis data sets.®
Together, these results indicate that miR1514a is also
expressed in M. truncatula, and moreover it is induced by
stress in seedlings, targeting a NAC TF mRNA homologous
to those present in soybean and common bean, to subse-
quently produce phasiRNAs.’

To explore a possible contribution of the miR1514a:NAC
mRNA regulatory module to the tolerance to water deficit
in legumes, we compared the accumulation levels of the
microRNA, the NAC 700 transcript and one particular pha-
siRNA in two common bean cultivars with well-character-
ized contrasting terminal drought resistance. The drought-
resistant Pinto Saltillo adult roots (PS) but not Mayo
Madero (BM, drought sensitive) showed increased accumu-
lation of miR1514a, and corresponding changes in NAC
700 mRNA and phasiRNAs,* suggesting that miR1514a and
NAC 700 activities are related to the different drought resis-
tance phenotypes analyzed. Still, further understanding
about their individual contributions is needed to show a
cause-effect relationship.

Interested in the role of miR1514a as a regulator of gene
expression, we used the P. vulgaris transgenic hairy roots
system generated by Agrobacterium rhizogenes. We first
inhibited the miR1514a activity in transgenic hairy roots
and explored the effects on gene expression at the transcrip-
tome level.* Among the transcripts that showed differential
accumulation, we identified a Sec 14p-like homolog
(Phvul.006G137200). This mRNA increased when miR1514a
activity was inhibited using a short tandem target mimicry
strategy with a consequent NAC 700 mRNA increase (see
Fig. 8 in ref. 4). Interestingly, accumulation of the Sec 14p-
like homolog was also reduced upon dehydration treatment
in PS roots (Fig. 2A), when miRl514a accumulation
increased and NAC 700 mRNA was reduced (previously
shown in Fig. 1C and Fig. 3A in ref. 4). This accumulation
pattern contrasted with that found in the drought-sensitive
BM cultivar, where the accumulation of Sec 14p-like mRNA
in adult roots did not change in response to dehydration
(Fig. 2A). Sec 14 proteins were initially identified as part of
the machinery necessary for vesicle trafficking in budding
yeast,'” ' and a soybean Sec 14 homolog is phosphorylated
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Figure 2. Model for miR1514a functions in legumes. (A) Sec 14p-like (Phvul.006G137200) mRNA levels are reduced in PS but not in BM adult plant roots upon water defi-
cit. Adult plants (29 d) were subjected to normal watering or mild dehydration (irrigation to 1/2 field capacity for 13 d'°). Expression of Sec 14p-like mRNA was normalized
to the levels of the reference Skp16 mRNA.'® Asterisks indicate a significant difference compared with control conditions, as determined by multiple paired Student’s t
test (""*P < 0.001), n = 3. (B) Under normal growth conditions, NAC 700 TF regulates processes related to normal growth and metabolism, perhaps including a Sec
14-like homolog. In response to stress conditions, miR1514a down-regulates a NAC TF and triggers phasiRNA formation in legumes.

in response to hyperosmotic stress.'” It remains to be deter-
mined if expression of other genes responding to changes
in NAC 700 mRNA accumulation in transgenic hairy roots
also respond in plants subjected to water deficit. Nonethe-
less, this finding suggests that it is possible to uncover gene
expression changes related to altered miR1514a regulation
that are also reflected across cultivars with known water
deficit responsiveness. However, to directly address whether
the responsiveness of miR1514a to water deficit can be
directly related to drought sensitivity in different P. vulgaris
cultivars it would be necessary to determine its expression
levels in a much larger set of common bean genotypes with
known drought tolerance.

This work complements our recent findings demonstrat-
ing that miR1514a triggers phasiRNA formation contributing
in this way to the modulation of P. vulgaris water deficit
response. The role of miR1514a through regulation of NAC
700 TF mRNA may include downstream genes, such as a Sec
14-like protein, which might be also involved in responses to
water deficit in common bean cultivars with different degrees
of drought resistance and in a wider number of legume

species. The functions of miR1514a and NAC mRNA-
derived phasiRNAs in legumes have only begun to be eluci-
dated (Fig. 2B). Their characterization will broaden our
understanding of their activities in plants and furthermore,
suggests that individual factors could be used to define
molecular markers valuable for selecting stress-resistant vari-
eties of common bean and possibly other legumes as well.
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24 September 2013 The declining water availability for agriculture is becoming problematic for many countries. Therefore the
. study of plants under water restriction is acquiring extraordinary importance. Botanists currently follow the
Published dehydration of plants comparing the fresh and dry weight of excised organs, or measuring their osmotic or
9 October 2013 water potentials; these are destructive methods inappropriate for in-vivo determination of plants’ hydration

dynamics. Water is opaque in the terahertz band, while dehydrated biological tissues are partially
transparent. We used terahertz spectroscopy to study the water dynamics of Arabidopsis thaliana by
comparing the dehydration kinetics of leaves from plants under well-irrigated and water deficit conditions.

Correspondence and We also present measurements of the effect of dark-light cycles and abscisic acid on its water dynamics. The

requests for materials measurements we present provide a new perspective on the water dynamics of plants under different
should be addressed to external stimuli and confirm that terahertz can be an excellent non-contact probe of in-vivo tissue
E.C.-C. (enrique@cio. hydration.
mx)

erahertz time-domain spectroscopy (THz-TDS) is a technique developed over the last 30 years'?. Although

expensive, this technology is now commercially available and is starting to find applications within various

fields** including chemistry and biology>®. Most dehydrated biological tissues are transparent (or at least
partially transparent) in this spectral region, while water is highly opaque in this band’; therefore, terahertz is an
excellent non-contact probe of water content in biological tissues as schematically depicted in Fig. 1b®.
Additionally, time-domain spectroscopy has the advantage of operating in the microwatt power regime with
extraordinary signal to noise performance’; therefore, the extremely low radiation intensities used to probe the
hydration state of leaves are expected to produce negligible heating effects on the tissue under examination. The
terahertz spectral band refers to radiation with frequencies between 100 GHz and 3 THz (wavelength between
100 pm and 3 mm). Because of these advantages, in recent years, microwave (i.e. sub-THz)'"* and THz'""
radiation has been used as a non-contact probe of water content in plant tissues. In addition, water distribution
in plant tissue has been imaged using THz radiation'>".

Although useful and informative, most of the methods commonly used to measure water content in plant
tissues, such as water potential or relative water content, imply damage or separation of the organs of interest from
the plant. Such procedures do not allow following changes of water content in real-time during short time periods
upon particular stimuli.

In this article, we present a series of measurements of the in-planta water dynamics of Arabidopsis thaliana
under various stimuli. In particular we followed the water loss of cauline leaves under water restriction in plants
grown in two substrates with different water retention capacity. This was achieved by probing water content with
broad band terahertz pulses. Similar measurements were done in plants under optimal irrigation. We conclude
that the substrate water retention capacity plays an important role in the water content dynamics of the plant. In
addition, we used this technique to detect the water content changes produced by stomatal closing during day/
night cycles as well as induced by abscisic acid (ABA) treatments.

Results

The terahertz transmission experiment is depicted in Fig. 1a. In brief, terahertz radiation is produced, transmitted
through the leaf under study and detected after. The degree of attenuation of the radiation in the leaf can be related

to the amount of water present in the tissue (Fig. 1b). By using an effective medium theory model*® it is possiblei(g 1
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Figure 1| (a) Schematic representation of the terahertz time-domain
spectrometer used to monitor the real-time leaf water content. Ultrashort
laser pulses are converted into terahertz pulses using a photoconductive
emitter. These pulses are collected from the emitter and refocused onto the
leaf under study using off-axis parabolic mirrors. The terahertz radiation
transmitted through the leaf is collected and refocused onto the ZnTe
detector crystal by two additional parabolic mirrors. (b) Schematic
representation of the principle of operation, by which THz measurements
are performed for a hydrated and dehydrated leaf. Given that water is
highly absorptive in the terahertz band, well-hydrated tissues (top) will
attenuate the transmitted THz pulses more than dehydrated tissues.

determine the weight percentage of water in the leaf (ie. what per-
centage of the total weight of the leaf is actually water), this is denoted
as Wt. % from now on. Further details concerning the terahertz
measurement method and data analysis are presented in the
Methods section.

Detection of changes in leaf water content during water restric-
tion. After mounting a cauline leaf, as shown in Fig. 1a, the spectro-
meter was programmed to acquire a terahertz waveform every hour.
As shown in Fig. 2a, the water content (weight percentage) from
these two recordings indicate a clear difference in the water loss
rate over a period of about 70 h, between cauline leaves from
plants grown in Turface and those from plants grown in
Metromix. As expected, the water loss rate was faster during water
deprivation in leaves from plants maintained in a low water retention
substrate. In both cases water loss seems to occur in three-phases. A
first slow phase lasting 12 h with a water loss rate of —1.3% h™" for
plants grown in Turface, whereas for plants grown in Metromix
lasted approximately 40 h with a rate of —0.2% h™". Then a second
phase showing a faster water loss in both conditions, presenting a
water loss rate of —14.6% h™"' for leaves from plants kept in Turface
and —3.5% h™' for those maintained in Metromix. After
approximately 9 h for plants in Turface and 15 h for plants in
Metromix, leaf water content was reduced to about 4% and further
changes were not significant (Fig. 2a). In order to demonstrate the
difference of water retention capacity of the two substrates, the
osmotic potential of both soil types was measured as function of
time after water supply was halted. In Fig. 2b the time dependent
osmotic potentials are shown. Turface showed a rapid dehydration
consistent with a significant decrease in osmotic potential over the
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Figure 2 | (a) Comparison of the water content (water weight percentage)
from caulinar leaves of Arabidopsis plants grown in two substrates with
different water retention capacity: Metromix (higher retention, dashed
line) and Turface (lower retention, continuous line). Irrigation was halted
at t = 0. Leaf tissues from plants grown in Turface show faster water loss
rate compared to plants grown in Metromix. Plants in Turface showed
relatively slow dehydration over the first 8 to 10 h with a sudden rate
change after approximately 15 hours of water supply halt, dehydration of
the tissue became very rapid and tissues lost most of their water in the
following 5 hours. Samples from Metromix showed a relatively steady
tissue water content over the first 30 h and slower dehydration through the
following 25 h, culminating with almost total water loss around 70 h after
halting water supply. A continuously watered plant grown on Metromix
substrate was also monitored as reference (dash-dotted line). (b) The
osmotic potential of both substrates was also determined. This shows the
difference in water retention capacity of these substrates.

first 20 hours. In comparison, Metromix showed a slower dehydra-
tion, in agreement with the observed reduction in its osmotic
potential.

