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Resumen 
 

La embriogénesis somática de maíz es inducida a partir de embriones inmaduros cigóticos en 

presencia de las hormonas auxina y citocinina en oscuridad. Durante la embriogénesis somática de 

maíz la expresión de microRNAs se reprograma y ciertas familias se ven enriquecidas mientras que 

otras familias características del embrión cigótico decrecen. Es posible regenerar plantas de maíz a 

partir de callos embriogénicos al remover las hormonas en presencia de fotoperiodo. En este 

trabajo se analizó cómo son modificados los niveles de algunos miRNAs y sus mRNAs blanco 

durante la regeneración de plantas de maíz a partir de callos embriogénicos de distinta edad de 

subcultivo. Se  evaluó el efecto que tiene la reducción hormonal y la presencia de fotoperiodo por 

separado. Se analizaron dos genotipos de maíz (Costeño y Tuxpeño). 

Se examinó la abundancia de miRNAs presentes en los callos embriogénicos de maíz (miR156, 

miR159, miR164, miR168, miR397, miR398, miR408, miR528) y de algunos de sus mRNAs blanco 

predichos (SBP23, MYB138, CUC2, AGO1C, SOD9, GR1, SOD1A y PLC). La mayoría de los miRNAs 

examinados, a excepción de miR159, incrementaron sus niveles en respuesta a la primera 

disminución hormonal independientemente de la luz. En etapas posteriores de diferenciación los 

miRNAs relacionados a estrés disminuyeron. Sin embargo, la expresión de los mRNAs blanco de 

miRNAs es dependiente de la luz y del genotipo. La correlación inversa esperada entre miRNA y su 

blanco sólo se observó en algunas etapas, sugiriendo que la expresión de los mRNAs blanco de 

miRNAs está regulada a varios niveles. También se observó que la edad del cultivo influye en el 

tiempo de regeneración de plantas, así como en el fenotipo y la respuesta a nivel molecular 

durante la regeneración a partir de embriones somáticos de maíz. 
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Abstract 
 

Maize somatic embryogenesis is induced from immature zygotic embryo in the presence of the 

appropriate auxin levels and darkness. During somatic embryogenesis the expression of small 

RNAs is reprogrammed and certain microRNAs become particularly enriched, while others 

characteristic to the zygotic embryo are decreased. Maize plants can develop from embryogenic 

calli in the presence of light when hormones are depleted. Here we asked how miRNA abundance 

and target gene expression are modified during plant regeneration and how is this influenced by 

the photoperiod and the hormone depletion. Two maize cultivars, Tuxpeño and Costeño, from 

different batches of 6 months and two years of subculture were tested. 

The expression levels of a miRNA set present in the maize embryogenic calli (miR156, miR159, 

miR164, miR168, miR397, miR398, miR408, miR528) and of some of their predicted targets 

(SBP23, MYB138, CUC2, AGO1C, SOD9, GR1, SOD1A and PLC) were examined during plant 

regeneration upon staged hormone depletion in the presence of light photoperiod or darkness. 

Almost all examined miRNAs, except miR159, increased upon hormone first decrease, regardless 

of light absence/presence. And at later stages of plant regeneration stress related miRNAs 

decreased. However, the expression of miRNA target genes appeared strongly regulated by the 

light exposure and genotype. The expected inverse correlation between miRNA and target 

abundance was only observed at some stages. This suggests that the miRNA target mRNA levels 

are probably regulated by additional mechanisms. We also found that the age of subculture 

influences the time of plant regeneration, the phenotype and molecular response of somatic 

embryos. 
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Abreviaturas 
 

% H  Porcentaje de auxina y citocinina 

2,4-D  Ácido 2,4-diclorofenoxiacético 

5’ RACE  Rápida Amplificación de Extremos 5’ de cDNA 

ABA Ácido abscísico 

ADN Ácido desoxirribonucleico 

AGO1 Argonauta 1 

AMP1 Altered Meristem Program 1 

APS ATP sulfurilasas 

ARF Auxin Response Factor 

ATAF Arabidopsis Transcription Activation Factor 

ATP Adenosín trifosfato 

b6f Plastoquinol-plastocianin reductasa 

CAP 7-metil guanosina trifosfato 

CBP Proteína de unión a CAP 

CCS Chaperona de Superóxido Dismutasa de Cobre 

cDNA ADN complementario 

COX5b-1 Subunidad V de la Citocromo c Oxidasa 

CSD, SOD Superóxido Dismutasa de Cobre 

CUC Cup-shaped cotyledon 

DCL1 Dicer-like 1 

DDL Dawdle 

dNTP Desoxiribonucleosido trifósfato 

GA Giberelina 

GR1 Gamma response protein 1 

HD-Zip Homeodominio de cierre de leucina 

HEN1 Hua enhancer 

HST Hasty 

HYL1 Hyponastic Leaves 1 

INIFAP Instituto de Investigaciones Forestales, Agrícolas y Pecuarias 

LAC Lacasa 

MIR Gen de microRNA 

miRNA microRNA 

mRNA RNA mensajero 

MYB Factor de transcripción de la familia de Myeloblastosis  

NAC Dominio conservado de los factores transcripcionales NAM, ATAF y CUC  

NAM No apical meristem 

ND No detectado 

P Plántula 

PAZ Dominio conservado de Piwi, Argonauta y Zwille 
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pb Pares de bases 

PCR Reacción en cadena de la Polimerasa 

PHB Phabulosa 

PIWI P-element Induced Wimpy Testis Domain 

PLC Plastocianina 

Pol II RNA polimerasa II 

qRT-PCR Retrotranscripción seguida de la Reacción en Cadena de la Polimerasa 
Cuantitativa. 

RAM Meristemo Apical de la Raíz 

RISC Complejo de Silenciamiento Inducido por RNA 

RNA Ácido ribonucleico 

SAM Meristemo Apical del Tallo 

SCL Factor de transcripción Scarecrow-like  

SDN1 Nucleasa degradadora de RNAs pequeños 

SDS Dodecilsulfato sódico 

SE Serrate 

siRNA RNAs pequeños interferentes 

SPL, SBP Factores transcripcionales Squamosa-promoter binding protein-like 

TBE Buffer de Tris, Borato y EDTA 

UBC24 Ubiquitina 24 

UPE Unpair energy 

ZmDRN Factor de transcripción Dornröschen de maíz 
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Introducción 

Embriogénesis cigótica  

 

El ciclo de vida de las plantas superiores se divide en dos generaciones: una haploide o de 

gametofito, y una diploide o de esporofito. La generación de gametofito inicia con la meiosis de las 

esporas que se diferencian en los granos de polen (gametofito masculino con dos células 

espermáticas) o en el saco embrionario (gametofito femenino con una célula huevo). Mientras que 

la generación de esporofito inicia con un proceso de doble fertilización que resulta en la formación 

del cigoto (diploide) y del endospermo (triploide), el cigoto dará origen a la planta madura con sus 

órganos vegetativos (hojas, tallo, raíz) y flores que contienen a los órganos reproductivos (anteras 

y pistilo) (Goldberg et al., 1994). 

La embriogénesis es la etapa de desarrollo en la que el cigoto unicelular madura hasta formar una 

estructura multicelular: el embrión maduro (Yang & Zhang, 2010). Esta etapa es muy importante 

porque en ella se forman los meristemos y primordios que dan lugar a los órganos vegetativos que 

se diferenciarán en la planta madura (Goldberg et al., 1994).  El proceso de embriogénesis en las 

plantas dicotiledóneas sucede en las etapas: globular, corazón, torpedo y cotiledón; mientras que 

en las monocotiledóneas, como es el caso del maíz, se divide en: globular, escutelar y coleoptilar 

(Yang & Zhang, 2010).  

En el maíz, las primeras divisiones celulares del cigoto son asimétricas y determinan el eje basal-

apical del embrión (Fig. 1). La célula superior calazal origina al embrión, mientras que la célula 

micropilar más basal forma al suspensor. Las divisiones sucesivas irregulares de la célula apical 

producen una estructura indiferenciada globular (pro-embrión). Al final de esta etapa globular, se 

diferencía el protodermo que es una capa unicelular que rodea al embrión. La diferenciación del 

embrión continúa con la regionalización adaxial/abaxial que es marcada por la expresión de 

ZmDRN (ortólogo de DORNRÖSCHEN de Arabidopsis) en el lado abaxial. Después aparece el 

meristemo apical del tallo (SAM; “Shoot Apical Meristem”) en la superficie adaxial. Arriba del 

suspensor, un grupo de células meristemáticas forma el meristemo apical de la raíz (RAM; “Root 

Apical Meristem”). El SAM y RAM definen un eje secundario en un ángulo agudo al eje apical/basal 

del cigoto. Estos dos meristemos son protegidos por dos órganos exclusivos de las gramíneas: el 

coleóptilo y la coleoriza respectivamente. El SAM es organizado en las capas L1, L2 y L3, y forma 
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seis primordios de hojas antes de que inicie la dormancia de la semilla. Mientras que la 

organización del RAM en maíz consiste en un centro quiescente de 1000 a 1500 células con una 

arquitectura compleja (Forestan et al., 2010). 

 

Figura 1. Etapas de la embriogénesis cigótica de maíz. Etapa proembrionaria o globular, etapa de 

transición o escutelar, y etapa coleoptilar temprana y tardía (L1 y L2). Ep: embrión, su: suspensor, 

scu: escutelo, col: coleoptilo, SAM: meristemo apical del tallo, RAM: meristemo apical de la raíz, 

clh, coleoriza, I1: primordio incipiente, P1 y P2: primordios de hojas. Modificado de (Forestan et 

al., 2010). 

Embriogénesis somática 

 

Alternativamente a la embriogénesis cigótica, una planta puede ser derivada de solo una o un 

grupo de células somáticas. Este proceso de regeneración es conocido como embriogénesis no 

cigótica o embriogénesis somática. Bajo condiciones favorables de inducción, las células somáticas 

diferenciadas son reclutadas a una vía de desarrollo distinta para generar células embriogénicas 

indiferenciadas. Estas células pasan por una serie de cambios morfológicos y bioquímicos que 
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resultan en la formación de un embrión somático y la regeneración de nuevas plantas (Yang & 

Zhang, 2010). 

La embriogénesis somática es un modelo ampliamente usado para estudiar la totipotencialidad 

celular, así como para entender los procesos de reprogramación necesarios para generar células 

embriogénicas, embriones somáticos maduros y finalmente, la regeneración de nuevas plantas. La 

embriogénesis somática es un proceso biológico complejo en el cual están involucradas varias vías 

de señalización celular que son coordinadas de manera muy fina (Yang et al., 2013). Este proceso, 

además de servir como modelo in vitro para el estudio de la embriogénesis, es usado ampliamente 

como una herramienta biotecnológica para la propagación, transformación y regeneración de 

plantas (Gatica-Arias et al., 2008). 

La embriogénesis somática en maíz fue descrita por primera vez en 1975 (Green & Phillips, 1975) 

por quienes usaron como explante a embriones inmaduros y lograron regenerar plantas a partir 

de callos embriogénicos somáticos (Sharma et al., 2012). A partir de entonces, se han probado 

diferentes condiciones para mejorar la técnica, no obstante, el potencial proliferativo del callo y su 

capacidad para regenerar plantas es dependiente del explante usado y el genotipo de maíz (Obert 

et al., 2009; Shen et al., 2012). El explante de elección siguen siendo los embriones inmaduros de 

maíz de 12 a 18 días después de la polinización (Armstrong & Green, 1985). En cuanto al genotipo, 

no todas las líneas o variedades de maíz son embriogénicas, se han reportado algunas líneas 

híbridas con buen potencial embriogénico como Hi II obtenida de la cruza de las líneas A188 x B73 

(Armstrong & Green, 1991). La variedad mexicana Tuxpeño (VS-535) y el híbrido derivado de ésta 

llamado Costeño (H-565), también son altamente embriogénicos y tienen una alta frecuencia de 

regeneración de plantas (Garrocho-Villegas et al., 2012).   

Para iniciar el proceso de embriogénesis somática se utilizan reguladores de crecimiento 

(hormonas vegetales). Como auxina y citocinina que regulan la división celular y la diferenciación, 

por lo que son ampliamente usadas para inducir la embriogénesis somática. En la embriogénesis 

somática de maíz se parte de los embriones inmaduros que son colocados en un medio de cultivo 

que contiene a una auxina sintética 2,4-D (ácido 2,4-diclorofenoxiacético), la cual en oscuridad 

induce un proceso de desdiferenciación del explante hacia células meristemáticas totipotenciales 

(Fig. 2). Días después de la inducción, los tejidos se cambian a medio de cultivo que además de 

2,4-D, contiene a una citocinina llamada cinetina; la combinación de auxinas con citocininas 
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promueve el crecimiento de los agregados celulares conocidos como callos (Jakubeková et al., 

2011).  

En el proceso se forman callos pre-embriogénicos que proliferan y dan lugar a callos 

embriogénicos y callos no embriogénicos (Fig. 2F). Los callos no embriogénicos de maíz son 

blandos y amarillentos; suelen dejar de proliferar en los subcultivos subsecuentes y se oxidan 

adquiriendo un color café. Los callos embriogénicos se han clasificado como de tipo I o II, los de 

tipo I son compactos, duros, blancos y opacos, mientras que los de tipo II son compactos y de color 

amarillo traslúcido (Jakubeková et al., 2011). 

Si a los callos embriogénicos se les quita el estímulo hormonal y son expuestos a la luz es posible 

regenerar plantas (Elhiti et al., 2013). Durante la regeneración de plantas los embriones somáticos 

maduran, comienzan a sintetizar pigmentos volviéndose de color verde y ocurre la organogénesis 

que da origen a hojas y raíces (Fig. 2G-H) (Jakubeková et al., 2011).  

 

Figura 2. Embriogénesis somática  y regeneración de plantas a partir de embriones inmaduros de 

maíz. A: semillas de maíz. B: mazorca de maíz inmadura de 20 días post-polinización. C-D: 

embriones inmaduros en medio de inducción después de un día de cultivo. E: formación de callos 

de 14 días de cultivo. F: callo embriogénico (Em) con embrión somático en la etapa globular en la 

superficie de callos no embriogénicos (Ne). G: maduración del callo embriogénico en medio de 

regeneración, se observa la primera hoja. H: plántulas regeneradas. De C-F los cultivos 

permanecen en oscuridad. Modificado de Jakubeková (2011). 
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Durante la embriogénesis somática se establece una vía de desarrollo única que incluye eventos 

característicos como: la des-diferenciación celular, activación de la división celular, 

reprogramación de la fisiología celular, su metabolismo y patrones de expresión génica (Yang & 

Zhang, 2010). Es evidente que para el establecimiento de los callos embriogénicos y para la 

regeneración de plantas deben existir mecanismos de regulación génica a varios niveles: 

transcripcional, postranscripcional y traduccional. Aunque en la última década se ha comenzado a 

entender las bases moleculares de la embriogénesis somática, este proceso de desarrollo sigue 

siendo un gran misterio (Elhiti et al., 2013). En particular se conoce muy poco sobre el proceso de 

regeneración de plantas a partir de callos embriogénicos (Fig. 3). Recientemente se han descrito 

algunos de los genes que participan en la regulación de la embriogénesis somática (ver Anexo 1 

Tabla A1; revisado en Elhiti et al., 2013) y también se ha propuesto que algunas modificaciones 

epigenéticas juegan un papel esencial durante este proceso (revisado en Miguel & Marum, 2011; 

Neelakandan & Wang, 2012) . 

 

Figura 3. Tendencias de la expresión de genes por categorías funcionales durante la maduración 

de embriones somáticos y regeneración de plantas de maíz. Modificado de Che, et al. (2006). 
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El estudio de las redes génicas y de sus moléculas reguladoras durante la embriogénesis somática 

es de gran importancia para entender la totipotencialidad de los embriones somáticos y eventos 

de diferenciación durante la regeneración de plantas. Se requiere un mejor entendimiento de la 

embriogénesis somática para optimizar su uso como herramienta biotecnológica y para entender 

los mecanismos que podrían relacionar a este proceso con la embriogénesis cigótica.  

Los microRNAs y su función en el desarrollo de las plantas 

 

El desarrollo de las plantas  depende de la correcta regulación de la expresión génica. Esto se logra 

por varios mecanismos, entre ellos el más importante tal vez sea a nivel transcripcional. Sin 

embargo, los eventos post-transcripcionales también son cruciales para la regulación de la 

expresión génica. La estabilidad de los RNAs mensajeros (mRNAs) está regulada por varias señales 

que actúan en secuencias específicas contenidas dentro de ellos mismos. Esta regulación está 

mediada por proteínas específicas de unión a RNA que se unen a elementos en las secuencias sin 

traducir de los mRNAs, regulando su estabilidad, traducción y localización celular. El reciente 

descubrimiento de los microRNAs (miRNAs) y los RNAs pequeños interferentes (siRNAs) reveló 

otro modo de regulación post-transcripcional que también depende de secuencias específicas 

presentes en los mRNAs. Los miRNAs  son capaces de silenciar genes post-transcripcionalmente al 

guiar a sus mRNAs blanco a su degradación o a reprimir su traducción (Sunkar et al., 2007).  

El papel de los miRNAs en el control del desarrollo de plantas ha sido el primer plano de su 

estudio, ya que varios genes de proteínas (DCL1, HEN1, HYL1, SE y HST) requeridas para la 

biogénesis de los miRNAs y genes blancos de miRNAs (PHB y AGO1) fueron identificados en 

análisis génicos de plantas con defectos en el desarrollo (Sunkar et al., 2007). Además, una gran 

proporción de los miRNAs conservados en plantas regulan a factores de transcripción implicados 

en procesos del desarrollo (Chen, 2009).  

Biogénesis de miRNAs 

 

Los miRNAs son RNAs pequeños de ~20 a 24 nucleótidos (nt) codificados en el genoma, sus 

precursores forman estructuras secundarias de tipo tallo-asa y son procesados en dúplex de 20 a 
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24 nt con extremos colgantes de 2 nt (Sunkar et al., 2007). La biogénesis de los miRNAs es un 

proceso de varios pasos (Fig. 4) que incluye la transcripción de los genes MIR, el procesamiento y 

modificación del transcrito y su cargado en un complejo llamado RISC (Chen, 2009). 

Los genes MIR son transcritos por la RNA polimerasa II produciendo un RNA primario (pri-miRNA) 

con CAP en el extremo 5’ y poliadenilado en el extremo 3’, aunque también existen evidencias de 

que en plantas algunos genes MIR pueden ser transcritos por la RNA polimerasa III (Sun, 2012).  El 

pri-miRNA es procesado por una RNAsa tipo III llamada Dicer-like (DCL) en un precursor con 

estructura de tallo-asa (pre-miRNA), en Arabidopsis este paso es usualmente efectuado por DCL1 

(Chen, 2009) y también requiere de proteínas como Dawdle (DDL) (Yu et al., 2008) y a las 

proteínas de unión a CAP (CBP20/80) (Kim et al., 2008). El pre-miRNA continúa siendo procesado 

por DCL1 en un centro nuclear llamado el cuerpo D, donde también se encuentran SERRATE (SE), 

que es una proteína con dedo de Zinc, y HYPONASTIC LEAVES 1 (HYL1), la cual es una proteína de 

unión a RNA de doble cadena. Finalmente, por la acción de DCL1, SE y HYL1 se produce un dúplex 

de miRNA y miRNA* (Sun, 2012).  

El dúplex de miRNA:miRNA* recién formado tiene los extremos 3’ con dos nucleótidos salientes, 

por lo que serían fácilmente degradados por las exonucleasas llamadas SMALL RNA DEGRADING 

NUCLEASE (SDN) (Sun, 2012). Para prevenir su degradación, éstos son metilados en el hidroxilo 2’ 

de los nucleótidos terminales del extremo 3’ por una RNA metil transferasa llamada Hua Enhancer 

1 (HEN1). El miRNA es exportado del núcleo al citoplasma con la ayuda de la proteína HASTY. En el 

citoplasma una de las cadenas del dúplex es cargada en la proteína argonauta 1 (AGO1) (Chen, 

2009). Cuando el miRNA de cadena sencilla es cargado en la proteína argonauta se forma el 

Complejo de Silenciamiento Inducido por RNA (RISC por sus siglas en inglés) (Sunkar et al., 2007).  

El miRNA funciona como guía del RISC al dirigirlo a sus mRNAs blanco por medio de su 

complementariedad casi perfecta o perfecta. En plantas los sitios de complementariedad entre el 

mRNA y el miRNA pueden encontrarse en cualquier región del mensajero: regiones sin traducir 5’ 

o 3’, marcos abiertos de lectura o en transcritos que no codifican a proteínas (Axtell et al., 2011). 

El silenciamiento postranscripcional por miRNAs en plantas puede ocurrir por la degradación de 

sus mRNAs blanco o bien por la inhibición de su traducción (Sunkar et al., 2007). Se cree que la 

mayoría de los miRNAs de plantas ejercen su efecto por la degradación de sus mRNAs blanco más 

que por su inhibición traduccional (Axtell et al., 2011), aunque se ha demostrado que ambos 

mecanismos pueden actuar en la regulación (Li et al., 2013b). 



 

8 
 

Los miRNAs de plantas guían el corte de sus blancos en el enlace fosfodiéster opuesto a los 

nucleótidos 10 y 11 del dúplex de miRNA y mRNA (Llave et al., 2002). El corte lo realiza la actividad 

endonucleasa de la proteína AGO1 (Baumberger & Baulcombe, 2005). Las proteínas argonautas se 

caracterizan por contener los dominios PAZ y PIWI. El dominio PAZ permite la interacción con el 

extremo 3’ de los miRNAs o siRNAs de cadena sencilla, además de ser importante para orientar y 

reconocer el sitio de corte en el mRNA blanco de los RNAs pequeños. El dominio PIWI tiene una 

función similar al del dominio RNasa H con actividad endonucleasa ( Chen, 2009).  

 

 

Figura 4. Biogénesis de miRNAs. CBP: cap binding complex, DDL: proteína de union a RNA, DCL1: 

Dicer Like 1, SE: Serrate, HYL: Hyponastic Leaves 1, HEN1: Hua Enhancer 1, AGO1: Argonauta 1, 

SDN: exonucleasa de RNA. Tomado de Chen (2009).  
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Los miRNAs también dirigen la inhibición traduccional de sus mRNAs blanco. En Arabidopsis 

thaliana, AGO1, AGO10, Katanin y componentes de cuerpos P, son requeridos para la inhibición 

traduccional mediada por miRNAs, por lo que se ha sugerido que el secuestro de los mRNAs 

blanco en cuerpos P es lo que previene su traducción (Brodersen et al., 2008). Sin embargo, 

recientemente se encontró que la inhibición traduccional por miRNAs en Arabidopsis requiere a 

ALTERED MERISTEM PROGRAM 1 (AMP1), que es una proteína integral de membrana asociada al 

retículo endoplásmico, por lo que se cree que la inhibición traduccional por miRNAs sucede en el 

retículo endoplásmico (Li et al., 2013b). 

Algunos miRNAs de plantas tienen funciones “no canónicas” como el silenciamiento a nivel 

transcripcional  y la generación de RNAs pequeños secundarios llamados ta-siRNAs (trans-acting 

small RNAs). En Arabidopsis los miRNAs miR165/166 pueden actuar a nivel transcripcional por 

medio de la metilación del gen PHABULOSA (PHB) cuyo transcrito tiene el sitio de reconocimiento 

para estos miRNAs (Bao et al., 2004). En el musgo Physcomitrella patens los miRNAs (miR160, 166, 

156, 390 y 1026) también actúan a nivel de silenciamiento transcripcional por medio de la 

metilación de genes que codifican a sus blancos (Khraiwesh et al., 2010). Es probable que este 

mecanismo se encuentre conservado en otras plantas.  

Algunos miRNAs de plantas tienen como blancos transcritos de genes TAS, los cuales son RNAs no 

codificantes precursores de ta-siRNAs. El miR173 dirige el corte de TAS1a-c y TAS2 (Yoshikawa et 

al., 2005), mientras que miR390 tiene como blanco a TAS3 (Allen et al., 2005) y miR828 corta a 

TAS4 (Rajagopalan et al., 2006). Una vez cortados los transcritos TAS, el fragmento 3’ es 

estabilizado por la proteína SGS3 y se produce su cadena complementaria por medio de RDR6 

(RNA polimerasa dependiente de RNA 6), la proteína DCL4 corta el RNA de doble cadena en fase 

iniciando en el extremo del corte causado por el miRNA generando RNAs pequeños interferentes 

de 21 nt que actúan en trans (ta-siRNAs). Los ta-siRNAs regulan negativamente a otros genes: ta-

siRNAs generados a partir de TAS1-2 regulan a PPRs (Pentatricopeptide repeat proteins), los 

generados a partir de TAS3 regulan a factores trascripcionales tipo ARF (Auxin response factor), y 

los generados a partir de TAS4 a factores transcripcionales tipo MYB. 

Se ha visto que la mayoría de los miRNAs tienen un patrón de expresión espacio-temporal 

específico o que responde a ciertos factores ambientales. La abundancia de los miRNAs depende 

de su expresión y procesamiento, así como de su estabilidad. La regulación transcripcional 

contribuye a la acumulación de miRNAs individuales. Debido a que los genes MIR son transcritos 
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por Pol II, estos mecanismos incluyen: la activación o represión por factores de transcripción, 

proteínas de remodelación de cromatina y marcas epigenéticas como modificaciones de histonas y 

metilación de DNA. La acumulación de miRNAs específicos puede ser regulada durante los pasos 

de su biogénesis. Un caso especial es la regulación por retroalimentación de algunas proteínas 

importantes en la biogénesis de miRNAs que se da a nivel postranscripcional por miRNAs 

específicos, por ejemplo el transcrito de AGO1 está bajo el control de miR168, además en 

Arabidopsis DCL1 es regulado por miR162 y en arroz también por miR528 (Macovei et al., 2012). La 

degradación de miRNAs también influye en su acumulación y por lo tanto su función. La familia de 

exonucleasas SDN1 degrada miRNAs de cadena sencilla limitando sus niveles (Ramachandran & 

Chen, 2008). La actividad de los miRNAs también puede ser modulada, uno de los mecanismos de 

modulación es por medio del mimetismo de blancos, por medio de RNAs no codificantes que 

secuestran a los miRNAs afectando negativamente su función (Franco-Zorrilla et al., 2007). 

 

Función de algunas familias de miRNAs específicas 

 

Las familias de miRNAs están definidas por la secuencia de los productos maduros de los genes 

MIR que son biológicamente activos. Algunas de estas familias están ampliamente distribuidas en 

las plantas, lo cual es indicativo de su origen ancestral (Zhang et al., 2009). Los miRNAs homólogos 

entre diferentes especies de plantas tienen genes blanco similares y funciones conservadas (Mica 

et al., 2006). Esto resulta muy práctico ya que la mayoría del conocimiento sobre miRNAs en 

plantas se debe a estudios hechos en Arabidopsis y este conocimiento sirve como guía para 

analizar a otras especies. Sin embargo, no todas las familias de miRNAs se encuentran 

conservadas, algunas son específicas de ciertos taxa, por lo que los genes blanco de estos miRNAs 

están menos conservados y su función es poco conocida (Qin et al., 2014). 

