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Resumen

La embriogénesis somatica de maiz es inducida a partir de embriones inmaduros cigdticos en
presencia de las hormonas auxina y citocinina en oscuridad. Durante la embriogénesis somdtica de
maiz la expresién de microRNAs se reprograma y ciertas familias se ven enriquecidas mientras que
otras familias caracteristicas del embridn cigdtico decrecen. Es posible regenerar plantas de maiz a
partir de callos embriogénicos al remover las hormonas en presencia de fotoperiodo. En este
trabajo se analiz6 cdémo son modificados los niveles de algunos miRNAs y sus mRNAs blanco
durante la regeneracién de plantas de maiz a partir de callos embriogénicos de distinta edad de
subcultivo. Se evalué el efecto que tiene la reduccidon hormonal y la presencia de fotoperiodo por

separado. Se analizaron dos genotipos de maiz (Costefio y Tuxpefio).

Se examind la abundancia de miRNAs presentes en los callos embriogénicos de maiz (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 mayoria de los miRNAs
examinados, a excepcion de miR159, incrementaron sus niveles en respuesta a la primera
disminucién hormonal independientemente de la luz. En etapas posteriores de diferenciacion los
miRNAs relacionados a estrés disminuyeron. Sin embargo, la expresidon de los mRNAs blanco de
miRNAs es dependiente de la luz y del genotipo. La correlacion inversa esperada entre miRNA y su
blanco sélo se observé en algunas etapas, sugiriendo que la expresiéon de los mRNAs blanco de
miRNAs estd regulada a varios niveles. También se observé que la edad del cultivo influye en el
tiempo de regeneracion de plantas, asi como en el fenotipo y la respuesta a nivel molecular

durante la regeneracion a partir de embriones somaticos de maiz.



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, Tuxpefio and Costefio, 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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Introduccion

Embriogénesis cigdtica

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 generacidon de gametofito inicia con la meiosis de las
esporas que se diferencian en los granos de polen (gametofito masculino con dos células
espermaticas) o en el saco embrionario (gametofito femenino con una célula huevo). Mientras que
la generacién de esporofito inicia con un proceso de doble fertilizacidon que resulta en la formacion
del cigoto (diploide) y del endospermo (triploide), el cigoto dara origen a la planta madura con sus
organos vegetativos (hojas, tallo, raiz) y flores que contienen a los érganos 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 embridon maduro (Yang & Zhang, 2010). Esta etapa es muy importante
porque en ella se forman los meristemos y primordios que dan lugar a los érganos vegetativos que
se diferenciaran en la planta madura (Goldberg et al., 1994). El proceso de embriogénesis en las
plantas dicotileddneas sucede en las etapas: globular, corazén, torpedo y cotiledén; mientras que
en las monocotileddneas, como es el caso del maiz, se divide en: globular, escutelar y coleoptilar

(Yang & Zhang, 2010).

En el maiz, las primeras divisiones celulares del cigoto son asimétricas y determinan el eje basal-
apical del embrién (Fig. 1). La célula superior calazal origina al embrién, mientras que la célula
micropilar mas basal forma al suspensor. Las divisiones sucesivas irregulares de la célula apical
producen una estructura indiferenciada globular (pro-embrién). Al final de esta etapa globular, se
diferencia el protodermo que es una capa unicelular que rodea al embridn. La diferenciacién del
embrién continda con la regionalizaciéon adaxial/abaxial que es marcada por la expresion de
ZmDRN (ortélogo de DORNROSCHEN 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 meristematicas forma el meristemo apical de la raiz (RAM; “Root
Apical Meristem”). El SAM y RAM definen un eje secundario en un angulo agudo al eje apical/basal
del cigoto. Estos dos meristemos son protegidos por dos érganos exclusivos de las gramineas: el

coledptilo y la coleoriza respectivamente. El SAM es organizado en las capas L1, L2 y L3, y forma



seis primordios de hojas antes de que inicie la dormancia de la semilla. Mientras que la
organizaciéon del RAM en maiz consiste en un centro quiescente de 1000 a 1500 células con una

arquitectura compleja (Forestan et al., 2010).

Pro-Embryo Transition Stage L2 Stage
Stage ¥

su

Coleoptilar Stage

Figura 1. Etapas de la embriogénesis cigética de maiz. Etapa proembrionaria o globular, etapa de
transicion o escutelar, y etapa coleoptilar temprana y tardia (L1 y L2). Ep: embridn, su: suspensor,
scu: escutelo, col: coleoptilo, SAM: meristemo apical del tallo, RAM: meristemo apical de la raiz,
clh, coleoriza, I1: primordio incipiente, P1 y P2: primordios de hojas. Modificado de (Forestan et
al., 2010).

Embriogénesis somatica

Alternativamente a la embriogénesis cigdtica, una planta puede ser derivada de solo una o un
grupo de células somaticas. Este proceso de regeneracién es conocido como embriogénesis no
cigdtica o embriogénesis somatica. Bajo condiciones favorables de induccidn, las células somaticas
diferenciadas son reclutadas a una via de desarrollo distinta para generar células embriogénicas

indiferenciadas. Estas células pasan por una serie de cambios morfolégicos y bioquimicos que

2



resultan en la formacién de un embrién somatico y la regeneraciéon de nuevas plantas (Yang &

Zhang, 2010).

La embriogénesis somatica es un modelo ampliamente usado para estudiar la totipotencialidad
celular, asi como para entender los procesos de reprogramacién necesarios para generar células
embriogénicas, embriones somaticos maduros y finalmente, la regeneracién de nuevas plantas. La
embriogénesis somatica es un proceso bioldgico complejo en el cual estan involucradas varias vias
de sefializacién celular que son coordinadas de manera muy fina (Yang et al., 2013). Este proceso,
ademas de servir como modelo in vitro para el estudio de la embriogénesis, es usado ampliamente
como una herramienta biotecnoldgica para la propagacién, transformacion y regeneracion de

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

La embriogénesis somatica en maiz 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 somaticos (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 maiz (Obert
et al., 2009; Shen et al., 2012). El explante de eleccidon siguen siendo los embriones inmaduros de
maiz de 12 a 18 dias después de la polinizacién (Armstrong & Green, 1985). En cuanto al genotipo,
no todas las lineas o variedades de maiz son embriogénicas, se han reportado algunas lineas
hibridas con buen potencial embriogénico como Hi Il obtenida de la cruza de las lineas A188 x B73
(Armstrong & Green, 1991). La variedad mexicana Tuxpefio (VS-535) y el hibrido derivado de ésta
llamado Costeiio (H-565), también son altamente embriogénicos y tienen una alta frecuencia de

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

Para iniciar el proceso de embriogénesis somatica se utilizan reguladores de crecimiento
(hormonas vegetales). Como auxina y citocinina que regulan la division celular y la diferenciacion,
por lo que son ampliamente usadas para inducir la embriogénesis somatica. En la embriogénesis
somatica de maiz se parte de los embriones inmaduros que son colocados en un medio de cultivo
gue contiene a una auxina sintética 2,4-D (4cido 2,4-diclorofenoxiacético), la cual en oscuridad
induce un proceso de desdiferenciacion del explante hacia células meristematicas totipotenciales
(Fig. 2). Dias después de la induccion, los tejidos se cambian a medio de cultivo que ademas de

2,4-D, contiene a una citocinina llamada cinetina; la combinacidn de auxinas con citocininas



promueve el crecimiento de los agregados celulares conocidos como callos (Jakubekova 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 maiz 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 | o I, los de
tipo | son compactos, duros, blancos y opacos, mientras que los de tipo Il son compactos y de color

amarillo traslucido (Jakubekova et al., 2011).

Si a los callos embriogénicos se les quita el estimulo hormonal y son expuestos a la luz es posible
regenerar plantas (Elhiti et al., 2013). Durante la regeneracién de plantas los embriones somaticos
maduran, comienzan a sintetizar pigmentos volviéndose de color verde y ocurre la organogénesis

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

Figura 2. Embriogénesis somdtica y regeneracion de plantas a partir de embriones inmaduros de
maiz. A: semillas de maiz. B: mazorca de maiz inmadura de 20 dias post-polinizaciéon. C-D:
embriones inmaduros en medio de induccidn después de un dia de cultivo. E: formacién de callos
de 14 dias de cultivo. F: callo embriogénico (Em) con embrién somatico en la etapa globular en la
superficie de callos no embriogénicos (Ne). G: maduracion del callo embriogénico en medio de
regeneracién, se observa la primera hoja. H: plantulas regeneradas. De C-F los cultivos
permanecen en oscuridad. Modificado de Jakubekova (2011).