Detection of changes in leaf water content during dark-light
periods and ABA treatment. We also detected a significant
change in leaf water content between light and dark periods when
following the dehydration process. The spectrometer was setup to
acquire a terahertz waveform every 5 minutes in order to analyze this
phenomenon in more detail. As shown in Fig. 3a, the water content
increased over the first 3 h of darkness, and it stayed steady until a
light period started again. These real-time measurements of leaf
water content correlate very well with stomatal conductance
measurements reported for light and dark periods's. We also
performed a series of measurements of osmotic potential of cauline
leaves from plants subjected to identical growth and treatment
conditions (Fig. 3b), which show rather large uncertainties but
correlate also consistently with the terahertz measurement. This
indicates that changes in the average absorption coefficient reflect
variations in the leaf tissue water content caused by the closing and
opening of the stomata induced by dark and light periods,
respectively as reported in Ref. 17.

In order to verify the ability of this THz method to detect water
content differences caused by stomatal aperture/closure, the effect of
ABA treatment was tested. The THz spectrometer was programmed
to acquire a terahertz waveform every 2 minutes to detect variations
in the water content due to stomata closure induced by the ABA
treatment. Figure 4a shows that a transitory small but detectable
increase in water content occurred just after the leaf was sprayed
with ABA solution (at t = 0). The increase of water content,
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Figure 3 | Changes in water content and osmotic potential in leaf tissues of
Arabidopsis plants grown in Metromix during water loss, comparing day
and night periods (a) Real-time water weight fraction recorded at 5 min
intervals during the indicated time. (b) Osmotic potential of Arabidopsis
leaves, values determined from a parallel experiment as the one described
in (a). (Bars indicate standard error).

attributed to the stomatal closure induced by ABA is consistent with
the light/dark observation. In addition the water conductance of
Arabidopsis leaves was measured as function of time after applica-
tion of ABA solution. The evolution of the stomatal conductance is
presented in Fig. 4b, which shows a sudden drop, caused by the
stomatal closure in the following minutes, and a slow recovery over
the following hours. These data can be fitted by two exponentials
with time constants 4 min and 969 min as depicted in the figure by a
continuous line.

As can be appreciated in Fig. 4, THz measurements can detect a
significant increase in leaf water content upon ABA treatment, fol-
lowed by a rapid decrease. Simultaneously, the stomatal conductance
reflects the effect of the ABA treatment, by a rapid drop and a
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Figure 4| (a) Effect of ABA application on the water content of
Arabidopsis cauline leaves. Water weight percentage determined at 2 min
intervals reveals transitory leaf water content changes upon the stomatal
closing induced by the ABA treatment (at t = 0). (b) Stomatal conductance
of Arabidopsis leaves after application of ABA. The gray dots are measured
values with their respective uncertainties (Bars indicate standard error),
the continuous curve is an approximation of conductance time
dependence by a double exponential.

subsequent slow increase in stomatal conductance, these two obser-
vations although consistent in trend show different timescales. These
results are consisten with the fact that the THz radiation is sensitive
to water content variations in the leaf that are not only caused by the
stomatal closing induced by ABA but also those changes resulting
from the stomatal aperture adjustment and from the leave’s intake
(orloss) of water by other mechanisms such as the dehydration of the
substrate as shown in the first experiment presented in this article,
therefore it is not expected that the timescales of both measurements
should be identical.

Discussion
The strong attenuation of terahertz radiation by water makes radi-
ation in this spectral band a highly sensitive non-contact probe of
hydration in plants as well as other materials'®. In addition, a good
number of dielectric materials, such as dehydrated biological tissue,
are mostly transparent in this spectral region allowing us to deter-
mine the water content of leaves from their THz transmission. This
technique offers significant advantages when compared to the tra-
ditional methods, such as pressure chambers or psychrometry, used
in plant science to estimate water content in plant tissues. Unlike
such procedures, THz spectroscopy is non-destructive, does not
require contact with the sample, and allows continuous monitoring
of leaf water content that could be affected by in vivo water uptake or
water loss processes, therefore giving unprecedented capability to
follow the plant water dynamics.

In this work, we tested the suitability of this technology to measure
the changes of water content of leaves from Arabidopsis plants under
optimal and suboptimal watering conditions, in two different sub-
strates. The application of this technique to the analysis of the water
content dynamics in cauline Arabidopsis leaves when plants are
subjected to low water availability allowed us to follow the real-time
water loss kinetics. The continuous registration of the data allowed
distinguishing three stages or phases with different water loss rates
during water restriction on both substrates, showing that even during
the same treatment plants are facing periods with considerably dif-
ferent stress intensity which could lead to a different set of plant
responses. The possibility to perform this kind of measurements
allows a much more detailed monitoring of the water content in
tissues, leading to a better interpretation of physiological, cellular
or molecular data from particular experiments. In addition, we
showed that this technique is sensitive enough to detect the changes
in leaf tissue water content produced by the closing and opening of
stomata induced by dark/light periods or by ABA treatment. The
comparison between the leaf water content obtained by osmotic
potential measurements and that obtained by the uninterrupted
recording of THz transmission showed that this last procedure
allowed a more sensitive and precise determination of the changes
in water content during this process.

Currently THz-TDS is still a relatively expensive technology, as of
the time of this publication TDS system list prices start on the order of
one hundred thousand US dollars, and therefore the access to this kind
of equipment is still limited. Yet the recent and rapid development of
THz systems for industrial and research purposes opens real possibil-
ities of this costs to drop significantly in the coming years which will at
its time allow their implementation in plant biology laboratories'>*. In
addition to dynamics, the development of a method that allows
imaging water content in leaves and other tissues has been demon-
strated”>. The measurements presented here provide a new perspec-
tive on the water dynamics of Arabidopsis, in particular, and of plants
in general. It is expected that the terahertz technique will provide
unprecedented insights in the water dynamics of plants in the future.
The development of compact, mobile and more cost effective experi-
mental setups will enable them to be used in the search for selection
markers in crop drought improvement programs.
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Methods

Sample preparation. Wild type Arabidopsis thaliana (Landsberg erecta ecotype) (At)
were grown on Petri dishes with solid MS 1X pH 5.7 (4.3 g/L Murashige and Skoog
salts, 1% sucrose, 0.5 g/L MES, 0.8% agar) in a growth chamber at a controlled
temperature of 21°C, 16/8 hrs light/dark photoperiod, under 80-100 pmol m™>s™"
(~18 W m™) of light intensity and a relative humidity of 60-70% for two weeks.
Seedlings were transplanted to pots (76.2 mm X 73.0 mm X 54.0 mm) containing
substrates of Metro-Mix 200 or Turface MVP (Hummert International Earth City,
MO USA), the latter one being the substrate with lower water retention. Plants were
grown under the conditions described above and watered with nutritive solution
(H3BO3 70 mM, CuSO,4 0.5 mM, NaMoO,4 2 mM, CoCl, 0.01 mM, MnCl, 14 mM,
ZnSO4 1 mM, NaCl 10 mM) and sterile water (every other time). When plants
reached their reproductive stage (approximately after 4-5 weeks) they were exposed
to progressive water loss by interrupting water supply (Time = 0). At this point, a
potted plant was transferred to the THz-TDS setup for analysis, where it was
maintained over the duration of the experiments at 21.5°C and 20-25% relative
humidity, with a 12/12 Hr light/dark photoperiod. Because of their accessibility,
terahertz pulses were propagated through in planta cauline leaves.

Determination of osmotic potential. Osmotic potential of cauline leaves was
determined during the water loss treatment described above from plants grown in
Turface MVP or Metro-Mix 200 (Hummert International, Earth City, MO USA).
One cauline leave from a treated and one from a well watered plant was collected
every 4 hours and immediately frozen in liquid nitrogen and subjected to five cycles
of freezing (1 min in N, liquid), thawed (10 min at 25°C) and then centrifuged

20 min at 14000 rpm in an Eppendorf centrifuge. One microliter of the supernatant
was collected and diluted in 9 pl of sterile water. The osmolality of the sample was
determined in a Vapor Pressure Osmometer (Wescor VAPRO Model 5600, Wescor,
Inc., Logan UT USA) following the instructions of the manufacturer. The values
obtained in mmol/Kg were converted to bars considering 1 OsM/Kg = —25 bar™.

Determination of stomatal conductance. Stomatal conductance was measured with
a Li-Cor LI-6400 apparatus following manufacturer’s instructions (Li-Cor, Lincoln,
NE, USA). During measurements, plants were maintained under similar
environmental conditions as those present during THz evaluations. The cell (6 cm?)
parameters were as follows: 25°C, 200 pmol photons m ™ s~" and an air flow

300 pL s~'. Environmental humidity was approximately 45%, slightly higher given
the weather conditions at the time of the determinations.
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Figure 5| (a) THz time-domain data set taken over a 23 h period.
Measurements were taken from cauline leaves from Arabidopsis plants
grown in Turface as described in Material and methods. Water supply was
halted at time zero and THz pulses were recorded every hour. Each red line
represents a measurement from each hour. The transmitted THz pulse
measured at t = 0 (darker red) is small and increase in amplitude upon
plant dehydration as time passes (brighter red). The dashed (green) line
corresponds to the reference pulse measured in the absence of sample.
(b) Calculated transmission as function of frequency determined from the
reference pulse and the pulses measured each hour (each line) showing that
transmittance was low at early times (dark red lines), and increased over
time (bright red lines). (c) Theoretical transmission calculated by effective
medium theory for water weight fractions from 0% (dark red lines) to
100% (bright red lines). (d) The water weight fraction present in the leaf as
a function of time after restriction of water supply.
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ABA treatment. Abscisic acid (ABA) solution (100 uM, prepared in ethanol) was
sprayed on both sides of cauline leaves from Arabidopsis plants grown in Metro-Mix
200 under optimal conditions. This treatment was applied 15 min after the start of
THz data acquisition.