Se han descrito los blancos de las familias conservadas de miRNAs y sus funciones se pueden 

clasificar en tres grandes categorías: procesos de desarrollo, respuestas adaptativas a estrés y la 

regulación de la vía de biogénesis y función de miRNAs (Mallory & Vaucheret, 2006). Entre los 

procesos de desarrollo se encuentran: el desarrollo y polaridad de las hojas, la identidad floral, el 

tiempo de floración y la respuesta a hormonas como las auxinas (Fig 5). 



 

11 
 

 

Figura 5. Funciones de algunas familias de miRNAs en plantas. En el círculo interno se encuentran 

las familias de miRNAs y en la parte externa se muestran sus genes blanco. Tomado de (Mallory & 

Vaucheret, 2006). 

Papel de los miRNAs en el desarrollo 

 

En Arabidopsis miR156 tiene como blanco 11 de los 17 genes SPL (Squamosa promoter binding 

like), los cuales regulan procesos de desarrollo como el cambio de la fase vegetativa a la 

reproductiva y la duración del plastocrono (periodo de iniciación de hojas sucesivas) (Wang et al., 

2008; Wu & Poethig, 2006). Los blancos de miR159 son de la familia de los factores 

transcripcionales MYB y GAMYB que actúan en procesos que requieren a las hormonas giberelina 

(GA) y el ácido abscísico (ABA) como la floración en días cortos, la fertilidad masculina y la 

germinación (Alonso-Peral et al., 2010; Woodger et al., 2003). El miR164 regula a los genes CUC1/2 

que son factores transcripcionales de la familia NAC (NAM, ATAF1/2 y CUC) que es importante 

para el establecimiento de límites entre órganos (Guo et al., 2005; Souer et al., 1996). 
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Otras familias conservadas de miRNAs importantes en el desarrollo de las plantas incluyen a 

miR160 y miR167 que están implicados en la señalización por auxina y son necesarias en el 

desarrollo de la raíz y el tallo, sus genes blancos pertenecen a la familia de factores 

transcripcionales en Respuesta a Auxina (ARF). Las familias de miR165/166 que tienen como 

blanco a los factores de transcripción con el homeodominio de cierre de leucina (HD-Zip) 

promueven la identidad abaxial de órganos laterales. miR169 controla la restricción espacial de los 

genes homeóticos C que especifican la identidad de los órganos reproductivos de las flores. 

miR172 también está implicado en la identidad floral. miR319 controla genes implicados en las 

divisiones celulares durante la morfogénesis de las hojas (Chen, 2009). 

Papel de los miRNAs en estrés  

 

En Arabidopsis, el miR398 se induce en respuesta a estrés por calor (Lu et al., 2013), en estrés 

oxidativo (Sunkar et al., 2006) y en la homeostasis de cobre (Naya et al., 2014). En otras especies 

también participa en estrés hídrico (Jovanovid et al., 2014), deficiencia de nitrógeno (Zhao et al., 

2012) y estrés biótico (Naya et al., 2014). Los blancos descritos de miR398 en Arabidopsis son los 

mRNAs de la Cu/Zn Superóxido Dismutasa 1 y 2 (CSD1, CSD2) (Sunkar et al., 2006), una chaperona 

de Cobre para la Superóxido Dismutasa (CCS1) (Guan et al., 2013) y la subunidad V de la Citocromo 

c Oxidasa (COX5b-1) (Beauclair et al., 2010).  

El miR408 también participa en la homeostasis de Cobre (Abdel-Ghany & Pilon, 2008), estrés 

biótico (Feng et al., 2013) y estrés hídrico (Jovanovid et al., 2014; D. Li et al., 2013; Mutum et al., 

2013). Los blancos de miR408 en Arabidopsis incluyen a transcritos que codifican para lacasas 

(LAC3, 12 Y 13) y plantacianina (Abdel-Ghany & Pilon, 2008), ambas proteínas tienen dominio de 

unión a Cu.  

Otras familias de miRNAs conservadas que responden a estrés son miR397, miR399 y miR395. Los 

blancos de miR397 en Arabidopsis son transcritos de lacasas (LAC2, 4 Y 17) y también participan en 

estrés oxidativo y homeostasis de Cu. La familia de miR399 está relacionada con deficiencia de 

fósforo y tiene como blancos al transcrito que codifica a la enzima E2 conjugadora de ubiquitina 

(UBC24) (Aung et al., 2006). El miR395 regula la homeostasis de fósforo al controlar la expresión 

de los transcritos que codifican a las ATP sulfurilasas (APS) en Arabidopsis (Liang & Yu, 2010). 
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De acuerdo a la base de datos de miRNAs (http://www.mirbase.org, versión 21) hay 29 familias 

distintas de miRNAs en maíz. Veintiocho de estas familias se encuentran conservadas con respecto 

a arroz (Oriza sativa) y veintidós con respecto a Arabidopsis thaliana. De las familias conservadas, 

sus genes blanco también están conservados. Mientras que en las familias específicas de un linaje 

o una especie no se tienen bien definidos a sus genes blanco y éstos están poco conservados (Qin 

et al., 2014). Por lo tanto, de aquellas familias de miRNAs  conservadas es más fácil conocer en que 

procesos participan sus blancos, mientras que para las familias no conservadas se tiene menos 

información y sus blancos pueden variar entre especies. 

Antecedentes 

Regulación por miRNAs en la embriogénesis somática de plantas 

 

En los últimos años se han reportado varios trabajos en los cuales analizan la expresión de miRNAs 

durante la embriogénesis somática y/o regeneración de plantas a partir de embriones somáticos 

en distintas especies de plantas: arroz (Chen et al., 2011; Luo et al., 2006), Larix leptolesis (Zhang 

et al., 2010; Zhang et al., 2012), naranja (Wu et al., 2011; Wu et al., 2015), Liriodendron tulipifera 

(Li et al., 2012), Dimocarpus longan (Lin & Lai, 2013), algodón (Yang et al., 2013) y Arabidopsis 

thaliana (Qiao & Xiang, 2013). 

Se analizaron mediante secuenciación masiva y PCR los miRNAs que muestran expresión 

diferencial durante la embriogénesis somática en cultivos in vitro de la conífera Larix, y se 

validaron algunos genes blancos propuestos por 5’ RACE (rápida amplificación de los extremos de 

cDNA). Se observó que el miR397 y el miR398 muestran mayor expresión durante la propagación 

de las masas pro-embriogénicas y su transición a embrión maduro, el miR162 y el miR168 se 

encuentran expresados durante todas las etapas de la embriogénesis somática, aunque son 

mayormente expresados durante el paso del embrión globular a embrión cotiledonar. En etapas 

posteriores de la embriogénesis se expresan miR156, miR159, miR160, miR166, miR167 y miR390 

(Zhang et al., 2012). 

Por otro lado, durante distintas etapas de la embriogénesis somática (masa no embriogénica, 

masa embriogénica, etapa globular, etapa cotiledonar) de la naranja dulce de Valencia, se 

encontraron miRNAs que se expresaban diferencialmente en etapas y tejidos específicos. En este 

trabajo se analizó la expresión de diez miRNAs que se sabe tienen funciones durante el desarrollo 

http://www.mirbase.org/
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de las plantas y están conservados: miR156, miR159, miR164, miR166, miR167, miR168, miR171, 

miR390, miR397 y miR398 (Wu et al., 2011). Se distinguieron tres subgrupos de acuerdo a la 

expresión de los miRNAs durante la embriogénesis somática: el grupo uno conformado por 

miR156, miR168 y miR171, ejerce su función regulatoria durante el proceso de inducción de la 

embriogénesis somática; en el grupo dos se encuentra miR159, miR164, miR390 y miR397 los 

cuales están relacionados con la formación del embrión globular; en el grupo tres miR166, miR167 

y miR398 son requeridos para la morfogénesis del embrión cotiledonar; además la alta expresión 

de miR164, miR166 y miR397 se asoció a la etapa de callo no embriogénico. Por otro lado, se 

analizó la expresión de los blancos de estos miRNAs durante las mismas etapas de embriogénesis 

somática y la tendencia general fue que en las etapas donde los miRNAs eran más abundantes los 

mRNA blanco disminuían y viceversa.  

El mismo grupo analizó mediante secuenciación masiva de RNAs pequeños los miRNAs y siRNAs 

involucrados en la embriogénesis somática de la naranja, compararon 3 bibliotecas: callos no 

embriogénicos, callos embriogénicos y callos embriogénicos en diferenciación (Wu et al., 2015). 

También analizaron por Northern-blot a miR156, miR164 y miR171 y por qRT-PCR a CUC2 como 

blanco de miR164, a SCL como blanco de miR171 y como blancos de miR156 a SPL4, 6, 7, 8, 13. 

miR164 tiende a aumentar conforme el embrión va madurando y tiene una buena correlación 

inversa con los niveles de CUC2, mientras que miR156 es más alto en callos no embriogénicos que 

en callos embriogénicos y los SPLs analizados siguen el mismo comportamiento del miRNA. Los 

miRNAs 398, 159, 408, 528, 168, 397 son abundantes en callos no embriogénicos y tienden a 

disminuir en callos embriogénicos. 

Li y colaboradores (2012) identificaron miRNAs mediante secuenciación masiva y microarreglos en 

la embriogénesis somática de Liriodendron tulipifera x L. chinese, mejor conocido como árbol 

tulipípero, perteneciente a la familia Magnoliaceae. El material a secuenciar consistió en una 

mezcla del RNA de los tejidos de varias etapas de la embriogénesis somática (embriones en etapa 

globular, corazón, cotiledonar y  torpedo). Algunas familias de miRNAs destacaron en número de 

miembros y lecturas por millón, entre estas están miR156 y miR166. Otras familias identificadas en 

este estudio con lecturas abundantes incluyen a miR162,167, 168, 390, 397, 398, 408. 

En otro estudio, se analizó la expresión de miRNAs mediante secuenciación masiva y qPCR durante 

la embriogénesis somática de la dicotiledónea Dimocarpus longan (Lin & Lai, 2013), que pertenece 

a la misma familia del lichi. Se encontró que el miR156 y el miR166 se asocian con las etapas 
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tempranas del cultivo de embriones somáticos, mientras que miR160, 159, 390 y 398 se 

encuentran mayormente expresados en los embriones somáticos en etapa corazón y torpedo, 

mientras que en la etapa cotiledonar se expresan mayormente miR167, 168, 397, 398, 808 y 5077. 

Yang y colaboradores (2013) identificaron miRNAs mediante secuenciación de RNAs pequeños y a 

sus blancos por degradoma durante la embriogénesis somática de algodón. El degradoma, 

también llamado PARE (parallel analysis of RNA ends) permite identificar productos de 

degradación de mRNAs de manera masiva y se pueden asociar con el corte por la acción de 

miRISC. Ellos compararon callos embriogénicos con el hipocotilo de plántulas. Se encontraron 15 

familias de miRNAs expresadas diferencialmente; de las cuales miR390, 394, y 827 se encontraron 

enriquecidas en los callos embriogénicos comparados con el hipocotilo, mientras que miR156, 

162, 166, 167, 172, 396, 482 se encontraban menormente expresados en los callos embriogénicos. 

Quiao & Xiang (2013) encontraron diferencias en el patrón de expresión de algunos miRNAs  entre 

callos embriogénicos totipotenciales (miR397, 398, 774, 843, 859) y no totipotenciales (miR157, 

159, 160, 165, 166, 167, 319, 390, 393, 394) de Arabidopsis. Además, encontraron que algunos 

miRNAs promueven la proliferación in vitro (miR159, 160, 166) mientras que otros promueven la 

regeneración de plantas (miR397, 398, 843, 774 y 859). Su trabajó se enfocó a miR160 y 

encontraron que líneas sobreexpresoras de este miRNA tienen una menor eficiencia al regenerar 

plantas, probablemente mediante la regulación negativa de su blanco ARF10. 

Otro estudio analizó miRNAs durante la organogénesis de tallos adventicios a partir de callos 

embriogénicos de Acacia crassicarpa (Liu et al., 2014). Liu y colaboradores analizaron mediante 

secuenciación masiva de RNAs pequeños y qRT-PCR a los miRNAs que estaban diferencialmente 

expresados en 6 etapas: embrión cigótico, embrión desdiferenciado, callo embriogénico, callos 

con brotes de tallos adventicios, agrupamientos de tallos adventicios, y tallos en elongación. De 

acuerdo con su patrón de expresión los miRNAs diferencialmente expresados se clasificaron en 4 

grupos: los que se expresaban más tanto en los callos embriogénicos como en los callos 

embriogénicos con brotes de tallos (miR159, 319, 162), los que se expresaban más en los callos 

embriogénicos (miR156, 166), los que se expresaban más en los callos embriogénicos con brotes 

de tallos (miR164, 267, 168) y los que aumentaban conforme aumentaba la organogénesis 

(miR398, miR397).  
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En resumen, existe un grupo selecto de miRNAs conservados que parecen tener una función 

durante la embriogénesis somática de las plantas, este grupo está compuesto por miR162, 

miR168, miR156, miR159, miR160, miR166, miR167, miR390, miR397 y miR398. La gran mayoría 

de ellos han sido descritos en procesos de desarrollo y se conoce que sus blancos son factores 

transcripcionales. Algunos están relacionados con respuesta a auxinas (miR390, 167, 160, 164), lo 

cual se relaciona directamente con los cambios hormonales a los que es sometido el tejido para 

formar embriones somáticos y para su posterior diferenciación. Además, en cada especie se 

encontraron miRNAs específicos de un linaje que parecen también tener una función durante la 

embriogénesis somática. 

Antecedentes de miRNAs en la embriogénesis somática de plantas monocotiledóneas 

 

Arroz 

 

En el 2006, un grupo de investigadores chinos usaron el modelo de embriogénesis somática de 

arroz para investigar miRNAs asociados a la embriogénesis y el desarrollo post-embrionario (Luo et 

al., 2006). Identificaron nuevos miRNAs en arroz a partir de la clonación de RNAs pequeños de 

callos embriogénicos somáticos y otros tejidos de las plantas. Además, observaron que algunos 

miRNAs específicos se encontraban diferencialmente expresados entre callos embriogénicos sin 

diferenciar y callos diferenciados que habían sido expuestos a fotoperiodo y a hormonas distintas 

de los no diferenciados. En este estudio se observó que miR156, miR397, miR398 y miR528 se 

encuentran mayormente expresados en callos embriogénicos pero no en otros tejidos de las 

plantas de arroz, siendo mayormente expresado miR528 y miR397 en callos no diferenciados y 

miR156 mayormente expresado en callos diferenciados.  

En el 2011, el mismo grupo de investigación analizó la expresión de RNAs pequeños en el cultivo in 

vitro de callos embriogénicos de arroz por medio de secuenciación masiva (Chen et al., 2011). Se 

encontró que entre callos de arroz sin diferenciar y diferenciados el 40% de los miRNAs analizados 

estaban enriquecidos en una u otra condición, sugiriendo que varios procesos están bajo la 

regulación por miRNAs durante la diferenciación de las células troncales de plantas. Los miRNAs 

mayormente expresados en callos sin diferenciar fueron miR397, miR398, miR408, miR528 

mientras que miR156, miR159 y miR164 estaban expresados mayormente en callos diferenciados. 
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Además, se confirmó mediante Northern Blot que miR528, miR408, miR397a, miR397b y miR166 

se expresan más en callos sin diferenciar (Chen et al., 2011). 

También hicieron un análisis de las funciones de los genes blanco predicho para los miRNAs 

expresados diferencialmente, encontraron que los blancos están involucrados en procesos como 

la transcripción,  el desarrollo y la diferenciación. Uno de los blancos propuestos de miR397 es una 

lacasa de la familia de las oxidasas que contienen cobre, la lacasa es necesaria para la producción 

de lignina, un componente de la pared celular secundaria de plantas. Otros miRNAs como miR408 

y miR528 tienen blancos con dominios que contienen oxidasas con cobre, y también se 

encontraron sobre-expresados en callos no diferenciados. Los blancos de miR408 están en su 

mayoría relacionados con la morfogénesis, mientras que los de miR398 se relacionan con el 

desarrollo post-embrionario. La abundancia de miR397, miR408 y miR528 en callos sin diferenciar 

puede que contribuya a mantener a las células en un estado meristemático mediante la 

modulación de la expresión de enzimas con dominios oxidasa que contengan cobre, lo cual 

resultaría en una producción menor de lignina y por lo tanto una pared celular delgada (Chen et 

al., 2011). 

Maíz 

 

Recientemente se analizó mediante secuenciación masiva de RNAs pequeños la expresión de 

miRNAs durante las primeras dos semanas de la inducción de callos embriogénicos a partir de 

embriones inmaduros de maíz  (Shen et al., 2013). Compararon cuatro bibliotecas distintas: 

embrión inmaduro, embrión hinchado (1-5 días en el medio de cultivo N6P con la auxina sintética 

2,4-D), callo inicial (de 6-10 días), y callo “embriogénico” (de 11-15 días). Encontraron entre los 

miRNAs más abundantes a miR528, miR156, miR166, miR168, miR390, miR164, miR167, miR398, 

miR397, miR408 y miR319. Encontraron que estos miRNAs aumentaban conforme avanzaba la 

inducción a excepción de miR167 que disminuía y de miR319, miR166 y miR156, que casi no 

cambiaban. Además, validaron algunos de sus transcritos blanco mediante degradoma, y señalan 

que muchos de éstos están involucrados en las vías de transducción de señales hormonales de 

auxinas y giberelinas. 

En nuestro laboratorio se analizó mediante secuenciación masiva de RNAs pequeños la expresión 

de miRNAs en callos embriogénicos de maíz de distintas edades de subcultivo: 1 mes, 4 meses y 10 
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meses. Se encontraron 28 familias distintas de miRNAs de las 29 que se han reportado en maíz. De 

las cuales miR156, 159, 162, 164, 166, 167, 168, 319, 397, 398, 408 y 528, fueron validados por 

Northern-Blot (Fig. 6). Se observó que la producción de algunos miRNAs específicos (miR156, 

miR159, miR164, miR168) disminuye en los callos embriogénicos conforme avanza la edad de los 

mismos, a la vez que otros incrementan considerablemente sus niveles (miR397, miR398, miR408, 

miR528) y un tercer grupo de miRNAs parece mantenerse constante como miR167, miR162 y 

miR319 (Alejandri-Ramírez, 2015).  

Es interesante notar que los miRNAs expresados diferencialmente en los callos embriogénicos de 

maíz pertenecen a familias de miRNAs que también han sido descritas en otras especies durante la 

embriogénesis somática. Además, los miRNAs que incrementan conforme avanza la edad de los 

callos han sido descritos en plantas sometidas a distintos tipos de estrés, mientras que los que 

disminuyen se han identificado en procesos de desarrollo (ver Tabla 1).  
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Figura 6. Expresión diferencial de miRNAs específicos en callos embriogénicos somáticos de maíz 

de distinta edad de subcultivo. Embrión inmaduro (IE), callo de 1 mes (C1), cuatro meses (C4) y 

diez meses (C10). A la izquierda se muestra un mapa de colores que representa el nivel de 

expresión de los miRNAs de acuerdo a los datos de secuenciación masiva. A la derecha se 

encuentra el análisis de la expresión por Northern-Blot de miRNAs seleccionados (Alejandri-

Ramírez, 2015). 

Por otro lado, en nuestro laboratorio se identificaron con herramientas bioinformáticas genes 

blanco posibles de estos miRNAs en maíz (ver Tabla 2). 
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Tabla 1. Familias de miRNAs expresadas diferencialmente en la embriogénesis somática de 

plantas. 

miRNA Blancos descritos en la literatura Referencias 

miR156 Factor de transcripción de tipo 
Proteína de unión al promotor 
Squamosa (SBP/SPL) 

(Ling & Zhang, 2012; Wu & 

Poethig, 2006) 

miR159 Factor de transcripción MYB (Alonso-Peral et al., 2010; 

Reyes & Chua, 2007) 

mi164 Proteínas con dominio  NAC (NAM-

ATAF/CUC)  

(Guo et al., 2005; Li et al., 

2012a; Raman et al., 2008) 

miR168 Argonauta (AGO1) (Vaucheret, et al., 2006) 

miR397 Lacasas, tubulina beta-6, 
Ascorbato Oxidasa 

(Jones-Rhoades & Bartel, 

2004; Thiebaut et al., 2014) 

 

miR398 Cobre súper óxido dismutasa, 

subunidad V de citocromo C oxidasa 

(Jones-Rhoades & Bartel, 

2004; Naya et al., 2014; 

Sunkar et al., 2006) 

miR408 Proteína tipo quimocianina (CLP), 

Proteínas tipo plastocianina Proteína 

de respuesta Gamma. 

(Abdel-Ghany & Pilon, 2008; 

Feng et al., 2013; Li et al., 

2013a; Zhao et al., 2013) 

miR528 Cupredoxina, Multicobre oxidasa, 

Lacasa 

(Li, et al., 2011; Wu et al., 

2009) 
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Tabla 2. Genes blanco predichos para los miRNAs presentes en callos embriogénicos de maíz.  

 

Los blancos fueron predichos con psRNAtarget (http://plantgrn.noble.org/psRNATarget). La 

columna “Expectation”  se refiere al desapareamiento entre el blanco y su miRNA donde un 

desapareamiento cuenta como 1 y G∙U cuenta como 0.5. “UPE” (Unpair energy) es la energía 

requerida para abrir la estructura secundaria alrededor del sitio del blanco/miRNA, entre menor 

energía mayor posibilidad de que el RISC corte al mRNA blanco (Chávez-Hernández et al., 2015) 

Como parte del estudio funcional de los miRNAs en la embriogénesis somática de maíz, se realizó 

el análisis de la distribución en poliribosomas de miR159, 168, 398 y 528 (Juárez-González, 2014), 

ya que se sabe que la regulación por miRNAs sobre su RNA blanco puede ser tanto a nivel de 

degradación del mRNA como por la inhibición de su traducción (Li et al., 2013).  Los ensayos de 

Northern blot indicaron que miR528 es el único miRNA que se localiza en fracciones 

traduccionalmente activas (poliribosomas) sugiriendo que podría regular a nivel traduccional a sus 

mRNAs blanco (Fig. 7). Los otros miRNAs analizados (miR168 y miR159) no se encontraron en los 

perfiles poliribosomales, aunque si se confirmó su presencia a nivel de RNA total excepto para 

miR398, (Juarez, VT., 2014). 

miRNA Blanco Descripción Híbrido Expectation UPE 

 

zma-miR156a-5p 

 

GRMZM2G126018_T01 

 

Transcription factor 

family  

protein isoform 1 

(SBP23) 

miRNA    20  CACGAGUGAGAGAAGACAGU 1 

             :::::: ::::::::::::: 

Blanco   978 GUGCUCUCUCUCUUCUGUCA 997 

1 18.45 

 

zma-miR159a-3p 

 

GRMZM2G139688_T01 
Zea mays MYBGA 

transcription factor 

MYB138 

miRNA    21  GUCUCGAGGGAAGUUAGGUUU 1 

             ..:::::::::::: :::::. 

Blanco  1399 UGGAGCUCCCUUCACUCCAAG 1419 

2.5 17.18 

 

zma-miR164a-5p 

 

GRMZM2G393433_T01 
CUC2; Putative NAC 

domain 

transcription factor 

superfamily 

protein 

miRNA    20  CGUGCACGGGACGAAGAGGU 1 

             :: ::::::::::::::::: 

Blanco   855 GCUCGUGCCCUGCUUCUCCA 874 

1 17.09 

 

zma-miR168a-5p 

 

GRMZM2G039455_T01 
Argonaute-like protein 

AGO1C 

miRNA    20  AGGGCUAGACGUGGUUCGCU 1 

             :::::: :::::::::::   

Blanco   591 UCCCGAGCUGCACCAAGCCC 610 

3.5 19.11 

zma_miR397a-5p GRMZM2G146152_T01 LAC2 

Multicopper oxidase 

Laccase, Cupredoxin 

miRNA    21  GUAGUUGCGACGCGAGUUACU 1 

             :.::::::: :::::::: :: 

Blanco   803 CGUCAACGCGGCGCUCAACGA 823 

3 23.16 

 

zma-miR398a-3p 

 

GRMZM2G058522_T01 
SOD9, SOD-4A; 

Superoxide dismutase  

[Cu-Zn] 4AP 

miRNA    21  GCCCCCGCUGGACUCUUGUGU 1 

             ::::::. .::::::: :::: 

Blanco   233 CGGGGGUCGCCUGAGAUCACA 253 

3.5 17.16 

zma_miR408a GRMZM2G384327_T03 Zea mays gamma 

response I protein 

miRNA    21  CGGUCCCUUCUCCGUCACGUC 1 

             :: :: :::::::: :::::: 

Blanco  1387 GCGAGAGAAGAGGCCGUGCAG 1407 

3.5 21.42 

 

zma-miR528a-5p 

 

GRMZM2G106928_T01 
SOD-1A; Superoxide 

dismutase  

[Cu-Zn] 

miRNA    21 GAGGAGACGUACGGGGAAGGU 1 

             .::::: ::: ::::.::::: 

Blanco   171 UUCCUCCGCACGCCCUUUCCA 191 

2.5 11.29 

 

zma-miR528a-5p 

 

GRMZM2G107562_T01 
Plastocyanin-like Blue 

(type 1) copper ion 

binding protein (PLC) 

miRNA    21  GAGGAGACGUACGGGGAAGGU 1 

             ::::::::: ::::::::::. 

Blanco   570 CUCCUCUGC-UGCCCCUUCCG 589 

2.5 18.15 

 

http://plantgrn.noble.org/psRNATarget
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Figura 7. Distribución de miRNAs en perfiles de poliribosomas. (A) Perfil de poliribosomas 

obtenido a partir de callos embriogénicos de maíz de 10 meses. La integridad del RNA obtenido a 

partir de cada fracción fue analizada mediante electroforesis en agarosa observando los RNAs 

ribosomales 28S y 18S. De las 18 fracciones totales del perfil se unieron cada 2 fracciones (líneas 

rojas) para obtener un total de 9 fracciones que fueron analizadas mediante ensayos de Northern 

Blot para los diferentes miRNAs. Se observa la presencia de miR528 en fracciones 

correspondientes a poliribosomas y el rRNA 5S en fracciones que comprenden monosomas (80S) y 

poliribosomas. (B) Presencia de miRNAs en extractos de RNA total de embrión inmaduro (EI) y 

callos de 1 mes (C1) de las mismas muestras utilizadas para los perfiles poliribosomales. (C) 

Distribución de miR528 en el perfil de poliribosomas de muestras de embrión inmaduro (EI) y 

callos de 1 (C1), 4 (C4), 10 (C10) y 24 (C24) meses (Juárez, VT., 2014). 