Durante la embriogénesis somatica se establece una via de desarrollo Unica que incluye eventos
caracteristicos como: la des-diferenciacion celular, activacion de la division celular,
reprogramacion de la fisiologia celular, su metabolismo y patrones de expresién génica (Yang &
Zhang, 2010). Es evidente que para el establecimiento de los callos embriogénicos y para la
regeneracién de plantas deben existir mecanismos de regulacion génica a varios niveles:
transcripcional, postranscripcional y traduccional. Aunque en la ultima década se ha comenzado a
entender las bases moleculares de la embriogénesis somatica, este proceso de desarrollo sigue
siendo un gran misterio (Elhiti et al., 2013). En particular se conoce muy poco sobre el proceso de
regeneracion de plantas a partir de callos embriogénicos (Fig. 3). Recientemente se han descrito
algunos de los genes que participan en la regulacidon de la embriogénesis somatica (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) .

Transporte de membrana,
canales f

Proteinas especificasde
embriones
Proteinas de almacenamiento

Fotosintesis <|

Catabolismoe hidrélisis

Proliferacion celular
¥ crecimiento

| Maduracidn I Regeneracidn I

Figura 3. Tendencias de la expresion de genes por categorias funcionales durante la maduracion

de embriones somaticos y regeneracién de plantas de maiz. Modificado de Che, et al. (2006).



El estudio de las redes génicas y de sus moléculas reguladoras durante la embriogénesis somatica
es de gran importancia para entender la totipotencialidad de los embriones somaticos y eventos
de diferenciacién durante la regeneracidn de plantas. Se requiere un mejor entendimiento de la
embriogénesis somatica para optimizar su uso como herramienta biotecnoldgica y para entender

los mecanismos que podrian relacionar a este proceso con la embriogénesis cigbtica.

Los microRNAs y su funcion en el desarrollo de las plantas

El desarrollo de las plantas depende de la correcta regulacion de la expresion génica. Esto se logra
por varios mecanismos, entre ellos el mas importante tal vez sea a nivel transcripcional. Sin
embargo, los eventos post-transcripcionales también son cruciales para la regulacion de la
expresion génica. La estabilidad de los RNAs mensajeros (mRNAs) esta regulada por varias sefiales
gue actldan en secuencias especificas contenidas dentro de ellos mismos. Esta regulacion estd
mediada por proteinas especificas de unién a RNA que se unen a elementos en las secuencias sin
traducir de los mRNAs, regulando su estabilidad, traduccién y localizacién celular. El reciente
descubrimiento de los microRNAs (miRNAs) y los RNAs pequefios interferentes (siRNAs) reveld
otro modo de regulaciéon post-transcripcional que también depende de secuencias especificas
presentes en los mMRNAs. Los miRNAs son capaces de silenciar genes post-transcripcionalmente al

guiar a sus MRNAs blanco a su degradacion o a reprimir su traduccién (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 proteinas (DCL1, HEN1, HYL1, SE y HST) requeridas para la
biogénesis de los miRNAs y genes blancos de miRNAs (PHB y AGO1) fueron identificados en
analisis génicos de plantas con defectos en el desarrollo (Sunkar et al., 2007). Ademas, una gran
proporcién de los miRNAs conservados en plantas regulan a factores de transcripcion implicados

en procesos del desarrollo (Chen, 2009).

Biogénesis de miRNAs

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

precursores forman estructuras secundarias de tipo tallo-asa y son procesados en duplex de 20 a



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 transcripcién de los genes MIR, el procesamiento y

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

Los genes MIR son transcritos por la RNA polimerasa Il produciendo un RNA primario (pri-miRNA)
con CAP en el extremo 5’ y poliadenilado en el extremo 3’, aunque también existen evidencias de
gue en plantas algunos genes MIR pueden ser transcritos por la RNA polimerasa Il (Sun, 2012). El
pri-miRNA es procesado por una RNAsa tipo Ill 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 proteinas como Dawdle (DDL) (Yu et al., 2008) y a las
proteinas de unién a CAP (CBP20/80) (Kim et al., 2008). El pre-miRNA continda siendo procesado
por DCL1 en un centro nuclear llamado el cuerpo D, donde también se encuentran SERRATE (SE),
gue es una proteina con dedo de Zinc, y HYPONASTIC LEAVES 1 (HYL1), la cual es una proteina de
union a RNA de doble cadena. Finalmente, por la accién de DCL1, SE y HYL1 se produce un duplex

de miRNA y miRNA* (Sun, 2012).

El ddplex de miRNA:miRNA* recién formado tiene los extremos 3’ con dos nucleétidos salientes,
por lo que serian facilmente degradados por las exonucleasas llamadas SMALL RNA DEGRADING
NUCLEASE (SDN) (Sun, 2012). Para prevenir su degradacién, éstos son metilados en el hidroxilo 2’
de los nucledtidos terminales del extremo 3’ por una RNA metil transferasa llamada Hua Enhancer
1 (HEN1). EI miRNA es exportado del nucleo al citoplasma con la ayuda de la proteina HASTY. En el
citoplasma una de las cadenas del duplex es cargada en la proteina argonauta 1 (AGO1) (Chen,
2009). Cuando el miRNA de cadena sencilla es cargado en la proteina argonauta se forma el

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

El miRNA funciona como guia 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
mMRNA y el miRNA pueden encontrarse en cualquier region del mensajero: regiones sin traducir 5’
o 3’, marcos abiertos de lectura o en transcritos que no codifican a proteinas (Axtell et al., 2011).
El silenciamiento postranscripcional por miRNAs en plantas puede ocurrir por la degradacién de
sus mMRNAs blanco o bien por la inhibicién de su traduccién (Sunkar et al., 2007). Se cree que la
mayoria de los miRNAs de plantas ejercen su efecto por la degradacién de sus mRNAs blanco mas
qgue por su inhibicidn traduccional (Axtell et al., 2011), aunque se ha demostrado que ambos

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



Los miRNAs de plantas guian el corte de sus blancos en el enlace fosfodiéster opuesto a los
nucledtidos 10y 11 del duplex de miRNA y mRNA (Llave et al., 2002). El corte lo realiza la actividad
endonucleasa de la proteina AGO1 (Baumberger & Baulcombe, 2005). Las proteinas argonautas se
caracterizan por contener los dominios PAZ y PIWI. El dominio PAZ permite la interaccién con el
extremo 3’ de los miRNAs o siRNAs de cadena sencilla, ademas de ser importante para orientar y
reconocer el sitio de corte en el mMRNA blanco de los RNAs pequefios. El dominio PIWI tiene una

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

Pri-miRNA

Pre-miRNA

miRNA/mMIRNA®

Figura 4. Biogénesis de miRNAs. CBP: cap binding complex, DDL: proteina 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).



Los miRNAs también dirigen la inhibicion traduccional de sus mRNAs blanco. En Arabidopsis
thaliana, AGO1, AGO10, Katanin y componentes de cuerpos P, son requeridos para la inhibiciéon
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 traduccidon (Brodersen et al., 2008). Sin embargo,
recientemente se encontré que la inhibicidn traduccional por miRNAs en Arabidopsis requiere a
ALTERED MERISTEM PROGRAM 1 (AMP1), que es una proteina integral de membrana asociada al
reticulo endopldsmico, por lo que se cree que la inhibicidn traduccional por miRNAs sucede en el

reticulo endoplasmico (Li et al., 2013b).