Terahertz spectroscopy. A terahertz time-domain spectrometer (Fig. 5a) was built
based on a Ti:Sapphire oscillator producing pulses of light with a duration of
approximately 33 fs at 80 MHz repetition rate, with an average power of 200 mW.
About 70% of the laser power was sent to a computer controlled delay line and
subsequently used to produce terahertz pulses in a semi-insulating GaAs
photoconductive emitter biased with a 100 V square wave at 12 KHz across a 400 mm
gap. The terahertz radiation was collected by an off-axis parabolic mirror and refocused
onto a cauline leaf. The radiation transmitted through the sample was then collected and
refocused on a 1 mm thick [110] ZnTe crystal by two additional parabolic mirrors. The
remaining 30% of the laser pulse was sent through a separate path to the ZnTe crystal in
order to perform electro-optic detection of the terahertz pulse.

Signal processing. The hydration monitoring experiment consists in recording a
terahertz pulse waveform Ej(¢) in the time domain (Fig. 5a) at regular time intervals.
Each of these waveforms represents a “snapshot” of leaf water content at the times
recorded. A reference pulse E,.(t) in the absence of leaf is also recorded (dashed line).
A Fast Fourier Transform algorithm was used in order to obtain their amplitude and
phase spectra as function of frequency f. The transmission spectra for each
measurement are subsequently calculated as described in Ref. [24]. The amplitude of
the transmission coefficient function for each measurement is shown in Fig. 5b. In
order to determine the amount of water present in the leaf, effective medium theory
can be used to theoretically calculate the transmission for any water fraction present
in the tissue', the calculated transmission spectra for water fractions from 0 to 100%
(in 10% steps) are presented in Fig. 5c. A computer program was used to adjust the
water fraction in the theoretical model to find the best fit between the theoretical and
each experimental (in Fig. 5b) transmission spectra in order to determine the water
content at each time. The resulting water fractions are shown in Fig. 5d.
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Abstract: Terahertz time-domain spectroscopy was used to monitor the tissue hydration dynamics
of Arabidopsis thaliana under water deficit conditions. Terahertz spectroscopy is found to be an
excellent non-destructive in-vivo probe of hydration. The plant leaves showed very slow
dehydration over the first 16 to 18 hours while a very rapid loss of moisture was seen over the
following 3 hours, this transient behavior might be caused by a defensive mechanism of the

organism that activates when the soil moisture decreases below certain threshold.
OCIS codes: (300.0300) Spectroscopy; (300.6495) Spectroscopy, terahertz

Water stress in plants represents an area of research that has attracted enormous attention recently [1] given the
need of crops that can grow in areas where water supply is limited and capable of resisting drought periods. At
present, a number of physiologic, metabolic and molecular responses have been described in various plant species
when they are subjected to water deficit conditions [2]. Arabidopsis thaliana is a small flowering plant with a
relatively short life cycle and small genome, which is considered a model system in plant biology, where many
different processes have been characterized, including the plant response to environmental stress. [3] These studies
and those carried out in other plant species have led to establish that the plant response to water limitation is a
complex process that involves many changes at different functional levels and that depends on many different
factors [4]. A better understanding of this complex response needs of more detailed analyses combining the
application of different techniques, which could allow an integration of the molecular and physiological plant
reactions to water deficit.

So far most of the studies requiring monitoring moisture dynamics in plant tissues have used destructive methods
to quantify the amount of water present in them. In this work we present terahertz time-domain spectroscopy (THz-
TDS) for dynamic in-vivo determination of hydration dynamics in vegetative tissue which is a non-contact and non-
destructive technique.

Wild type Arabidopsis thaliana (Lansberg erecta ecotype) (AT) were grown in Petri dishes with MS 1X pH 5.7
(4.3 g/L Murashige and Skoog salts, 1% sucrose, 0.5g/L MES, 0.8% agar) in a chamber at controlled temperature of
21°C, 16/8 hrs light/dark photoperiod, 80 uE m” s™ of light intensity and a relative humidity of 60-80% for 2 weeks.
Seedlings were transplanted to a low water retention substrate (Turface) and incubated for three weeks under the
conditions described before and watered with nutritive solution. When plants reached reproductive stage
(approximately five-weeks), plants were exposed to progressive water lose and cauline leaves were used for
analyses because their location in the stem was optimal for the study.

A standard THz-TDS system was used for this study based on a Ti:Sapphire laser oscillator ( 33fs, 3.0nJ/pulse,
80MHz repetition rate). Terahertz transients were generated by photo-exciting a 400 um gap semi-insulating-GaAs
photo-conductive emitter biased with a square wave (120V amplitude at 12kHz). Detection was performed using a
Imm thick [110] ZnTe electro-optic crystal.

A reference terahertz waveform E,.r was recorded as function of the pulse delay 6 before the sample was placed
in the THz path. A live specimen of AT was placed next to the THz-TDS system. The stem was carefully bent and
one of the cauline leaves (coming off the main stem) was fixed at the sample position using a semi-rigid card-board
holder, softly pressing it to avoid any damage to plant tissues. At this moment, water supply to the plant was
interrupted and a time-domain waveform E; was recorded every 5 minutes for 24 hours. All measurements were
done in normal atmospheric air in order to avoid any additional stress on the plant by CO, deficit.
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Fig. 1. (a) Continuous curves are terahertz waveforms of pulses transmitted through a AT leaf. (each curve represents 30 minute interval starting
at time=0 (in darker color) and finishing at time=24 hours (in lighter color) . The dashed thick curve is the reference in absence of sample. (b)
Transmittance calculated from the spectra of measurements shown in (a).

Waveforms acquired at half hour interval are shown in Fig. 1a. It is clear from the plot that the amplitude of the
transmitted pulse changed significantly across the 24 hour period. Given that water presents strong absorption
(causing low transmittance) these curves represent an indirect measure of the amount of water in the plant tissue at
different times.

The transmittance of the leave as function of time at 0.9 THz is shown in Fig. 2. The plot presents a very slow
riser in transmission over the first 16 to 18 hours. During the following 3 to 4 hours there is a very fast transmission
increase from ~0.2 to ~0.85 related to a very fast moisture loss. This sudden change of the water content in the tissue
might be associated to the activation of a defensive mechanism of the plant that resulted in a restriction of the water
supply to the leaves in order to minimize the loss of moisture. This transient behavior could be a reaction not only to
the water deficit experienced by the plant but also to the rate of change of water available, which is relatively fast in
the case of the substrate used in these samples. By weighing another sample, we determined that the initial humidity
in the substrate was of 0.28 ml/g (milliliters of water per gram of dry substrate) and that the loss of humidity was
exponential with a time constant of 0.05 h™.
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Fig. 2. Terahertz transmission as function of time at 0.9 THz from Arabidopsis leaves. There is a relatively slow change in transmission over
the first ~17 hours, then a sudden change is observed and transmittance abruptly changes across the following 3 hours.

Terahertz time-domain spectroscopy was used to successfully monitor the in-vivo hydration dynamics in leafs of
A. thaliana under water stress. It was observed that the leaves moisture shows very little susceptibility to the soil
water contents unless the soil hydration goes below certain threshold, if this happens the moisture of the leaves
rapidly decreases. This could be attributed to the reach of a threshold in which the ‘defensive’ responses in this leaf
were lost or drastically reduced given the fast decrease in water availability in this organ during this experiment.

This technique is, to our knowledge, the first non-contact and non-destructive method to monitor in-vivo
hydration dynamically in plant tissues. We believe it will be very useful in the future to understand the effects of
water deficit on vegetable tissues. This at its time is of enormous importance to improve drought resistant crops.
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Abstract As sessile organisms, plants have to cope with
the ever-changing environment as well as with numerous
forms of stress. To react to these external cues, plants have
evolved a suite of response mechanisms operating at many
different levels, ranging from physiological to molecular
processes that provide the organism with a wide pheno-
typic plasticity, allowing for fine tuning of the reactions to
these adverse circumstances. During the past decade, non-
coding RNAs (ncRNAs) have emerged as key regulatory
molecules, which contribute to a significant portion of the
transcriptome in eukaryotes and are involved in the control
of transcriptional and post-transcriptional gene regulatory
pathways. Although accumulated evidence supports an
important role for ncRNAs in plant response and adapta-
tion to abiotic stress, their mechanism(s) of action still
remains obscure and a functional characterization of the
ncRNA repertoire in plants is still needed. Moreover,
common features in the biogenesis of different small
ncRNAs, and in some cases, cross talk between different
gene regulatory pathways may add to the complexity of
these pathways and could play important roles in modu-
lating stress responses. Here we review the various ncR-
NAs that have been reported to participate in the response
to abiotic stress in plants, focusing on their importance in
plant adaptation and evolution. Understanding how
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ncRNAs work may reveal novel mechanisms involved in
the plant responses to the environment.
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Abbreviations
AGO Argonaute protein
DCL Dicer-like protein

dsRNA Double-stranded RNA
dsRBD dsRNA-binding domain
ncRNA Non-coding RNA
hcsiRNA  Heterochromatic siRNAs
miRNA MicroRNA

IncRNA  Long non-coding RNA
sncRNA  Small non-coding RNA
siRNA Small interfering RNA
tasiRNAs Trans-acting RNA

TGS Transcriptional gene silencing
PTGS Post-transcriptional gene silencing
Introduction

Plants are exposed to ever-changing environmental condi-
tions including drought, freezing and salinity. All these
abiotic stresses cause water deficit, a condition that results
in a decreased efficiency of most cellular functions. The
survival of plants to these drastic environmental changes
depends on the adjustment of many physiological and
cellular processes achieved by fine tuning gene expression
and protein activities through transcriptional, post-tran-
scriptional, translational and post-translational mechanisms
(Ingram and Bartels 1996).
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Modulation of gene expression is a key level of regulation
during water deficit, and signal transduction pathways pre-
ceding theses responses have been described in addition to
some of the participating molecules (see below). Hormones
that are normally produced in a time- and space-specific
manner during plant development and growth also play an
important role during periods of stress. For instance, abscisic
acid (ABA) is a key hormone that regulates seed dormancy, a
particular condition where as much as 90 % of water is lost
(Finkelstein et al. 2002). ABA is also involved in the
response to those abiotic stresses leading to water limitation
(Bray 2002; Umezawa et al. 2010). By triggering stomatal
closure and promoting the activation and repression of a
battery of genes, among other activities, ABA enables the
plant to deal with the loss of water that may otherwise cause
severe and irreversible damage (Zhu 2002). Furthermore,
ABA modulates stress responses at the post-transcriptional
and epigenetic levels (Chinnusamy et al. 2008), indicating it
is a key control element of plant protective mechanisms.