Datos preliminares del laboratorio mostraron que algunos miRNAs (miR156, 159, 164, 167, 168 y 

319) también se regulan de manera diferencial en la regeneración de plantas a partir de callos 

embriogénicos de maíz (Dinkova & Alejandri-Ramirez, 2014). La regeneración de plantas se logró al 

subcultivar los callos embriogénicos en concentraciones decrecientes de la auxina sintética 2,4-D y 

la citocinina cinetina cada 2 semanas, además de exponer a los cultivos a fotoperiodo. Una 

semana después de cada subcultivo los callos se separaron en aquellos que presentaban 

evidencias de diferenciación y aquellos sin evidencia de diferenciación. Cuando las hormonas 

fueron totalmente retiradas se obtuvieron plántulas que también fueron analizadas. Se encontró 
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que los miRNAs, evaluados por Northern-blot, están mayormente expresados en los callos con 

diferenciación evidente en comparación con aquellos sin diferenciación (Fig. 8). 

 

Figura 8. Análisis por Northern-Blot de la expresión de miRNAs específicos durante la regeneración 

de plantas a partir de callos embriogénicos de maíz de 18 meses de subcultivo. Se analizaron callos 

evidentemente diferenciados o sin diferenciación en medio N6P con 100%, 50%, 25% y 0% de 

hormonas 2,4-D y cinetina. Como control de carga se usó el RNA U6. (Dinkova & Alejandri-Ramirez, 

2014). 

Los antecedentes del laboratorio sugieren que el proceso de embriogénesis somática de maíz y la 

regeneración de plantas podrían ser regulados, en parte, por miRNAs específicos. Los trabajos 

anteriores habían sido hechos en maíz de la variedad Tuxpeño, pero se ha visto que el hibrido 

Costeño también es altamente embriogénico. Por lo tanto, en este trabajo se analizaron ambos 

genotipos con el fin de encontrar patrones en común. 

La maduración de los embriones somáticos y su morfogénesis en plantas requiere de dos factores 

importantes: el cambio hormonal y la exposición a la luz. De tal manera, también resulta 

interesante analizar cómo estos factores afectan la expresión de los miRNAs en estudio. 

Por otro lado, la función de los miRNAs durante el desarrollo está directamente relacionada con la 

modulación de la expresión de sus mRNA blanco. Además, el trabajo anterior de nuestro 

laboratorio sugiere que la mayoría de los miRNAs analizados en embriogénesis somática de maíz 



 

24 
 

regulan a su blanco por medio de su degradación. Por lo tanto este trabajo se plantea con las 

hipótesis y los objetivos descritos a continuación: 
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Hipótesis 

 

 El genotipo y la edad de los callos embriogénicos de maíz influye en la abundancia de 

miRNAs específicos y la expresión de sus genes blanco durante la regeneración de plantas. 

 La luz y las hormonas tienen un papel diferencial en la expresión de miRNAs y de sus genes 

blanco durante la regeneración de plantas a partir de callos embriogénicos de maíz. 

Objetivos 

 

Objetivos generales 

 Analizar la dinámica de expresión de miRNAs implicados en el proceso de embriogénesis 

somática durante la regeneración de plantas a partir de callos embriogénicos de maíz de 

diferentes lotes y su posible función mediante la evaluación de los niveles de sus mRNAs 

blanco. 

 Analizar por separado el efecto de la luz y las hormonas en la expresión de miRNAs y de 

sus genes blanco durante la regeneración de plantas a partir de callos embriogénicos de 

maíz. 

Objetivos específicos 

 Establecer cultivos in vitro derivados de embrión inmaduro de maíz. 

 Regenerar plántulas a partir de callos embriogénicos de maíz de diferente edad: 6 y 24 

meses de dos variedades de maíz (Costeño y Tuxpeño). 

 Obtener muestras de callo de diferentes etapas del proceso de regeneración en luz y 

oscuridad (100% hormona, 50% hormona, 0% hormona, plántula).  

 Analizar la expresión de miR156, miR159, miR164 y miR168, miR397, miR398, miR408, 

miR528 por Northern-Blot durante la regeneración de plantas a partir de callos 

embriogénicos de maíz de diferentes lotes.  

 Analizar la función de estos miRNAs en la regulación de algunos de sus blancos propuestos 

durante la regeneración de plantas por medio RT-qPCR. 
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Materiales y Métodos 

Cultivo in vitro de maíz 

 

El cultivo de tejidos in vitro se realizó en el laboratorio de Cultivo de Tejidos Vegetales de la 

Facultad de Química, UNAM. 

En este trabajo se analizó la regeneración de plantas a partir de callos embriogénicos de diferente 

edad de subcultivo (6 y 24 meses) y de dos genotipos de maíz: Tuxpeño (VS-535) y Costeño (H-

565). De esta forma se analizó la influencia de 1) el genotipo (Costeño vs Tuxpeño); 2) la edad (6 vs 

24 meses); 3) el lote (los dos lotes de Costeño de 6 meses). Se muestran los cuatro diferentes lotes 

los cuales se usaron para la regeneración de plantas (Fig. 9). 

 

Figura 9. Lotes de callos embriogénicos de maíz que se usaron en este trabajo. En verde se 

muestran los correspondientes a maíz Tuxpeño, y en rojo a maíz Costeño. 

Inducción de callos embriogénicos a partir de embriones de maíz inmaduros 

 

Se utilizaron embriones inmaduros de 15-18 días después de la polinización de dos genotipos de 

maíz (Zea mays L.): Costeño y Tuxpeño. La variedad Tuxpeño mejorado (VS-535) fue desarrollada 

en el INIFAP y también el híbrido Costeño es derivado de Tuxpeño (INIFAP, 2010), ambos 

genotipos son embriogénicos y usados para regenerar plántulas (Garrocho-Villegas et al., 2012). 

Las muestras se obtuvieron mediante la recolección de las mazorcas dentro del lapso de tiempo 

mencionado. 
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Se retiraron las hojas de las mazorcas y se fragmentaron en porciones de 6-8 cm para su manejo.  

Bajo condiciones de esterilidad se hicieron los siguientes lavados con agitación suave: solución 1 

(etanol 70%) por 1 min, solución 2 (Hipoclorito 50%, 8 gotas de Plata coloidal, 3 gotas de Tween-20 

o Triton X-100 por 250mL de solución) por 15 minutos, agua desionizada estéril  3 veces por 5 

minutos. 

Con ayuda de un pinza larga se colocó un fragmento de mazorca en una caja de Petri. Con bisturí 

se retiró en hilera una porción superior del grano. Se extrajeron los embriones y colocaron en una 

caja de Petri con agua desionizada estéril y Cefotaxima 1 gr / mL (lo equivalente a 0.1 U de una 

jeringa de insulina). Con pinzas, se colocaron los embriones en el medio N6I (Anexo 1). Los 

embriones se mantuvieron a 25 ± 2°C en oscuridad por 3 semanas. 

Subcultivo y proliferación en medio N6P 

 

Transcurridas 3 semanas se observó la formación de callos pequeños de color blanco-amarillo que 

fueron seleccionados para su subcultivo en medio de proliferación N6P, los callos se acomodan 

muy juntos formando cúmulos en el centro del frasco que contiene al medio de cultivo. Cada 2 

semanas se subcultivaron en medio de cultivo nuevo, descartando las zonas color café y dejando 

solo las partes blancas-amarillas de callo.  

Regeneración de plantas a partir de callos embriogénicos de maíz 

 

En este trabajo se usaron callos embriogénicos de distinta edad para la regeneración de plantas: 

de 6, 12, 18 y 24 meses. Sin embargo, sólo se analizaron a nivel molecular los de 6 y 24 meses. 

Para la regeneración los callos se subcultivaron en medio N6P (Anexo 1) reduciendo en dos etapas 

la concentración de los reguladores de crecimiento: 2,4-D y cinetina (Fig. 10). En la primera etapa 

se reducen los reguladores de crecimiento a la mitad con respecto al medio N6P. Se tomó 1 g de 

tejido (callo) para subcultivar en cada frasco con medio fresco. Durante la regeneración los callos 

se mantienen en dos condiciones de luz: la mitad estuvo en oscuridad y la otra mitad en 

fotoperiodo (16:8 h luz/oscuridad). Una semana después del subcultivo, se tomaron muestras de 

callo y se guardaron a -70°C para su procesamiento. 
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En la segunda etapa de regeneración, dos semanas después de estar en medio N6P con 50 % 

reguladores de crecimiento, los callos se subcultivaron en medio NP6 sin 2,4-D ni citocinina. Se 

mantuvieron en las mismas condiciones: oscuridad o fotoperiodo. 

Las plántulas que surgieran de los embriones que maduraron en medio N6P sin hormona, se 

trasplantaron a medio MS (Murashige & Skoog, 1962) sin hormonas durante una semana para que 

crecieran, posteriormente se colectó la muestra de plántula. 

Las muestras se tomaron una semana después de haber subcultivado los callos. Se guardaron a -

70°C hasta su procesamiento.  

 

Figura 10. Etapas de la regeneración de plantas a partir de callos embriogénicos de maíz. En cada 

etapa se colectan muestras de tejido para su análisis molecular una semana posterior al 

subcultivo. 

Extracción de RNA total 

 

Las muestras de tejido se pulverizaron en nitrógeno líquido en un mortero. La extracción de RNA 

total se hizo usando el método de TRIzol® Reagent (Invitrogen) modificado. Se agregó 1 ml de 

TRIzol® Reagent a cada microtubo con ~0.5 g de muestra pulverizada. Se mezcló con ayuda de 

vórtex y se dejó en reposo a temperatura ambiente por 10 min. Se centrifugó a 12,000 g  por 10 

minutos para remover el material insoluble. Se recuperó el sobrenadante y se incubó a 
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temperatura ambiente por 5-10 min. Se añadieron 200 μl de cloroformo, se mezcló por inversión y 

se incubó a temperatura ambiente por 3 min. Se centrifugó a 15,000 g  por 15 min a 4°C. La fase 

acuosa se recuperó en un tubo nuevo y se le hizo un lavado con 500 µl de fenol pH 4.7 (ajustado 

con Tris-Cl 50 mM), se mezcló con vórtex y se añadieron 200 µl de cloroformo, se agitó por 

inversión y se dejó reposar de 5-10 min. Se centrifugó a 15,000 g por 15 min. Se recuperó la fase 

acuosa y se añadieron 500 μl de isopropanol para precipitar el RNA, se agitó por inversión y se 

dejó a temperatura ambiente por 10-15 min. Se centrifugó a 10,000 g por 10 min a 4°C. Se 

removió el sobrenadante y se lavó la pastilla de RNA con 400 μl de etanol al 100%, se mezcló con 

vórtex y se centrifugó a 7500 g por 5 min a 4°C. El lavado con etanol 100% se repitió una vez más. 

Se eliminó el sobrenadante y la pastilla se resuspendió en 30-50 µl de formamida. 

Se calculó la concentración de RNA por medio de la lectura de absorbancia en el equipo NanoDrop 

(Thermo Scientific). La calidad del RNA fue evaluada mediante la electroforesis en gel de agarosa al 

1% con TBE. 

Northern-Blot 

 

Se resolvieron de 20 a 25 µg de RNA total en buffer de carga FDE (Formamida desionizada y azul 

de bromofenol) en un gel de Poliacrilamida 15% (20:1 acrilamida-bisacrilamida)/Urea 8M/TBE 1X). 

La electroforesis se llevó a cabo a 20 mA por 1 h. Como marcador de peso molecular se usaron 0.2 

µl de microRNA marker (New England Biolabs). El RNA en el gel se transfirió a una membrana 

Hybond-N+ (Amersham) por 35 min a 100 mA con TBE 0.5x usando una cámara semiseca. Se fijó el 

RNA a la membrana mediante dos pulsos de 70 µJ de luz UV usando el equipo Cross-Linker. Se 

tiñeron las membranas con azul de metileno para analizar la transferencia del RNA. Una vez 

observadas las bandas de RNA la membrana se lavó con agua destilada para quitar el azul de 

metileno. La membrana se pre-hibridó por 30 min en solución Ambion Ultrahyb-oligo (10 ml por 

membrana de 10x10 cm) a 42°C.  

Se marcaron sondas de DNA (ver Tabla 3) en su extremo 5´ usando 32P-ATP. Para esto se incubó 1 

h a 37°C la reacción: 1 µl de sonda (10 pmol), 1 µl de buffer, 0.2 µl de microRNA marker probe 

(New England Biolabs), 2.5 µl de 32P-ATP (13 pmol), 1 µl (10 unidades) de enzima T4 polinucleotido 

kinasa, 4.3 µl de H2O. Las sondas fueron purificadas con las columnas Sephadex G25 Mini Quick 

Spin (Roche) siguiendo las especificaciones del fabricante. 
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Se agregó la sonda radioactiva (~10pmol) a la solución Ambion Ultrahyb-oligo (10 ml) y se 

incubaron las membranas a 42°C por lo menos 10 h. Las membranas se lavaron dos veces con 15-

20 ml de solución de lavado (SSC 2X/0.1% SDS) por 15 min a 42°C con agitación. 

Se acomodaron las membranas en un acetato y se envolvieron en plástico autoadherente. Se 

colocaron en un casette para exponerlo en la pantalla detectora Phosphor Screen GE Healthcare. 

Se expuso por 24 h. Se analizó la pantalla detectora en el equipo Biorad Molecular Imager FX  y el 

programa Quantity One.  

Las membranas se reusaron después de tres lavados con solución SDS 10% caliente por 20 min en 

agitación.  

Se hizo un análisis de densitometría de las bandas usando el programa Image Lab (BioRad). Se 

normalizó por la densitometría de la señal del RNA 5S. Se comparó la abundancia relativa con 

respecto al tejido de inicio de la regeneración (callos en oscuridad con 100% de hormonas) al cual 

se tomó como 1.  

Tabla 3. Sondas de DNA para uso en Northern-blot. 

miRNA Sonda de DNA 

zma_miR164a-5p 5’-TGCACGTGCCCTGCTTCTCCA 
zma_miR168a-5p 5’-GTCCCGATCTGCACCAAGCGA 
zma_miR156a-5p 5’-GTGCTCACTCTCTTCTGTCA 
zma_miR159a-3p 5’-CAGAGGTCCCTTCAATCCAAA 
zma_miR397a-5p 5’-CATCAACGCTGCGCTCAATGA 
zma_miR398a-3p 5’-CGGGGGCGACCTGAGAACACA 
zma_miR408a 5’-GCCAGGGAAGAGGCAGTGCAG 
zma_miR528a-5p 5’-CTCCTCTGCATGCCCCTTCCA 

 

Tratamiento con DNAsa 

Para eliminar cualquier contaminación de DNA en el RNA, este fue tratado con la DNasa RQ1 libre 

de RNAsa (Promega) de acuerdo a las especificaciones del comerciante. En breve, se incubó una 

reacción de 10 µl (3 µg de RNA, 1 µl de Buffer RQ1 10x, 3 µl de RQ1 DNasa, 3 µl de H₂O)  a 37°C 

por 30 minutos y posteriormente para inactivar a la DNAsa se agregó 1 µl de DNAsa Stop Solution 

y se incubó a 65°C por 10 minutos. 

Retrotranscripción 
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Para obtener cDNA se utilizó la enzima ImProm-II™ Retrotranscriptasa (Promega). Se siguió el 

protocolo de acuerdo al comerciante. Se mezcló: 6.3 µl de H₂O, 4 µl de Buffer de reacción 5X, 2.4 

µl de MgCl₂ (25 mM), 2 µl de OligodT (10 mM), 1 µl de dNTPs (10 mM), 1 µl de Retrotranscriptasa 

y 1 µg de RNA tratado con DNAsa. Se incubó a 25°C por 5 minutos, a 42°C por una hora y se 

inactivó la Retrotranscriptasa a 70°C por 15 minutos. 

Reacción en cadena de la polimerasa en tiempo real o cuantitativa (qPCR) 

 

Para analizar la abundancia de los transcritos predichos como blanco de miRNAs específicos se 

hicieron qPCRs con oligonucleótidos específicos para cada gen (ver Tabla 4).  

Se utilizó el Kit EXPRESS SYBR® GreenER™ qPCR SuperMix Universal y el termociclador Applied 

Biosystems 7500. Se prepararon reacciones de 10 µl por triplicado cada una con: 4.98 µl SYBR® 

GreenER™, 0.02 µl ROX, 0.4 µl de Oligonucleótidos (Forward y Reverse 10 µM c/u), 2 µl de 

templado (cDNA, una dilución de cDNA, o H₂O como control negativo) y 2.6 µl de H₂O. El 

programa del termociclador fue el estándar: 95°C por 10 minutos, 40 ciclos de 95°C por 15 

segundos y 60°C por 1 minuto, seguido por un análisis final para obtener una curva de 

desnaturalización de 60-95 °C. 

Tabla 4. Diseño de los Oligonucleótidos usados para amplificar a los transcritos blanco de miRNAs. 

Nombre Acceso Oligonucleótidos Tamaño  
SBP23 GRMZM2G126018_T01 Forward 5´ACACCAACGCGATGAATTGG 

Reverse 5´ACCCTGAAAAACCAGAACGG 
 

150 pb 

MYB138 GRMZM2G139688_T01 Forward 5’CAGGCAGGCTTTAGGTTTTG 
Reverse 5’CAGATTCACTGAAGGGGTCG 
 

284 pb 

CUC2 GRMZM2G393433_T01 Forward 5’ TTCGCTGCACTACATGGTTG 
Reverse 5’ AACGACGACCCAGTCACTTAC  
 

109 pb 

AGO1C GRMZM2G039455_T01 Forward 5’TGGTACTGTGAAGACTGTGGTC 
Reverse 5’TTGCAAGCACGGTAAAGTGG 
 

82 pb 

LAC2 GRMZM2G146152_T01 Forward 5’ AATCGTTTGGCCTGTGCAAC 
Reverse 5’ ATGGCGCAACAACACATGAC 
 

127 pb 

SOD9 GRMZM2G058522_T01 Forward 5’TTTCACCCAAGAGGGAGATG 
Reverse 5’TTGCTCGCAGGATTGTAGTG 

147 pb 
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GRP GRMZM2G384327_T03  Forward 5’ AAGTCTGTGCAAGCTGATGC  

Reverse 5’ AAGCTTGCCAGTTTGTCAGC  
 

110 pb 

SOD1A GRMZM2G106928_T01 Forward 5’-CAATGGGTGCATATCGACAG 
Reverse 5’-GCAACAATGTTTCCCAGGTC 
 

105 pb 

PLC GRMZM2G107562_T01 Forward 5’-TGGCCGTATGAGCATTTAGC 
Reverse 5’-GATGTTCCCGAAGCAAAGTC 
 

71 pb 

18S U42796.1 Forward 5’- GGAAACTTACCAGGTCCAGACATA 
Reverse 5’- GTGGCCTAAACGGCCATAGTCCCTC 

210 pb 

 

Para probar los oligonucleótidos diseñados se hicieron curvas de calibración usando distintas 

diluciones de cDNA. Las curvas obtenidas fueron evaluadas de tal forma que cumplieran los 

siguientes requisitos: tener una eficiencia entre 80-120%, es decir una pendiente ~3.3, tener un 

coeficiente de correlación (r² > 0.9) entre los triplicados (Tabla 5). 

Tabla 5. Propiedades de las curvas de calibración con los oligonucleótidos diseñados. 

Nombre Tejido Diluciones 
RNA (ng) 

PENDIENTE EFICIENCIA r² 

SPL23 Hoja 100,20,4 -3.22 104.4 0.98 

MYB138 Embrión inmaduro 200,20,2 -3.46 99.0 0.95 

CUC2 Hoja 100,20,4 -3.72 85.7 0.98 

AGO1C Embrión inmaduro 100,25,6.25 -2.94 119.0 0.99 

LAC2 Plántula 20, 4, 0.8 -3.17 96.0 0.99 

SOD Ejes 72 h de germinación 50,5,0.5 -3.24 103.6 0.99 

GRP Embrión inmaduro 100,20,4 -3.60 89.6 0.99 

PLC Ejes 72 h de germinación 50,5,0.5 -3.16 107.2 0.97 

SOD1A Ejes 72 h de germinación 50,25,12.5 -3.35 99.0 0.92 

18S Ejes 72 h de germinación 50,10,2 -3.89 80.9 0.99 

 

La cuantificación relativa de las muestras se hizo usando el método de 2 -ΔΔCt  (Livak & Schmittgen, 

2001) el cual se basa en la normalización entre muestras usando un gen constitutivo, en este caso 

se usó 18S, y la comparación relativa a una muestra (callos embriogénicos en oscuridad con 100 % 

de hormonas) a la cual se le asignó el valor de 1. La cuantificación de las muestras se hizo con 2 

réplicas técnicas,  cada una con triplicados.  
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Los datos de expresión relativa por qRT-PCR fueron graficados con la media y el error estándar. Los 

datos fueron sometidos a un Análisis de Varianza (ANOVA) de dos vías (luz vs oscuridad). Para 

encontrar diferencias se hizo una prueba Tukey HSD con p < 0.01. Los análisis estadísticos fueron 

realizados con R 3.0.2. 
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Resultados 

Regeneración de plantas a partir de callos embriogénicos de distintos lotes de maíz. 

 

Se regeneraron plantas a partir de callos embriogénicos de 6, 12, 18 y 24 meses de dos genotipos 

de maíz: la variedad Tuxpeño y el híbrido Costeño derivado de Tuxpeño (VS-535 y H-565 

respectivamente; INIFAP, 2010). Ambos genotipos de maíz dan callos embriogénicos tipo II que 

poseen una alta frecuencia de regeneración de plantas a partir de cultivos con hasta dos años de 

proliferación (Garrocho-Villegas et al., 2012). Sin embargo, en este trabajo sólo se analizaron a 

nivel molecular dos lotes de maíz Costeño de 6 meses (Fig. 11-12), uno de Costeño de dos años 

(Fig. 13) y uno de Tuxpeño de dos años (Fig. 14). El proceso de regeneración de plantas a partir de 

callos embriogénicos de maíz consiste en retirar a las hormonas sintéticas cinetina (citocinina) y 

2,4-D (auxina) del medio de cultivo de manera paulatina (50% de su concentración inicial durante 

dos semanas y después se eliminan por completo) y de exponer a los embriones somáticos a la luz 

(fotoperiodo 16 h luz: 8 h oscuridad). En este trabajo se evaluó el efecto de la luz y de la reducción 

hormonal por separado, por lo tanto, unos callos se mantuvieron en oscuridad y otros fueron 

puestos en fotoperiodo. 

 

Figura 11. Regeneración de plantas a partir de callos embriogénicos de maíz Costeño de 6 meses 

de subcultivo (Lote A), en fotoperiodo u oscuridad y en distintos regímenes hormonales. 
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Figura 12. Regeneración de plantas a partir de callos embriogénicos de maíz Costeño de 6 meses 

de subcultivo (Lote B), en fotoperiodo u oscuridad y en distintos regímenes hormonales. 

 

Figura 13. Regeneración de plantas a partir de callos embriogénicos de maíz Costeño de dos años 

de subcultivo, en fotoperiodo u oscuridad y en distintos regímenes hormonales.  



 

36 
 

 

Figura 14. Regeneración de plantas a partir de callos embriogénicos de maíz Tuxpeño de dos años 

de subcultivo, en fotoperiodo u oscuridad y en distintos regímenes hormonales. 

Tabla 6. Influencia del genotipo y la edad en características fenotípicas durante el subcultivo y la 

regeneración de plantas. 

 Característica 
 

Lotes 

Su
b

cu
lt

iv
o

 

Proliferación  Costeño > Tuxpeño 

Oxidación Tuxpeño > Costeño 
6 meses > 12 meses >18 y 24 meses 

Tamaño  Costeño > Tuxpeño 

Organogénesis espontánea  
 

Costeño > Tuxpeño 

R
eg

en
er

ac
ió

n
 

Puntos regenerativos a las 24 h  Tuxpeño > Costeño 

Puntos regenerativos a los 5 días  Tuxpeño 6 meses > Costeño de 6 meses 
Tuxpeño de 18 meses = Costeño de 18 meses 

Porcentaje de tejido no diferenciado Costeño > Tuxpeño 
6 meses > 18 meses 

Formación de raíces  Tuxpeño > Costeño 

Tiempo de regeneración Costeño= Tuxpeño 
6 meses > 12, 18 y 24 meses 
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Durante el subcultivo de callos embriogénicos y la regeneración existen diferencias entre el maíz 

Tuxpeño y Costeño (Tabla 6). En el subcultivo de callos embriogénicos, la tasa de proliferación 

(medido por biomasa) es mayor en Costeño que en Tuxpeño, los callos embriogénicos de la 

variedad Tuxpeño tienden a oxidarse más que los de Costeño y son de menor tamaño, además, los 

derivados de Costeño tienden a presentar organogénesis espontánea (ver 100% hormona Fig. 12), 

mientras que este fenómeno es difícil de observar para Tuxpeño durante esta etapa. En la 

regeneración, en los callos de Costeño hay tejido que no se diferencía, se vuelve acuoso y muere, 

mientras que en  los callos de Tuxpeño casi todo el tejido se diferencía. En la regeneración en 

fotoperiodo, los callos de la variedad Tuxpeño forman más puntos regenerativos y de un verde 

más intenso, a las 24 h de exponerlos a la luz que los de Costeño. Sin embrago, a los 5 días de 

ponerlos en fotoperiodo, el número de puntos regenerativos se iguala para los cultivos de Costeño 

y Tuxpeño viejos aunque permanece mayor para los de Tuxpeño de 6 meses que para los de 

Costeño de la misma edad. Otra diferencia durante la regeneración es que los callos de la variedad 

Tuxpeño son más propensos a formar raíces que los de Costeño. 

Los cambios que se observaron durante la regeneración fueron más evidentes en los callos 

embriogénicos que estuvieron en luz, se observó el cambio de color de amarillo-blanco a verde y 

púrpura, debido a la síntesis de pigmentos como la clorofila y antocianinas (Fig. 11-14). Hubo 

cambios morfológicos observables a simple vista tanto en los callos que permanecieron en 

oscuridad como aquellos que estuvieron en luz: se formaron estructuras globulares, compactas y 

de color marfil-translúcido y estructuras con la misma morfología, pero de color blanco opaco 

(embriones en etapa globular y escutelar), en subcultivos posteriores donde ya no había hormonas 

se observaron estructuras alargadas y anchas de alrededor de 7 mm que se acumulaban en 

algunas masas embriogénicas (embriones somáticos en etapa escutelar y coleoptilar), las cuales 

dieron lugar a la plántula en el caso de los callos en luz, mientras que en los que permanecieron en 

oscuridad sólo hubo organogénesis de hojas y raíces por separado.  

Por otro lado, se hizo un experimento en el cual se mantuvo la misma concentración de hormonas 

pero se puso a los cultivos en fotoperiodo. Se encontró que la luz es suficiente para que los tejidos 

se diferencien, en todos los casos se observó la síntesis de pigmentos, pero también cambios 

morfológicos importantes. De hacer notar, los cultivos de 6 meses de la variedad Tuxpeño 

formaron una intrincada red de raíces en el medio de cultivo probablemente porque una relación 

alta de auxinas/citocininas promueve la diferenciación de raíces (Skoog & Miller, 1957), mientras 
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que los de la misma variedad de 18 meses produjeron plántulas (Anexo 1, Fig. A1). Por lo tanto, la 

luz es suficiente para inducir la diferenciación y para obtener plántulas. Por otro lado,  en aquellos 

cultivos que permanecieron en oscuridad pero a los cuales se les retiraron las hormonas, el mayor 

grado de diferenciación fue la organogénesis (Fig. 14). 