Algunos miRNAs de plantas tienen funciones “no candnicas” como el silenciamiento a nivel
transcripcional vy la generacion de RNAs pequefios secundarios llamados ta-siRNAs (trans-acting
small RNAs). En Arabidopsis los miRNAs miR165/166 pueden actuar a nivel transcripcional por
medio de la metilacidon 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 actuan a nivel de silenciamiento transcripcional por medio de la
metilacion 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 proteina SGS3 y se produce su cadena complementaria por medio de RDR6
(RNA polimerasa dependiente de RNA 6), la proteina DCL4 corta el RNA de doble cadena en fase
iniciando en el extremo del corte causado por el miRNA generando RNAs pequefios interferentes
de 21 nt que actlan 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 mayoria de los miRNAs tienen un patréon de expresién espacio-temporal
especifico o que responde a ciertos factores ambientales. La abundancia de los miRNAs depende
de su expresion y procesamiento, asi como de su estabilidad. La regulacién transcripcional

contribuye a la acumulacién de miRNAs individuales. Debido a que los genes MIR son transcritos
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por Pol I, estos mecanismos incluyen: la activacion o represidon por factores de transcripcion,
proteinas de remodelacion de cromatina y marcas epigenéticas como modificaciones de histonas y
metilacion de DNA. La acumulacién de miRNAs especificos puede ser regulada durante los pasos
de su biogénesis. Un caso especial es la regulacién por retroalimentacién de algunas proteinas
importantes en la biogénesis de miRNAs que se da a nivel postranscripcional por miRNAs
especificos, por ejemplo el transcrito de AGO1 esta bajo el control de miR168, ademas en
Arabidopsis DCL1 es regulado por miR162 y en arroz también por miR528 (Macovei et al., 2012). La
degradacion de miRNAs también influye en su acumulacion y por lo tanto su funcién. 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
modulacién es por medio del mimetismo de blancos, por medio de RNAs no codificantes que

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

Funcién de algunas familias de miRNAs especificas

Las familias de miRNAs estan definidas por la secuencia de los productos maduros de los genes
MIR que son biolégicamente activos. Algunas de estas familias estan ampliamente distribuidas en
las plantas, lo cual es indicativo de su origen ancestral (Zhang et al., 2009). Los miRNAs homdlogos
entre diferentes especies de plantas tienen genes blanco similares y funciones conservadas (Mica
et al., 2006). Esto resulta muy practico ya que la mayoria del conocimiento sobre miRNAs en
plantas se debe a estudios hechos en Arabidopsis y este conocimiento sirve como guia para
analizar a otras especies. Sin embargo, no todas las familias de miRNAs se encuentran
conservadas, algunas son especificas de ciertos taxa, por lo que los genes blanco de estos miRNAs

estan menos conservados y su funcion 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 categorias: procesos de desarrollo, respuestas adaptativas a estrés y la
regulacién de la via de biogénesis y funcién 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 floracién y la respuesta a hormonas como las auxinas (Fig 5).
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Figura 5. Funciones de algunas familias de miRNAs en plantas. En el circulo 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 duracién del plastocrono (periodo de iniciacion 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 actlan en procesos que requieren a las hormonas giberelina
(GA) vy el acido abscisico (ABA) como la floracion en dias cortos, la fertilidad masculina y la
germinacion (Alonso-Peral et al., 2010; Woodger et al., 2003). El miR164 regula a los genes CUC1/2
gue son factores transcripcionales de la familia NAC (NAM, ATAF1/2 y CUC) que es importante

para el establecimiento de limites entre érganos (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 estan implicados en la sefializacidon por auxina y son necesarias en el
desarrollo de la raiz 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 transcripcién con el homeodominio de cierre de leucina (HD-Zip)
promueven la identidad abaxial de drganos laterales. miR169 controla la restriccién espacial de los
genes homedticos C que especifican la identidad de los érganos reproductivos de las flores.
miR172 también estd 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 hidrico (Jovanovic et al., 2014), deficiencia de nitrégeno (Zhao et al.,
2012) y estrés bidtico (Naya et al., 2014). Los blancos descritos de miR398 en Arabidopsis son los
mRNAs de la Cu/Zn Superdxido Dismutasa 1y 2 (CSD1, CSD2) (Sunkar et al., 2006), una chaperona
de Cobre para la Superdxido Dismutasa (CCS1) (Guan et al., 2013) y la subunidad V de la Citocromo
¢ Oxidasa (COX5b-1) (Beauclair et al., 2010).

El miR408 también participa en la homeostasis de Cobre (Abdel-Ghany & Pilon, 2008), estrés
bidtico (Feng et al., 2013) y estrés hidrico (Jovanovic¢ 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 proteinas tienen dominio de

union 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 estd relacionada con deficiencia de
fosforo y tiene como blancos al transcrito que codifica a la enzima E2 conjugadora de ubiquitina
(UBC24) (Aung et al., 2006). EI miR395 regula la homeostasis de fésforo al controlar la expresion

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, versidon 21) hay 29 familias

distintas de miRNAs en maiz. Veintiocho de estas familias se encuentran conservadas con respecto
a arroz (Oriza sativa) y veintidds con respecto a Arabidopsis thaliana. De las familias conservadas,
sus genes blanco también estdn conservados. Mientras que en las familias especificas de un linaje
0 una especie no se tienen bien definidos a sus genes blanco y éstos estan poco conservados (Qin
et al., 2014). Por lo tanto, de aquellas familias de miRNAs conservadas es mas facil conocer en que
procesos participan sus blancos, mientras que para las familias no conservadas se tiene menos

informacidn y sus blancos pueden variar entre especies.

Antecedentes

Regulacion por miRNAs en la embriogénesis somatica de plantas

En los ultimos afios se han reportado varios trabajos en los cuales analizan la expresién de miRNAs
durante la embriogénesis somatica y/o regeneracion de plantas a partir de embriones somaticos
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), algoddn (Yang et al., 2013) y Arabidopsis
thaliana (Qiao & Xiang, 2013).

Se analizaron mediante secuenciacion masiva y PCR los miRNAs que muestran expresion
diferencial durante la embriogénesis somatica en cultivos in vitro de la conifera Larix, y se
validaron algunos genes blancos propuestos por 5’ RACE (rapida amplificacion de los extremos de
cDNA). Se observé que el miR397 y el miR398 muestran mayor expresion durante la propagacién
de las masas pro-embriogénicas y su transicion a embrion maduro, el miR162 y el miR168 se
encuentran expresados durante todas las etapas de la embriogénesis somatica, aunque son
mayormente expresados durante el paso del embridn globular a embrién cotiledonar. En etapas
posteriores de la embriogénesis se expresan miR156, miR159, miR160, miR166, miR167 y miR390
(Zzhang et al., 2012).

Por otro lado, durante distintas etapas de la embriogénesis somatica (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 especificos. En este

trabajo se analizé la expresion de diez miRNAs que se sabe tienen funciones durante el desarrollo
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de las plantas y estdn conservados: miR156, miR159, miR164, miR166, miR167, miR168, miR171,
miR390, miR397 y miR398 (Wu et al., 2011). Se distinguieron tres subgrupos de acuerdo a la
expresion de los miRNAs durante la embriogénesis somadtica: el grupo uno conformado por
miR156, miR168 y miR171, ejerce su funcién regulatoria durante el proceso de induccion de la
embriogénesis somatica; en el grupo dos se encuentra miR159, miR164, miR390 y miR397 los
cuales estan relacionados con la formacion del embrién globular; en el grupo tres miR166, miR167
y miR398 son requeridos para la morfogénesis del embridon cotiledonar; ademas la alta expresion
de miR164, miR166 y miR397 se asocié a la etapa de callo no embriogénico. Por otro lado, se
analizo la expresion de los blancos de estos miRNAs durante las mismas etapas de embriogénesis
somatica y la tendencia general fue que en las etapas donde los miRNAs eran mas abundantes los

mRNA blanco disminuian y viceversa.