Gene regulation by small non-coding RNAs (sncRNAs)
is another important mechanism by which plants respond,
adjust, survive and ultimately adapt to stressful conditions
(Sunkar et al. 2007; Covarrubias and Reyes 2010). sncR-
NAs are regulatory molecules that are present in plants and
animals (Voinnet 2009), capable of sequence-dependent
gene silencing at the transcriptional and post-transcriptional
level. In eukaryotes, they are mainly comprised of mi-
croRNAs (miRNAs) and small interfering RNAs (siRNAs);
however, additional types have been described depending
on the organisms such as trans-acting siRNAs (tasiRNAs)
and repeat-associated siRNAs (rasi-RNAs) in plants, Piwi-
interacting RNAs (pi-RNAs) in animal germline, Tetrahy-
mena thermophile small-scan RNAs (scnRNAs) involved in
histone methylation and DNA elimination, 21U-RNAs in
Caenorhabditis elegans germline, which are generated by
different protein components of the RNA interference
(RNAi) machinery and that seem to perform different
functions (Chu and Rana 2007; Ghildiyal and Zamore
2009). RNA interference is a process in which double-
stranded RNA suppresses the expression of homologous
genes, also known as post-transcriptional gene silencing
(PTGS). This phenomenon is widely distributed among
different species and evolutionarily conserved (Fire et al.
1998; Liu and Paroo 2010). The basic factors of the RNAi
machinery have been identified in diverse eukaryotes and
ancestral forms are present in prokaryotes, suggesting that
this is an ancient mechanism of gene regulation (Makarova
et al. 2009; Karginov and Hannon 2010). In plants, the core
components of the RNAi machinery and some microRNA
families have been detected even in the most ancient land
plants (Li et al. 2011).

Most of our current knowledge regarding the molecular
basis of sncRNA-based silencing phenomena in plants
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comes from studies in Arabidopsis thaliana (Arabidopsis)
and thanks to current genome sequencing initiatives,
interesting evolutionary insights are emerging rapidly from
agriculturally important plant species including maize (Zea
mays), rice (Oryza sativa) and most recently soybean
(Glycine max) and common bean (Phaseolus vulgaris)
(International Rice Genome Sequencing 2005; Schnable
et al. 2009; Goodstein et al. 2012).

Here we review the different kinds of ncRNAs that
participate in water deficit responses, from microRNAs to
long non-coding RNAs (IncRNA), and highlight the
importance of these molecules in the plant response and
adaptation to this adverse environmental condition. We
also focus on the importance of particular core proteins, the
intercommunication that exists between the ncRNA path-
ways and how this correlates with the plant response to
abiotic stress.

The non-coding RNA biogenesis pathways

ncRNAs are diverse in both their origin and function. They
are involved in transcriptional (TGS) and post-transcrip-
tional gene silencing (PTGS), and participate in a wide
range of cellular processes (Chen 2010). Plants have a great
diversity of sncRNAs currently including microRNAs,
tasiRNAs, heterochromatic siRNAs (hcsiRNAs) and
IncRNAs. All sncRNAs have common features in their
biogenesis (Fig. 1). MicroRNA genes (MIR genes) are
transcribed by RNA polymerase II (Pol II), whose tran-
scripts adopt a hairpin structure with a 5’ cap and a 3’ poly-
A tail (Lee et al. 2004; Xie et al. 2005a). The production of
secondary siRNAs depends on the activity of an RNA-
dependent RNA polymerase (RARP) to synthesize a dou-
ble-stranded RNA from the targeted RNA, from which the
secondary siRNAs will be generated (Vazquez et al. 2004,
Voinnet 2008). In addition, Pol IV (NRPD), a plant-spe-
cific RNA polymerase, is also needed to produce most
types of siRNAs (Herr et al. 2005; Onodera et al. 2005).
Nevertheless, it has also been shown that at intergenic low-
copy number loci, Pol II is essential for siRNA-mediated
TGS at these or homologous loci. In addition, Pol II also
recruits Pol IV to promote hcsiRNA biogenesis, and Pol V
to induce TGS at heterochromatic loci (Zheng et al. 2009).
The miRNA- or siRNA-producing primary transcript is
then cleaved by an RNase type III known as Dicer-like
protein (DCL) in a successive manner leading to small
RNA duplexes with a 2-nt overhang at the 3’-end (Park
et al. 2002; Kurihara and Watanabe 2004). Then, a 2'-O-
methyl group is added to the ribose of the 3’-end nt of each
strand of the final product, which usually is a duplex of 20-
to 24-nt RNA (Yu et al. 2005; Yang et al. 2006). This
modification is the product of the Hua Enhancer 1 (HEN 1)
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Fig. 1 Common features in plant sncRNA pathways. The microR-
NA, tasiRNA and hcsiRNA pathways have common features such as
the cleavage of the dsRNA or precursor by a DCL protein and the
methylation of the dsSRNA produced duplex by HEN1. Each pathway
specifically feeds into a AGO-containing protein complex where the
sncRNA is recruited. The discontinuous lines denote the crosstalk
between each pathway. Specific pathway proteins are also indicated

l l

methyl transferase activity that seemed to be plant specific,
however, subsequently this activity was also described for
the germline Piwi-interacting RNAs (piRNAs) in Dro-
sophila melanogaster (Drosophila) and mice (Kirino and
Mourelatos 2007; Saito et al. 2007). In plants, HEN1-
directed methylation protects sncRNAs from the addition
of one to five uridine residues to the 3’-ends of sncRNAs, a
mark for degradation via the exoribonuclease, small RNA
degrading nuclease (SDN) (Li et al. 2005; Yu et al. 2005;
Ramachandran and Chen 2008).

Depending on the nature of the RNA species, the duplex
RNA can stay in the nucleus or can be exported to
the cytoplasm via HASTY, the homolog of the human
Exportin 5 (Park et al. 2005). The final destination of the
sncRNA is its recruitment to an effector protein, a member
of the Argonaute (AGO) protein family that assists the
sncRNA in its target recognition by base complementarity,
and finally TGS or PTGS occurs.

In summary, all sncRNA-based silencing mechanisms
share at least four consensus biochemical steps: (1)
induction by double-stranded RNA (dsRNA), (2) dsRNA
processing into sncRNAs of a particular size, (3)

methylation of the sncRNAs species and (4) incorporation
of the sncRNAs to effector complexes containing a mem-
ber of the AGO family of proteins that associate with a
partially or fully complementary target DNA or RNA, in
order to induce regulation of gene expression through
transcriptional or post-transcriptional mechanisms (Chen
et al. 2002; Chapman and Carrington 2007; Chen 2008;
Voinnet 2009) (Fig. 1). Some key differences characterize
particular silencing pathways such as the sncRNA precur-
sor secondary structure (double-stranded RNA or hairpin
structure), sncRNA size (20- to 24-nt in length), cellular
localization, and most importantly the DCL protein that
processes them, the AGO protein to which they associate,
and the accessory interacting proteins that form each of the
ribonucleoprotein complexes.

The key proteins in the sncRNA pathways
DICER-like proteins

DICER proteins process dsRNAs into 20- to 24-nt sncRNA
species. There are four different DCL loci in the Arabid-
opsis genome, named after their homology to Drosophila’s
Dicers (Schauer et al. 2002). Arabidopsis DCLs contain the
following distinctive domains: an N-terminal DExH-box
RNA-helicase-c motif, a DUF283 (domain of unknown
function) domain, a PAZ (Piwi/Argonaute/Zwille) domain,
two ribonuclease-III motifs and at least one double-stran-
ded-RNA (dsRNA)-binding domain at the C-terminus
(Schauer et al. 2002). DCLs are determinant for routing to
a particular sncRNA pathway as each DCL protein cleaves
the dsRNAs into specific sizes. For instance, DCLI is
involved in the generation of 21- or 22-nt RNA duplexes
corresponding to the miRNA and miRNA* duplex (Park
et al. 2002). DCL2 generates 22-nt siRNAs involved in
virus defense (Xie et al. 2004). DCL3 produces endoge-
nous hcsiRNAs that mediate TGS and DCLA4 is involved in
tasiRNAs production (Xie et al. 2004, 2005b; Dunoyer
et al. 2005). The characteristics of each type of sncRNA
will be further described.

DCL gene number varies in different plant species.
Arabidopsis has four DCL genes, rice and maize have five,
and Populus trichocarpa (poplar) has six (Liu et al. 2009a;
Qian et al. 2011). Analysis of Arabidopsis, rice and poplar
genomes has suggested that all plants have a basic set of
four DCL genes and that in monocotyledonous plants a
fiftth type of DCL has evolved, which has a highly diver-
gent dsSRNA-binding domain (dsRBD) that probably dis-
tinguishes it from other DCL functions (Margis et al.
2006).

The specialization described for DCL proteins also
involves accessory proteins, which may contribute to an
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accurate substrate recognition cleavage and to the sub-
sequent recruitment of other factors to conform to a spe-
cific effector pathway.