En el laboratorio de tejidos vegetales se utilizan por lo general los callos con mayores tiempos de 

subcultivo (18-24 meses) para la regeneración de plantas de maíz (Garrocho-Villegas et al., 2012). 

A esa edad el cultivo está bien establecido: es más homogéneo y tiene principalmente callos 

embriogénicos tipo II. Los cultivos más viejos son los primeros en regenerar plántulas; por 

ejemplo, mientras que en los callos de dos años se obtuvieron hasta tres plántulas a las 6-7 

semanas del inicio de la regeneración, en los cultivos de 18 y 12 meses a las 6-7 semanas había 

una plántula y en los cultivos de 6 meses apareció la primera plántula hasta las 10-11 semanas. En 

general, el cambio entre cultivos “jóvenes” que no están bien establecidos y cultivos “viejos” bien 

establecidos ocurre al año de subcultivo. 

Abundancia de miRNAs durante la regeneración de plantas de maíz a partir de callos 

embriogénicos. 

 

Estudios en nuestro laboratorio muestran que existe una expresión diferencial de miRNAs en 

cultivos embriogénicos de maíz de diferentes edades. En subcultivos prolongados algunos miRNAs 

como miR397, miR398, miR408 y miR528 tienden a aumentar mientras otros como miR156, 

miR159, miR164 y miR168 tienden a disminuir (Dinkova & Alejandri-Ramirez, 2014). Por lo que en 

este trabajo se investigó ¿cómo podría influir la edad del subcultivo en la abundancia de estos 

miRNAs durante la regeneración de plantas? y ¿cómo afecta a la expresión de los genes blanco de 

estos miRNAs? 

Se encontró que en callos de dos años de la variedad Tuxpeño los miRNAs analizados tienden a 

aumentar drásticamente como resultado de la disminución a la mitad de las hormonas auxina y 

citocinina tanto en luz como en oscuridad (Fig. 15B). Esta misma tendencia se encontró en los 

callos de dos años de la variedad Costeño (Fig. 15A) y de 6 meses (Fig. 16), aunque el cambio fue 

más moderado. Los miRNAs que no siguen esta tendencia son miR159 en ambos lotes de 2 años, 

miR168 en Costeño de 2 años y miR398 en Costeño de 6 meses (Fig. 16A). Probablemente estas 

diferencias se deban a la abundancia de los miRNAs en los tejidos jóvenes y viejos, ya que en 
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cultivos jóvenes (6 meses) miR398 es menos abundante que en cultivos viejos, mientras que 

miR159 y 168 son menos abundantes en cultivos de 24 meses en comparación con los de 6 meses 

(Dinkova & Alejandri-Ramirez, 2014). Mientras que para uno de los lotes de 6 meses (Fig. 16B) el 

aumento de los miRNAs en medio con 50 % de hormonas sólo se observó en luz.  Cabe resaltar 

que a esta edad los cultivos suelen ser bastante heterogéneos comparados con los ya establecidos 

de más de un año; una de las diferencias de este lote (Fig. 16B), es que el tejido con el cual se 

inició la regeneración tenía organogénesis (Fig. 12, 100% hormonas). Todo señala a que un 

aumento inicial en los niveles de los miRNAs analizados es necesario para encender el proceso de 

maduración de los embriones somáticos y su posterior diferenciación en plántulas. Congruente 

con esto, durante la maduración de embriones somáticos de arroz (Luo et al., 2006) y maíz 

(Dinkova & Alejandri-Ramirez, 2014) en presencia de luz, los niveles de algunos de éstos mismos 

miRNAs son mayores en tejidos con evidencia de diferenciación, que en aquellos no diferenciados.  

En oscuridad, en tres de los cuatro lotes analizados se observa una disminución de los miRNAs 

cuando se retiran completamente las hormonas; a excepción de miR156 y miR164 en callos de 

Costeño de 2 años que no cambian sus niveles y en el segundo lote de Costeño (Fig. 16B) donde 

los miRNA tienden a aumentar o mantenerse igual. Mientras que en luz, en callos de Tuxpeño de 

dos años todos los miRNAs tienden a disminuir cuando se retiran las hormonas (Fig. 15B) y en 

Costeño sólo los miRNAs relacionados a estrés, miR397, 398, 408 y 528, tienden a disminuir (Fig. 

16 y 15A). Por lo tanto, los cambios hormonales modifican los niveles de los miRNAs analizados 

durante la regeneración de plantas, siendo la variedad Tuxpeño más sensible que Costeño a este 

cambio de las fitohormonas. 
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Figura 15. Abundancia de miRNAs específicos durante la regeneración de plantas a partir de callos 

embriogénicos de maíz Costeño (A) y  Tuxpeño (B) de dos años. Porcentaje de hormonas 2,4-D y 

cinetina (H %). Oscuridad (Luz -). Fotoperiodo 16:8 h (Luz +), plántula (P). La cuantificación por 

densitometría del Northern-blot fue normalizada por el control de carga 5S y es relativa a callos 

embriogénicos en 100% de hormonas y oscuridad al cual se le asignó el valor de 1. 

 

Lote I 

Lote II 
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Figura 16. Abundancia de miRNAs específicos durante la regeneración de plantas a partir de callos 

embriogénicos de maíz de dos lotes distintos de Costeño de 6 meses (A y B). Porcentaje de 

hormonas 2,4-D y cinetina (H %). Oscuridad (Luz -). Fotoperiodo 16:8 h (Luz +), plántula (P). La 

cuantificación por densitometría del Northern-blot fue normalizada por el control de carga 5S y es 

relativa a callos embriogénicos en 100% de hormonas y oscuridad al cual se le asignó el valor de 1. 

Los miRNAs analizados se pueden dividir en dos categorías: los relacionados a desarrollo: miR156, 

159, 164 y 168; y los relacionados a estrés: miR397, 398, 408 y 528. 

miR156 tiende a aumentar conforme avanza la diferenciación en Costeño (Fig. 16 y 15A) y 

aumenta más en luz que en oscuridad, alcanzando los mayores niveles en plántula; mientras que 
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en Tuxpeño sus mayores niveles son alcanzados en el primer cambio hormonal (Fig. 15B). miR164 

también tiende a aumentar conforme avanza la diferenciación y sus niveles son mayores en luz vs 

oscuridad a la misma concentración de hormonas (Fig. 15 y 16). Durante la regeneración a partir 

de cultivos de 6 meses (Fig. 16), miR168 tiende a subir conforme se van retirando las hormonas en 

luz y se mantiene alto en plántula; mientras que en la regeneración a partir de cultivos de dos años 

tiende a disminuir en plántula donde alcanza sus menores niveles. miR159 es el que menos cambia 

y su cambio durante la regeneración es particular para cada lote analizado. En resumen, los 

miRNAs miR164 y miR156 tienden a aumentar conforme avanza la diferenciación, mientras que 

miR159 y miR168 son los que menos cambian y sus cambios durante la regeneración de plantas a 

partir de callos embriogénicos de maíz es más variable entre lotes.   

En los cuatro lotes analizados, miR408 y miR528 muestran el mismo patrón de cambio durante la 

regeneración en luz y tres de los cuatro lotes también muestran el mismo comportamiento en 

oscuridad (Fig. 16A y 15). miR397 y 398 siguen el mismo patrón durante la regeneración a partir de 

lotes de 2 años independientemente de la variedad; mientras que en los lotes de 6 meses existen 

diferencias incluso entre ellos. Cabe resaltar que los cultivos de 6 meses tardan más tiempo en 

regenerar plántulas y que miR397 y 398 suelen ser menos abundantes a los 6 meses que a los 2 

años. En general, los miRNAs relacionados a estrés tienden a disminuir conforme aumenta la 

diferenciación y muestran un patrón similar entre lotes durante el proceso de regeneración de 

plantas. 

Regulación diferencial de mRNAs blanco de miRNAs durante la regeneración de plantas 

a partir de callos embriogénicos de maíz. 

 

Los miRNAs participan en el proceso de embriogénesis somática en diferentes especies de plantas 

(Chen et al., 2011; Li et al., 2012; Lin & Lai, 2013; Luo et al., 2006; Qiao & Xiang, 2013; Shen et al., 

2012; Wu et al., 2011, Wu et al., 2015; Yang et al., 2013; Zhang et al., 2012; Zhang et al., 2010). Sin 

embargo, aún no se conoce mediante cuales mecanismos o vías podrían estar modulando el 

proceso de reprogramación celular necesario para la formación y maduración de los embriones 

somáticos. Para conocer la posible función de los miRNAs analizados durante la regeneración de 

plantas a partir de embriones somáticos de maíz, se seleccionaron algunos de sus mRNAs blanco 

(Tabla 2) y se analizó su expresión durante la regeneración de plantas por medio de RT-qPCR (Fig. 

17-25).  
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miR156-SPL23 

 

En Arabidopsis miR156 tiene como blanco a 11 de los 17 genes SBP (Squamosa promoter binding 

protein like) (Gandikota et al., 2007; Rhoades et al., 2002), en arroz 11 de los 19 genes SBP tienen 

sitios blanco de miR156 (Xie et al., 2006). En maíz 11 de los 26 genes SBP tienen el mismo sitio de 

reconocimiento de miR156a (Chávez-Hernández et al., 2015). Los SPBs son factores de 

transcripción involucrados en cambios de la fase vegetativa a la reproductiva, la duración del 

plastocrón y la embriogénesis en Arabidopsis thaliana (Chuck et al., 2007; Nodine & Bartel, 2010; 

Wang et al., 2008; Wu & Poethig, 2006). En este trabajo se analizó a SBP23 como blanco de 

miR156, el cual está en el mismo clado que SPL10 y SPL11 de Arabidopsis thaliana (Preston & 

Hileman, 2013), que están implicados en embriogénesis cigótica (Nodine & Bartel, 2010). Los 

niveles de SBP23 varían entre lotes y no se relacionan con la edad del callo (Fig 17). Por ejemplo, 

en callos en oscuridad de Tuxpeño de dos años (Fig. 17D) y el primer lote de Costeño de seis meses 

(Fig. 17A) tienden a aumentar los niveles, mientras que Costeño de dos años (Fig. 17C) y el 

segundo lote de 6 meses (Fig. 17B) tienden a disminuir. En luz, en callos de Costeño los niveles de 

SBP23 tienden a disminuir y en Tuxpeño se mantienen bajos. En todos los casos los niveles más 

altos de SBP23 están en oscuridad. En cuanto a la asociación inversa entre miR156 y SBP23, en los 

callos de Costeño hay más relación que en los de Tuxpeño, especialmente en luz, coincidente con 

una mayor diferenciación. En general, miR156 tiende a aumentar conforme avanza la 

diferenciación y SBP23 tiende a disminuir. Lo que coincide con lo observado en la embriogénesis 

cigótica de Arabidopsis (Nodine & Bartel, 2010). 
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Figura 17. Niveles del transcrito SBP23 y de miR156 durante la regeneración de plantas a partir de 

callos embriogénicos de maíz. Expresión relativa de SPB23 medida por qRT-PCR y de miR156 

medida por Northern-Blot y densitometría. Costeño de 6 meses (A y B). Costeño de 2 años (C). 

Tuxpeño de 2 años (D). Porcentaje de hormonas 2,4-D y cinetina (H%). Plántula (P). Barras de 

color, oscuridad. Barras blancas, fotoperiodo 16 h luz 8 h oscuridad. No detectado (ND). Diferencia 

estadísticamente significativa con respecto a la etapa anterior p <0.01 (*). Los números de la 

densitometría en negritas indican las etapas donde se observa una relación inversa entre 

miRNA/blanco. 

miR164-CUC2 

 

Los blancos de miR164 pertenecen a la familia de factores de transcripción NAC (NAM, ATAF1-2, 

CUC2) (Mallory et al., 2004). Las proteínas de la familia NAC están involucradas en varios procesos 

de desarrollo como floración, embriogénesis, senescencia y señalamiento por auxinas entre otros 

(Fan et al., 2014). NAM es importante para la señalización del meristemo apical del tallo (SAM por 

sus siglas en inglés) y en el desarrollo de primordios (Souer et al., 1996), mientras que CUC2 

también está involucrado en el desarrollo de SAM (Aida et al, 1997) y en la embriogénesis 

somática directa en Arabidopsis (Gordon et al., 2007). En este trabajo se analizó a CUC2 como 

blanco de miR164. En oscuridad CUC2 tiende a disminuir conforme se retiran las hormonas y 
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avanza la diferenciación, al menos en los callos de Costeño (Fig. 18A-C). En Tuxpeño los niveles de 

CUC2 son mucho menores en callos que en Costeño y hay un aumento importante cuando se 

disminuyen las hormonas a la mitad (Fig. 18D). En general, en luz también tiende a disminuir 

conforme avanza la diferenciación. Para tres de los cuatro lotes los mayores niveles de CUC2 están 

en oscuridad (Fig. 18B-D). Es más fácil encontrar una correlación inversa entre miR164 y CUC2 en 

luz, aunque no se observa en todas las etapas (Fig. 18B-C). Al igual que SBP23, CUC2 parece estar 

más expresado en tejidos menos diferenciados, coincidente con su patrón de expresión en 

Arabidopsis durante la regeneración de tallos de novo (Gordon et al., 2007). Es interesante notar 

que en callos de Tuxpeño es importante el cambio hormonal inicial para que haya un aumento de 

estos dos transcritos, así como que en este genotipo hay menor correlación miRNA-blanco.  

 

Figura 18. Niveles del transcrito CUC2 y de miR164 durante la regeneración de plantas a partir de 

callos embriogénicos de maíz. Expresión relativa de CUC2 medida por qRT-PCR y de miR164 

medida por Northern-Blot y densitometría. Costeño de 6 meses (A-B). Costeño de 2 años (C). 

Tuxpeño de 2 años (D). Porcentaje de hormonas 2,4-D y cinetina (H%). Plántula (P). Barras de 

color, oscuridad. Barras blancas, fotoperiodo 16 h luz 8 h oscuridad. No detectado (ND). Diferencia 

estadísticamente significativa con respecto a la etapa anterior p <0.01 (*). Los números de la 

densitometría en negritas indican las etapas donde se observa una relación inversa entre 

miRNA/blanco. 



 

46 
 

miR159-MYB138 

 

El miR159 es el que sufre los menores cambios a lo largo del proceso de regeneración. 

Interesantemente, miR159 es uno de los miRNAs más abundantes tanto en el embrión inmaduro 

de maíz, como durante la inducción de la embriogénesis somática, pero también es uno de los que 

menos cambian (Shen et al., 2013). Los transcritos regulados por miR159 son factores de 

transcripción MYB (Alonso-Peral et al., 2010). La familia de factores de transcripción MYB es una 

de las más grandes en plantas y está involucrada en el desarrollo de la flor y la semilla, 

metabolismo secundario, identidad celular y respuesta a estrés (Li et al., 2014). En Arabidopsis 

miR159 regula a MYB33, MYB65 y MYB101, genes relacionados a GAMYB, que son de respuesta a 

ácido giberélico (GA) y ácido abscícico (ABA) y están implicados en procesos como la floración en 

días cortos, la fertilidad masculina y la germinación (Woodger et al., 2003).  

Se analizó a MYB138 (también nombrado MYB49), que es uno de los tres genes tipo GAMYB de 

maíz que es blanco de miR159 (Du et al., 2012). Se encontró que MYB138 y miR159 tienen una 

buena relación inversa en tres de los cuatro lotes analizados (Fig. 19A, C, D). Cambios sutiles en 

miR159 se ven reflejados en los niveles de MYB138. Mientras que otros miRNAs que cambian más 

drásticamente no tienen un efecto tan claro en la abundancia de sus blancos. La edad de 

subcultivo parece influir tanto en el patrón de expresión de MYB138 como en sus niveles. MYB138 

es más abundante en callos jóvenes (datos no mostrados). En callos de dos años los cambios de 

MYB138 durante la regeneración tienen el mismo comportamiento independientemente de la 

variedad.  
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Figura 19. Expresión del transcrito MYB138 y de miR159 durante la regeneración de plantas a 

partir de callos embriogénicos de maíz. Expresión relativa de MYB medida por qRT-PCR y de 

miR159 medida por Northern-Blot y densitometría. Costeño de 6 meses (A-B). Costeño de 2 años 

(C). Tuxpeño de 2 años (D). Porcentaje de hormonas 2,4-D y cinetina (H%). Plántula (P). Barras de 

color, oscuridad. Barras blancas, fotoperiodo 16 h luz 8 h oscuridad. No detectado (ND). Diferencia 

estadísticamente significativa con respecto a la etapa anterior p <0.01 (*). Los números de la 

densitometría en negritas indican las etapas donde se observa una relación inversa entre 

miRNA/blanco. 

miR168-AGO1C 

 

miR168 tiene como blanco al transcrito de AGO1 (Vaucheret et al., 2006). Este miRNA es muy 

importante porque regula a la proteína encargada de la acción de los miRNAs sobre sus blancos. 

En maíz hay al menos 6 genes que codifican para proteínas de la familia AGO1, pero sólo 4 

presentan todos los dominios necesarios para su función y tienen el sitio de reconocimiento de 

miR168. AGO1C presenta mayor identidad con AGO1 de Arabidopsis thaliana a nivel de 

aminoácidos (Qian et al., 2011) y se expresa más abundantemente en tejidos en diferenciación 

como el meristemo apical del tallo, en la plántula, en la mazorca inmadura y en los estambres 

inmaduros (Sekhon et al., 2011). Por lo tanto, se analizó a AGO1C como blanco de miR168 durante 

la regeneración de plantas a partir de callos embriogénicos de maíz. Su nivel inicial en callos y su 
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cambio ante la primera disminución hormonal es dependiente del lote, por ejemplo, hay 10 veces 

de diferencia en los niveles de AGO1C de un lote de callos de 6 meses con respecto al otro (datos 

no mostrados). AGO1C disminuye de 50% hormonas a 0% hormonas tanto en luz como en 

oscuridad y luego aumenta en plántula. En oscuridad, se observa relación inversa entre los niveles 

de miR168 y AGO1C para callos de Tuxpeño, pero no para Costeño (Fig. 20C, D). Por otro lado, en 

luz dicha relación inversa se encontró para Costeño, pero no para Tuxpeño. 

 

 

Figura 20. Expresión del transcrito AGO1C y de miR168 durante la regeneración de plantas a partir 

de callos embriogénicos de maíz. Expresión relativa de  AGO1C medida por qRT-PCR y de miR168 

medida por Northern-Blot y densitometría. Costeño de 6 meses (A-B). Costeño de 2 años (C). 

Tuxpeño de 2 años (D). Porcentaje de hormonas 2,4-D y cinetina (H%). Plántula (P). Barras de 

color, oscuridad. Barras blancas, fotoperiodo 16 h luz 8 h oscuridad. No detectado (ND). Diferencia 

estadísticamente significativa con respecto a la etapa anterior p <0.01 (*). Los números de la 

densitometría en negritas indican las etapas donde se observa una relación inversa entre 

miRNA/blanco. 

 

 



 

49 
 

miR397-LAC2 

 

Los blancos de miR397 incluyen a varias lacasas (LAC2, 4 y 17 en Arabidopsis) que tienen dominios 

de unión a cobre y están involucradas en estrés oxidativo y homeostasis de cobre (Abdel-Ghany & 

Pilon, 2008; Jones-Rhoades & Bartel, 2004; Yamasaki et al., 2007). Las lacasas extracelulares tienen 

actividad de polifenol oxidasas aunque se conoce poco sobre su función. Algunos miembros de la 

familia de lacasas en Arabidopsis participan en la formación y remodelación de la pared celular 

(Ravet & Pilon, 2013). Se midió el nivel de LAC2 como blanco de miR397 en la regeneración de 

plantas de maíz (Fig. 21). Hay mayores niveles de LAC2 durante la regeneración en oscuridad que 

en luz en todos los lotes analizados, también hay niveles más elevados en 6 meses que en 2 años 

(datos no mostrados). Los cambios de LAC2 son específicos para cada lote aunque en general son 

niveles más bajos en luz que en oscuridad. Esto tiene sentido, ya que el estrés se percibe diferente 

entre lotes, sobretodo en lotes jóvenes que son más heterogéneos. A pesar de que miR397 tiene 

un comportamiento muy similar entre los cuatro lotes analizados, LAC2 es muy variable. En cuanto 

a la correlación entre el miRNA y su blanco, está es muy baja. 
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Figura 21. Expresión del transcrito LAC2 y de miR397 durante la regeneración de plantas a partir 

de callos embriogénicos de maíz. Expresión relativa de LAC2 medida por qRT-PCR y de miR397 

medida por Northern-Blot y densitometría. Costeño de 6 meses (A-B). Costeño de 2 años (C). 

Tuxpeño de 2 años (D). Porcentaje de hormonas 2,4-D y cinetina (H%). Plántula (P). Barras de 

color, oscuridad. Barras blancas, fotoperiodo 16 h luz 8 h oscuridad. No detectado (ND). Diferencia 

estadísticamente significativa con respecto a la etapa anterior p <0.01 (*). Los números de la 

densitometría en negritas indican las etapas donde se observa una relación inversa entre 

miRNA/blanco. 

Anteriormente se analizó la expresión de LAC4 como blanco de miR397 en callos de Tuxpeño de 2 

años y se encontró que casi no se expresa durante la embriogénesis somática y la diferenciación 

de los embriones, pero si es detectado en la plántula coincidente con los menores niveles de 

miR397. De tal forma, se puede concluir que miR397 está regulando a varios blancos durante la 

regeneración de plantas y que la expresión de sus blancos depende de más de un mecanismo. 

miR398-SOD9 

 

El blanco de miR398 que se analizó fue SOD9 (Fig. 22), el cual se validó por datos de degradoma en 

maíz (Shen et al., 2013). Las superoxido dismutasas de cobre (CSD, SOD) son enzimas importantes 

para destruir especies reactivas de oxígeno y se sabe que este tipo de estrés ocurre en los tejidos 
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con alta proliferación (Ravet & Pilon, 2013). Los niveles de SOD9 también varían entre lotes, pero 

son más altos en oscuridad. En tres de los cuatro lotes tienden a aumentar los niveles conforme se 

retira la hormona en oscuridad (Fig. 22A, B, D). Mientras que en luz, SOD9 se mantiene bajo o 

tiende a disminuir. Para callos de Tuxpeño de dos años, Costeño de dos años y Costeño de 6 meses 

(Fig. 22A, C, D), se observa una relación inversa entre el miRNA y su blanco en oscuridad. A pesar 

de ser un blanco validado en maíz, SOD9 no muestra un comportamiento inverso a los niveles de 

miR398 en todas las etapas durante la regeneración de plantas, lo cual implica que también es 

regulado a otro nivel. En Arabidopsis miR398 puede regular a sus blancos (CSDs) a nivel de 

inhibición de su traducción (Beauclair et al., 2010), sin embargo, en maíz aún no hay evidencia de 

que miR398 esté implicado en regulación a nivel traduccional. 

 

Figura 22. Expresión del transcrito SOD9 y de miR398 durante la regeneración de plantas a partir 

de callos embriogénicos de maíz. Expresión relativa de SOD9 medida por qRT-PCR y de miR398 

medida por Northern-Blot y densitometría. Costeño de 6 meses (A-B). Costeño de 2 años (C). 

Tuxpeño de 2 años (D). Porcentaje de hormonas 2,4-D y cinetina (H%). Plántula (P). Barras de 

color, oscuridad. Barras blancas, fotoperiodo 16 h luz 8 h oscuridad. No detectado (ND). Diferencia 

estadísticamente significativa con respecto a la etapa anterior p <0.01 (*). Los números de la 

densitometría en negritas indican las etapas donde se observa una relación inversa entre 

miRNA/blanco. 
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miR408-GR1 

 

En Arabidopsis la familia de miR408 tiene un sólo miembro que regula a algunos transcritos de la 

familia de lacasas y a algunas plantacianinas (Abdel-Ghany & Pilon, 2008; Jones-Rhoades & Bartel, 

2004). Los blancos predichos para miR408 en maíz con un buen alineamiento son pocos (Chávez-

Hernández et al., 2015) mientras que los blancos confirmados por degradoma tienen un pobre 

alineamiento con el miRNA y no están conservados con los de Arabidopsis. Se analizó a GR1 

(Gamma Response Protein 1) como blanco de miR408, el cual fue predicho anteriormente (Li et al., 

2013). En Arabidopsis thaliana GR1 es expresado en tejidos mitóticamente activos como SAM y 

primordios florales de manera similar a genes relacionados al ciclo celular; además, AtGR1 

responde a estrés genotóxico como radiación gamma, y se piensa que bloquea las divisiones 

celulares en células irradiadas previniendo su entrada a mitosis antes de haber reparado el ADN 

dañado (Deveaux et al., 2000). GR1 no se detectó durante la regeneración de plantas a partir de 

callos de Costeño de 6 meses (Fig. 23A-B). Sin embargo, está presente en uno de los lotes de callos 

de 6 meses (Fig. 23A). En los cultivos de dos años GR1 es abundante tanto en callos como durante 

la regeneración (Fig. 23C-D), lo cual coincide con altos niveles de miR408 en cultivos viejos vs 

cultivos jóvenes. En callos de Costeño se observa una mejor correlación entre los niveles de 

miR408 y GR1, especialmente en oscuridad. Es interesante que GR1 no se encuentre presente en 

callos jóvenes, pero si en viejos y es posible que el cultivo por tiempo prolongado en altas 

concentraciones hormonales cause un daño al ADN (Neelakandan & Wang, 2012). Esto es muy 

importante, porque daños genéticos y modificaciones epigenéticas resultado del subcultivo en la 

embriogénesis somática originan variación somaclonal no deseada en las plantas derivadas de un 

mismo cultivo (Miguel & Marum, 2011).  
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Figura 23. Expresión del transcrito GR1 y de miR408 durante la regeneración de plantas a partir de 

callos embriogénicos de maíz. GR1 no fue detectado en Costeño de 6 meses (A y B). (EI) embrión 

inmaduro. (N) control negativo. Pares de bases (pb). Expresión relativa de GR1 medida por qRT-

PCR y de miR408 medida por Northern-Blot y densitometría de Costeño de 2 años (C). Tuxpeño de 

2 años (D). Porcentaje de hormonas 2,4-D y cinetina (H%). Plántula (P). Barras de color, oscuridad. 

Barras blancas, fotoperiodo 16 h luz 8 h oscuridad. No detectado (ND). Diferencia 

estadísticamente significativa con respecto a la etapa anterior p <0.01 (*). Los números de la 

densitometría en negritas indican las etapas donde se observa una relación inversa entre 

miRNA/blanco. 