El mismo grupo analizé mediante secuenciacion masiva de RNAs pequefios los miRNAs y siRNAs
involucrados en la embriogénesis somatica de la naranja, compararon 3 bibliotecas: callos no
embriogénicos, callos embriogénicos y callos embriogénicos en diferenciacion (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 embridn va madurando y tiene una buena correlacion
inversa con los niveles de CUC2, mientras que miR156 es mas 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 secuenciacién masiva y microarreglos en
la embriogénesis somatica de Liriodendron tulipifera x L. chinese, mejor conocido como arbol
tulipipero, perteneciente a la familia Magnoliaceae. El material a secuenciar consistié en una
mezcla del RNA de los tejidos de varias etapas de la embriogénesis somatica (embriones en etapa
globular, corazdn, cotiledonar y torpedo). Algunas familias de miRNAs destacaron en nimero de
miembros y lecturas por millén, entre estas estan 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 analizé la expresiéon de miRNAs mediante secuenciacidn masiva y gPCR durante
la embriogénesis somatica de la dicotiledénea Dimocarpus longan (Lin & Lai, 2013), que pertenece

a la misma familia del lichi. Se encontré que el miR156 y el miR166 se asocian con las etapas
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tempranas del cultivo de embriones somaticos, mientras que miR160, 159, 390 y 398 se
encuentran mayormente expresados en los embriones somaticos en etapa corazén 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 secuenciacién de RNAs pequefnos y a
sus blancos por degradoma durante la embriogénesis somatica de algoddn. El degradoma,
también llamado PARE (parallel analysis of RNA ends) permite identificar productos de
degradacion de mRNAs de manera masiva y se pueden asociar con el corte por la acciéon de
miRISC. Ellos compararon callos embriogénicos con el hipocotilo de plantulas. 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 patron de expresion 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. Ademas, encontraron que algunos
miRNAs promueven la proliferacion in vitro (miR159, 160, 166) mientras que otros promueven la
regeneracién de plantas (miR397, 398, 843, 774 y 859). Su trabajé se enfocé a miR160 vy
encontraron que lineas sobreexpresoras de este miRNA tienen una menor eficiencia al regenerar

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

Otro estudio analizd6 miRNAs durante la organogénesis de tallos adventicios a partir de callos
embriogénicos de Acacia crassicarpa (Liu et al., 2014). Liu y colaboradores analizaron mediante
secuenciaciéon masiva de RNAs pequefios y qRT-PCR a los miRNAs que estaban diferencialmente
expresados en 6 etapas: embridn cigético, embrién desdiferenciado, callo embriogénico, callos
con brotes de tallos adventicios, agrupamientos de tallos adventicios, y tallos en elongacion. De
acuerdo con su patron de expresion los miRNAs diferencialmente expresados se clasificaron en 4
grupos: los que se expresaban mas tanto en los callos embriogénicos como en los callos
embriogénicos con brotes de tallos (miR159, 319, 162), los que se expresaban mas en los callos
embriogénicos (miR156, 166), los que se expresaban mas 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 funcién
durante la embriogénesis somatica de las plantas, este grupo estd compuesto por miR162,
miR168, miR156, miR159, miR160, miR166, miR167, miR390, miR397 y miR398. La gran mayoria
de ellos han sido descritos en procesos de desarrollo y se conoce que sus blancos son factores
transcripcionales. Algunos estan 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 somaticos y para su posterior diferenciacion. Ademas, en cada especie se
encontraron miRNAs especificos de un linaje que parecen también tener una funcién durante la

embriogénesis somatica.

Antecedentes de miRNAs en la embriogénesis somatica de plantas monocotileddneas

Arroz

En el 2006, un grupo de investigadores chinos usaron el modelo de embriogénesis somatica 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 clonacion de RNAs pequefios de
callos embriogénicos somaticos y otros tejidos de las plantas. Ademas, observaron que algunos
miRNAs especificos se encontraban diferencialmente expresados entre callos embriogénicos sin
diferenciar y callos diferenciados que habian sido expuestos a fotoperiodo y a hormonas distintas
de los no diferenciados. En este estudio se observé 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 investigacidn analizo la expresion de RNAs pequefios en el cultivo in
vitro de callos embriogénicos de arroz por medio de secuenciacién masiva (Chen et al., 2011). Se
encontrd que entre callos de arroz sin diferenciar y diferenciados el 40% de los miRNAs analizados
estaban enriquecidos en una u otra condicién, sugiriendo que varios procesos estan bajo la
regulaciéon por miRNAs durante la diferenciacion 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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Ademas, se confirmé mediante Northern Blot que miR528, miR408, miR397a, miR397b y miR166

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

También hicieron un analisis de las funciones de los genes blanco predicho para los miRNAs
expresados diferencialmente, encontraron que los blancos estan involucrados en procesos como
la transcripcién, el desarrollo y la diferenciacién. 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 produccion
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 estan en su
mayoria 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 meristemdtico mediante la
modulacién de la expresidn de enzimas con dominios oxidasa que contengan cobre, lo cual
resultaria en una produccién menor de lignina y por lo tanto una pared celular delgada (Chen et

al., 2011).

Maiz

Recientemente se analizd mediante secuenciacion masiva de RNAs pequefos la expresion de
miRNAs durante las primeras dos semanas de la induccién de callos embriogénicos a partir de
embriones inmaduros de maiz (Shen et al.,, 2013). Compararon cuatro bibliotecas distintas:
embrién inmaduro, embrién hinchado (1-5 dias en el medio de cultivo N6P con la auxina sintética
2,4-D), callo inicial (de 6-10 dias), y callo “embriogénico” (de 11-15 dias). Encontraron entre los
miRNAs mas abundantes a miR528, miR156, miR166, miR168, miR390, miR164, miR167, miR398,
miR397, miR408 y miR319. Encontraron que estos miRNAs aumentaban conforme avanzaba la
induccion a excepcion de miR167 que disminuia y de miR319, miR166 y miR156, que casi no
cambiaban. Ademas, validaron algunos de sus transcritos blanco mediante degradoma, y sefialan
qgue muchos de éstos estan involucrados en las vias de transduccién de sefiales hormonales de

auxinas y giberelinas.

En nuestro laboratorio se analizd6 mediante secuenciacion masiva de RNAs pequefios la expresion

de miRNAs en callos embriogénicos de maiz 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 maiz. De
las cuales miR156, 159, 162, 164, 166, 167, 168, 319, 397, 398, 408 y 528, fueron validados por
Northern-Blot (Fig. 6). Se observd que la producciéon de algunos miRNAs especificos (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-Ramirez, 2015).

Es interesante notar que los miRNAs expresados diferencialmente en los callos embriogénicos de
maiz pertenecen a familias de miRNAs que también han sido descritas en otras especies durante la
embriogénesis somatica. Ademads, 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).

18



IE C1 C4 C10 Cl1 C4 cC10

AR B e 2
- s y A R 2%
e gL 4
¢ 3 A v
X " . LTI
Je.X N TR %

miR156
miR159
miR160
miR162
miR164
miR166
miR167
miR168
miR169
miR171
miR172
miR319
miR390
miR393
miR394
miR395
miR396
miR397
miR398
miR399
miR408
miR482
miR528
miR529
mirs2?
miR1432
miR2118

miR2275 m|R167; . . . ‘

SR
2 2 6 10 m|R168*'3““ :.
Log, Expression (RPM) oL AT o

miR319 ]

UG e W e

mmszslo - . ‘l

. h & »

rRNA -

Ul * @ W

miR156

Figura 6. Expresion diferencial de miRNAs especificos en callos embriogénicos somdaticos de maiz
de distinta edad de subcultivo. Embrién 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
expresion de los miRNAs de acuerdo a los datos de secuenciacion masiva. A la derecha se
encuentra el andlisis de la expresion por Northern-Blot de miRNAs seleccionados (Alejandri-
Ramirez, 2015).