ARGONAUTE proteins

AGO proteins are the effectors in all sncRNA pathways
known to date. AGO proteins recruit sncRNAs to form to a
ribonucleoprotein complex generally termed RNA-induced
silencing complex (RISC) that by sequence complemen-
tarity will identify the transcripts to be silenced. Most AGO
proteins in these complexes cleave their target RNAs by a
site-specific endonucleolytic activity. Those AGO proteins
lacking this activity repress their interacting transcripts by
reducing their stability, by interfering with their translation
or by inducing transcriptional silencing (Mallory and
Vaucheret 2010; Joshua-Tor and Hannon 2011). The first
AGO protein to be studied in plants was Arabidopsis
AGOl, discovered in a screen for genes required for proper
development (Bohmert et al. 1998). The ago mutants
received their name due to the pleiotropic leaf phenotype
that resembles the limbs of an argonaute squid (Bohmert
et al. 1998). AGO proteins have a molecular mass of
approximately 100 kDa and contain a conserved N-termi-
nal domain, a PAZ domain, a MID (middle) domain, a
PIWI (P ELEMENT-INDUCED WIMPY TESTIS)
domain, and a non-conserved C-terminus (Vaucheret 2008;
Ender and Meister 2010).

Arabidopsis contains ten different AGO proteins
grouped in three clades: AGO1, AGOS5 and AGO10 are in
the first clade; AGO2, AGO3 and AGO7 are in the second
one; and AGO4, AGO6, AGO8 and AGO9 form the third
clade (Vaucheret 2008).

These proteins differ in their cellular localization and
also in their tissue and developmental distribution (Schmid
et al. 2005; Mallory and Vaucheret 2010). AGOIl and
AGO4 are widely expressed, while other AGO proteins
have specific expression patterns, such as AGO9 and
AGOI10 that are expressed in reproductive organs and shoot
apical meristem (SAM), respectively (Lynn et al. 1999;
Olmedo-Monfil et al. 2010). In Arabidopsis, AGO1, AGO4
and AGO7 proteins have slicer activity, i.e., an endonu-
cleolytic activity conferred by the aspartate—aspartate—
histidine (DDH) motif present in the PIWI domain, that
entails cleavage of the target RNA at the phosphodiester
bond opposite to the 10- and 11-nt of the base-paired
sncRNA (Song et al. 2004; Baumberger and Baulcombe
2005; Qi et al. 2006; Montgomery et al. 2008a).

Co-immunoprecipitation assays indicate that each AGO
protein preferentially loads a specific type of sncRNA (Mi
et al. 2008). Thus, AGO1 preferentially binds microRNAs
containing a uridine (U) at the 5'-end, AGO2 and AGO4
recruit mostly siRNAs that initiate with adenosine (A), and
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AGOS5 binds siRNAs that have a cytosine (C) at their 5'-
end (Mi et al. 2008). The preference for a specific nucle-
otide depends on the binding pocket of the MID domain,
which interacts with the 5’-end of the sncRNA (Ma et al.
2005; Frank et al. 2010). The association of a specific AGO
protein to the silencing complex ultimately defines the
effector pathway for a particular sncRNA. Although dif-
ferent accessory proteins associate with RISC complex in
animals, to date in plants the only known interaction is that
between AGO4 and Pol V during transcriptional silencing
(El-Shami et al. 2007). Defining the activity of individual
AGO proteins and their interacting factors will greatly help
to understand silencing pathway functions in plants.

RNAi machinery in the stress response

The RNAi machinery proteins act primarily as part of
complexes. The DCL proteins have been reported to
interact with other proteins, usually containing a dsRBD.
Even though a deficiency in these proteins leads to pleio-
tropic phenotypes, they are sometimes related to particular
responses as many of them were initially identified in
mutant screens under specific treatments. That was the case
of HYPONASTIC LEAVES 1 (HYLI1), initially identified
as a component of the signaling pathways in hormone
responses (Lu and Fedoroff 2000). Amongst the pheno-
types that the Ayl/l mutant exhibits are delayed flowering,
the upward bending of leaves (leaf hyponasty), reduced
fertility, hyposensitivity to auxin and cytokinin, and
hypersensitivity to ABA (Lu and Fedoroff 2000). Because
HYL1 contains two dsRBDs and a nuclear localization
domain, it was a good candidate to interact with the RNAi
machinery. Later on, it was shown that HYL1 directly
interacts with DCL1 to provide accuracy to the cleavage of
pri- and pre-microRNAs (Kurihara et al. 2006; Dong et al.
2008). In addition, SERRATE another dsRNA binding
protein (dsRBP) was found to interact with DCL to
promote together with HYL1, the precise cleavage of pri-
microRNAs and microRNA precursors (Hiraguri et al.
2005; Dong et al. 2008). Similarly, DRB4 (also a dsRBP)
specifically interacts with DCL4 (Hiraguri et al. 2005). The
study of the interactions between the different proteins
participating in the sncRNAs biogenesis indicates that the
specialization of each complex is given in part by a com-
bination of specific protein—protein interactions and the
identity of their interacting partners, which leads to the
recognition and preferential cleavage of particular RNA
substrates.

Many forms of stress affect the levels of some of the
proteins that participate in the sncRNA biogenesis path-
ways. In a recent study in Medicago truncatula, a bioin-
formatic analysis revealed that there are three putative DCL
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genes and twelve AGO genes; from these, the MfDCL1 and
MtAGOI] transcripts (involved in microRNA biogenesis)
accumulate in response to water deficit (Capitao et al.
2011). This observation correlates with a reduction in the
levels of two miRNAs, miR162 and miR168, that in turn
down-regulate both DCL1 and AGOI transcripts, respec-
tively (Capitao et al. 2011). In maize, it was shown that in
3-week-old seedlings subjected to drought or salt stress, the
paralogs of DCL, AGO and RDR genes exhibit different
expression patterns in leaves, suggesting that these proteins
may play pivotal roles in modulating specialized regulatory
mechanisms in response to abiotic stresses (Qian et al.
2011). Furthermore, it was recently shown that the defi-
ciency of DCL1 and HENI1 proteins observed in mutants
absgl and absg2, respectively, leads to ABA super-sensi-
tivity during germination (absg). In addition, the absgl
mutant also showed sensitivity to salt and osmotic stress
(Zhang et al. 2008). Whether these phenotypes are caused
by the reduced abundance of the whole microRNA popu-
lation or due to the lack of specific ABA responsive
microRNAs is still unknown. Taken together, these
observations indicate that components of the sncRNA
biogenesis machinery strongly associate with stress
response pathways.

MicroRNAs

Plant microRNAs are 20- to 24-nt RNAs that act at the
post-transcriptional level by either target degradation or
translational repression (Chen 2004; Voinnet 2009). They
participate in almost every cellular process (Voinnet 2009).
Their presence in the single-cell alga Chlamydomonas
reinhardtii is evidence that microRNAs constitute an
ancient gene regulatory pathway (Molnar et al. 2007; Zhao
et al. 2007). Several studies have revealed that most plant
microRNA (MIR) genes form independent Pol II tran-
scription units with their own promoter sequences (Xie
et al. 2005a; Voinnet 2009). The first discovered plant
microRNAs were found to primarily participate in devel-
opmental processes. However, using as discovery criteria
the distinctive characteristics of conserved microRNAs, it
was later reported the identification of miR395, a micr-
oRNA induced by sulfate starvation (Jones-Rhoades and
Bartel 2004), and miR399 regulating the PHO2 mRNA,
encoding an E2 ubiquitin conjugase enzyme involved in
phosphate homeostasis (Fujii et al. 2005; Chiou et al.
2006), extending the microRNAs regulatory functions as
modulators of the plant stress response.

New sequencing technologies have revealed a vast
universe of microRNAs in eukaryotes. Currently, there are
4,169 annotated mature microRNAs in 47 plant species in
the current version (ver. 18.0) of the microRNA registry

database (Griffiths-Jones 2004; Griffiths-Jones et al. 2006).
From these, only 51.6 % are conserved and 48.4 % are
family or species specific. As the number of annotated
microRNAs increases, it is evident that the conserved
families are fewer than the non-conserved ones. Evolu-
tionary conserved microRNAs are in general abundantly
expressed and their targets are usually transcription factors
that regulate developmental and growth processes (Mallory
and Vaucheret 2006; Voinnet 2009; Cuperus et al. 2011).
Non-conserved microRNAs are less abundant, sometimes
with very low expression levels and their predicted targets
are seldom experimentally confirmed (Voinnet 2009;
Cuperus et al. 2011). The difficulty to systematically
characterize these young microRNAs is probably due to the
fact that they are induced in particular groups of plant
species, and/or under a specific stress or metabolic condi-
tion or that they are expressed in a tissue- or cell type-
specific manner. Regarding their predicted targets, these
belong to a group of proteins that are related to a particular
stress response and with a broader range of cellular and
physiological activities (Table 1). However, some con-
served microRNAs are also involved in stress responses
and adaptation. For instance, miR159 accumulates upon
ABA and water limitation treatments in Arabidopsis ger-
minating seeds, and modulates the transcript levels of
MYB33 and MYBIO01 transcription factors (Reyes and
Chua 2007). Another example is miR169, whose target is
the NFYA transcription factor, involved in ABA and
drought responses. Under these conditions Arabidopsis
NFYAS transcription factor is highly induced, while
miR169 levels decrease (Li et al. 2008).

Recent deep sequencing analyses have provided an
interesting landscape of microRNA-directed gene regula-
tion during water deficit. Currently, there are studies in
more than six plant species that show a large number of
microRNAs that are regulated during water deficit
(Table 2). Interestingly, the plant response varies in each
species, depending on the plant family or habitat, and while
the majority of them have a differential accumulation
profile, few microRNAs share a common accumulation
pattern amongst the different plants species studied to date.
The differences in the microRNA accumulation profile do
not only occur across species, but also in different geno-
types from the same species and at different developmental
stages. Glycine max (soybean) seedlings from drought-
sensitive and tolerant genotypes subjected to water deficit
showed a differential microRNA accumulation profile,
while the levels of five microRNAs (miR166-5p, miR169f-
3p, miR1513c, miR397ab and miR-seq13) increased in the
drought-sensitive genotype when compared to the tolerant
genotype (Kulcheski et al. 2011).