 

miR528-SOD1A/ PLC 

 

miR528 aumenta al reducir las hormonas a la mitad y posteriormente disminuye al retirar las 

hormonas y en la plántula. Este miRNA es el más abundante en el embrión inmaduro y tiende a 

aumentar en los embriones somáticos de maíz (Shen et al., 2012; Alejandri-Ramírez, 2015) y arroz 

(Chen et al., 2011; Luo et al., 2006). Uno de los blancos predichos bioinformáticamente para 

miR528 es SOD1A. En maíz el transcrito SOD1A se acumula principalmente en plántulas pero no en 

embriones, ni en semilla germinante (Sekhon et al., 2011). SOD1A tiene diferentes niveles de 
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expresión entre los cuatro lotes de callos aunque presenta el mismo patrón entre los cuatro lotes 

durante la regeneración en oscuridad, primero disminuye cuando se disminuyen las hormonas y 

después aumenta cuando las hormonas son retiradas completamente, relacionándose 

inversamente con miR528 (Fig. 24). En luz, el comportamiento de SOD1A se parece más entre los 

lotes de dos años (Fig. 24C-D). De 50% hormona a plántula en dos años SOD1A tiende a subir, 

mientras que en callos de 6 meses se mantiene sin cambio. Los menores niveles de SOD1A están 

en luz. En general hay una buena relación entre los cambios en miR528 Y SOD1A en luz y 

oscuridad, aunque no ocurre en todas las etapas para todos los lotes y grandes cambios en 

miR528 tienen un efecto pequeño en SOD1A.  

 

Figura 24. Expresión de los transcritos SOD-1A y de miR528 durante la regeneración de plantas a 

partir de callos embriogénicos de maíz. Expresión relativa de SOD-1A medida por qRT-PCR y de 

miR528 medida por Northern-Blot y densitometría. Costeño de 6 meses (A-B). Costeño de 2 años 

(C). Tuxpeño de 2 años (D). Porcentaje de hormonas 2,4-D y cinetina (H%). Plántula (P). Barras de 

color, oscuridad. Barras blancas, fotoperiodo 16 h luz 8 h oscuridad. No detectado (ND). Diferencia 

estadísticamente significativa con respecto a la etapa anterior p <0.01 (*). Los números de la 

densitometría en negritas indican las etapas donde se observa una relación inversa entre 

miRNA/blanco. 
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Figura 25. Expresión de los transcritos PLC y de miR528 durante la regeneración de plantas a partir 

de callos embriogénicos de maíz. Expresión relativa de PLC medida por qRT-PCR y de miR528 

medida por Northern-Blot y densitometría. Costeño de 6 meses (A-B). Costeño de 2 años (C). 

Tuxpeño de 2 años (D). Porcentaje de hormonas 2,4-D y cinetina (H%). Plántula (P). Barras de 

color, oscuridad. Barras blancas, fotoperiodo 16 h luz 8 h oscuridad. No detectado (ND). Diferencia 

estadísticamente significativa con respecto a la etapa anterior p <0.01 (*). Los números de la 

densitometría en negritas indican las etapas donde se observa una relación inversa entre 

miRNA/blanco. 

Otro blanco de miR528 es PLC (Fig. 25). Las plastocianinas (PLC) son proteínas que unen cobre y 

son esenciales para transferir electrones del complejo b6f del citocromo al fotosistema I (Abdel-

Ghany & Pilon, 2008). PLC es menos abundante a 0% hormonas en luz vs oscuridad, lo cual resulta 

contrario a lo que se esperaría debido a que está implicado en fotosíntesis. Sin embargo, la 

inducción de genes relacionados a la fotosíntesis es independiente de luz durante la 

embriogénesis de Arabidopsis (Spencer et al., 2007). En general, hay una correlación menor de 

miR528 con PLC que con SOD1A. Al igual que con los blancos de miR397, se muestra que la 

regulación de los blancos de miRNAs es diferencial y ocurre a distintos niveles durante la 

regeneración de plantas a partir de callos embriogénicos de maíz. 
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Discusión 

 

En los últimos años varios estudios apuntan a la importancia de los miRNAs durante la 

embriogénesis somática de plantas (Chen et al., 2011; Li et al., 2012; Lin & Lai, 2013; Luo et al., 

2006; Qiao & Xiang, 2013; Shen et al., 2012; Wu et al., 2011, Wu et al., 2015; Yang et al., 2013; 

Zhang et al., 2012; Zhang et al., 2010). En estos estudios se observa que los miRNAs cambian 

durante la inducción de callos y entre callos embriogénicos y no embriogénicos, así como durante 

la maduración y diferenciación de los embriones somáticos. Sin embargo, tanto los patrones de 

cambio, como los miRNAs involucrados son específicos para cada especie analizada. Por ejemplo, 

en la embriogénesis somática de arroz miR171, miR390 y miR398 son expresados 

preferencialmente en tejidos no diferenciados (Luo et al., 2006), mientras que en naranja estos 

miRNAs están enriquecidos durante el proceso de diferenciación (Wu et al., 2011). Las diferencias 

entre los tipos de protocolos usados para la embriogénesis somática (hormonas, medios de 

cultivo, tejido de explante), así como las etapas evaluadas, pueden explicar la diferencia en los 

patrones de cambio de los miRNAs conservados entre especies. Por lo tanto, los estudios 

realizados en una especie no son completamente extrapolables a otras especies y es necesario 

evaluar de manera específica lo que ocurre en cada una. Este trabajo representa la primera 

aproximación para evaluar a los miRNAs y sus posibles funciones mediante la evaluación de 

blancos seleccionados durante la regeneración de plantas a partir de callos embriogénicos de 

maíz. En la figura 26 se propone un modelo que resume lo observado en este trabajo. 

El análisis por separado de la reducción hormonal y de la luz durante la regeneración de plantas de 

maíz a partir de callos embriogénicos indica que los miRNAs responden más a cambios hormonales 

que a la luz. Shen y colaboradores (2013) analizaron el proceso de inducción de la embriogénesis 

somática en un hibrido de maíz (18-599R) en la presencia de 2,4-D. Estos autores sugieren que 

miR164, miR169, miR528 y miR529 participan en la inducción de la embriogénesis somática 

mediante la regulación de blancos involucrados en la señalización de auxinas y giberelinas. Lo cual 

apoya la teoría de que los reajustes en la abundancia de algunas familias de miRNAs abundantes 

en la embriogénesis somática ocurren en respuesta a cambios en la concentración de 2,4-D en el 

ambiente.  
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Al analizar a dos genotipos de maíz se observó que Tuxpeño es más sensible que Costeño a la 

reducción hormonal en la modulación de sus miRNAs. La respuesta diferencial se puede deber a su 

diferente fondo genético, o bien puede ser resultado de una explicación más simple, como que las 

masas embriogénicas de Tuxpeño son más pequeñas y por lo tanto tienen mayor superficie de 

contacto con el medio de cultivo. Por otro lado, en la embriogénesis somática de naranja se 

evaluaron los miRNAs en varios genotipos embriogénicos y no embriogénicos, se encontraron 

diferencias en la abundancia de miR164 y miR171 entre las variedades embriogénicas aunque en 

general eran más abundantes que en las no embriogénicas (Wu et al., 2015). Por lo tanto, es 

normal encontrar diferencias entre genotipos aunque la respuesta global es muy similar. Existen 

mayores diferencias entre genotipos al analizar la expresión de mRNAs blanco de miRNAs. En ese 

sentido, se vió que la respuesta transcripcional de líneas de maíz B73 y Mo17 comparadas con las 

de sus híbridos (B73 x Mo17 y Mo17 x B73) son diferentes (He et al., 2013).  

La edad de subcultivo de los callos embriogénicos de maíz influye en la heterogeneidad del tejido y 

por lo tanto en sus características fenotípicas durante la proliferación y regeneración de plantas. 

Los cultivos menores de un año aún no están bien establecidos y eso se refleja en que tardan más 

en regenerar plantas y en que sus miRNAs y mRNAs blanco responden de manera diferencial 

incluso entre réplicas del mismo genotipo. Por otro lado, los cultivos con más tiempo de 

proliferación regeneran más rápido, pero pueden llegar a acumular modificaciones genéticas y 

epigenéticas resultado de la alta tasa de proliferación celular debida a las hormonas (Miguel & 

Marum, 2011; Neelakandan & Wang, 2012). Prueba de eso es que en cultivos de dos años se 

encontró la expresión de GR1 relacionada a daño del ADN (Deveaux et al., 2000). Por lo tanto, 

sería conveniente establecer el momento adecuado para balancear las ventajas y desventajas de 

la edad del subcultivo sobre la regeneración de plantas de maíz. A partir de las observaciones que 

se hicieron a nivel fenotípico en este trabajo en el laboratorio de cultivo de tejidos, el 

establecimiento del cultivo con callos tipo II es a partir de un año de subcultivo y es mejor usar 

callos embriogénicos de esta edad que de dos años para regenerar plantas. 

La respuesta de los miRNAs de estrés abiótico evaluados durante la regeneración de plantas de 

maíz fue la misma: miR408, miR528, miR398 y miR397 aumentan con la primera reducción 

hormonal y posteriormente tienden a disminuir conforme avanza la diferenciación. Esto resulta 

interesante, porque muestran un comportamiento inverso a lo que sucede en la inducción de la 

embriogénesis somática de maíz (Dinkova & Alejandri-Ramirez, 2014; Shen et al., 2013). Además 
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de que en cultivos prolongados tienden a aumentar (Dinkova & Alejandri-Ramirez, 2014), 

coincidente con un mejor establecimiento de los embriones somáticos y un menor tiempo de 

regeneración. Por otro lado, los miRNAs relacionados a desarrollo miR156 y miR164 tienden a 

aumentar en tejidos más diferenciados en la regeneración, mientras que en cultivos prolongados 

de callos embriogénicos tienden a disminuir (Dinkova & Alejandri-Ramirez, 2014). Probablemente 

el switch a embriones somáticos maduros este acompañado de un aumento en los miRNAs 

relacionados a estrés y una disminución de algunos relacionados a desarrollo, para que cuando las 

condiciones ambientales sean favorables (presencia de luz), puedan modificar su abundancia y 

diferenciarse en plantas. 

Para evaluar la posible función de los miRNAs en la regeneración se evaluó la abundancia de 

algunos de sus mRNAs blancos. A pesar de que los miRNAs de estrés tienen un patrón 

reproducible entre lotes, sus blancos muestran un comportamiento lote-específico. Los transcritos 

analizados están relacionados a estrés oxidativo (LAC2, SOD9, SOD1A) y son abundantes en tejidos 

en oscuridad, además de que es en esta condición donde muestran una mejor correlación con sus 

respectivos miRNAs. El estrés es un estímulo ampliamente usado para inducir embriogénesis 

somática en varias plantas y de manera natural la organogénesis de novo sucede en respuesta a 

daño o estrés (Xu & Huang, 2014). El aumento de las hormonas también puede verse como un tipo 

de estrés, al evaluar el transcriptoma en la inducción de la embriogénesis somática de maíz se 

observa un aumento en la expresión de genes relacionados a estrés oxidativo (Salvo et al., 2014). 

Por lo tanto, el estrés es importante para establecer un estado pluripotencial pero también para 

una posterior diferenciación durante la regeneración de plantas (Che et al., 2006). Al mismo 

tiempo los mecanismos para contender con el estrés deben estar bajo estricto control, por eso los 

miRNAs relacionados a estrés tienden a aumentar en callos embriogénicos durante el subcultivo 

pero disminuyen durante la regeneración.  

Por otro lado, los transcritos de los factores transcripcionales SPL23 y CUC2, importantes para el 

desarrollo del embrión (Nodine & Bartel, 2010; Preston & Hileman, 2013) y la formación del SAM y  

primordios (Gordon et al., 2007), tienden a disminuir en tejidos más diferenciados en la 

regeneración y especialmente en luz, lo cual coincide con un aumento de sus respectivos miRNAs 

(miR156 y miR164). La relación entre el par miRNA/mRNA blanco se observa principalmente en 

luz. Por lo tanto, al igual que los miRNAs de estrés, existe una relación más notoria entre los 

miRNAs y sus blancos en las etapas donde los miRNAs son más abundantes. Otra prueba de eso se 
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puede observar para miR159, el cual es uno de los miRNAs más abundantes durante la 

embriogénesis somática de maíz (Shen et al., 2013; Alejandri-Ramírez, 2015) y a pesar de ser el 

que menos cambia durante la regeneración, sus cambios se ven reflejados en la abundancia de su 

blanco MYB138. 

 

Figura 26. Modelo de la expresión de miRNAs y sus blancos durante la regeneración de plantas de 

maíz a partir de callos embriogénicos. Los factores que afectan la regeneración son tanto 

ambientales (régimen hormonal y fotoperiodo) como propios del callo embriogénico (genotipo y 

edad de subcultivo). En oscuridad (luna) el máximo grado de diferenciación es la organogénesis 

(izquierda), y sólo cuando hay luz (sol) es posible regenerar plantas (derecha). La edad de 

subcultivo influye en el tiempo de regeneración de plantas (flecha verde). Las hormonas 

(gradiente morado) tienen un mayor efecto sobre la abundancia de los miRNAs (flechas color 

morado), mientras que la presencia de luz modifica la expresión de los blancos de miRNAs (flechas 

amarillas). Tanto el genotipo como la edad influyen sobre la abundancia de los miRNAs (recuadro 

verde claro) pero aún más sobre la expresión de sus blancos (recuadro verde oscuro). Cuando los 

miRNAs son más abundantes tienen un mayor efecto sobre la abundancia de sus blancos (flechas 

de inhibición gruesas). Los miRNAs relacionados a estrés siguen un patrón similar durante la 

regeneración de plantas (flechas moradas) tanto el luz como en oscuridad. La abundancia de 

algunos blancos de miRNAs es mayor en oscuridad que en luz (negritas). miR156 y miR164 

aumentan en tejidos con mayor diferenciación coincidente con menores niveles de sus blancos. El 

miR159 y el miR168 son los que menos cambian durante la regeneración y sus blancos no tienen 

un patrón específico de expresión durante este proceso.  

Los miRNAs pueden regular a sus blancos por medio de su degradación y/o inhibiendo su 

traducción. En plantas, es común observar una correlación inversa entre el miRNA y su mRNAs 
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blanco, sugiriendo que la degradación del mRNA es el mecanismo preferido. A pesar de eso, los 

datos de secuenciación masiva de RNAs pequeños y degradoma no siempre detectan a los 

productos de degradación de mRNAs blancos predichos o incluso validados (Liu et al., 2014; Shen 

et al., 2013). Además, varios trabajos muestran la falta de correlación entre miRNAs y sus blancos, 

dependiendo del tejido o el proceso analizado (Alonso-Peral et al., 2012; Brodersen et al., 2008; 

Vaucheret et al., 2006; Wu et al., 2011). Los transcritos propuestos como blanco de miRNAs 

coinciden parcialmente con la abundancia de su respectivo miRNA durante la regeneración de 

plantas de maíz y esta correlación parece depender tanto de la presencia de luz, como del 

genotipo de los callos embriogénicos. Sugiriendo que la abundancia de los blancos de miRNAs está 

regulada por mecanismos adicionales. 

Una posibilidad es la regulación a nivel transcripcional, probablemente por el efecto de la luz. La 

luz regula la mayoría de los procesos de desarrollo y el crecimiento de las plantas por medio de 

fotoreceptores especializados: fitocromos fotoreversibles del rojo/rojo lejano, fotoreceptores 

UVB, y los que absorben luz en los espectros azul/UVA como las fototropinas y los criptocromos. 

Entre los mejores caracterizados están los  fitocromos que actúan principalmente a nivel 

transcripcional. Los fitocromos transducen las señales de luz mediante distintas vías de 

señalización como la activación de la fosforilación de proteínas, activación de proteínas 

heterotriméricas de unión a GTP y la modulación de mensajeros secundarios como Ca2+ y cGMP en 

el citosol, así como la interacción directa de los fitocromos con factores transcripcionales en el 

núcleo (Chen & Chory, 2011; Kevei & Nagy, 2003). 

Otra posibilidad es que la vía de silenciamiento mediada por miRNAs funcione diferente entre 

genotipos y en presencia y ausencia de luz. Por ejemplo, AGO1 es inducido durante etapas 

tempranas de la embriogénesis somática de zanahoria y posteriormente decrece en la etapa de 

embrión globular (Takahata, 2008). En el laboratorio se analizó cómo se modifica la maquinaria de 

RNAs pequeños durante la inducción y propagación de callos embriogénicos de maíz y hay 

diferencias importantes entre maíz Tuxpeño y Costeño (Juárez- González, 2015), principalmente 

durante la inducción. El patrón de expresión de AGO1C es bastante distinto entre lotes durante la 

regeneración de plantas, sin embargo los cambios de AGO1C no reflejan necesariamente la 

abundancia de la proteína AGO1, ya que en maíz existen más genes que codifican a AGO1 cuyos 

transcritos no fueron analizados. Por ejemplo en semillas de maíz con 24 horas de germinación, 

miR168 disminuye (Li et al., 2013) y AGO1C casi no se expresa (Sekhon et al., 2011) pero aumentan 
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otros transcritos de AGO1 (Li et al., 2013). Sería interesante evaluar la abundancia de AGO1 y otros 

blancos de miRNAs, así como otros componentes de la vía de miRNAs a nivel de proteína durante 

la regeneración. 

También es importante señalar que los miRNAs tienen múltiples blancos y no se sabe cuáles están 

siendo regulados preferencialmente durante la regeneración de plantas y la embriogénesis 

somática de maíz. Esto podría ser evaluado mediante un análisis global de degradoma (PARE, 

parallel analysis of RNA ends), en el que se obtienen patrones de degradación de mRNAs al 

acoplarse con secuenciación masiva y permite asociar los patrones de degradación a cortes 

dirigidos por los miRNAs. Los blancos de un mismo miRNA son regulados de manera diferencial 

como se observa para PLC y SOD1A,  blancos de miR528, o para LAC2 y LAC4, blancos de miR397. 

Cabe resaltar que miR528 está enriquecido en fracciones poliribosomales en callos embriogénicos 

de maíz (Juarez, V., 2014), lo cual sugiere que también puede estar actuando a nivel traduccional.  

En conclusión, este trabajo es una aproximación a la función de los miRNAs durante la 

regeneración de plantas de maíz por medio de la embriogénesis somática. Se encontró el papel 

diferencial que ejercen la luz y las hormonas sobre la respuesta fenotípica y molecular de los 

embriones somáticos y también se observó que la respuesta depende del genotipo de maíz. En 

este estudio han surgido más preguntas que respuestas, que guiarán el consecuente estudio 

molecular de la embriogénesis somática de maíz. 

Gracias al desarrollo del cultivo de tejidos y regeneración de plantas a partir de embriones 

somáticos, ha sido posible la transformación y el desarrollo de la industria de la biotecnología del 

maíz por medio de su transformación. Esta herramienta permitió el desarrollo de maíz transgénico 

que actualmente acapara alrededor de la mitad del mercado. Además de que sirve para el estudio 

genético funcional de esta planta en investigación básica y aplicada. Sin embargo, la eficiencia de 

regeneración de plantas a partir de embriones somáticos de maíz aún representa una limitante 

para su transformación (Bennetzen & Hake, 2009). Este trabajo, junto con otros desarrollados a la 

par en el laboratorio, permitirá comprender mejor las bases moleculares de la embriogénesis 

somática de maíz que eventualmente podrían llevar a su mejoramiento. 
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Conclusiones 

 

 La edad del cultivo de callos embriogénicos influye en el tiempo de regeneración de 

plántulas. 

 La luz es un estímulo suficiente para regenerar plantas a partir de callos embriogénicos de 

maíz. 

 El comportamiento de los miRNAs y sus blancos durante la regeneración es dependiente 

del lote con el que se trabaje. Tanto la edad de subcultivo como el genotipo de maíz 

parecen ser factores importantes.  

 Los cambios hormonales afectan la expresión de miRNAs.  

 La luz tiene un gran efecto sobre la acumulación de los transcritos analizados. 

 miR159 y miR168 son los que menos cambian durante la regeneración de plantas y sus 

blancos no tienen un patrón específico de expresión durante este proceso. 

 miR164 y miR156 tienden a aumentar conforme avanza la regeneración, mientras que sus 

blancos, CUC2 y SPL23, tienden a disminuir y mantenerse bajos. 

 A pesar de que los miRNAs relacionados a estrés (miR397, 398, 408 y 528) siguen el mismo 

patrón de disminución durante la regeneración entre lotes, sus blancos muestran una 

expresión lote-específica.  

 La mayoría de los mRNAs predichos como blanco de miRNAs  tienen una expresión que se 

correlaciona parcialmente con los cambios en la abundancia de su respectivo miRNA. Esta 

correlación ocurre principalmente cuando los miRNAs son más abundantes: en luz, para 

aquellos relacionados a desarrollo, y en oscuridad, para aquellos relacionados a estrés. 

Sugiriendo  que la acumulación de los blancos de miRNAs está regulada a múltiples niveles 

durante la regeneración de plantas. 
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Perspectivas 

 

 Para ver si los miRNAs analizados tienen un efecto sobre la expresión de sus blancos a otro 

nivel, se propone analizar la abundancia de estos últimos por medio de Western-blot.  

 Para saber las principales funciones que son reguladas por los miRNAs durante la 

regeneración de plantas hace falta identificar y validar los transcritos blanco de miRNAs 

que están siendo regulados durante la embriogénesis somática y regeneración de plantas 

de maíz de manera global mediante degradoma. 

 Para entender cómo los niveles de miRNAs son modulados por las fitohormonas se podría 

analizar si su maquinaria de biogénesis es modulada durante la regeneración de plantas 

por medio de secuenciación masiva y Western-blot. 
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Anexo 1. 

Genes que participan en la embriogénesis somática de maíz 

 

Tabla A1. Genes identificados en varias etapas de la embriogénesis somática (ES) de maíz 

Etapa de la ES Gen Descripción Proceso Referencias 

Inducción 
 

GST Glutatión-S-transferasa Respuesta a estrés oxidativo  (Salvo et 
al., 2014) 
  
  
  

GLP Proteína tipo Germin Respuesta a estrés oxidativo 

Cyt P540 Citocromo p450 Respuesta a estrés oxidativo 

CHT A1 Quitinasa A1 Respuesta a estrés biótico 

Formación del 
embrión 
 

BBM Factor transcripcional Baby 
Boom  

Proliferación celular, 
embriogénesis cigótica 

(Elhiti et al., 
2013; Salvo 
et al., 2014) 
  
  
  
  
  
  

PIN Pinformed  Transporte de auxinas, 
embriogénesis cigótica 

SERK Receptor tipo cinasa de 
embriogénesis somática 

Transducción de señales en 
la embriogénesis somática, 
embriogénesis cigótica 
temprana 

LEC1-2 Factor trancripcional Leafy 
Cotyledon  

Desarrollo embrionario 
cigótico tardio 

WUS Factor transcipcional 
Wuschel 

Formación de meristemos, 
embriogénesis cigótica 

Mantenimiento 
 

CLV Receptor tipo cinasa Clavata Formación de mesitemos 

AGL15 Factor transcripcional 
Agamous 15 

Formación de mesitemos 

Maduración 
 

PEPCK Fosfoenol piruvato 
carboxilasa 

Metabolismo, fotosíntesis (Che et al., 
2006) 
  
  
  
  
  
  
  
  

BGD Beta glucosidasa Remodelación de la pared 
celular 

Z1C Proteína de 
almacenamiento Zeina alfa 

Desarrollo de la semilla 

ATS1 Proteína específica del 
embrión, caleosin 

Embriogénesis cigótica 

Regeneración 
 

PCNA Antígeno de proliferación 
nuclear, Ciclina 

Ciclo celular 

HSP Proteína de choque térmico Estrés abiótico 

BG841274 Proteína de unión a clorofila 
a/b 1 

Fotosíntesis 

SSU1  Subunidad menor de 
RuBisCO 

Fotosíntesis 

LEA Proteína abundante de 
embriogénesis tardía 

Embriogénesis cigótica 
tardía, estrés osmótico 

GLP Proteína tipo germin Respuesta a estrés oxidativo 
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Medios de cultivo 

 

Medio de iniciación N6I 

Sales N6 (Chu et al, 1975) y vitaminas del cocktail 20 (Loza-Rubio et al, 2008), 2 mg/L de ácido 2, 4-

diclorofenoxiacético (2,4-D), adenina 10 mg/L, prolina 2.76 g/L, caseína hidrolizada 200 mg/L, 

sacarosa 30 g/L y GelzanTM (Sigma-Aldrich) 3.3 g/L; se ajustó pH a 5,7 y antes de agregar el 

GelzanTM se vació el medio en un recipiente y cubrió con aluminio, se esterilizó a 120°C por 18 

min. Después de esterilizar se dejó enfriar para posteriormente vaciar en cajas Petri (100 x 15 mm) 

en condiciones estériles dentro de una campana de flujo laminar. El medio se dejó solidificar y se 

guardó a 4°C hasta su uso. 

Medio de proliferación N6P 

Sales N6 (Chu et al, 1975) y vitaminas del cocktail 20 (Loza-Rubio et al, 2008), 2 mg/L de ácido 2,4-

diclorofenoxiacético (2,4-D), cinetina (6-Furfurilaminopurina) 0.1 mg/ml, adenina 10 mg/L, prolina 

2.76 g/L, caseína hidrolizada 200 mg/L, sacarosa 30 g/L y GelzanTM (Sigma-Aldrich) 3.3 g/L. Se 

ajustó el pH a 5.7  antes de agregar el GelzanTM; se calentó suavemente para disolver el GelzanTM y 

se vació 30 ml del medio en frascos de vidrio tipo Gerber 2ª etapa, se cubrió cada vaso con una 

tapa de polipropileno y esterilizó a 120°C por 18 min. El medio se dejó solidificar y se guardó a 4°C 

hasta su uso. 

Medio MS para crecimiento de plántulas 

Sales y vitaminas MS (Murashige & Skoog, 1962), 30 g/L de sacarosa, 3.3 g/L GelzanTM (Sigma-

Aldrich). Se ajustó el pH a 5.7  antes de agregar el GelzanTM; se calentó suavemente para disolver 

el GelzanTM y se vació 30 ml del medio en frascos de vidrio tipo Gerber 3ª etapa, se cubrió cada 

vaso con una tapa de polipropileno y esterilizó a 120°C por 18 min. El medio se dejó solidificar y se 

guardó a 4°C hasta su uso. 
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Regeneración en fotoperiodo sin cambios hormonales 

 

  

Figura A1. El estímulo de la luz es suficiente para la regeneración de plantas a partir de callos 

embriogénicos de maíz. Callos embriogénicos de maíz Costeño y Tuxpeño de 6 y 18 meses fueron 

expuestos a la luz (fotoperiodo 16 h luz: 8 h oscuridad) y subcultivados en medio N6P sin cambiar 

la concentración de 2,4-D ni cinetina. Después de 6 semanas de inicio de la regeneración se 

obtuvo la primera plántula para Tuxpeño de 18 meses y se transfirió a medio MS.  
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Maize miRNA and target regulation in response to hormone depletion and light 

exposure during somatic embryogenesis 

 

_ ... 
In Plant Science 

OPf.N ACCESS 

---~ ------""""""'"-"""" ------~~ ..... =--­~"-".". .. l>. '" .. "."...,.". 
_ .. ~<»¡inoE, ...-__ .. 

_"""o""""",c."""""", ----""'-- .... ....,...."" ---. . -.OiN _ 
_ "",... sa..o. 