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

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

plantas.

miRNA Blancos descritos en la literatura Referencias
miR156 Factor de transcripcion de tipo (Ling & Zhang, 2012; Wu &
Proteina de unién al promotor Poethig, 2006)
Squamosa (SBP/SPL)
miR159 Factor de transcripcion MYB (Alonso-Peral et al., 2010;
Reyes & Chua, 2007)
miled Proteinas con dominio NAC (NAM- (Guo et al., 2005; Li et al.,
ATAF/CUCQ) 2012a; Raman et al., 2008)
miR168 Argonauta (AGO1) (Vaucheret, et al., 2006)
miR397 Lacasas, tubulina beta-6, (Jones-Rhoades & Bartel,
Ascorbato Oxidasa 2004; Thiebaut et al., 2014)
miR398 Cobre super 6xido dismutasa, (Jones-Rhoades & Bartel,
subunidad V de citocromo C oxidasa 2004; Naya et al., 2014;
Sunkar et al., 2006)
miR408 Proteina tipo quimocianina (CLP), (Abdel-Ghany & Pilon, 2008;
Proteinas tipo plastocianina Proteina Feng et al., 2013; Li et al.,
de respuesta Gamma. 2013a; Zhao et al., 2013)
miR528 Cupredoxina, Multicobre oxidasa, (Li, et al., 2011; Wu et al.,

Lacasa

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

miRNA Blanco Descripcion Hibrido Expectation UPE
Transcription factor miRNA 20 CACGAGUGAGAGARAGACAGU 1 1 18.45
zma-miR156a-5p  GRMZM2G126018_TOL  family Trirrorririisiros:
o Blanco 978 GUGCUCUCUCUCUUCUGUCA 997
protein isoform 1

©

(SBP23)
Zea mays MYBGA miRNA 21  GUCUCGAGGGAAGUUAGGUUU 1 25 17.18
zma-miR159a-3p  GRMZM2G139688_TO1  transcription factor LotiiiIiIIIIID niiii.
Blanco 1399 UGGAGCUCCCUUCACUCCAAG 1419
MYB138
CUC2; Putative NAC ~ miRNA 20 CGUGCACGGGACGAAGAGGU 1 1 17.09

zma-miR164a-5p  GRMZM2G393433_T01  domain Prorrrrrirriiiiiio:
P Blanco 855 GCUCGUGCCCUGCUUCUCCA 874
transcription factor
superfamily
protein
Argonaute-like protein ~ miRNA 20 AGGGCUAGACGUGGUUCGCU 1 35 19.11

zma-miR168a-5p  GRMZM2G039455_T01  AGO1C Priiiioziiiiiiooas
Blanco 591 UCCCGAGCUGCACCAAGCCC 610

«

zma_miR397a-5p GRMZM2G146152_T01 LAC2 miRNA 21 GUAGUUGCGACGCGAGUUACU 1 3 23.16
Multicopper oxidase ;. 503 Copcanceceacecucancea 823
Laccase, Cupredoxin

SOD9, SOD-4A; miRNA 21  GCCCCCGCUGGACUCUUGUGU 1 35 17.16
zma-miR398a-3p  GRMZM2G058522_TO01  Superoxide dismutase Priiii.oaiiiiiinonin:
Blanco 233 CGGGGGUCGCCUGAGAUCACA 253
[Cu-Zn] 4AP
zma_miR408a GRMZM2G384327_T03  Zea mays gamma miRNA 21 CGGUCCCUUCUCCGUCACGUC 1 35 21.42

response | protein """""""""
Blanco 1387 GCGAGAGAAGAGGCCGUGCAG 1407

SOD-1A;  Superoxide miRNA 21 GAGGAGACGUACGGGGAAGGU 1 25 11.29
zma-miR528a-5p GRMZM2G106928_T01 dismutase Siiiiioziioriiioiiio:
[Cu-zn] Blanco 171 UUCCUCCGCACGCCCUUUCCA 191

Plastocyanin-like Blue ~ miRNA 21 GAGGAGACGUACGGGGAAGGU 1 25 18.15

zmamiRG28a-5p  GRMZM2GIOTS02TOL  (type Ly copperion ). 530 coccocuee-veceecutocs 569
binding protein (PLC)

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 energia
requerida para abrir la estructura secundaria alrededor del sitio del blanco/miRNA, entre menor
energia mayor posibilidad de que el RISC corte al mRNA blanco (Chavez-Hernandez et al., 2015)

Como parte del estudio funcional de los miRNAs en la embriogénesis somatica de maiz, se realizé
el andlisis de la distribucién en poliribosomas de miR159, 168, 398 y 528 (Juarez-Gonzalez, 2014),
ya que se sabe que la regulacion por miRNAs sobre su RNA blanco puede ser tanto a nivel de
degradacion del mRNA como por la inhibicidon de su traduccién (Li et al., 2013). Los ensayos de
Northern blot indicaron que miR528 es el unico miRNA que se localiza en fracciones
traduccionalmente activas (poliribosomas) sugiriendo que podria regular a nivel traduccional a sus
mMRNAs blanco (Fig. 7). Los otros miRNAs analizados (miR168 y miR159) no se encontraron en los
perfiles poliribosomales, aunque si se confirmé su presencia a nivel de RNA total excepto para

miR398, (Juarez, VT., 2014).
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Figura 7. Distribucion de miRNAs en perfiles de poliribosomas. (A) Perfil de poliribosomas
obtenido a partir de callos embriogénicos de maiz de 10 meses. La integridad del RNA obtenido a
partir de cada fracciéon 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 (lineas
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 embrién inmaduro (El) y
callos de 1 mes (C1) de las mismas muestras utilizadas para los perfiles poliribosomales. (C)
Distribucion de miR528 en el perfil de poliribosomas de muestras de embrién inmaduro (El) y
callos de 1 (C1), 4 (C4), 10 (C10) y 24 (C24) meses (Juarez, 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 regeneracién de plantas a partir de callos
embriogénicos de maiz (Dinkova & Alejandri-Ramirez, 2014). La regeneracién de plantas se logro al
subcultivar los callos embriogénicos en concentraciones decrecientes de la auxina sintética 2,4-D y
la citocinina cinetina cada 2 semanas, ademas de exponer a los cultivos a fotoperiodo. Una
semana después de cada subcultivo los callos se separaron en aquellos que presentaban
evidencias de diferenciaciéon y aquellos sin evidencia de diferenciacién. Cuando las hormonas

fueron totalmente retiradas se obtuvieron plantulas que también fueron analizadas. Se encontré
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gue los miRNAs, evaluados por Northern-blot, estan mayormente expresados en los callos con

diferenciacidn evidente en comparacion con aquellos sin diferenciacién (Fig. 8).
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Figura 8. Andlisis por Northern-Blot de la expresién de miRNAs especificos durante la regeneracion
de plantas a partir de callos embriogénicos de maiz de 18 meses de subcultivo. Se analizaron callos
evidentemente diferenciados o sin diferenciacion en medio N6P con 100%, 50%, 25% y 0% de
hormonas 2,4-D y cinetina. Como control de carga se us6 el RNA U6. (Dinkova & Alejandri-Ramirez,
2014).

Los antecedentes del laboratorio sugieren que el proceso de embriogénesis somdatica de maizy la
regeneracidon de plantas podrian ser regulados, en parte, por miRNAs especificos. Los trabajos
anteriores habian sido hechos en maiz de la variedad Tuxpefio, pero se ha visto que el hibrido

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

genotipos con el fin de encontrar patrones en comun.

La maduracién de los embriones somaticos y su morfogénesis en plantas requiere de dos factores
importantes: el cambio hormonal y la exposicién a la luz. De tal manera, también resulta

interesante analizar cdmo estos factores afectan la expresidén de los miRNAs en estudio.

Por otro lado, la funcion de los miRNAs durante el desarrollo esta directamente relacionada con la
modulaciéon de la expresion de sus mRNA blanco. Ademas, el trabajo anterior de nuestro

laboratorio sugiere que la mayoria de los miRNAs analizados en embriogénesis somatica de maiz
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regulan a su blanco por medio de su degradacion. Por lo tanto este trabajo se plantea con las

hipétesis y los objetivos descritos a continuacion:

24



Hipotesis

e El genotipo y la edad de los callos embriogénicos de maiz influye en la abundancia de
miRNAs especificos y la expresidn de sus genes blanco durante la regeneracién de plantas.
e Llaluzylas hormonas tienen un papel diferencial en la expresidon de miRNAs y de sus genes

blanco durante la regeneracién de plantas a partir de callos embriogénicos de maiz.

