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V.- RESUMEN Y CONCLUSIONES

Se asume generalmente que el control del desarrollo de los organismos
pluricelulares es ejercido fundamentalmente por la actuacién jerarquica de diferentes
factores de transcripciéon, que es causa y efecto de la transduccién de sefiales entre
células vecinas y resulta modulada por los procesos epigenéticos (Davidson 1990; 1993).
Un mecanismo adicional, descubierto en 1993, parece ser también de capital importancia
en el control del desarrollo: la regulacién de la expresion génica mediada por microARN
(miARN). Los genes regulados negativamente por miARN son muchos y estan implicados
€N NUMerosos procesos bioldgicos.

En el laboratorio de M.R. Ponce estamos intentando identificar en Arabidopsis
thaliana nuevos genes que codifiquen mMIARN, elementos de la maquinaria que los
produce y procesa, o sus dianas, que participen en el control del desarrollo vegetal. Con
este fin, estamos siguiendo en paralelo un abordaje mutacional y otro transcriptémico.

Las mutaciones agol-52, henl-13, hyl1-12, hst-21 (aisladas en el laboratorio de
J.L. Micol) y dcl1-9 (en el de S.E. Jacobsen) son alelos hipomorfos o nulos de los genes
AGO1, HEN1, HYL1, HST y DCL1, cuyos productos proteicos son elementos clave de la
ruta de los microARN. Sus combinaciones dobles manifiestan fenotipos sinérgicos y muy
severos, lo que demuestra su relacién funcional. Nuestra caracterizacion de estos dobles
mutantes sugiere que la ruta de los miARN esta implicada en la especificacion de la
proximodistalidad y en la formacion del patron de venacion de las hojas vegetativas. La
sinergia fenotipica de las combinaciones dobles de estas mutaciones sugiere ademas su
utilidad para la busqueda de modificadores de los fenotipos de cada una de ellas. Estas
mutaciones modificadoras afectarian a genes relacionados con la ruta de los miARN,
algunos de los cuales podrian no haber sido estudiados con anterioridad.

Hemos iniciado una busqueda de modificadores del fenotipo asociado a la
mutacion agol-52, un alelo hipomorfo, recesivo, viable y relativamente fértil del gen
AGO1. Hemos sometido a escrutinio 3891 individuos Mz, descendientes de plantas M
agol-52/agol-52 mutagenizadas con metanosulfonato de etilo, identificando 370
presuntos dobles mutantes, en algunos de los cuales el fenotipo asociado a agol1-52 se
acentua o se debilita, mientras que otros manifiestan rasgos inesperados. De los 120
presuntos dobles mutantes Ms que resultaron viables y fértiles, hemos seleccionado 32,
cuyo fenotipo se manifiesta con penetrancia completa y expresividad poco variable. Los
hemos retrocruzado por su ancestro silvestre Landsberg erecta, para establecer su modo

de herencia, estudiar su fenotipo en ausencia de la mutacién agol-52, y someterlos a
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analisis de complementacion y de ligamiento. Nuestro objetivo a corto plazo es elegir sélo
un mutante, el que nos parezca mas abordable e interesante, para clonar
posicionalmente y caracterizar estructural y funcionalmente el gen afectado por la
mutacion causante de su fenotipo.

Hemos sometido a analisis de micromatrices el ARN de los mutantes agol-52,
henl-13, hyl1-12, hst-21 y dcl1-9, en los que el silenciamiento de los genes diana de los
miARN debe estar dificultado. Esperabamos encontrar en todos o la mayoria de ellos la
desrepresion de genes diana de los miARN. Nuestro analisis global de la expresion
génica en estos mutantes indica la implicacion de los miARN en la regulacion de la
senescencia, la respuesta a las auxinas y el etileno, la remodelacion de la cromatina y el
control de la ubiquitinacion. Entre los genes sobreexpresados en nuestras micromatrices
hemos encontrado el 30% de las dianas de miARN predichas o validadas por otros

autores, asi como 251 que no habian sido previamente identificadas.
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