_ z,_ror$ 
_ O' '''4''''' !> 
_ 22Uf2!J" 

~-
....... .... ".,/>D, 

~vr_o.-.rv rro15! ___ _ 

-"~"--., .... ""-''''''''' --""","_"",~ .. 5M 

,n-,o.~""".OOM< 

01'1_ RESEARCH 

p.broot "....,. """ 
10 ""15 

Maize miRNA and target regulation in 
response to hormone depletion and 
light exposure during somatic 
embryogenesis 
EMI c. ~·Hemán<lez. _ D_ Aiei.,q,;·R~mIrez. Va.ti t Jv.Orez·GonUIe.< _ 
TZWltank. D. Dirll<o •• • 

Malze somatic emI:.IIyogeoesi (SE) is M.o;;ed lrml \he irrmature ZygOIic embryo 

in darI<ness and <..nde< \he appropríate hormones' ~s, SmaII RNA expression is 

reprogrM1f'l19d and certain rniRNAs becorne P<Y1icu1Mv enriched rurng ~ whiIe 
others. dIarac1eristic to lhe zygotic embryo, decfease. To explco'e the lrpac1 01 diffe<ent 

~aI cuas on miRNA "'IJlAa1lon in maize SE. we lestEd specilic miRNA 
abu>dance and their targat gene expression ., res¡x:nse jO photope<iod and hormoroe 

depletion lar Iwo d ifierenl maize cultrvars (1/$-535 and H-5651 TOO expression _ s 

of miR t 56. miRt59. miR1B4 . rriRl68. m R397 . rrrR396. miA406. miA528, and sorne 
.. edicted targets IS8P23. G<I-MI'B, CUC2. AGOlc. LAC2, SOO9. GAl, SOOIA. Pl.C') 
wem examioed upon staged hormooe depletm in lhe presence oIlight photoperiod 

or dar\<sless . AImost al el<.1\l"rYled miRNA, except rnR159. iocreased upon hormona 

depletion, fegamless photoperiocl absencalpresence. miR528, miR408, and miR398 

changOO \he most. On lhe " ttler toand , e>o;pression of miRNA target genes was stronglv 
regulated by the pholoperioc1 eJ<POS'.""e Stress-'elaled ",RNA targets sIxmed (Yeale< 

differnnces between rotilfars!han deveIopmoot·mlated targets. miRNNt<Yget ~ 

roobonstip was more lre<:¡uently obS6l\l6d n d31<ness than tígh!. nterestng:y, miR528, 

bu! rot m R 159, miRI68 or miR398, was bcated 00 poIyribosome lfacllons suggestiog 
a r<*l fcK this miRNA at lhe leve! 01 transJatioo. 0ver811 c...- r6&Ats demonst,ate IMI 

hormor1e depietioo exerts a great in/Iuerlc<¡ 00 specifíc miRNA expression do..ring pIant 

,egeneratioo indep6ndently 01 tíght. Hcrwever, their targoets are addi1lOnally infIueoc6d by 

lhe ¡::<esenee 01 pho10peri0d . The rep'Odocibility or cliffereoces obseIved lar partk:ula< 

miRNA·target rag.Aabon betwoon two d ffaroot hi:jIIy arrtJryoganic geootypes provide 

do.Ies lar cooserved rriRNA roles wit~ !he SE process. 
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Introduction 

M. i", (7.<.:1 "'",. L) i . on< of ,h< ""001 i"'I"',"n' wOd<ly <"It ¡" t«l « " .. crop~ o1$«l • • , ..... bt< 
"'""'" fo, ~"m," fooJ. I;ves!""k f..,.j • • nJ ","w ",. I«i, 1 ro,.he ;nJ""fJ' (Huong <1 oL. 1001 ). 
B<>i<k> h •• grirultu,.1 .nd «onom;" r<kvalK~. h hu bttn, m. ¡or mod<l ' y>1<m ;" plllllt grn<1k. 
. nJ improv~m~"t _ Common mettoOO, fu, mai", 'ramform>ti<on involv~ a pr"" .... Kroown .. ",,,,,,tic 
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embryose".,>i. (sr). SE begi .. ""ith ealh .. iOOLl<tion • • proc ... 
<h.,..,t<",ed by "'-0'1l'-n; .. tion .nd t<-"ruetu';.s of ..,m .. Ó< 

«11> in th< pr<><TIC< of ,h< ')l1lh<lK .",do 2.~-D (Z,mm<rm.o. 
I'!'JJ ). n.. 0«000 "el' of SE i. 1'1.0' 'egm< ... tion, PI.o .. e.o 
be 'ege .... ,.ted wh,n oom"", embryo<'" depl<t«i of .. te,<>al 
hOmW •• $ 'nJ , ' ••• pó$t<I to ph<>tópttó<>J ( G, rr(>(M-\' ; II~. 

<1.1" lOtl). SE h ...... n .dv>n"grou>ly u>«l io m.oy pI>o' 
'p<"<i<s fo, donal p'opago'ioo, pl. n' ' ... n<fo",,",'ion .00 gen<tic 
¡mpro",men' (Sl1!OI1o .od Y,uos. ;>0(1). 

1'1,0' "W'n<,,'kon 'hrousll moi« SE "-.. liu, r<pOrted by 
G'f<n ... d Ptnll,p> (l97S) u>lng inunOlur< .mb'l"'" " ,h. 
in;,;,1 «p1on'. V .. iow cond;tiono fo, e.lh .. iOOLl<tioo .nd 
pl>nt , eg.o .... 'ion h.<t .... n , .. ,«l . ¡"". tl><n. <ncoun""ng 
,h< <mbryog<nic potrn!;.1 hisllly d<p<nd<n' on apl,ot .no 
moue g.nol)'p< uS«! (Oben <t al" l()()O), Shen et al" lOtl ). Th. 
im ..... 'u« <mbryo', d<velopmen'al ".ge.OO uz<, u,woIly froro 
tl'" 18 doY' UpOn pnllin,'ion. 'p¡><o'" p.>r1i<ulo~y ,*",n, 
10 g<n"'1< <mbryog<nk oollu, type 11 ""oocia1ed w;,h h¡sII pI>n ' 
'egene .. 'ion f,"l""I>C)' ove< long mbcultu« p<riOO, (A"m'rong 
• nd (¡,«o , 1985). A l,,,,, ¡ob,ed 1;".. tuve .... n «poned 
""ith gooJ "",bryos<n", po!,n'i.1 ( A'm"rong onJ G=n. I'!'JI, 
J""u ... ko .... et .L, 201l, Sh,n <1.u., lOIl). Cr«>Ie .... tidie> VS· 
5J, .nd H_56S (eo.tef>o me¡Orado). derive<! from the germpl."" 
nf M,,;":>o I>nU~. TWlp"""',.t< h;sIIly .mb'l"'Seo'" .nd th.i, 
pl.n' ''l!<<><, .. ion f"'lu<",,!, oou ld be m,in .. ;n<J fo, O"" l 
1"" of ,uocul'ur< (Garrocoo·",lk&", <1 al" lOIl). Ho"..,·", 
,,'h;1< \'S_5J5 has .... n """".fully used 1", more tI"n 1S y .. ,.. 
in 1; ...... <ullu". H-565. ,,~ .. sed in 200K h .. "'o"'n "';obl< 
b<hovio, ¡n <>lIu, p,olif" .. ion .nu plan' r<grn .... 'ion ' '''pon"" 
th'Ollgh SE. 

1M m«hani"", und<rl)in& g<n, O<t;""ionlr<pr<<sion in 
.h, SE proc"" hove .... " p<>o~r <h.rocI«;«d (Solv<> <1 ,l .• 
2014 ). Rrc<ntly, • growing numbe, of ' <pOn, <ViJrn.e<! 
"""",'i.u '<gUI.,ory rol« ro, mi<roIlN .... (mi RN .... ) in pI. n' 
d<v..topmentol .nd dilf<r<nti.,ioo proe< ..... i.<ludinS .ygotÓ< 

<mbryog<o<si. (NoJ in< ond 110,,<1. 2010: WiUm.nn <1 01 .. lOII ). 
oormor>< .ignalinS (G"" <1 al .. 1OO5; Rey<> ,00 ehu., lOO?) .nd 
.<re .. r«¡>O"'" (Sunh, .nd Zhu, 20(1) . Mi<roRN ..... r< "",,11 
21 -22 ni RNA. de, ;.ed fmm loolJ'" p,""u""n hy lli: .... _lil. 
(OCL) rndooucl< .... K1ivi'y ,od , ceNited to pro1<in rompl<><> 
by Argon.u .. (AGO) 'o targ<1'pedfK mRNA r<pre,,;"n, .¡,he, 
thmugh d<graJ.tion o, ' .. ndo'ion ;nh;bition (u.." <1 al .. 2oo!, 
Li <1 01 .. 20130). 

In tI>< 1">1 fcw y<m, ",,,rol publicotion, repon«l ,h< miRNA 
p"",nce/regulo'ion dU'ing pI. nt sr (Loo <1 al., lOO6; 2it.ng 
<1 al., .!\l IO . .!\l12; Cheo <1 al., 2\1 1 1; Wu <t al., lOII, lOI~, U 
<1 .1 .• lOll, Sh<n <t .1.. lO1l, 201 l, Lin ond Loi. 20n, Qiao onU 
Xl,ns> IOn, V.ng <1 al" lO))), ).10>1 of ,i><>< r<pon. uS«! , 
h;sII · ,h ,oughpu' sequ<ncinS t«hnology 'o enm 1"" ,he pre><nce 
of con .. ,,'«l .od 'p«i<s-'p«ifK miRNA, In .b. <mbryos.nó< 
",Uu, lEC) befo" ,nd during diff<r<nt ' lOS" of SE. o.<"U, 
. n up " <gUI .. ion of 'p<dfie miRNA> .... _,yed 01 I"nícul. , 
":og« of ,he son"ti< embryo dilf~r<n'i>.'ion. Fo, n>oo' of the 
"oaly>td plan' Sp«ie>, .1>< prom< .. ,;", "",b'Y<>l!cni< <,llu, i, 
eh"K1<ri,ed by k>w <xr"",ion uf m,ny miRNA, r<IOIed to 
flo" .. ring . nd hf de,..,lopn",nt, ",h ile "r< ..... lote<! mikNA. 
' 1'< ;o<re.",d io <oo'I",;",n '" ,b. "";g;ool .. pI.n'- Al'hougb 

millNA exp' .... ion J»-n" ... re alte,e<! upon <1l1u, indLl<tion. "''''<r. <mhryog<nó< ,nd ""o-.ml>ryos<.'" <ollu~ . , ... 11 .. 
du,ing SE ond diff<r<n'¡"ion, th< <nrkh«l o, d«, ,,,,sed miRNA 
'p<"<ie> .r< I"nicular fO! each " f ,he plant 'p<"<i<s .n.uyzed. 
Th«.,(or<, it ¡, ;mport.nt 'o .ppr=h ,he miRNA r<gulotion 
'o Ik. ronl."1 oí • ..:h pl'n! SE jyl1tm, b !:,ns ;nto ..:«luollhe 
'p<ellie rondi,ion, .nd grnotyp ... used In dedilf"<n,, .. ion .. 
" .. 11 .. in plant reg'M .. 'ion inJ!K'ion, 

Sheo <t . 1. (lOIJ) . n.lf"l"'l by d«p sequ<n<in8 miRNA 
aF""'ion p"t<m. upo" <, 11 ", ;nd...e'ion from ,b< mol", 
¡nb, e<!lin. 18·S99R. Th<y i<kn ,ified miR518, miRJ$6. m¡RI66. 
mill l6S, milU'lO. m;R IM, mi1l167, miR198, milU97, millW8. 
.nd miRJ19 .. th. mo" oh"nd>n' du';n8 d«l;if."n"01;on. 
Th"", miRNA, ill<r<.....:I .. ,he- <mbryo> w<r< d«Iilf<f<nli .. «i 
¡n'o ealli, ,,;th th. "«pt;"n of miRI66 .nd miRJ67 th .. 
d«, .. «d A degnoome onaly'i' ;ndk<o,eJ tb" """" of ,1><;, 
t • .-g<t . .. , ¡ovol.ed ¡n OOrlno"" ,ignol in~ '''ooJu<1ion p .. hw.Y'. 
In, pr<Yiou, >1udy p<rform«l on VS-S)S-Ó<fived OC. w< found 
th" üe,..,lopm.n'. r<I.te<! miRNA. ,uch . , miRI56, miRlS9 • 
m;R I64 .nd m;RJ6l! d«r<.o«I . , the I<nS'h ,,1 ,"ocul,u« 
i"", .. o«I, wh¡l, '1"'''-r<I •• ed m ;RNA, • ...eh .. miR397. m¡Rl98. 
miR,los, . oo miR528 r<m.¡r>«! hisllly "'p,<»«I <O'"ko ..... nd 
Alej.ndri !Umi",. lOI4 ). How<Y<,. ,he .-.gul .. ion on miRNA 
<"p' ... ioo . nd ,1><;, '.'W" rnRNAo b., no! h«o "plo,ed ¡o 
m,¡ ... pl.n' ' 'l!,,,,,, .. ion ' hrousll SE. In ,hl ... udy. w< .<lJr<Sk<i 
th. impae! of ligh' <xpoour< . nd oo,moo< deplet;"n . , pI.n' 
'ege .... " tion c"", 00 "",iz< millNA le .. 1< ,nd "'g<' gene 
.'p, ... io • . Tal ing ;n' o """"" •• 1>< ,tI •• o ..... of m,i .. g<no!yp< 
on pl,ot r<g<n" .. ion ,u<"" 'h,,,"sII SE, w< inv"';go'ed OOW 
gene,al ,he _ ryed <hanges " .. " by wmpuing tw<> <k>",ly 
«lated ,u!t;" ,,'., VS·S1S •• nd H -565. 

Materials and Methods 

Callus Induction and Subcultu,e 
To inun« <mbrrog<ni<: <,U", 'YJ'< 11, Im m>tur< <m bryo> w<r< 
eoll<cte<! " lS_J8 da)" .fle, pollin"",n from 'wo <k>><ly 
«lated m.;"" eult i • .,~ VS·SJ5 . nd H_565."Thes< mlti, .. ", h.ve 
I>«n de';"ed fmm ,1>< Tu'p<~o I>nd,...,. g<,mpl"", (M¡:.-qu< •. 
SOn.ha. lOO8 ), T""p<f>o (\'S-5)5) ""'" pmiou~y ..,.""." to 
di!pl.y high embryos,nk ro<.nt;.u du,ing in vilro .uI'ur< 
(bm",oo_V¡IIeg.a' <1 al., 2012), while eo.teflo m<¡Orado (H · 
S6~) wos in'roJn«d mor< ,""",.Iy (M"qu<>._Són<b ... 2(08 ) 
.no ," beh"';", in ,i"u< <u l,u r< h ...... n vui.bl< (unpubli,hed 
d, .. ), n.. em from ,1>< m>ddle J»-n of th< b ... l (umilo, 
de",lopmeow o;<lndition.) w~I'< 8en,Iy ~ .. oh<J. fin' ~ith 7~ 
<1h,noI (1 mln ), ,h,n with 5(OlIi bl<Kh ","u!ion (15mink ,nu 
th'f< ti .... with " .. i!< deionued ""' .. ,. Nn', th< ¡m"",'ur< 
embl")'O< " .. r< dissert«l .nd pl>eed on • P'lri di'" wi,h 
.. ",;1< d.io. ¡,ed """'" .od 1 S 1.-' C<f",,,im • . Tb;ny .mbryo> 
l<mbryo ni, ,id< down) w,,< pla«d p<' P<1ri di.., on N61 
medium (Suppl<m.ntory M.,,,ial. D ... ..,.." 1) ond m,in'o.ir.«l 
fo, 1 w«'" uode, darln ... " 15 ± 2' e. Upon thi, time, pro· 
.mbrros<ol< mo"", w<,< ,d«led fu, ' uocull"«"" p,olif<,,';"n 
med,um N6P (Suppl<m.o" ry M,,<ri,l. D,,, ,h«t 1). E"rr) 
" ...... th. embryosenk c.tllu" " .. , ,uocul'u,e<! on f, .... N6P 
med;um. 
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Plant Regeneration 
T., 1<>1 I~. <11'<0$ of hormOI\< d<rl""'n . nu lighl "" miRNA­
m«Ii .. «I T<gul .. ion durins p"nt rrg ...... 'ion, ,b< <mbryogeni< 
c.ll"" "' ... wbi«,NI ' o ,tog. hormon< deple!ion unde, dorkn ... 
0' I;gh' pho!op<,io<! (16 h I;gh'¡& o do,kl. Du,;08 ,h< fi, .. "og<. 
,h, M -D .n~ kin<tin <on«n' r>,ion' w", h. lf-r«I",ed .nJ 
durinS th. OI'ConJ "ag, (2 _ 1<> aft .. th. fi r .. rrg.n.",'ion 
.ub.:ultu,,) ho,mon<'< ""<r< omine.! from l>ÓP. s..mpl .. "''''' 
wll«'ed 1 w«k u""n <>eh ,ul>o:ul,u" .nJ "", ed ., - 7(1 e 
un,il u><d, Th ,,,,, biologic.1 .. mpl .. w<r< oolJ<<1N1 ffOm <>eh 
stag< [o, RNA " tr""ion, R<g.n.",'ins callu, was mointain«l on 
N6P d<vo;'¡ of ho,mo"", wi,h "'<'Y 2 _lu·,"b.:ul,u,,,, unl;1 
pl'n' l." 'Pp<" • .-cd und<, po"'op<riod. M.nlkl> ,..,.-.: 'u kultu.-«l 
on MS m<dium (Mu",,/ug< .nd S>.oog, 1962: Suppl<m.nta'Y 
M .. " i.l. V ... oh«, 11. 

Total and Polysomal RNA Isolation 
TOlal RNA .... , i"" .. ro from 'riplk .... with TrilOl r<ag<n' 
(In';'rog.n. USA) ""<o,u;ns 'o ,h< monuf""u"" ;ns'nKho,," 
FQ' poIyt';boor>",. f.-..:1i'''''''''n 5 8 of <mhcyog<ni< <.lIu. "<r< 
pulv<rizNI in l;quid ni1rog<n wi,h mon" .nJ p«'k. 11>< ""v,J., 
,.... .usp<nd«l in 25 mL of I)~ÍJI buff .. (2<lIlm.\t TrÍJI· HCI pH 
&.5, 50mM KCI. " mM MgCl" lmM "'h)'kn< SI)'<o1 "', .... 
",,"'ic >eód OnU Q.05",S mL _ L "'l'" "....;m;d<) .nd d.n fieJ by 
«n'rifuga'ion .. 15,OOOrpm ro, 15min, Th. ,up<rn.tan' w .. 
lo)'<rNl onlo 4 mL ."',""" cw.hion buffer (50 mM T,ÍJI· HCI pH 
8.5, , 5 m.'1 KCl. 10 mM MgCl,. ,;o,. ,ueTOS< .nJ 0.05 mg mL - , 
<yeloo";,,,;«) .nJ «,,'riluSed •• 45.000 '}'m ;n • 75'11 ,,"o, 
(B<dan. n CouI1<r, M .. ico City, M<xiro) fo, 3 h 'o <ooc,"t",. 
,;boor>m<o, 11>< ,;bo",m"" 1"'11'" "' ....... p<nJ«I in 0.5 mL of 
DEI'(: """<r, I. )'.,M 0...'" 15 ___ ""n';o""u . ... ,;ros< vro;<n' 
• nJ «n1<ifuged in SW-W MO' liI«lun,n)" 36.ooo'1'm ro, 
2.0 h. Fraction"ion .nd . bsorpti,;'y " u.o nm of th. gr. di<n' 
"' ... , p<,fo,m<d ;n on Au'o I-'<nsi·tlow .yst<m (Lob.:onc<>, Kan ... 
C;'l'. MO. USA) ""nnt<tM lO F.<QO(I UV Mon;'o, f.M-1 
(BioRro), RNA W", i"" .. eJ from e>eh f ... ,ion '" ""sc,ib«l 
previo"")' (.\¡'n,nezSil,.. ",""" 1012). 11>< RNA quolity "". 
t .. ,eJ by ogom« gel <le<lropho""" o"U ,b< ,0",,.n1<";0,, "'" 
"' ... u,ed wi' o N.nOOrop, 

Northem Blot 
T <o microg ... m, of ,otal RSA ",'<r< S<p',.,eJ by <I«,ropho",;, 
On 15% poIyocryl.mide gel. induuing 7M u' oo, , ... ",1.,-.-«1 
to Hybond-N+ m<mb",,,,,, (GE H •• lthc .. < Lif. Se;.nc .... 
USA) .nd hyb,>dizNI ,n ULTRAh)-b®.OIigo h)-b,id;"'ion 
buff<r (A" ,oion. USA) w;,h oI;so"""ko,O<I< p",h<. fo, <a."b 
miRNA ISuppkm<nto,.,. M,t<ri,l, T,ble SI) rnu-I.h<kJ wi,h 
[y·32P IATP (p.oonl'.lm<r, USA) by T4 poI)TIocleoti<le kio.s< 
(NEII, USA) 

miRNA Target Prediction 
T0'll"" oí ,m. · miRNA> w<r< p,Nlic'ro by psRNAT. rg'" 
progrom (hnp1/pt.n'g,n.nOOk .orglpsRSA1'>.rg<t,l) ",,;th um.ul, 
p .... "''''.''' (D.;.nJ 7,h.." 201 1). '><"1" lo, Ih. M,,;"'um 
up«'''ion p.ram"'<r w/"eh .... , ><1 .. fiv< 'o S'" , high<r 
p,roktion cov<"'g<. Th< .. l« t«l g.oomic libra'Y fo, .b< " rg'" 
... ",h .... " 'u" mar< ("",;u), 'n.nl<";pI. NSF_fund<d Mo;z< 

, 

G"nom< S<quendng Proj«t, Reka .. 50. filt<"'" ..... l'>.rg<t 
gen< d<",,';pl;"n, ,..,'" ",',;"veJ f",,,, b;"m.rt (Kupc<yk. 1011 ). 
Sorne uf ,b< prNlictNl miRNA torg<!' (Suppkm<nto'Y M"<ri.l. 
T.bk S2) wer. d""",n 'o ",-al",,, ,h<i , «p.-.uion I<v<'" du,inS 
pt."' '<g<n<,.tion (Tobl< 1) ""<orJ;n~ 'o ,b< foliow;"S «; .. ,lo, 
(1) 'pp"'pn,te "' ;8I>A:,.rg<l p.;,;ng ;n Ihe i<ed T<g",n, m 
. noo ... ion of ,b< " rg<! '" pro'rin ",dins ' ... n",ript: .nd (3) 

<>p<,;"",n' "" <Vid<ne< .. m;RNA " rg'" in moize .ndlo, ;n ",he, 
pI.n'~"". 

qRT-PCR 
To,.1 RNA ..... " " ><1M f",,,, 'wo ;nd<prnd<n' b;ologic.1 
.. mpl<>. " ... ,<d wj,h RQI RN.!<-Fr« DN .... (Promego. 
USA) .nd r<V< ... · ' ... n"',ibed using ,b< ImProm· lI~ re"" .. 
""""'''plion 'y, .. m (Prom<go. USA) . Ea.ch RNA .. mpk wos 
m'tNe-t .. n,<rib«! in lWO 'oplia!< ,,,cMnl, Qu.>ntil.!n·~ PCR 
(qPCRl w .. p<rform«l on th. ,''''o biological .. mpl ... fo, 
<>eh genolyp< w;,h ,h..,. ,«hni<-al "pI"",' .. p<' cDNA. u,;ns 
,h< Ixp ..... C'«nER qPCR "'gen" (CE )l<al,""" li f< 
Sc;'n< .. , USA) in , 7500 Reo H im< PCR S)'>'<m (AppI ;M 
Bio.)'>"m" USA), SI"'dlic prime", for qPCR ",,,,re d .. iS""¡ 
Wl;ng Pr;m.,3Plu, (Un .. rgoss<' <1 al., 2007) ond . ...... ;lobl< 
;n Suppkm",1O,.,. M,,<n.t. T.N< S3. Rd"i", . bundone< "' .. 
"kul"NI u.inS ,b< 2-~~CI m<thoJ (L, .... . . nd Sehm"'g<n, 
2001 ). Targ<' k\,,1> w<re norm.tizNI by ,RNA ISS .. inlemal 
ho .... k<tp;n~ control onU th.n compar«! 'o ,b< 1<.<'" found 
lo, ,h. ini,;.1 li"ue 1100% ho,mo ...... do'-\;n",,), qRT-PCR fold · 
ch.ns< d.,. w<ro ,umm .. izNI .. M .. n + S"nd.rJ Er,or. Th. 
""ul .. ob"in<d fu, .>eh cond;hon W<f. compar«! p<rform;ng 
• '",o_wo)' (I;gh' X "",moo<)_AN. I)'.;. Of VAt;on« (ANOVA). 
The ' igJ' ifi<.n« of meon dilf.f."« wi.hin . nJ b<1w«n 
,b< groups ""'. r<trk\-NI usinS Tul"}' HOIl<"ly SigroifK.n< • 
V;ff<r<nc< (HS D)., P <: 0.05 

Results 

Plant Regeneralion through Somatk:: 
Embryogenesis 
S"geJ oo.--mones d<pL,,'ion ",mb;"eJ w;,h ligh' rhotop<riod 
promo'", pl.n' r<g<ne.-.'ion through SE in m.i", (I.kub< • .".. 
<1""" lOU; G.nocho V,II<S" '" al., roll). 8o,h .igroal. <x<n 
;m»Ortont <11«" . , moleculor. bioch<mical • • nu phys;ologicol 
bel, L"ro ;nS lO. dcvdopm.n,. 1 , ,,·;,,,h I",m b;ghly prol;Im.,;ng 
dediff<r<n" .. <d ">su .. to fu tir dilf<ron,iatrd pl.n,I",~ In 
os,,,,,m<n' w;,h ,hi&, ch, morphologic"" c"'nS" w<" ob .. rv«i 
"»On ho,roo .... d<pkh"n ;0 boIh. light photo¡><,io<! .nd 
do,h ." (F;gu.-.: 1). r..rti<ul,rly, gIobu l" 'oml"" ",""Uf<O 

opp<urd .. 50% hotmoll< (2,4·D .nd kin<tin) ,roooion in 
Hgh' onU ~ ho,ono"".;n u"kn<<s (F;gu " lE .nd Flgn« le. 
respe<1 ;",ly). Th< I;gh' p"s<nc< "p;Uly ( <: 24 h) ;ndue«i 
pigm<n' drpo>i1ion in ,b< "U"~ Fo, b01h «>ndi!ion~ ,h< 
globul .. "ruc'n, .. becom •• longo,NI. bu, wh ik unJ., ligh' 'h<y 
<.<n'",l1y """I,e.! in pt.n",".;n u"kn< .. only org.nog<n<.;. 
...... pp,~"ed (F;&"" IG , .• , F;gu T< ID). Full), <kveÍOp<d 

pI.n tl<l, "'''''' d.n,-«! ffOm 2 )'<."-,ub.:ulw",,, fC .. 10-7 ""nI<> 
u»On ho,mo"..d<pl<tion lo, both. VS ·B5 .nd H·565.. How<v<r. 
q""¡;ta,; .< d;If<"""", Uu';ng pt.n' «'g<n" .. ion w<" <vO<l<n' 
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be'"""n ,he>< getlO1)'p<S_ Fo, in".""" ,he g,«ni<h <o"" ""'. 
"lO" ¡n«ni< lo, VS-5J, allu, o"d o g<<>'<r proporhon 01 
r l.n ,ld ' w<re obt.ined 1'" grom of tiu .< fu, ,hi.l -.ridy {d.t. _.""..-n)_ 
Specif ic miRNA b pressiOfl 15 Mostly Affected by 
Hormones Depletion 
Pr<Viou. "udk. in moi ... Iong-'am ,.l><ul'urN fC ioo".,«I 
,h., miRt 56, miRt ';9, miRtM, miRtM, . nd miltl t9 impon.n~y 
,«Iuc. ,o.¡, kv<1. ;n <ül><ultu, .. m.o;nt>;n«l lo, n",,, ,hon 
ta mont~. {[}¡nk"", .nd A1<).ndn_R.m,,,,. 2014 ), On ' 0< 
oth<r h.nd, th< "", .. -,,",,«1 miltl~7, miR398, miR4()8 .nd 
miRS28, become .n,i<b«I upon calhu ;nducHon .nd rema;n 
ot h;gh 1e,·. I. 000;< ,o. prol¡r .... ';"n "' .". N¡sh«l Th¡, ¡, ¡o 
..:""d.n.:< wi,h '0< p""""",1 th" 'r«ifi< miRNA <xpre!4iun 
in th. und ilf<T<n,i. ,..,¡ rc .. ,oci. , .. wi,h ,hei, p,oIif.ro'iun 
ma;n .. """"., . uu." ing •• witch lrom th i, ""pr=>:>n pa' .. ,n 
during pi. ", d¡If .... nti.t;"n (1."" <1 al .. N06I_ To .... Iu.,. 
whi<h "imulo> promolN miRNA upf<»ion cru.ng<>, w< ,<>,«1 
,o. eIf«, of hormo"" d.pl<tiun ¡n d.rIul ... o, ligh' ro, ''''0 
ind'p"oo.n' mo¡", 1 y .. ,.."l><ul'ur«l EC, ow¡ng ,hl1 only in ,h. 
p ..... "". of ligh! pI.nt '<g<"" .. tion <ould 1>< ",Ok,·<tI. 