Objetivos

Objetivos generales

e Analizar la dindmica de expresion de miRNAs implicados en el proceso de embriogénesis
somatica durante la regeneracién de plantas a partir de callos embriogénicos de maiz de
diferentes lotes y su posible funcién mediante la evaluacién de los niveles de sus mRNAs
blanco.

e Analizar por separado el efecto de la luz y las hormonas en la expresion de miRNAs y de
sus genes blanco durante la regeneracién de plantas a partir de callos embriogénicos de

maiz.
Objetivos especificos

e Establecer cultivos in vitro derivados de embrién inmaduro de maiz.

e Regenerar plantulas a partir de callos embriogénicos de maiz de diferente edad: 6 y 24
meses de dos variedades de maiz (Costefio y Tuxpefo).

e Obtener muestras de callo de diferentes etapas del proceso de regeneracién en luz y
oscuridad (100% hormona, 50% hormona, 0% hormona, plantula).

e Analizar la expresion de miR156, miR159, miR164 y miR168, miR397, miR398, miR408,
miR528 por Northern-Blot durante la regeneracion de plantas a partir de callos
embriogénicos de maiz de diferentes lotes.

e Analizar la funcion de estos miRNAs en la regulacién de algunos de sus blancos propuestos

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

Cultivo in vitro de maiz

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

Facultad de Quimica, UNAM.

En este trabajo se analizé la regeneracidn de plantas a partir de callos embriogénicos de diferente
edad de subcultivo (6 y 24 meses) y de dos genotipos de maiz: Tuxpefo (VS-535) y Costefio (H-
565). De esta forma se analizé la influencia de 1) el genotipo (Costefio vs Tuxpefio); 2) la edad (6 vs
24 meses); 3) el lote (los dos lotes de Costefio de 6 meses). Se muestran los cuatro diferentes lotes

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

Lote

1 Callo 2 anos

2 Callo 2 afios

3 Callo 6 meses

a Callo 6 meses

TUXPENO
COSTENO

Figura 9. Lotes de callos embriogénicos de maiz que se usaron en este trabajo. En verde se
muestran los correspondientes a maiz Tuxpefo, y en rojo a maiz Costefio.

Induccién de callos embriogénicos a partir de embriones de maiz inmaduros

Se utilizaron embriones inmaduros de 15-18 dias después de la polinizacién de dos genotipos de
maiz (Zea mays L.): Costefio y Tuxpefio. La variedad Tuxpefio mejorado (VS-535) fue desarrollada
en el INIFAP y también el hibrido Costefio es derivado de Tuxpefio (INIFAP, 2010), ambos
genotipos son embriogénicos y usados para regenerar plantulas (Garrocho-Villegas et al., 2012).
Las muestras se obtuvieron mediante la recoleccidn 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 agitacion suave: solucién 1
(etanol 70%) por 1 min, solucién 2 (Hipoclorito 50%, 8 gotas de Plata coloidal, 3 gotas de Tween-20
o Triton X-100 por 250mL de solucidn) por 15 minutos, agua desionizada estéril 3 veces por 5

minutos.

Con ayuda de un pinza larga se colocé un fragmento de mazorca en una caja de Petri. Con bisturi
se retird en hilera una porcién 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 N6l (Anexo 1). Los

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

Subcultivo y proliferaciéon en medio N6P

Transcurridas 3 semanas se observd la formacion de callos pequenos de color blanco-amarillo que
fueron seleccionados para su subcultivo en medio de proliferacion N6P, los callos se acomodan
muy juntos formando cumulos 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.

Regeneracion de plantas a partir de callos embriogénicos de maiz

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

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

Para la regeneracion los callos se subcultivaron en medio N6P (Anexo 1) reduciendo en dos etapas
la concentracion 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 tomd 1 g de
tejido (callo) para subcultivar en cada frasco con medio fresco. Durante la regeneracion 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 regeneracién, 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 plantulas 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 colectd la muestra de plantula.

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

70°C hasta su procesamiento.

Callos embriogénicos
Oscuridad Oscuridad Oscuridad Organogénesis

100% 2,4-D y cinetina 50% 2,4-D y cinetina 0% 2,4-D y cinetina Oscuridad
0% 2,4-D y cinetina

Callos embriogénicos
Oscuridad Fotoperiodo Fotoperiodo

100% 2,4-D y cinetina 50% 2,4-D y cinetina 0% 2,4-D y cinetina

Plantula

Fotoperiodo
0% 2,4-D y cinetina

Figura 10. Etapas de la regeneracion de plantas a partir de callos embriogénicos de maiz. En cada
etapa se colectan muestras de tejido para su analisis molecular una semana posterior al
subcultivo.

Extraccion de RNA total

Las muestras de tejido se pulverizaron en nitrégeno liquido en un mortero. La extraccion de RNA
total se hizo usando el método de TRIzol® Reagent (Invitrogen) modificado. Se agregd 1 ml de
TRIzol® Reagent a cada microtubo con ~0.5 g de muestra pulverizada. Se mezclé con ayuda de
vortex y se dejdé en reposo a temperatura ambiente por 10 min. Se centrifugd a 12,000 g por 10

minutos para remover el material insoluble. Se recuperd el sobrenadante y se incubd a
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temperatura ambiente por 5-10 min. Se anadieron 200 pl de cloroformo, se mezcld por inversiény
se incubd a temperatura ambiente por 3 min. Se centrifugd a 15,000 g por 15 min a 4°C. La fase
acuosa se recuperd en un tubo nuevo y se le hizo un lavado con 500 ul de fenol pH 4.7 (ajustado
con Tris-Cl 50 mM), se mezcld con vortex y se anadieron 200 pl de cloroformo, se agitd por
inversion y se dejo reposar de 5-10 min. Se centrifugd a 15,000 g por 15 min. Se recuperd la fase
acuosa y se afiadieron 500 pl de isopropanol para precipitar el RNA, se agité por inversidn y se
dejé a temperatura ambiente por 10-15 min. Se centrifugd a 10,000 g por 10 min a 4°C. Se
removid el sobrenadante y se lavd la pastilla de RNA con 400 ul de etanol al 100%, se mezclé con
vortex y se centrifugd a 7500 g por 5 min a 4°C. El lavado con etanol 100% se repitié una vez mas.

Se elimind el sobrenadante y la pastilla se resuspendié en 30-50 ul de formamida.

Se calculé la concentracion 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 pg 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 llevé a cabo a 20 mA por 1 h. Como marcador de peso molecular se usaron 0.2
pl de microRNA marker (New England Biolabs). El RNA en el gel se transfiri6 a una membrana
Hybond-N+ (Amersham) por 35 min a 100 mA con TBE 0.5x usando una cdmara semiseca. Se fijo el
RNA a la membrana mediante dos pulsos de 70 w de luz UV usando el equipo Cross-Linker. Se
tiferon las membranas con azul de metileno para analizar la transferencia del RNA. Una vez
observadas las bandas de RNA la membrana se lavé con agua destilada para quitar el azul de
metileno. La membrana se pre-hibridé por 30 min en solucién 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 *’P-ATP. Para esto se incubé 1
h a 37°C la reaccién: 1 pl de sonda (10 pmol), 1 ul de buffer, 0.2 pl de microRNA marker probe
(New England Biolabs), 2.5 pl de **P-ATP (13 pmol), 1 pl (10 unidades) de enzima T4 polinucleotido
kinasa, 4.3 ul de H,0. Las sondas fueron purificadas con las columnas Sephadex G25 Mini Quick

Spin (Roche) siguiendo las especificaciones del fabricante.
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Se agregd la sonda radioactiva (¥10pmol) a la solucién 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 solucidn de lavado (SSC 2X/0.1% SDS) por 15 min a 42°C con agitacion.

Se acomodaron las membranas en un acetato y se envolvieron en pldstico autoadherente. Se
colocaron en un casette para exponerlo en la pantalla detectora Phosphor Screen GE Healthcare.
Se expuso por 24 h. Se analizé la pantalla detectora en el equipo Biorad Molecular Imager FX vy el

programa Quantity One.
Las membranas se reusaron después de tres lavados con solucién SDS 10% caliente por 20 min en
agitacion.

Se hizo un analisis de densitometria de las bandas usando el programa Image Lab (BioRad). Se
normalizé por la densitometria de la sefial del RNA 5S. Se compard la abundancia relativa con
respecto al tejido de inicio de la regeneracién (callos en oscuridad con 100% de hormonas) al cual

se tomo 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 contaminacion 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 incubé una
reaccion de 10 pl (3 pg de RNA, 1 ul de Buffer RQ1 10x, 3 pl de RQ1 DNasa, 3 ul de H,0) a 37°C
por 30 minutos y posteriormente para inactivar a la DNAsa se agregd 1 pl de DNAsa Stop Solution

y se incubd a 65°C por 10 minutos.