Interestingly, recent evidence indicates that microRNA
biogenesis could be post-transcriptionally regulated under

@ Springer

193



948

Planta (2012) 236:943-958

Table 1 Targets of conserved and non-conserved microRNAs accumulated under water deficit

microRNA  Plant Target Validation References
species
miR123 Pe(1) Development/cell death domain (+4) Cohen et al. (2010)
miR156 A1), Os(l) SPL +) Liu et al. (2008), Zhou et al. (2010)
miR159 A1) MYB (+) Reyes and Chua (2007)
miR159.2  Pv(7) Chlatrin heavy chain (=) Arenas-Huertero et al. (2009)
miR167 A(T) ARF (+) Liu et al. (2008)
miR168 A1) AGOl +) Liu et al. (2008), Vazquez et al. (2004)
miR169 At(]), Os(1) NFY (+) Li et al. (2008), Zhou et al. (2010), Liu et al. (2009b)
miR171 AUT) SCL +) Liu et al. (2008)
miR319 At(1), Os(]) TCP +) Liu et al. (2008), Zhou et al. (2010)
miR393 AUT), TIR1 (+) Jones-Rhoades and Bartel (2004), Liu et al. (2008), Arenas-Huertero
Pv(1), et al. (2009), Sunkar and Zhu (2004)
Os()
miR395 Os(T) APS (+) Jones-Rhoades and Bartel (2004), Zhou et al. (2010)
miR396 At(1), Os(]) GRL +) Jones-Rhoades and Bartel (2004), Liu et al. (2008), Zhou et al.
(2010)

miR397 A(T) Laccase +) Sunkar and Zhu (2004)
miR398 Td(T) CSD (+) Jones-Rhoades and Bartel (2004), Kantar et al. (2011)
miR474 Td(T) Kinesin (+) Kantar et al. (2011)
miR528 Ta(]) Similar to plantacyanin (-) Kantar et al. (2011)
miR894 Ta(?T) Similar to protein phosphatase  (—) Kantar et al. (2011)

PP2A-4
miR1432 Ta(?T) Phenylalanine tRNA synthase- (—) Kantar et al. (2011)

like
miR 1450 Ta, Td(T) Mn superoxide dismutases (-) Kantar et al. (2011)
miR1510 Gm(7T) LRR (leucine-rich-repetitions)-  (+) Kulcheski et al. (2011)

containing proteins
miR1513 Gm(1) F-BOX domain proteins (+) Kulcheski et al. (2011)
miR1514 Pv(?) PsEMFI-related (-) Arenas-Huertero et al. (2009)
miR1867 Ta, Td(1) Putative protein, DUF1242 (=) Kantar et al. (2011)

superfamily
miR2002 Os(T) Caltractin (=) Jian et al. (2010)
miR2003 Os(1) HEAT repeat family protein (-) Jian et al. (2010)
miR2005  Os(1) Nitrate and chloride transporter (—) Jian et al. (2010)
miR2007 Os(1) DNA binding protein (-) Jian et al. (2010)
miR2118 Pv(]) U170K related (=) Arenas-Huertero et al. (2009)
miR2119 Pv(1) ADHI1 (=) Arenas-Huertero et al. (2009)
miRSI Pv(]) bHLH (=) Arenas-Huertero et al. (2009)
miRSeq]ll Gm(7T) Peroxidase activity (+) Kulcheski et al. (2011)
miRSeql5  Gm(1) Translation initiation factor (+) Kulcheski et al. (2011)

At, Arabidopsis thaliana; Gm, Glycine max; Os, Oryza sativa; Pe, Populus euphratica; Pv, Phaseolus vulgaris; Ta, Triricum aestivum; Td,

Triticum dicoccoides

1 and | signs denote up-regulation and down-regulation of the microRNA during water deficit, respectively

stress conditions, suggesting a more sophisticated and
versatile scenario for the regulation of the plant response to
water deficit. A study using P. euphratica, a typical stress-
resistant plant that grows in desert areas, showed that
dehydration or salinity treatments induced different micr-
oRNA and precursor accumulation profiles, where it was
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shown that miR171a precursor reached its maximum
accumulation after 2 h of treatment, while the mature
miR171 maximum accumulation occurred after 4 h (Qin
et al. 2011). Distinctive accumulation patterns between
microRNA precursors and mature microRNAs have also
been observed in animals, where it was suggested that
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Table 2 ABA, drought and salt responsive microRNAs

microRNA Up-regulated Down-regulated Treatment References

miR102 Pe Drought Cohen et al. (2010)

miR123 Pe Pe Drought Cohen et al. (2010)

miR129 Pe Pe Drought Cohen et al. (2010)

miR156 At Os/Zm Drought/salt Jung and Kang (2007), Liu et al. (2008), Zhou
et al. (2010)

miR157 At Drought Zhou et al. (2010)

miR158 At Salt Sunkar and Zhu (2004)

miR159 At ABA/drought/salt Reyes and Chua (2007), Zhou et al. (2010)

miR159.2 Pv ABA/drought/salt Arenas-Huertero et al. (2009), Contreras-Cubas
et al. (2011)

miR160 At ABA Liu et al. (2007)

miR162 Zm Salt (Jung and Kang 2007)

miR166 Gm sg Gm rg Drought (Kulcheski et al. 2011)

miR167 At Os/Zm ABA/drought/salt Jung and Kang (2007), Liu et al. (2008), Zhou
et al. (2010)

miR168 At, Zm Os Drought/salt Liu et al. (2008), Zhou et al. (2010)

miR169 At, Gm sg, Mt, Os, Zm At, Gm rg, Os ABA/drought/salt Jung and Kang (2007), Kulcheski et al. (2011),
Li et al. (2008), Liu et al. (2008), Wang et al.
(2011b), Zhou et al. (2010)

miR171 At Drought/salt Sunkar and Zhu (2004), Zhou et al. (2010)

miR172 Os Drought Liu et al. (2008)

miR319 At Os ABA/drought/salt Liu et al. (2008), Zhou et al. (2010)

miR393 At, Mt, Pv, Os ABA/drought/salt Arenas-Huertero et al. (2009), Liu et al. (2008),
Sunkar and Zhu (2004), Wang et al. (2011b),
Zhou et al. (2010)

miR394 At Salt Zhou et al. (2010)

miR395 Zm Salt Jung and Kang (2007)

miR396 At Os, Zm Drought/salt Jung and Kang (2007), Liu et al. (2008), Zhou
et al. (2010), Kulcheski et al. (2011), Liu et al.
(2008), Sunkar and Zhu (2004)

miR397 At, Gm sg Gm rg, Os ABA/drought/salt Zhou et al. (2010)

miR398 Mt At ABA/drought/salt Sunkar and Zhu (2004), Wang et al. (2011b)

miR402 At ABA Sunkar and Zhu (2004)

miR408 Mt Os Drought Liu et al. (2008), Trindade et al. (2010)

miR417 At ABA Ding et al. (2009)

miR482 Gm rg Drought Kulcheski et al. (2011)

miR1514 Pv ABA Arenas-Huertero et al. (2009)

miR2005 Os Drought Liu et al. (2008)

miR2006 Os Salt Liu et al. (2008)

miR2007 Os Drought Liu et al. (2008)

miR2118 Pv ABA/drought Arenas-Huertero et al. (2009)

miR2119 Pv ABA Arenas-Huertero et al. (2009)

miR1513c Gm sg Gm rg Drought Kulcheski et al. (2011)

miR4415b Gm sg/rg Drought Kulcheski et al. (2011)

miRSI Pv ABA/salt Arenas-Huertero et al. (2009)

miRSeq07 Gm sg/rg Drought Kulcheski et al. (2011)

miRSeqll Gm sg Drought Kulcheski et al. (2011)

miRSeql3 Gm sg Gm rg Drought Kulcheski et al. (2011)

miRSeql5 Gm sg Drought Kulcheski et al. (2011)

For Gm, sg and rg denote sensitive and resistant genotypes, respectively

At, Arabidopsis thaliana; Gm, Glycine max; Os, Oryza sativa; Pe, Populus euphratica; Pv, Phaseolus vulgaris; Mt, Medicago truncatula; Zm, Zea mays
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microRNA precursors from human monocytes are more
easily degraded than mature microRNAs (Schmittgen et al.
2008). A contrasting situation was found for P. euphratica
miR1447 and miR408 in response to stress treatments,
where the precursor levels increased while the mature
microRNA levels were decreased (Qin et al. 2011). A
detailed and systematic analysis is needed to understand
the extent and functional role of pre-microRNAs process-
ing mechanisms during the stress response.

Insights into the functional role of a precursor-process-
ing mechanism influencing microRNA activity come from
studies in Arabidopsis showing that the highly conserved
miR159 and miR319 precursors are unusually long and
contain more than one conserved region in their stem-loop
precursor named alternative conserved regions (ACRs) (Li
et al. 2011). The ACRs encode small RNAs denoted as
ACRS5 and ACR3, depending on their 5’- or 3’-positioning
along their precursor molecule, resulting from sequential
DCLI1 cleavage of the precursor to generate the mature
microRNAs (Li et al. 2011). In Arabidopsis and other plant
species, the ACR small RNAs accumulate at much lower
levels than the microRNAs encoded in the same precursor.
In sharp contrast, in some other plant species, at certain
developmental stage- and/or tissue-specific conditions, the
ACR small RNAs show similar or higher expression levels
than the microRNAs (Tuteja et al. 2009; Li et al. 2011).
Remarkably, the ACR species are up-regulated in the
Arabidopsis rdr2 mutant and in the dcl2 dcl3 dcl4 triple
mutant (Li et al. 2011). Taken together with the observa-
tion that microRNAs and tasiRNAs are accumulated in the
Arabidopsis rdr2 mutant (Lu et al. 2006), these data sug-
gest a post-transcriptional mechanism regulating microR-
NA biogenesis, where sncRNAs encoded in the same
precursor are differentially produced. Interestingly, the
ACR3 equivalent present in P. vulgaris pre-miR159a is
induced by stress conditions in contrast to miR159 which
shows a distinctive accumulation profile (Contreras-Cubas
et al. 2011). These findings alert on the different levels and
mechanisms by which the biogenesis of sncRNAs might be
modulated and lead to consider possible differences
depending on the species and on their particular develop-
mental features and growth conditions.