In YS- 535-d,ri,-«I EC, mo>1 of ,h, .n,lyud miRNA, 
;""reosed in , espom< 'o ""rn.on. half redLK'km ( ~), 

' ''3''.-.11 . .. ,h. p,...,n,:< 01 ligh' (Flguu lA, l."", b ood d) 

_~hhough ~ ",;lo, behavio, ",as """",,-«1 ;n H_S6S ·d.riv«l coll Wl, 
'oId doooS" w;,h '''p«' 'o too;¡,. oom", . .. ,,,te d¡" ¡"", ¡I 
"'mpared", VS- 5l5 {FiS.'" 281. fo, in't.""" "I ... t ' '''o -fuld 
,nu .... in m¡R,S<;. miR'M. miRIM.r.d mi!t.l()/!. wa. ob .. rv<>d 
,n VS ·,3S, ~ "",mon.~ ",h¡le. modes' U _U _fold ¡ncre ... 
,nole, ,o. .. "'" ",ndi';"n . ..... " '¡den' l0' H-565 (Figuu 1 
,nd S.ppi<m<n .. 'Y M.1<ri.l. Figure S¡¡. Th< nn' ,"S<. 0% 
_lOrmon .. , implied O sh. rp ,«Iuc,ion lo, mo>1 miRNA> in ys. 
j3" ~t.¡ I. in H·565 ,h. ,«Iuc';"n wo. lowe, o, no! ob .. rv«I 
olep<-ndinS o" ,h< m¡RNA. Thc Ievd. 01 m¡RI56 .nd m¡RIM 
ole<, .. sed by ,hr«-fuld (wilh ""pro 'o SOllo hOrTnon<» ro, YS­
,3" bu' sho,.-«I 00 change fO! H_S65 (figure 2, lones ( v>, b 
Ind . "'- dl_ CUo'.ouoly, m¡RNA Ie>-.I.;n ,h. ¡n;,;, 1 ti .. "" (loo;¡,. 
lOrTnOn",) .t 2 )'<. r-Sub<ulto"" W<T< . 1", dilf.",n' bc1w«n 
,naiu g<'tlO1)'p<S (d". tlO1 ohownl , Th, elfw of "",mon, 
olepl<1ion on m;RNA "'pre .. ion ""'. gro,,,, ;n ,h. pr<s<"". 
01 liS"', .t ... " ro, VS-53,. m¡RJ9ll de;:, .. sed al m"" by 010-
!okI l>r1w«n 5(1 ,nd 0% ho,mones ¡n YS-S3S .gain". or.od<., 
-"",,_loId d« r .... in H_56S. 

An ",.mplion 'o ""'" miRNA «p' ''''ion pau<rn< w .. 
,n iR159. '¡'owinS I;I! I. o' 00 <~.ngo: in ... ' pon", 'o ho""" ..... 
d<pIetion ¡n both cullO"'" In .<Id¡uon, "t.ik m¡Rlóll impon.n~y 
",u .. sed (oround 'wo ·fold ) ;n SOllo ho"""""" fo, VS_S3S, ¡, 
,.mo¡n«! 11 ~m;lo, Ie>-.I. lo, H-56,_ Rega,d ¡n8 ,h. d¡ff ... nc .. 
obsorv<tl be!w«n go:n"')'p<S. ¡t i. ¡",pon,nt 'o .t",,, out ,h. t 
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VS-535 

H-565 
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ti .. "". cultur«l ,n v,<rQ,,,, highly I>ct<rog<nrou., Altoough for 
RNA .n.I)-..i~ fC ".,n a.lw.y. >ampi<.l . W<'<x uro" ,"beultu"" 
.rul , ¡>ibly .mb'Y"S.n'" J;1f''''.\l;''¡''S ,;,."" w.'" .. 1«1«1, ,h< 
het<rog<~'y ;" h«on' 'o ueh ""lti,'" """Id 00\ b< ovoid«l. n..: 
miRNA n pr .... ion h el> K hi<,ed durins hormo ... depleuon 
""ro nuin,.i""d or furth<r d<c .... O<d in pIon,l<t. 1'<'gt!l< .. ,«I 
fm'" VS-SlS (F;gut< l, l. ", n . P.<t"'ula~ y . 'h< W ... -r<I.,«I 
miR397, miR398, miRiOS •• nd miRSl8 ,00,,'«1 aOOu' 'wo-rokl 
reduc,ion in \'S_S35 fuIly de,"!op<d plantlru ~i,h ""p«' ' o 
Jedjlf,r<",;,t<d ,j<>LI« (100'!0 ho,m""",) . Ho,"""",. j" H·Sli5 · 
d«;,«I pI,otl .. , ", iRl97 ."J ",1!ll98 "",.10«1 " I"<U<J .. 
high" 1<v<I •. 

Ughtls a Major Stimulus Affectill9 
Development-relat&d miRNA Target Levels 
during Maiz., SE 
Scv".1 uf ,1>< m;RNA .. rgfl' . nalyz«l in thl> >tudy (SBPlJ. 
GAMYB, CUC:1) eneode for .... n"'ription f""on known to 
p,rtK:ip'" in pi.", J«eIopm.n'oI ." ileh .. induJi"g >ygOI1c 

• 

__ """' __ .GuOt.Ho __ ~_IO-I>I "",,-. 

_""~"~h_~I~ __ n _(DI_~ ____ IGI _ .... _ 

,"""-,,,-ro "' ''''''''''- , ..... __ 1 __ .. -
<mbryogen<'>i, rrabl< 1). Oohm "'pr<><nt <",)me. inmlv«l 
in pl, nt "' .. , ""1""''' (I>rg<to of miIlJ~7. miRJ98, mill408. 
mmS18) 0' ,b< m;RNA biog''''';' p>thw.y ;,,,,11 (miRIM)_ 
AcwrJing '0 thi .. w< ><p .... t«l the .-.:su1" lro", qRT­
PCR in d<,'oopm<"'"",l.1ttd .nd " .... -rrJ.'ed miRNA 'IUJ!'" 
IH,ufft l. 4)_ n .. 1e .... 1, of GRMZMX',!JJ9455_ '/\JI , ,n A(",o. 
I;le "'""";1" . 1", ,.",,«1 A(¡OU7 o' A(",()lc (0"" <l .1.. 
2011 ) w<'" ron.,d<r«I w;,h in the de;..,lopment- ",I,,«I "rget" 
bu' K«>rdi"~ '0 il> propo><d lune,ion in m,RNA biogenrn. i, 
a<tu:olly eo,,,,,ponds '0 ' ''y of ,b< ,ubd ivi,;o"._ 

!)hrlop"""'-r<l>ted t.'8<'/ mRNA I.,d. Ji,pl.a)'td "",,'Iy 
ro"t .. "m~ brll.'>ior bctw<,<n d",kn<» .rul pho'''pmoo. The 
Sq""mooa Promo«r Bir>ding pro«;n (SSP) ·¡¡k" tr.ns<:rip' 
{;RM7.MX;I26/JIS_nn (S8P2J) ""S"''''¡ by ", iRISIi show«l 
¡ ign ili<:,ntly ~¡ghcr hcl! upOn oo, monc ~.II rWuc'¡"" undc, 
d .. lm< .. ,h.1n in <h< p,<><ne< 01 lisht (Fisu .. l, b-e ... d-<I. 
Und<r dorx ...... SBPll im'"",ly mirror"'¡ miltlS<; ,hangeo du. 
'o h<¡nno". depl<l;o" (Flgu,e)A. l."", k , "d F;gu,.., lB, 
t,,,,,, a-bl, !low<v«, il> t< ..... h wer< high<r in ,hi. wndition 
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. .. ,~ , u 

, • ",~IM 

! . .. ",,:ro 

I 

.... """'·1°_ .. _ .... _....,..._ ........... _ 
--. .... _-.. " , ... -._-­__ *,, __ .....-.00 "-""0 """"""""''''' _ 
__ ~ _..__'lS_635 ¡O¡_ H __ (III· --. ""' ___ "'_....,...-~"'OS 
___ f\po S I, "", ... "" ___ .. ,,k> ro ~ 

'''''''''''''''''"''11.··0 ... ..--_ ..... ' __ """", 
""""""" ", '" O!< """"""" 1<, Ij"'" _ ~ __ " tOOloó 

"""""-_ -'"'-
tn.n In tI>< P'.,..n« 01 IIgr.t. Su<n b<"'"io, "",,,,r.I<. wl'n 
tho dlll'<ren,i.üon ... tu. of ,h. """" '!ld wi,h m.¡Or inflU<T><' 
01 ligr.t on SBP13 np""ion, Sin« miRNA e,,",n~ ...... " 
e<s<n'i.iIly ,Imll .. bet .. ,«. da,k,..,.. .nJ I;gr.t. but le •• r. 01 the 
.. .-g<l displ.y«! ,Isni~n' dlil-"-e"" .. b<1"""n Ihe .. <QnJi'ion .. 
oddi,ion.1 10-<1, of "su l" ion O" likd y op","inS 'o down­
regulo .. SBN3 durin~ dill"en,i,, ;"n. AI,hoo~h we only ""M 
on< SI\P·like urg<l 01 mIRI56. 11 ou, or 26 SI\p.jlke m.iz< 
gene. w= p'''!.''''! o, " rg<I$ r",. ,h ¡. miRNA, 011 of , I>.:m 
nh ibiling ,he .. me .. rget >«r!K"1K< ., SBNJ (Suppk mon .. 'Y 
M"<ri.l. TWI< Sl), T.rg<tlng 01 SIW·)lke U1llSC!lp" by miR I56 
i, higr.ly ""n .. ,,'«I In pr.n" (Rnoo.!os <1 .1., .'Q(I2, Xie" .1., 
1006, G.n<1,ko .. <1.1 .• 20071 .nJ """ b«n r<pOrt,.! .. ,,!<v.n' ro, 
,W"th .. 'o ''l'rodU<1iv. ph. ,. d " ngn and pla"ochron .,ngth 
(Wu ond Poe'hig. 2006, W. ng <1 .J .. 200s1. ~o, m.lz<. j, """ b«. 
$ho",n ,h.1 ", iRI56 g<ne f.mlly ""««I" .... ion ",rule", pr.n" 
with i"' ... ....r numb<, of 1<.,' ... nu <ld.y«! lIow<ring (Chuá 
<1.1.. 2(07), 

>Im il., 'o SBPlJ. • mjRIM p",.iou<Iy v.lida,"! urg<l. 
G/lM¡;M2GJ~.I-IJJ_TlJI (NAC-"",,,,. in '",n,.,Ip1ion r"'Q, 
cvez o, NACW7. Zh.i <1 al. 101); Liu et al .• 2\)14) ... , mo" 
obundan' i. dad"' .... th. n ligr.t 1m eithe< genolype (f igu", J . 
"'.'" . --<l- Ho"""'.,, ,.h¡le fo, H-Yi5 ,he miRNA/"'S" 10-<1, 

• 

follo~""¡ •• In • ., .... ndeocy wl,h • (On,i"e.' d«, .... 01 
evo uP<'n nOmlone '''''oval .nd liS"' <>poo"t<, ro, VS-5J5_ 
""".r .. ;"n w .. ob><,vc<I only ulllkr ligh ' (Figuf< M . Ion .. d-f), 
GIob.aI '"",,,,ip'ome . nalf"'" indico,«I ,h .. evo np .... ion 
~ .. , "",,;':1M 10 im",-,'u .. Inflo,<s<en<e . nd ea, jn m.lz< 
(S<kh,," <1 al" 2\) 11 , Fon <1.1 .. 2014 ), n.",r",.,. it ¡, ¡nl., .. ,¡ng 
,h .. du<ing SE ,h;, t"",crir ' • .-., I"rtl<\ll.,¡y abund, nt .. 100% 
(H ·YiS) o, ~ (VS · ~)') hamlOn .. in da, ..... .., bo,h ".ges 
c,,",''''1<,;,«I by und ¡lfmn'I.,M h" .... (FIgure 1). 

AI,hougr. miR tS9 . nd ",iRl611 d;'!'I.y<d " Ight ch. ngd 
in ' <'>P<'n", ' o pla.' ,.~rne",ion "imuli, Ibeir t<rg<t !<ver. 
(G/u.Il.<l2GJJ96883 01, GiI,.",Jlií A.<id. ,,'I""';W ,<lfll, GA · 
.\fl'8 fM m¡R!S9 .nd GRMZ,\flGQJ94SS_TQI , AGOI. ro, 
mi R 1611) , h",,""¡ , ign ilic. nt fluctu"ion, " ka!! fo, O)S normol!<> 
in d .. kne ... nd phO!operiod (Figu .. ). l . ..... e and .) , Fo, 
both genotyp<-< GA ·MYII lel'<r. inc",.""¡ .. O'!O ha,mon", in 
da,kn .... whl l. "",ngly de<, •• ..,.¡ ro, !he .. m. condi'io. ¡n 
ligr., photop<riod. Thi, 00,,,1,, .. wi,h lb< ob><",. ,ion of d"",i< 
morpholoskal <ha.s .. in ""nutie emb'Y"" (Fig.'" 1), miR159;, 
o .... 01 ,ti< n><»' :tbuod.o! mlRNAo ¡n mol" EC (>hen ".J .. 2013 ) 
.nJ ;" kv<1. <h.ng. ,1>.: k . .. (f;su'" l). N""'rthd .... . n in .. , ,. 
co".I .. ion bdwffll GA·MYB and "igr., miRIS9 Aue'u .. ion. 
~ .. " u",ally ob .. <V«l fo! H· 56, . nd to . res.., .. tent ro, VS· ~3'. 

&uW.hnS ,h" miR 159«p",,,ion J ",lnS ,E m¡gh' b< ;mP<'".n, 
10 k<q> GA-MYB h .. h Iow when not nrW«\, R.guJing no,m.1 
mal" pw.t d<v.lopmm'. GA·MYB up ..... ion h., b«n d<t«,ro 
in Uh g<tmln.hng..,..J .nJ du'lng""'¡ d<v<lopmen' in ,he 
endo'r«'" .. d perl<>rp. i ...... ;O!i< ,., .. I.nd in .n,he",l s<khQn 
et al" 1011 ). In oddi,ion. miRI59-m«l i,,«I regul .. ion on MY8 
'"."ript. migr.t depend on ,he ,i" ... ond d<velopmentol ".ge. 
., le .. ' jn Arub;d"P';' (WooJg<t" .J .. 2[1(1), Alonso·Per.r,,_L 
10121. 

miRI 611 i, lmo,.." •• m.,te, r<sul .. o, of!he g<l> .. ,,) miRNA 
p'.1h .. y , IMe j, i, T«juI,«I 101' fine. 'unlng ,he AGOI ." .. ), in 
Ar.Jndop<is (V.u.che .... " .J .. 10(6). rn n,.I"," k." fi~e AGOI 
pu"!;"" gen .. w<re p,<,;"u>ly Í<kntilied (Qi.n <1 .1., 1011 1 in 
conlr"'" to only 01>< AGOI eocooing!l"I>< in A",bjdop>j" AGOI, 
.00-.. .• ,he V""" iJenti'y ~'ilh !he A",b;,u,p,j, AGOI hon>Olog 
.nJ n .. """,.,.ed ,he ",IR 1611 "'11<1 >«r"e""e (T.t.I< 1) . Si",ll>, 
' o miRI56 .nd S8P1J. lb .... w .. roor oolTI"r.tion b<1w«n 
miRI611 and AGOle " . n,,:rip' 1<\ .. 10, II'h i., the sr«"" ioc"a,. 
in m¡R I611 ",as ob><,,'oo ro, VS· ~)' ., ~ ha,""""" unJer 
photop<riod. ~GOI. b-", ",,,,hod • IWQ-foId i"'re_ i" ,he 
",m ... mpi< (Fi5"« lA, r.ne d). It .... , Ib .. n de<". >«I by 
fou!·fold o, O'!O oo,mones unde< ,n. " m. mndi'ion wl><n al", 
",I RI6l! d«t<....r (Figute 3.0.. r.ne '). A 8'''''' ,"!ue'ion ¡n 
10; ' AGOI< t,.n,.<ir' w • • ob><<V<<l fo, H-56S. O)S oo,mo,,", 
.00 photop<riod (15 ,foId) withou, o<companying ehonS'"' in 
mlR I611 (flg"'" 311. lo"" e). Thi, ,u8&""" <ompl<x "gulo'io. 
on ",iR NA biogene,¡, in "'.¡z<, ¡orol:>ably in >'Ol"I"s oddi!ion.1 
AGOI i",form, Jurins pl.n' "'gr","",;"n. 

Targets 01 Slress·related miRNAs Display 
Essentially Contrastlng Panerns between Malze 
Genolypes dllring SE 
Str ...... I .. <tl miRN .... . .. higr.ly u p""""¡ in the p,oc<so 
01 El; ;ndu.:1ion lo, Me Chilles< n,.il< genoty¡>< (Shen 
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............ """"" !Al ..... fi-5M (8). Tho ."" ............ .-_ -.neo ""'*" ..... ___ .... _ "'--. 

..... _ " l00!0 """"'" 111· ___ _ 

"""""""" .. "'" """"'" ." ~ "" """"'" lo. ...... _ 11 

" .1., 2(1 131. S ...... hu been , Iso , <s>.-.Ied u 1>n< of 
,h, m' In "üT,uli promoling <kdifKr<n,i. """ " ~ .. u • • SE. 
M . ;Or "'Ilets fo, ", ... _«;',«1 miRN .... .,. <opper pro";n>, 
", ult¡_ropl'<' o<¡J.s<o. "'l'<ro<iJ. J¡,"' u ...... nJ 1>< .. " •• 

» 

o. 
o -._-_ ..... ............ _"'" 

"" .......... ~ -_ ....... _ ...... ""''''--.'''''' m'"'''' _ , GIiII.I2>.f2G''''''K'''' \'3'231; _'50 _ GIiII.I2>.f2G',,"",,"_"" iG'o-~ _ , .. ,.",.. 
~-",.~ .... ,""-~-"" 
~'<I, En<>- __ ~ -....... En<>-; " _ .. _ . ", .. , 

....--. ---- -.. -~ ..... ",,", .. 
_~_.·p < o.,,"-

lJones-Rh"Weo onU &.11<1. lOOl; Y.m, .. k¡" . 1.. 2007; Abdd ­
Gh.ny . oo Poon, 2008). H<r< w< , ... ud ,h. mR.'!A 1 .. <1. for 
mail< GRMl'.MlGJ./6151_ 1'01 (I.,n .. _tik., LAG) .. "'Ilet fo, 
m¡Rl97. GRM7-\fXiOSIISll_TOI (WD9) as .>l Od.,ed " 'g<' for 

1-..0''''''''' 
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ruRml (Sbn!« .1. 201'). CRMZM1G/(.I6jI'u_JlI/ (SOl)·M) 
lMId GIt\f7.M1G/07So!J_JlII (pIao.Io<yanin. lil< proo<in. PlC) 
.. .. 'V'. fOt m,llSU, *"" GIt\fZM1GJHJ17_TOJ (Gomma 

"""""* 1 p<OIti ... Gll ) ... ~ pr<di<l"" mill.oI08 t&lJ<I 
( .A ... L lOl);O ~ h is _h ....... ioniftt th;o' .................. 

...... "" ",iR.''!A1 hov< ............ 'il\«l .. ....,. hiShIJ.,."......" 
durinS ........... ,iorl. ¡m .... ,"'. tmb<Jv d«I,1I'trtntiorion 0J>d 
"fftO_~. lhtU "'V' idnu,r..:-ion tw rtmaiDod <1"';'" 
l. 1Niu. O", ....... ion i ... 1udod booh. nlid.o,"" 0J>d pr«Iict«I 
, . ..... ~'Q .... _ .... ;.,..¡i<o' .... ;., T,.¡,,¡. • . 

Th.t kv<I.,t ",iRom "'V'. LAC1. ~ con, ..... ""chang<> 

h:lWffR IfS.m .nd 11-565 ...-n- "'''"''''''"' honnon.t 
d<pIrt ..... For \'S·Sl S. ~ i ... , • ...-.I up<>n 50!10 "","....,.,. ""' ........ 
_ d .. kntto O< l;p' ('o • ,...., .. t<n,~ ."" mmi""" 
...., .. "'" .ft.r<ompln. hoomont .. onovaI (Fi", .. 4"). o.. "'" ,,.,,....-y. for 11 ·565 ii ..... "n>n¡fy ,"" ... "" in ~ hor",...,.., 
doru.... '" 'ish' (f l,u.-.4R). f'o< "'"... ", ... ·,.,.,N m'RNA 
" ......... h •• S009 (mllU93). SODIA (miRS281 . 00 CRI 
(mIR-IOS). """ .. kv<I. WCr< .110 <ln«,,,,, in 11· 565 Ihon in VS· 
Sl5. ",,,;cularly in dHf<r.n".'inl , ...... ",>do, ligll' (I'IS"'" 4,., 
VI. fill"" 4B. l • ..., • • nd 0, Th.tr< .... »00, ro,r<I.h,,,, b<1",'''''" 
.. iRl97 .00 LAC1 kv<I. ro, d,h .. o(tl>< .mbryos<ni< <,,''' .... ,., 
"1&& .. 11"3 thl. Ir,n",,'1",. ' <5"'"'''' by odd i,ion;o/ m«h. ni.m. 
d!ri"iI pl.nl "'11< .... ,..,""'. W. ob .. rv«l o. in'· .... <o".I.ollon 
bo,Wftft milU% (i"", .... ) I nd SOI)jt (<kc, .. ,.,) "I"'n ~ 
,,,j""'ÍOII In "",mo .... ro, booh <ul" .... " In d.lrkn< ... "", onIy 
f ... 11 .565 i" hghll f l,u .. 4A .... fll"" 4B I, lñis indi<" ........ 
f .. , ... lido''''' .. 'V' i, i. d,lIKult 'o rind .. ron~ miRNA/".-gn 
ur"",ion "ndo, ligll'. po""'''lotty"1'<''' full/lormo<t<<kpIntQfl, 
Sim,Lotty. SODIA ...., .. ..,¡ • </ • ., in ...... <0<Td0,.,., ..tth 
"'11.52-1 ,...,. for boIh. \l'S-U5 . nd H·565, in d.lrtn... bu, 
..,. in hgll' (.1, ... 4. "PJI<' po""" ~,nl 10 mlll52-1 ), 
J. lo in' ..... 'n' 'o """le< ,,.., oh"".".,. SOI)jt 0J>d SOD-l" 
""a!y>t "" ....... .-..ctlon. ,hri, higll _ diff"orm'i.oI tram<ripl 
"p'- "'I'fOt1" """ . .......,..,..", fun.c<ion in moÍH plan' 
........ " .... 'h"""" $F. Similu 10 "'"... ....... ,..,.,"" miRNA 
' ....... CRI ,...... ........ difkr<n, ton........ ttI< ,ni"" ~ 
~ (.1, ... 4). " /nc""""¡ up<>n honnont dtpI<tioo 
,. dulutno ... ,.,, '" \ 'S-SlS. ""'1< " ..... ¡lr ~ in 
1M ~ ollt"" '" 11·565 ( fl", .. 4A ... Ap .. 411). " 
('>rftb'/on bt1Wftft G~I.nd m,R-IOII_ -...... for H·S6S, 
""1""" ro. IfS.m ..... i ... "'io t&lJ<I rqtdotioo cltIrinJ SE 
oWol be ...-,po.OJ>«¡foc. 

millS2-I io _ .,tI'" _ obund.onL Jlrao-""""" miJI.N .... 
lo SE '" lNiu ( \btn ... 1.. lOl'~ rit:. (L_ .. aL ~ a.... 
<,_ 01 , 2011 ). _ <~"" (Wu .. 01.. 101 S). In oo. mill5ll t&lJ<I 
................... ."., . . .......... 1 ""I'I"'.bi .... '~1 f"'>I"" """"""1 
" ..... ripl ........ y ~"""'ro<,trl."" rmc> , nd....., 'RDKription 
r ............. rOOM (S"ppkmcn,uy M.,trlaI, TabIt Sl). Twng 
i .... ICC<)Un' ,'" .. ¡>«1<'d ,<ln-a,.,,. '" mill5ll_m«Ii.ot<d 
"",1o'ÍOII in SE. w< I<>'N, in O<kIilion lo SODIA. 11>< upre>OIOI> 

¡""<iI.,t GII,IIZ,ll¡(;¡07561-'!Q¡ Ih" <ndtJ for. pla'''OCJ'''nm . 
likt pmo"n (PLC), U"lik. SODM., PLC ~ • Y.ry w .. k 
""",.".,...x .... "i,h miR5l1 <"'"gts. llo .... v". ron.i ... nl 
.. i,'" 011><, ....... ,..,.,"" m iJI.NA '0'3<1" iI. kv<I. dilf<r«l 
bo' ...... " VS·SlS.nd 11· 565 ,h,oughou' ,1>< /10,_ <l<ple'io. 
"as« (FIS"" 4,., VI, l'I,""4B. Iowc, p.a n. l. m .... l"'nclin& .o 

" • 

-
miR5.!8)_ CW'iowIy. p!.C",...,. ...... hiCh In ~ In <r'" 
ot il< pr<di<t<d pt.oo"',..,'hai ... d.t<d """""'" ¡,.,bd.H;ba", 
0J>d PiIoft. lOOn In "''' r.-pnI.. "",t.¡~ i""""' .... 
o( phooooyn"""" ,..... tw ....... documt<tlfd Ih"""""'" 
~ .... (from"""""" 10........,») In A~ 
Grna ¡".-oIv«! in mnv prod ........ ~ "'" ,...... up­

r<gWot"" function.oI """" .. """" bioo«I'QWUd ......,.,....., 
0(ttI< phoooo,..,_ "PI""', ... ( \.p«><<< ... L lO(7). ToI:Jrt"h;¡ 
;"1Oa«"""~ hip .. po-....,.. o(PtC lo po-oI>obIy ~,..t .. nrl'1 
_viSE. 