Retrotranscripcion
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Para obtener cDNA se utilizdé la enzima ImProm-II™ Retrotranscriptasa (Promega). Se siguid el
protocolo de acuerdo al comerciante. Se mezcld: 6.3 ul de H,0, 4 ul de Buffer de reaccion 5X, 2.4
pl de MgCl, (25 mM), 2 pl de OligodT (10 mM), 1 ul de dNTPs (10 mM), 1 ul de Retrotranscriptasa
y 1 pug de RNA tratado con DNAsa. Se incubd a 25°C por 5 minutos, a 42°C por una hora y se

inactivé la Retrotranscriptasa a 70°C por 15 minutos.

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

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

hicieron qPCRs con oligonucledtidos especificos para cada gen (ver Tabla 4).

Se utilizd el Kit EXPRESS SYBR® GreenER™ gPCR SuperMix Universal y el termociclador Applied
Biosystems 7500. Se prepararon reacciones de 10 ul por triplicado cada una con: 4.98 ul SYBR®
GreenER™, 0.02 pl ROX, 0.4 pl de Oligonucledtidos (Forward y Reverse 10 uM c/u), 2 ul de
templado (cDNA, una dilucion de cDNA, o H,O como control negativo) y 2.6 ul de H,O. El
programa del termociclador fue el estandar: 95°C por 10 minutos, 40 ciclos de 95°C por 15
segundos y 60°C por 1 minuto, seguido por un analisis final para obtener una curva de

desnaturalizacion de 60-95 °C.

Tabla 4. Disefio de los Oligonucledtidos usados para amplificar a los transcritos blanco de miRNAs.

Nombre Acceso Oligonucleétidos Tamaiio
SBP23 GRMZM2G126018_T01 Forward 5°’ACACCAACGCGATGAATTGG 150 pb
Reverse 5"’ACCCTGAAAAACCAGAACGG

MYB138 GRMZM2G139688_T01 Forward 5’°CAGGCAGGCTTTAGGTTTTG 284 pb
Reverse 5’CAGATTCACTGAAGGGGTCG

cuc2 GRMZM2G393433_T01 Forward 5 TTCGCTGCACTACATGGTTG 109 pb
Reverse 5 AACGACGACCCAGTCACTTAC

AGO1C GRMZM2G039455_T01 Forward 5 TGGTACTGTGAAGACTGTGGTC 82 pb
Reverse 5’ TTGCAAGCACGGTAAAGTGG

LAC2 GRMZM2G146152_T01 Forward 5" AATCGTTTGGCCTGTGCAAC 127 pb
Reverse 5" ATGGCGCAACAACACATGAC

SOD9 GRMZM2G058522_T01 Forward 5’TTTCACCCAAGAGGGAGATG 147 pb
Reverse 5’ TTGCTCGCAGGATTGTAGTG
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GRP GRMZM2G384327_T03 Forward 5" AAGTCTGTGCAAGCTGATGC 110 pb
Reverse 5" AAGCTTGCCAGTTTGTCAGC

SOD1A GRMZM2G106928_T01 Forward 5'-CAATGGGTGCATATCGACAG 105 pb
Reverse 5'-GCAACAATGTTTCCCAGGTC

PLC GRMZM2G107562_T01 Forward 5'-TGGCCGTATGAGCATTTAGC 71 pb
Reverse 5'-GATGTTCCCGAAGCAAAGTC

18S u42796.1 Forward 5’- GGAAACTTACCAGGTCCAGACATA 210 pb
Reverse 5- GTGGCCTAAACGGCCATAGTCCCTC

Para probar los oligonucledtidos disefados se hicieron curvas de calibracidon 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 correlacidon (r? > 0.9) entre los triplicados (Tabla 5).

Tabla 5. Propiedades de las curvas de calibracion con los oligonucledtidos disefiados.

Nombre Tejido Diluciones  PENDIENTE EFICIENCIA r?
RNA (ng)

SPL23 Hoja 100,20,4 -3.22 104.4 0.98
MYB138 Embrion inmaduro 200,20,2 -3.46 99.0 0.95
cuc2 Hoja 100,20,4 -3.72 85.7 0.98
AGO1C Embrién inmaduro 100,25,6.25 -2.94 119.0 0.99
LAC2 Plantula 20,4,0.8 -3.17 96.0 0.99
SoD Ejes 72 h de germinacion  50,5,0.5 -3.24 103.6 0.99
GRP Embrién inmaduro 100,20,4 -3.60 89.6 0.99
PLC Ejes 72 h de germinacion  50,5,0.5 -3.16 107.2 0.97
SOD1A Ejes 72 h de germinaciéon  50,25,12.5 -3.35 99.0 0.92
18S Ejes 72 h de germinacion  50,10,2 -3.89 80.9 0.99

La cuantificacion relativa de las muestras se hizo usando el método de 2 **" (Livak & Schmittgen,
2001) el cual se basa en la normalizacion entre muestras usando un gen constitutivo, en este caso
se us6 18S, y la comparacion relativa a una muestra (callos embriogénicos en oscuridad con 100 %
de hormonas) a la cual se le asignd el valor de 1. La cuantificacién de las muestras se hizo con 2

réplicas técnicas, cada una con triplicados.
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Los datos de expresion relativa por qRT-PCR fueron graficados con la media y el error estandar. Los
datos fueron sometidos a un Analisis de Varianza (ANOVA) de dos vias (luz vs oscuridad). Para
encontrar diferencias se hizo una prueba Tukey HSD con p < 0.01. Los analisis estadisticos fueron

realizados con R 3.0.2.

33



Resultados

Regeneracion de plantas a partir de callos embriogénicos de distintos lotes de maiz.

Se regeneraron plantas a partir de callos embriogénicos de 6, 12, 18 y 24 meses de dos genotipos
de maiz: la variedad Tuxpefio y el hibrido Costefio derivado de Tuxpefio (VS-535 y H-565
respectivamente; INIFAP, 2010). Ambos genotipos de maiz dan callos embriogénicos tipo Il que
poseen una alta frecuencia de regeneracion de plantas a partir de cultivos con hasta dos afios de
proliferacién (Garrocho-Villegas et al., 2012). Sin embargo, en este trabajo sélo se analizaron a
nivel molecular dos lotes de maiz Costefio de 6 meses (Fig. 11-12), uno de Costefio de dos afios
(Fig. 13) y uno de Tuxpefio de dos afios (Fig. 14). El proceso de regeneracion de plantas a partir de
callos embriogénicos de maiz consiste en retirar a las hormonas sintéticas cinetina (citocinina) y
2,4-D (auxina) del medio de cultivo de manera paulatina (50% de su concentracién inicial durante
dos semanas y después se eliminan por completo) y de exponer a los embriones somaticos a la luz
(fotoperiodo 16 h luz: 8 h oscuridad). En este trabajo se evalué el efecto de la luz y de la reduccidn
hormonal por separado, por lo tanto, unos callos se mantuvieron en oscuridad y otros fueron

puestos en fotoperiodo.

50% hormonas 0% hormonas 0% hormonas

100% hormonas

Oscuridad

Oscuridad

Fotoperiodo (8:16)

Figura 11. Regeneracién de plantas a partir de callos embriogénicos de maiz Costefio de 6 meses
de subcultivo (Lote A), en fotoperiodo u oscuridad y en distintos regimenes hormonales.
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Figura 12. Regeneracion de plantas a partir de callos embriogénicos de maiz Costefio de 6 meses

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

100% hormonas

Oscuridad

Oscuridad

Fotoperiodo (8:16)

50% hormonas 0% hormonas 0% hormonas

50% hormonas 0% hormonas 0% hormonas

Figura 13. Regeneracion de plantas a partir de callos embriogénicos de maiz Costefio de dos afios
de subcultivo, en fotoperiodo u oscuridad y en distintos regimenes hormonales.
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Oscuridad

50% hormonas

100% hormonas

Oscuridad

Fotoperiodo (8:16)

50% hormonas

0% hormonas 0% hormonas

0% hormonas

Figura 14. Regeneracion de plantas a partir de callos embriogénicos de maiz Tuxpefio de dos afios

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

Tabla 6. Influencia del genotipo y la edad en caracteristicas fenotipicas durante el subcultivo y la

regeneracioén de plantas.