Differential processing of pre-microRNA provides novel
regulatory alternatives to microRNA-mediated gene regu-
lation. Example of this is the existence of microRNA
variants of different size. It is known that the 22-nt mi-
croRNAs specifically participate in the RDR6-dependent
production of siRNAs (see below) (Cuperus et al. 2010). In
Arabidopsis, miR168 is produced from two loci, MIRI168a
and MIRI168b. The first locus produces mainly 21-nt spe-
cies, while MIR168b produces both 21- and 22-nt species.
Noteworthy, these microRNA species differentially regu-
late AGO1 homeostasis (Vaucheret 2009). It was previously
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established that MIRI68 is transcriptionally co-regulated
with AGOI, and that miR168 directs cleavage of AGOI
transcript, while the protein product mediates the stabil-
ization of miR168, so a balance between both molecules is
achieved (Vaucheret et al. 2006). By dissecting the contri-
bution of each locus, a differential role for each RNA
species was proposed; while 21-nt miR168 stabilizes AGO1
in response to endogenous and environmental fluctuations,
22-nt miR168 ensures the basal cleavage of AGOl mRNA
(Vaucheret 2009). This size-dependent microRNA alternate
function raises the possibility that an even finer regulation
of the biogenesis process could take place during stress
conditions and that the role of a particular sncRNA might be
redefined by the plasticity of the biogenesis machinery. This
effect can also be exemplified by the hierarchical and
coordinated action of DCL proteins in mutants as revealed
during viral infections in Arabidopsis plants infected with
the cauliflower mosaic virus (CaMV), where the processing
of the 35S RNA leader is the result of the combined action
of DCL2, DCL3, and DCL4, facilitated by DCL1 (Moiss-
iard and Voinnet 2006). Thus, while stress responses are
clearly regulated by the direct effect of certain miRNAs on
their target mRNAs, there is an additional regulation level
acting at the microRNA biogenesis process that opens the
possibility to uncover novel regulatory mechanisms during
the plant stress response.

Trans-acting siRNAs

tasiRNAs are 21-nt RNAs that are generated in a micro-
RNA-dependent cleavage of endogenous non-coding
mRNAs in trans (Vazquez et al. 2004). In Arabidopsis,
miR173, miR390 and miR828 direct the cleavage of the
non-coding TAS1/2, TAS3 and TAS4 transcripts, respec-
tively (Montgomery et al. 2008a, b). The cleaved product
recruits RDR6, which synthesizes the complementary
strand, producing a dsRNA that is a DCL4 substrate (Xie
et al. 2005b; Howell et al. 2007). The resulting tasiRNAs
regulate developmental processes. TAS3 tasiRNAs nega-
tively regulate the AUXIN RESPONSE FACTOR 3
(ARF3), involved in the patterning of leaves and floral
organs, and also ARF2, ARF3, and ARF4 releasing
repression of lateral root growth (Fahlgren et al. 2006;
Marin et al. 2010). Interestingly, miR390 is specifically
loaded into AGO7 in contrast to miR173 and miR828 that
are associated to AGO1 (Montgomery et al. 2008a, b).
Moreover, it has been shown that only AGO1 loaded with
22-nt length microRNAs, but not with 21-nt, can associate
to RDR6 and trigger the tasiRNA pathway (Chen et al.
2010a; Cuperus et al. 2010). The tasiRNA pathway has
been described in moss, indicating that the antiquity of this
pathway might reflect the importance of these sncRNAs in
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plant development, particularly in the establishment of
organ polarity (Talmor-Neiman et al. 2006).

Although tasiRNAs have not yet been implicated in
abiotic stress responses, a recent study revealed that Ara-
bidopsis roots under hypoxia conditions exhibited
increased levels of TAS1, TAS2 and TAS3 tasiRNAs
(Moldovan et al. 2010). This increase was probably caused
by the enhanced expression of miR173 and miR390 upon
stress. Future and more detailed studies might uncover the
participation of tasiRNAs in the plant stress response.

Heterochromatic siRNAs

Before the use of high-throughput sequencing technologies it
was believed that microRNAs dominated the sncRNA land-
scape. Soon, 24-nt siRNAs were found in Arabidopsis and it
was shown that they were preferentially loaded into AGO4
(Zilberman et al. 2003). hcsiRNAs are essential components
of the RNA-directed DNA methylation (RADM) pathway, an
ancient RNA-based, sequence-specific pathway conserved in
plants that induces a distinctive pattern of de novo DNA
methylation and chromatin modifications that establishes
epigenetic modifications directed mainly against invasive
nucleic acids [e.g. transposable elements (TEs) and repetitive
sequences] (Matzke and Birchler 2005; Matzke et al. 2009;
Law and Jacobsen 2010). RADM was first observed in
tobacco plants infected with viroids but it has been most
extensively studied in Arabidopsis (Wassenegger et al. 1994;
Law and Jacobsen 2010). RdDM is an elaborate gene
silencing mechanism that uses small RNAs and components
of the RNA interference (RNAi) machinery. Millions of
21-to 24-nt hcsiRNAs are present in plants, making them the
most abundant class of small RNAs (80 %) (Jones-Rhoades
et al. 2006; Chen 2009; Ruiz-Ferrer and Voinnet 2009). The
biogenesis of hcsiRNAs required for targeting DNA meth-
ylation in RADM (as they provide sequence specificity) has
been suggested to initiate with the activity of the multi-sub-
unit plant-specific Pol IV by producing single-stranded RNA
(ssRNA) transcripts that are thought to be the substrate of
RDR2, which in turn generates dsRNA that is processed into
24-nt hcsiRNAs by the activity of DCL3 with partially
redundant contributions from DCL2 and DCL4, and loaded
into AGO4-containing complexes (Zilberman et al. 2003; Xie
et al. 2004; Gasciolli et al. 2005; Herr et al. 2005; Lu et al.
2006; Pikaard et al. 2008). AGO4 interacts with Pol V
(another multi-subunit plant-specific RNA polymerase), to
form an hcsiRNA-protein complex containing also
DOMAINS REARRANGED METHYL TRANSFERASE 2
(DRM2) and other proteins that, by a mechanism still poorly
understood, induce DNA methylation at those regions
showing sequence complementarity to hcsiRNAs (Cao and
Jacobsen 2002; Herr et al. 2005; Onodera et al. 2005; Pikaard

et al. 2008; Matzke et al. 2009). Additional components of
RdDM include DEFECTIVE IN RNA-DIRECTED DNA
METHYLATION 1 (DRD1) (Kanno et al. 2004), a putative
chromatin-remodeling factor needed for Pol V chromatin
association and CLASSY 1 (CLSY1) (Smith et al. 2007),
another putative chromatin-remodeling factor involved at an
early stage of hcsiRNA production, possibly at the level of
Pol V or RDR2 activity (Matzke et al. 2009; Law and Jac-
obsen 2010).

In plants, DNA methylation can occur at cytosine bases
in all sequence contexts: the symmetric CG and CHG
contexts (where H can be A, T or C) and the asymmetric
CHH context. DNA methylation in plants predominantly
occurs on TEs and other repetitive genomic elements
(Henderson and Jacobsen 2007; Matzke et al. 2009; Law
and Jacobsen 2010). DRM2 catalyses de novo DNA
methylation in plants, while DNA methylation is main-
tained by at least three different pathways, DNA METH-
YLTRANSFERASE 1 (MET1) maintains CG methylation,
CHROMOMETHYLASE 3 (CMT3), a plant-specific DNA
methyltransferase, maintains CHG methylation, and
asymmetric CHH methylation is maintained through per-
sistent de novo methylation by DRM2 (Vongs et al. 1993;
McCallum et al. 2000; Cao et al. 2003; Kankel et al. 2003;
Kanno et al. 2004; Matzke et al. 2009; Law and Jacobsen
2010). The large majority of hcsiRNAs are produced from
regions of the genome containing TEs, and repetitive ele-
ments that produce double-stranded RNA (dsRNA) either
by self-generation (e.g. transcripts corresponding to
inverted repeats able to generate dsRNA by sequence
complementarity) or generated by the activity of RDR2;
very few are found in protein-coding genes (Xie et al.
2004; Law and Jacobsen 2010). In Arabidopsis, mutations
in several RADM components, including NRPD, RDR2 and
DCL3 result in a dramatic reduction in hcsiRNAs (Xie
et al. 2004; Matzke et al. 2009; Law and Jacobsen 2010).

While production of hcsiRNAs and TGS have been
reported in response to biotic stress induced by bacterial,
viral or fungal infection (Ruiz-Ferrer and Voinnet 2009),
there are only few examples of TGS mediated by hcsiRNAs
during abiotic stress in plants. An interesting example of
this phenomenon has been recently described in Arabid-
opsis seedlings subjected to heat stress (HS) for the regu-
lation of a copia-type retrotransposon named ONSEN (Ito
et al. 2011). Arabidopsis mutants affected in the hcsiRNA
biogenesis pathway (nrpd2, rdr2 and dcl3), subjected to
HS, showed increased levels of both ONSEN transcripts and
production of ONSEN extrachromosomal DNA copies.
After a recovery period ONSEN transcripts and extrachro-
mosomal DNA gradually decreased, indicating that
hcsiRNA-mediated regulation is responsible for the
restriction of ONSEN transcript levels upon HS but
not during the recovery period. Interestingly, a
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transgenerational effect was observed in these mutants as
high frequency of new ONSEN insertions was detected in
the progeny of stressed plants. The analysis of the insertion
patterns showed that the retrotransposition took place only
during flower development and before gametogenesis,
suggesting that the hcsiRNA pathway plays an important
role in controlling transgenerational retrotransposition
triggered by abiotic stress. Surprisingly, ONSEN insertions
were able to confer heat responsiveness to nearby genes,
indicating that hcsiRNAs may also participate in new reg-
ulatory networks modulating the plant response to stress
(Tto et al. 2011). This is a fine example that offers tools to
investigate the role of retrotransposons and hcsiRNAs in the
environmental adaptation of plants. Additional cases of
transgenerational transmission in plants mediated by
hcsiRNAs have been documented regarding changes in
homologous recombination frequency in response to stress.
In a recent study Boyko et al. (2010) demonstrated that
during abiotic stress, transgenerational responses in
Arabidopsis are dependent on DNA methylation mediated
by hcsiRNAs because in dcl2 dcl3 double mutants homol-
ogous recombination frequency (HRF) was compromised,
while in a dcl2 single mutant stress tolerance was impaired.
Furthermore, modifications induced by histone deacetylases
AtHD2C and HDAG contribute to water deficit and ABA
responses in Arabidopsis (Sridha and Wu 2006; Chen et al.
2010b). Previous studies have shown that loss of HDA6
reactivated transcription of an RdDM target (Aufsatz et al.
2002), and HDAG6 has been proposed to interact with the
DNA methyltransferase MET1 (To et al. 2011). In addition,
HD2C interacts with the DNA methyltransferase
AtDNMT?2 (Song et al. 2010), thus together these results
indicate a connection between histone deacetylases and
DNA methyltransferases, suggesting that HDA6 and HD2C
are part of a sncRNA regulatory pathway that participate in
water deficit and ABA responses.