P o/yribosomal Distribtrtion 01 mlR528 In Maiza EC 
_ding ro ,1>< lid o( "" ........ , cO<Tdo,"'" bt1 ....... ....,., 
.,t oon_ dn-dopm<n'. '" ....... ,..,.,"" m,Jl.NA1_ ,,,.. 

~. (pr'ttli<t"" '" <""fi,mt<l) dUtI", mal .. Sf. ."" ".. .. 
.-.g<r><n'ion, 11>< '<SUI.o, .... by otId"iomI ...... hani ..... _ 
...-.kn,. Prim.lry ,<su,.tiort .. ,ratu<ripoion In-.I ...... . 1 .. """ 
dts<ribtd for 0<Yff0! of "", . no/y><d '''l<'' (SIlI'lJ. CA·MI'I, 
CUCl). poni<ub."¡y in .. ""," .. 'o dt>-.Ioptntn,a] . .... ,04 
hot-m<meo' po-<>rnC<. 1t~M', . "",IIM' ¡"v" of '<5ul.,,,,,, m'r 
b< .><,,"" by miJI.NA. " , .. "oI.l,"'" wi,1>ou1 olF«\lnS Ih< 
, .. "'''i po le",1< (Brodo ... " .. al_o 10(ll! ; 1 ..... 1 " .1.. ZOO<;, 

1 ... "" .... nJ TM" " . lOl J ). Tn . ..... ,h. "., .. ibl. rol< of LO"" 
«>n«rvc<l miRNA." ' .. n.I,,"'" kv<I. poIy. ibooomal f''''k>n. 
wcro obt. intd (,om 1 )'t.rs •• uh<ultu"'" VS·S' S ~:C , n" ,h< 
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p .... <r":< of miR 159, miRI6S. miRJ'Il!, . od miR528 ............ )'2«1 
(F1Au", ~l · Only ", i R.>2~ ,,'~ <kl«.td 1" pQlp ib<mm.1 f ..... i,,'" 
(F ]0)-181 ,uSS""iog ,hi. miRNA ,ould r<gub« ",m< oí it> 
targ""" ' .. n.l"km levdlo A",bjdop,>j~ ,h. 1' ..... 0<. of miRI6S 
' M miRJ98 in poI)Tibosom« wa. p .... io .... y .l<n\On" .. ,«I in 
10 d')'$-<>Id .w,m"s> (l,,,c' <! . L. 20091. How .. ·"" wc rould _ 
dcte<! tIlc", miRNA. io m.ilOpolj'TiOowm<> from EG. . I,ho\¡gh 
'her h.d <kl«tabl< 1<\..,1> in 'o,al RNA obtain«! from ,hís 'is .... 

(. 'Igu ... 2, Suppl,ol<""'y M"''''I , FIS"'" Sil. 

Oiscussion 

lo ,he 1"" f ... y<' ''' "".,.1 publi< •• ioo' rrportrd '"0"''''«1 
'M 'p<d<"'pedfK miRNA l<veLl during pI. o' SE (Luo <1 al., 
1006, Zh.ns <t al., , 010. m I l; Ch.n <1 al .• 1011; lI'u <t al ., 2011. 
101~, 1.1 <1.1. 2011; Sh<n" al .. 1012. 2013, l.m ,"d ¡ .. I, 1013, 
Q'><I ."d X .. ng. 1013, Y'"g ct 01" 10131. Th"" "lidie> f<>unJ 
,h" miRNA p"t<m. change upon callu. induc,ion. be! ...... n 
,",br;"II,ni< lfiJ ""n.,mbty<>geni< .,..Iuo .•• wll., Juring SE 
. nJ dUf.",n!i,,"'" in • pl.n! 'p«i<: •. <kp<nd<", f • .oion. For 
.""mpi., ",1" .. miR171, miRl9\) •• nd miRJ% >Te pm.T<O". Uy 
.xpr....d in EC befo ... indw:tion of pbnt J iff .... nH. t;on in 
,i« ( I.U(J <t al .• 1006), th ... miRNA •• ..., i"" .... i<d du,lng ,h. 
dilfer<n,ill1"'n pr-.. in d!n .. (Wu ct .1.. 1011 ). E,..,n ",iRNA. 
from tIl. "m. f.mily. l. ... miR I5N ... d miRI56b, m. y di.pl.y 
diffe ... ntial «p, ... ion po""n. Juring ,he S~: d itf",n' iation 

1"''''''''.,' "'mo""'>ttd ;n. ""'<n' .. udy nn r",ix ¡'P',,",P,;' 
(Zh,ng ct .1 .. 1012). H.n«, th. ,urT<n' kno",l<dg. boS<d on 
globo! miRNA . pproach .. higbligbts tIle ... I<\ .. oc. of "pIoring 
p''''''u;'r mlRNA "nJ ",. p<S .nd th, l, urg<t f'<sul"ion in tI>< 
oon' ", nf 'p«i<:', .p«in.: S E oond;!ions. 

miRNA expression in Maize se 
s"po,,'ed .n.lyol. on oorroon< d.pI<tion .nd ligbt .If«" during 
""i« SE I"di<: .. td ,ha, miRNA .. pm.ol<m p.".m, .", .tf«t«l 
mo<1iy by oor!1K>nd. n,h<, th.n ,h< ligh . p'<"'occ, Byan.lyzlng 
tI>< proce .. in t",o inJepeM.n' <mb'l'08mi< g<_yp<' ~ .. 
,xp«'ed '0 enon,m "'h,,h .. th. obs<",aj miltNA ehangos . ... 
i"O .... "' 'o ,he 1'''''''''' " ,h« .h.n ,1>< .ul'I,·". H"",·"".,. w. 
_ked , sr'" inAu<n« of th< y_y¡><. fi r>1 on tI>< ini".1 
miRNA 1.,..1 ' pp"",ia'ed in 11>< 1 y"'Nubrullur«l EC •• nJ 
S<ffind on ,11< <l<S ..... of ,bong<o rq¡1.t<r«! du,lng "",mon. 
d<pl<hnn. 1" .h;, _"', m;RNA <>pr<>."'n rq¡"I •• io" r<>ul,eJ 
mor< d",,,, .. k in VS-535 tb.n in H-s/;5 . ,uilingly Iow<r 1<\ .. 1. 
" .. " <k'«1«1 [o, al! t«ted miRNA, in V'·SJ5 .. ~ oorroon .. 
. nJ "'S,n.", .. J ploo ,I<t. "od .. I;gh'. ,,"'~"' .. H-s/;5 m.I""io«l 
tll< pr<S<n« of "'mc "f tI>< >1 ,«o-rd ... <I mlR.'1A. (miR397 .no 
miR398) higher. A ,ecent >!ud)' "pior«! miRNA dilf.T<n"al 
.xpr ... ion du'ing im""tu .... mbryo deditf, ... nti1tion in tI>< 
1'''''''''''' ni H-D u,l"g • Olghly ,moryng<ni< m. l", iohr«! 
¡¡r>< 18-599R (SIl.n" .1 .• 200 ), Th< .u, ho" ,ugg<"ed miRIM, 
miR169, miR,U, . nd miRS29 migb' be primarily ponkipating 
in ,he prac ... of fe induc'ion through ,he ",su;"ion of 
" '11"-' Im(;.keJ 1" ,u,;n ."d gllX><rd];n .lg".Ii"S· H~,. 
otll .. miR.'1A" ,iV'ifinntly up-rrgul>t«l in tI>< deditf ... rn,i .. ion 
pro<.<s ..... .,e miRI 'i6k, miRI6S. miRJ97. miRJ98, . nJ milt40S, 
w. fou"d ,he " 01< mIRNA. ',,-ooi<"tly 1"",.. S<d by ,h • 

.. 

r«!LK'ion n[ "",roo"", ,o"".n"'-'io" in h.lf du'ing pbnt 
"'S'"","iQ". JI",..,.«, io Ih. >M<n« "f h",m""", '~.I , ..... 1, 
W<T< r«!uc«I, 11....- "",,",,· .. ion, .ul'!"'n th. oc,urr<o« of 
>p«ific miRNA .xp" .. ion ".dju""",n" in .mbryngenk " .. "'" 
in "''P''nst 'o ho,mo"" ch.ng •• in th •• nyironm.nl. 

0... ImpO",ol qu<'l ",n l. wh<!h", .11< higb oo,"","'",!"'" 01 
'p«ilic miRNA, ",,><><ilI1<' wjtll th •• mbryogmi< pot<nti.1 oftll< 
ealllll. Sh<" <t .1. (201 l) found ,hat tI>< init'" ioc ...... in miRNA. 
~ ... <it~ ... oh.""ed Of m.I""ioed Ju,;og ,he <l<J ltf ... ntia'io" 
1',0«'" How<,,,,, ;" m.i", EC .... b<u l'urtd ro, long periodo 
(up.'o 2 )'<.,,) "e h"" {<>unJ I g.-.d"al r«!uc,km in miRIS/;. 
miR I64 .nJ miKI6S le .. LI wj' oou' impo;rment on th. callu • 
• mhl)'og."i< I"".otial ( Di ol"", •• nd A"!,od,I.R. ml' .. , 1014 ). 
In .gr«m<nt. th< UlI1. pr""'trd h<r< "'ppon .n initi.1 bu"" 
on e<n.in miR.'1A le.<l. p"",eding their funh .. dec ..... during 
mal", SE. Hene<, miRNA .xpreilloo ''''pon .. to "",mon. 
.~.ng<o <ould be , m'¡':" 1"'0' l"'p..,l"g On l~. <moryng<ni< 
pot<n".1 of m.ilO ,ulti,~" dunng both, dedilf<T<nti .. ion .nu 
pi.nt r<g'Il<''' tion. 

Correlatlon between miRNA and Ta.get Levels In 
Maize se 
miRNAr ar. kno",n to ' rgul .. e lhei, .. rg<1 mRNAr by 
d<gr.odo'",o , t"'"¡!o,"," ;ohibl'"," o, b<>th. lo P"o' .. . o In,'" .. 
oo"eI .. io" ""w«n miR.'1A anO tlIrge< I<,..,!! i. ",mmonly 
00.,,"«1, .ugge"ing th .. mRNA d<grad .. ion ís ,1-.. preferr«l 
rq¡ulotory m«hani"" . Ho ..... "". global mlKNA .nd d.gradom. 
O«j""""i"g J ... h,,.., .00"0 ,~ •• no! ,Iw-.y • • he .l<g.-.<l.."," 
proo .. ", of predi<1«1 or."", .... I,d" ed 1>'11'" <oukl be- d<1«ttd 
in th, librar; .. (Sh,n <1 al., lOIl ; IV" <t al., lOIS). Con,eu<ly. 
th ... "udi .. h,," Od<ntifi<J 0, .. ,1 "'11"-' fo< m"",yed m IRNA. 
"",h .. m;R1S/;.nJ ",iR IM.nr k"""n l' rgd' wi,h no,d m;RNA 
.i1<~ An ilKr<"ing numbe! of .-.pon. ha .... al", ,,, ... 1«1 tIl. 
Llü of in.«" r<lationship bet"""n miRNAr 1M ,h.i, "rgets. 
d<p<odio3 no ,h. ti .. "" M ,h. pro.:«o ."al)'UJ (R,""""" <t .1.. 
10M, Wu " .1-, M i l ; AlonSO-P.flIl " .1-, M i l ), 

H«e w< ronnd th< <Xf>«ted in' .. ".,. corT<lation "",,'Un 
• miKNA ' M il< p ... d icted .ndio, validat«l "ry' is highly 
<kr<od.o' O" '",".-(In ",.o,al (Iigb. p,,,,,,,,,) .nd In •• ",,1 
(g<notyp<) . igo.b " "ring m.i.< pi.n' T<g< ...... t"'n throus" SE 
(Fis u ... 61, M. jor ditfer<oc .. ,,«e obs<rw.l [m .¡.,. .. Iopm<nt . 
""ted miRNA "'go' b·.l , bet,,«n g.nol)']'<' "nd<, Jarkn .... 
bu' nol un"" ];g~l wher< pl. n' '<¡¡<""ro' ion''''''' pl"<, o" ,hc 
oth .. hand. in, .. "" T<1"km.hip """'ren miR.'1A1u rgrt I<v.LI 
~ .. , n\Ore easily found in da,k ..... th. n in lis"t. Th<r.fo .... 
fo, ""'" of ,h •• oaly>ed "rg<" w< propo .. ,he" l •• m.;O' 
inA""""" of addilion.l ' <gUI .. ion un.l<, • phott>p<rio<!. m.king 
it d ilficult to . ppreciat< ,he <lfw of miR.'1A" On tIl. other 
h.nd, ioc ... "",n" ofboth, m iKN A .nJ ",get, upon oo.mon< ~ 
r«!uc'''''' (0.8 .. miRI5/>, miRIM, mIRI6S) ,uU'" mlRNA up· 
regul .. ioo might be- r<quir«! 'o oontrol the h<i. of ' ... n"'rip" 
inJLK«I during SE, 

Mc<S>.ing m IRNA·m. J I>1ed ",su"tion through qw.nli"t; v. 
l"'oS<>"ipl "". Iu,hnn h .. boen widd y......t i" pl.",~ p."i<ul.rly 
during SE ( U " .L. 2012; '1,ns <1 . 1" 1013, \\'u <1 . 1" 1011. 
IOIS). How<v .... n iny ..... miRNAlurg<1 ... l1tioll>hip ha> nO! 

al,,'.Y" h«n obs<,y«l •• ,n 1" ,11< P"'''''''' of miRNA_m<JI>1«1 
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n t S".,wolotod t .o 

I T ....... 1I I miRNA> "'~·I 

/' ""-AGOl ~ miRl68 ---i AGOI 

",,;¡¡;¡¡¡ l ' ~"""N"/.·II "'~·I Iii r. l. t.dmIRNA> I 

""""""1--""-........ _­_ .... " ........... _--".. ........ 
pIon<......--__ SE. fbmonoll •• -D .... ___ 

~------_ ...... - ... .",...¡ .. &::P!I_ ....... __ """""' .. (P!i """""""n 
_ '" Iigt<......,. ThO..-.>O "Iigt<.....,., . __ _ ,,_.,"'""'-"' .. ~_n ___ "'_ 
__ ... umo<><>ndtooo ___ • __ ~oo_ 

....-:n ~ "" __ 1Of?lIl """" """" " 

<kgr. d<tion <Vió<n« (degradom. Of S'RACE fragm<"") ' Our 
finJ ing on m,1'518 di>tribu,ion in "",ize re poIysomal fra<tion. 
, uPI"'rt, ti,. "olion .h>t "tg<t ,<solo!;"" ;, p,<>hably «.,t«!oo 
mul'ir'e k,-,!> d<p<nding on 111< do--dopmrntal p rO«», millNA. 
000 .nalyud t''llfl. In .s .... m."'. w< oo...,wd .... h e:<pro«l 
¡nve .... <O'''!olio" b<t",.«" miR518 . 00 SQIJI" " 'gel, bUI 001 
fo, PI,e "<gel. TIl.,..,f"". 10' fu'ul'< "uJi($. ;, " -",,ldl>< ...,kv>nl 
to ¡,,<lull< miRNA-.. W' <v.lu.';on. " pro/M in oddition to 
transcri pt 1 ... ·,10. 

Physlologlcal Relevance 01 Oevelopment-related 
miRNA Regulation in Maize SE 
miR l5/; md miRIM h. ,.., bttn found., SE-.bundan' miRNA. 
in .... ·eral 'p«;'" induding m.i", (U <t.L mil; SIl." <t .1., 
101), D¡"Iu> .. . nti Al.).nd".lt>m,,,, .. ~OI4; W" <t al " 1015 ) 

TI>< mi R 1 S6-oo i .. rd "'ppT"'K>n of SBr tr. ns< ripI> i, pTobabIr 
r"luiTro for .ulr SE. •• demo",tratro fuT "'",bidop'" <¡,gotk 
.mbryog.n<<.i. (No.!¡"" . "ti I\.aml, ~OIO). Sin\iJ.,ly, miRI64 
initi.1 in",..,.", du' inS SF. i, <on,;"""t wilb n"int.in ¡ns low 
h,h of il> evo "'l!'" Junns pI.nt f<gen« .. """ und« ligllt. In 
pi."", wn5<rvrd miRI64 " rgeto ue NAC tr1!\SC,iptioo [octo" 

.. 

_lO """""""" "-",,, .... __ """"""""'..-"" ... ...""...."""on~ _____ __ 
oOootoo ____ u'-. ___ "*"I-A 

~"", .. ·AGO'_,.;¡¡o __ n .... _ --.,.. _____ Tho _ 

_<rt<~_. __ "' __ .... 
_~t< __ !O' __ ~'7tlJlint --_. __ .... ...-..--.. "''''"'­
~".,.,.., oh ""'" 

(M.H0'1' <t ... , lOO·I), Th. NAC f.mily of pTOIcin. indudes 
NAM, ATAfl ·2 •• nd CUel, Proteins b<longing to the NAC 
[."'ilr .... ;nffikrJ ¡n """y pi>n ' de,dopn",,, .. 1 p"""""". 
,,,,h " Aow<I"inS, .mb'Y"S"""i" ",ncs<,n« •• ""ro .i ~.l ing, 
>Kond' '1'" .. 1I lhkk.ning ... d OIb ... ( F.n <t al" 201 ,1). N AM w .. 
«portrd .. «I"rd to tI>< >haot .pkal m.ri".rn .nti printoroiu", 
form,t i"" in PtlU""' _,¡". (So ............ I~) .nd cua tu. 
1>«" i,,"""'«I in Arobidopu. .n- .poc.1 m.ri".m dcvdoprn""t 
(Aido <1 .... I99C). Thi. conl<xl i. ,0n.i'1<nt with the cobo<rved 
euo rrd<>dio" in th •• h<r"" of I>ormon« . nti ¡n f"lIy 
diffc"n'i"rd 'i .. """, lh<refor<, . ldlOugll miR 164 .oJ miR I S6 
"rg<" miglll di.pI. y contr .. ting t>ffiavio, in und ilf«rn,i. tro ti...... (Ja,kne... ho,nlO,...' p,."nc.) be,,.«" m.i", 
S.nNypr~ th.ir e.p"'¡.¡io" ,"Sub,,,,,, i. 'pp'",ntly '''lui,rd 
fo, pbn' r<s<n<r.tion th,-.,.,gII SE. Trga.-.ll<i4 th. g<""')l"" 
(Fisu"6), 

0"" po .. ;b;lity "nd<~yins '"< ",nt",";ns bdo •• ;.,.- oC ",;RNA 
"'l!<t> betw",,, da,kr>r> •• nd light c""ld br too, ""n"riplion 
""ponsi""",, to photope,iod. A"",he. i •• diff.«"tial funetion 
of miRNA_mrd¡" rd "lene ¡oS 1"'""')" d.prnd ¡"S O" ligll' 
p'r«ne<hb"'nc< during SE. 1, w., pre""",oIy «J"-'rted th .. 
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GI'IM.!_ .... 

AGOI <xpremon .. highly inJucM .. ,Iy in <.not SE 'M 
furth .. d<c",.i<d .f1<" ,1'1< gJooul ... ".g«l emlny<:> (T,bh.>I1, 
2008). In m.i«. ,b< p' <><n« o( 5<'"<,,1 p""'i,'< .o.COI g<r><S. 
oot all of ,hem nhibitins ,he miR I68 u'ge! ""IU<I\(O, furth .. 
od..b • rompl.xi'y I~ •• I ", lh. in1<fJlr<!al"'" oí miRNA· 
med; .. ed '"<Sul. I"," .... ro.-.!i"S ' o • gioNl 1 ... """,;1'1<>"1< 
onaly>i, fo, ,1>< m,i ... 873 Hn •• AGOI, ".m<,ip1 ('arg<1 of 
miR I68) i, highly <>pre....J in diffo",nHatins ti ........ 'LKh a, 
th. oh"", 'p",al m<fi" .. " , i",mo,u", rob. .nd ... ",1 (S<khon 
" .1.. 1011 ), 11 ,.",,,i~, h;¡¡h lo, f<w d.>y. u)'<'n )'<'1I;n"",n . 
whi!< in lbo rn"u" .nd gmnin"ing rn.iz< ...d AGOle 
.nd mjRI68 ." both d<c, .. ...t Anoth ... AGOI isofo,m .100 
«h ibi"ns lb< miR 1611 t.'8'" ""lu<n« (GRM7.M2t;44I58J_TlJI, 
AGOIIJ or ACOJ.) I"<m.in, highly apr",oed du, inS ...d 
",",tu,,"'",n and sormi"at"'" (>ekhon <1 al, 1011 ). n... l>ehavior 
of A-GOlc in onajz< SE j, """';'''n! w;,h ,1>< tra",i<nl 
i""",os< """,,,ved i" e. r"" .nJ;n <>dy 'yg<>Ió< .mb')'<>g< ..... ;. 
\\'< did no! ana!l"'" 0100 AGOI ",n.crip" du,ms m.i,," 
pl. n! r'V''' ... 'ion, bu! ;! "rn.;ru po«;blt Ih.>! Ih')' " ....... 
diff.",nlially <xpres><J d<p<MinS <In tI>< ¡¡<""t)v< . nJ ' ''3ubt«l 
durinS SE. 

Physlologlcal Relevance 01 Stress-relate<! miRNA 
Regulalion in Mai>!e SE 
S" ... ·rel"e<! miRN .... 'M thri, '.rgel' ho,.. .... n ."",i"e<! 
.. 'ilh 'w«, o ... ng' callu, <mbryogenic )'<'!<nti.1 (\\'u <1 a!., 1011, 
101~) .nd Sf, i" ",1'1<, 'p«i« (1'; e< 01..10 12 ), Highly pmHfm.ting 
tm"". >r, lhough' to prod\K' .n < ..... of "activ< oxyg<n 
'p<"C;" (ROS) miling , ... ", .. ip1 .. <umulat",n of "" ...... I .. e<! 
g'o" , u,h .. ouI"'roxiJ< Ji'mu .... , ,upr<doxin •• od multi_ 
OOPI"" o,iJ .... I'I«<"'~')' lo m;n;m;z< <d i d.>m.g< anJ pm""'t, 
SE. Memb< ... of lb. copI"" .uI"'ro,id. di.mu ..... (CSD. SODI 
family a .. mikNA targe" in ..".."a! plant 'p«i<' (Jo ..... RhNd" 
. nd B.rt<l, !()(J-l ; 10,'aO(w'l <! .1., lO 14; N.y. <! .1., 201 4). Th.« 
<n,)lIK'! .rt in ch. rgc of dNroyinS ol)"&<n rtiCth·< 1p«i<1 
ocrumuJ .. ins durins (.S! plan' gro»1h (R.v<! . nd Pilon, lOI J), 
On tI>< otht, h.nd, '" Arabidop,j, orthnlog of ,1>< predicl«l 
nui .. miR40ll I1.-g<l , GRI, ;, .. p"'....J in miMó<olly .. tive 
ti ... ,~ ,,,,h .. ,h< shoot .pic.1 m<TiS!<m ,nd ~o,,1 p,imo,dium 
f,oro unstr....-d pl. n .. in a .imil., '0 «11 C)~If . r<loted sen< 
<xp ' ''''ion profil", (D"v.aUJI <1 a!. , moa). AtGR l ¡, ,,"po .. iv. 
to g<Mto, ic "T<'~ ,,,oh .. g.>mm. ~i.t",n. ond !, .. """" 
propoo<d to block mit""'" "U divi.",n, in i,radi .. «I "U. to 
pre,..,nt premalu" .ntl")" into mito ... , b<fore comple<",n of UNA 
'<pai'. Th<",fo"" ,1'1< ron,mI of ,hi, , ...... ",,'ipl by miR"A 
m.~ .. "nS< in hi¡¡hly p mlif< ... linS .ndilf<r<nli .. ed <>.11., (Loo 
el a! .. 1006; Shen e< al .. 10Il ). Ho" w< found lb. , during 
"",iu 00,""'''' JepI<-t"",. "'!le<, of ,,~· ... Iated miRNA, 

References 
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on.n dillployed high ... <>p",,,,,,,n unJer Ja,kn.«. In adJi"on, 
,h";, .. p ..... "'n p,"'"n, und<, liS!,t shoW"<J "'ixi"S Jiíf"e .... 
l>et .. · .... n g<noI)'J'C"' ron',,')' '0 v,h" ob><rv<d lo, d<v<-Iopm<nt· 
,.loted "'!lru.. Accordingly, we P'0p"'" ttut ... hil •• " ... • .. 1 .. «1 
miRN .... or, r«Juire<! to oontrol th.i, 'a'!l'" in und ilf."nti .. ,«I 
h"u«,lh.;, pO"ó<il""",n J.,ioS lh" pl.n ' ' ''3'''''''';00 pro<"" 
oould l>< d<p<ndrnt on ,1>< g<no!)'p< .nd ti •• phy>",K>sY oflb, OC 
LIS<'d lo init " 1< SE (Figure 6), 

Conclusion 

Th, prekn' " uJy provideo ¡mpo".n t "",,01 i"lo"""",n 
.bout ,he "'1"',,,1< d<", o( hormofl< <!<plelion .nd ligh' 
p""'''« 0" miRNA I"'uern, onJ ,h<i, "'!le< regulo'",n 
during pla"t '''3.n'''''io'' fmm moi" <mb')'Og,ni< ,.11",. 
Whil< <kv<lopm<nl o, " ..... -,,]a,«I rn i!\NA. ar, r<>pon,i" to 
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el"", fu, CO!lS<,,-ed miRNA ,ol ..... ithin t I>< sr p,o« ... F",u", 
wo,k ¡hould ai", 10 opp,,,,,,h ,h. m«han i"" uoo<tlyins 
'<1!"1. 1"," of SE-,<I.I<J miRNA. On ,h"i, t'rg<1' ond i" 
"!<vol\« (o, lb. pI.n' "g<n<r.It"'" "K"''", 
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