The sessile nature of plants invokes the prevalence of
mechanisms allowing fast responses that can be spread rap-
idly to other tissues. By performing elegant grafting experi-
ments between wild-type and dcl mutants, Molnar et al.
(2010) demonstrated the mobile nature of siRNAs and their
ability to mediate epigenetic modifications in the recipient
cells. Thus, sncRNAs can also function as mobile signals,
capable to mediate silencing at distance upon specific stimuli.
Based on these observations, it will be interesting to elucidate
the possible role of mobile sncRNAs during water deficit
response.

Long-ncRNAs

IncRNAs are a distinct class of ncRNAs that widely differs
from the small RNAs we have addressed so far because
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they range from 300-nt to over 10-kb long (Rinn et al.
2007). These ncRNAs do not contain open reading frames
(ORF) and mainly act as gene regulators. There are more
examples of the function of IncRNAs in animals than in
any other eukaryotic organisms, including plants. For
instance, among the 231 ncRNAs that are expressed along
the human homeobox (HOX) loci, the antisense IncRNA
HOTAIR mediates epigenetic changes by inducing in trans
a heterochromatin state that may involve the recruitment of
the Polycomb chromatin-remodeling complex (Rinn et al.
2007).

An example of the role of plant IncRNAs is represented
by the regulation exerted by COOLAIR and COLDAIR
transcripts, which are transcribed during cold stress from
the floral repressor FLOWERING LOCUS C (FLC) that is
repressed by prolonged cold and silenced by the polycomb
repressive complex 2 (PRC2) in a process known as ver-
nalization (De Lucia et al. 2008). Through the character-
ization of FLC-derived transcripts, Swiezewski et al.
(2009) found the up-regulation of a cold-induced long non-
coding antisense intragenic RNA (COOLAIR), overlapping
with the FLC locus. Expression of COOLAIR occurs ear-
lier than the appearance of vernalization marks and is
involved in FLC transcriptional repression. These findings
suggest that cold-induced long non-coding antisense tran-
scripts act during the very first steps right before the epi-
genetic memory is established through the Polycomb
complex (Swiezewski et al. 2009). In another study, Heo
and colleagues reported another IncRNA within an intron
of the FLC gene different from COOLAIR that they termed
COLD ASSISTED INTRONIC NONCODING RNA
(COLDAIR). In contrast to COOLAIR, COLDAIR is in the
sense direction relative to FLC transcription. Using RNA
immunoprecipitation (RIP) assays they found that COL-
DAIR associates in vivo with PRC2 during vernalization
and targets FLC (Heo and Sung 2011). So, even when these
two IncRNAs act in cis on the epigenetic silencing of FLC
during vernalization, they do so at different time points:
while the antisense transcript COOLAIR is involved in the
early response, the intronic sense transcript COLDAIR
most likely recruit PRC2 to FLC at a later step to establish
silencing (Heo and Sung 2011).

In an effort to identify IncRNAs that are transcribed
during abiotic stress in Arabidopsis, Ben Amor et al.
(2009) performed a genome-wide analysis of ncRNAs.
From the 76 ncRNAs found, a novel IncRNA was accu-
mulated in dcl/l mutants, and it was shown that this
IncRNA does not generate either tasiRNAs or microRNAs.
They also analyzed the expression of IncRNAs under abi-
otic stress conditions (phosphate starvation, salt or water
stress) and found that 26 IncRNAs were differentially
expressed. Among these, npc60 showed a 100-fold increase
upon salt treatment. Five IncRNAs showed differential
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Fig. 2 Small ncRNAs have been recognized to participate in stress
responses. Numerous microRNAs have been reported to participate
during stress responses, but how they accomplish their tasks is not
fully understood, however, we can outline their global effects on
different plant processes. Here we depict only those miRNAs that
have repeatedly appeared in different plant species along with cellular
processes that may be affected based on the identity of characterized
targets (see text for references). Other non-conserved microRNAs can
participate in species-specific responses to stress. In addition, the
effect of stress on the abundance/activity of enzymes involved in

<--->

expression in leaves compared to roots, but only the
overexpression of npc536 (complementary to an mRNA
encoding a Golgi-transport complex related protein)
showed a heightened root growth phenotype under salt
conditions (Ben Amor et al. 2009). This points out to the
importance of IncRNAs in the plant stress response.
However, additional detailed studies are still needed to
fully appreciate the participation of IncRNAs during plant
stress responses.

Concluding remarks

ncRNA-mediated gene regulation is an ancient and con-
served mechanism essential for proper plant development
and survival to adverse environmental conditions. The
diversity of the ncRNA pathways parallels the complex
landscape of the eukaryotic regulatory pathways. Plants
have evolved sophisticated gene regulation pathways and,
as high-throughput sequencing data is obtained and the
analysis of factors participating in these pathways has
advanced, we have begun to better understand the biolog-
ical roles that ncRNAs play during plant responses to their
ever-changing environment (highlighted in Fig. 2).
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‘ species-specific microRNAs ‘
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sncRNA biogenesis could also influence plant responses to adverse
conditions by affecting microRNA activity (depicted by a dashed
circle including CLD and AGO proteins). Finally, insights from
epigenetic mechanisms in the form of gene activation/inactivation
through histone modifications (histone acetylation) and/or from other
non-coding RNAs (IncRNAs or siRNAs) are included to suggest their
potential involvement. ROS reactive oxygen species, LEA late
embryogenesis abundant, ABA abscisic acid, the dashed double sided
arrow indicates potential interactions between epigenetic signals

In this review, we focused on well-described plant
ncRNA pathways that are although diverse in origin,
modes of action and targets, share features that reflect
common evolutionary origins. The conservation of the core
proteins of the complexes (Dicers and Argonautes) likely
reflects a common ancestry and the later diversification and
specialization during plant adaptation (see Fig. 1). The
silencing machinery is present in the unicellular algae
C. reinhardtii (Molnar et al. 2007), thus pre-dating
appearance of land plants and suggesting that the early
presence of RNA-based silencing pathways in photosyn-
thetic organisms has permitted selection for divergence and
functional specialization.

With respect to microRNA origins, two hypotheses have
been proposed. The first one considers a gene duplication
event involving inverted repeats that generated a proto-
MIR that mostly depended on processing by DCL3 and
DCL4 and the later specialization of the other DCL pro-
teins (Voinnet 2009). By contrast, the model of “sponta-
neous evolution” proposes that stem-loop structured RNA
molecules originated from miniature inverted-repeat
transposable elements (MITEs) and became fixed in the
genome (Felippes et al. 2008; Voinnet 2009). In either
case, microRNAs could have originated from siRNA-like
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producing loci that established themselves in the genome
and later on adopted a stem-loop precursor structure that
allowed them to be functionally selected. Furthermore, a
single microRNA could even be subjected to ensuing
specialization, as it seems to be the case for miR159 and
miR319, which are highly conserved in all land plants and
have evolved from a common ancestor. Even when they
separated early in the evolutionary time scale, their mature
sequences share 80 % identity and even their precursor
structure is conserved. In contrast, they have clearly dif-
ferent time and tissue-specific expression profiles and also
different targets (Li et al. 2011). So even when these
miRNAs share common characteristics, other factors such
as their time of expression and tissue specificity make an
important difference in their function. Environmental stress
is an additional factor that could have shaped one or more
sncRNA pathways during evolution either from the protein
or the sncRNA standpoint, serving as a selective pressure
to diversify already existing pathways.

As discussed above, the course of the sncRNA pathway
is determined by the nature of the transcripts entering the
pathway and by the protein—protein interactions that take
place between the participating factors. It is important to
consider that these proteins are themselves tissue- and
time-specifically expressed. Thus, depending on the
developmental stage of the plant, different protein com-
plexes might be formed and they may be restricted by their
expression pattern. For instance, miR390 is first produced
by the microRNA biogenesis machinery, ubiquitously
present in the plant, but is subsequently loaded into AGO7
for the generation of TAS3 tasiRNAs. Thus, the expression
pattern of miR390 and, independently, that of AGO7
contribute to shape the final distribution of TAS3-derived
tasiRNAs and their sites of function. In another example of
possible alternative combinations, recent deep sequencing
data in several Arabidopsis organs revealed that 30 % of
AGOl1-associated sncRNAs are 24-nt in size, thus
depending on AGOI1 localization and expression levels,
other sncRNAs can be loaded onto it (Wang et al. 2011a).
What is the composition and the function of those com-
plexes formed by the 24-nt siRNAs interacting with AGO1
is something that still remains to be determined. These
results indicate that there is an evident cross talk between
factors of the different sncRNA pathways, contributing to
the diversity of these mechanisms and the potential to
regulate some of these sncRNAs by external signals such
as drought or other stimuli. Thus, the final outcome of a
sncRNA silencing pathway will be defined not only by the
sncRNA being recruited to a specific multi-protein silenc-
ing complex but also by the nature of the components
interacting within the complex, in turn defined by the
particular conditions present in the cell and influenced by
developmental states and environmental cues. Researchers

@ Springer

are now assembling large amounts of data on the small
ncRNAs present in particular stress conditions, the next
challenge will be to elucidate their functions based on what
and how protein factors participate in the assembly of
specific RNA silencing complexes. Future research in the
field will not be short in surprises.
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