Caracteristica

Lotes

Proliferacién

Costefio > Tuxpefio

9 | Oxidacion Tuxpefio > Costefio
£ 6 meses > 12 meses >18 y 24 meses
8 | Tamafio Costefio > Tuxpefio
a Organogénesis espontanea Costefio > Tuxpefio
Puntos regenerativos a las 24 h Tuxpefio > Costefio
< | Puntos regenerativos a los 5 dias Tuxpeio 6 meses > Costefio de 6 meses
2 Tuxpeiio de 18 meses = Costefio de 18 meses
g Porcentaje de tejido no diferenciado Costefio > Tuxpefio
S 6 meses > 18 meses
ECJD Formacién de raices Tuxpefio > Costefio

Tiempo de regeneracion

Costefio= Tuxpefo
6 meses > 12, 18 y 24 meses
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Durante el subcultivo de callos embriogénicos y la regeneracién existen diferencias entre el maiz
Tuxpefio y Costerio (Tabla 6). En el subcultivo de callos embriogénicos, la tasa de proliferacion
(medido por biomasa) es mayor en Costefio que en Tuxpeio, los callos embriogénicos de la
variedad Tuxpefo tienden a oxidarse mas que los de Costefio y son de menor tamafo, ademas, los
derivados de Costefio tienden a presentar organogénesis espontanea (ver 100% hormona Fig. 12),
mientras que este fendmeno es dificil de observar para Tuxpefio durante esta etapa. En la
regeneracion, en los callos de Costefio hay tejido que no se diferencia, se vuelve acuoso y muere,
mientras que en los callos de Tuxpefio casi todo el tejido se diferencia. En la regeneracidn en
fotoperiodo, los callos de la variedad Tuxpefio forman mas puntos regenerativos y de un verde
mas intenso, a las 24 h de exponerlos a la luz que los de Costefio. Sin embrago, a los 5 dias de
ponerlos en fotoperiodo, el nimero de puntos regenerativos se iguala para los cultivos de Costefio
y Tuxpefo viejos aunque permanece mayor para los de Tuxpefio de 6 meses que para los de
Costefio de la misma edad. Otra diferencia durante la regeneracion es que los callos de la variedad

Tuxpefio son mas propensos a formar raices que los de Costefio.

Los cambios que se observaron durante la regeneracidon fueron mads evidentes en los callos
embriogénicos que estuvieron en luz, se observd el cambio de color de amarillo-blanco a verde y
purpura, debido a la sintesis de pigmentos como la clorofila y antocianinas (Fig. 11-14). Hubo
cambios morfoldgicos 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-translicido y estructuras con la misma morfologia, pero de color blanco opaco
(embriones en etapa globular y escutelar), en subcultivos posteriores donde ya no habia hormonas
se observaron estructuras alargadas y anchas de alrededor de 7 mm que se acumulaban en
algunas masas embriogénicas (embriones somaticos en etapa escutelar y coleoptilar), las cuales
dieron lugar a la plantula en el caso de los callos en luz, mientras que en los que permanecieron en

oscuridad sélo hubo organogénesis de hojas y raices por separado.

Por otro lado, se hizo un experimento en el cual se mantuvo la misma concentracién de hormonas
pero se puso a los cultivos en fotoperiodo. Se encontré que la luz es suficiente para que los tejidos
se diferencien, en todos los casos se observo la sintesis de pigmentos, pero también cambios
morfoldgicos importantes. De hacer notar, los cultivos de 6 meses de la variedad Tuxpefo
formaron una intrincada red de raices en el medio de cultivo probablemente porque una relacion

alta de auxinas/citocininas promueve la diferenciacién de raices (Skoog & Miller, 1957), mientras
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que los de la misma variedad de 18 meses produjeron plantulas (Anexo 1, Fig. Al). Por lo tanto, la
luz es suficiente para inducir la diferenciacidn y para obtener plantulas. Por otro lado, en aquellos
cultivos que permanecieron en oscuridad pero a los cuales se les retiraron las hormonas, el mayor

grado de diferenciacidn 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 regeneracién de plantas de maiz (Garrocho-Villegas et al., 2012).
A esa edad el cultivo estd bien establecido: es mas homogéneo y tiene principalmente callos
embriogénicos tipo Il. Los cultivos mas viejos son los primeros en regenerar plantulas; por
ejemplo, mientras que en los callos de dos afos se obtuvieron hasta tres plantulas a las 6-7
semanas del inicio de la regeneracion, en los cultivos de 18 y 12 meses a las 6-7 semanas habia
una plantula y en los cultivos de 6 meses aparecid la primera plantula hasta las 10-11 semanas. En
general, el cambio entre cultivos “jovenes” que no estdn bien establecidos y cultivos “viejos” bien

establecidos ocurre al afio de subcultivo.

Abundancia de miRNAs durante la regeneracion de plantas de maiz a partir de callos

embriogénicos.

Estudios en nuestro laboratorio muestran que existe una expresion diferencial de miRNAs en
cultivos embriogénicos de maiz 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 investigd éicédmo podria influir la edad del subcultivo en la abundancia de estos
miRNAs durante la regeneracion de plantas? y écdmo afecta a la expresidon de los genes blanco de

estos miRNAs?

Se encontré que en callos de dos afios de la variedad Tuxpefo los miRNAs analizados tienden a
aumentar drasticamente como resultado de la disminucidn a la mitad de las hormonas auxina y
citocinina tanto en luz como en oscuridad (Fig. 15B). Esta misma tendencia se encontré en los
callos de dos afios de la variedad Costefio (Fig. 15A) y de 6 meses (Fig. 16), aunque el cambio fue
mas moderado. Los miRNAs que no siguen esta tendencia son miR159 en ambos lotes de 2 afios,
miR168 en Costefio de 2 afios y miR398 en Costefio de 6 meses (Fig. 16A). Probablemente estas

diferencias se deban a la abundancia de los miRNAs en los tejidos jévenes y viejos, ya que en
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cultivos jévenes (6 meses) miR398 es menos abundante que en cultivos viejos, mientras que
miR159 y 168 son menos abundantes en cultivos de 24 meses en comparacién 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 sélo se observé en luz. Cabe resaltar
gue a esta edad los cultivos suelen ser bastante heterogéneos comparados con los ya establecidos
de mas de un afio; una de las diferencias de este lote (Fig. 16B), es que el tejido con el cual se
inicié la regeneracién tenia organogénesis (Fig. 12, 100% hormonas). Todo sefiala a que un
aumento inicial en los niveles de los miRNAs analizados es necesario para encender el proceso de
maduracién de los embriones somaticos y su posterior diferenciacidon en plantulas. Congruente
con esto, durante la maduracién de embriones somdticos de arroz (Luo et al., 2006) y maiz
(Dinkova & Alejandri-Ramirez, 2014) en presencia de luz, los niveles de algunos de éstos mismos

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

En oscuridad, en tres de los cuatro lotes analizados se observa una disminucién de los miRNAs
cuando se retiran completamente las hormonas; a excepcidn de miR156 y miR164 en callos de
Costefio de 2 afios que no cambian sus niveles y en el segundo lote de Costefio (Fig. 16B) donde
los miRNA tienden a aumentar o mantenerse igual. Mientras que en luz, en callos de Tuxpefio de
dos afios todos los miRNAs tienden a disminuir cuando se retiran las hormonas (Fig. 15B) y en
Costefio sélo 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 regeneracién de plantas, siendo la variedad Tuxpefio mas sensible que Costefio a este

cambio de las fitohormonas.
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Figura 15. Abundancia de miRNAs especificos durante la regeneracion de plantas a partir de callos
embriogénicos de maiz Costefio (A) y Tuxpefio (B) de dos afios. Porcentaje de hormonas 2,4-D y
cinetina (H %). Oscuridad (Luz -). Fotoperiodo 16:8 h (Luz +), plantula (P). La cuantificacion por
densitometria 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 asignd el valor de 1.
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Figura 16. Abundancia de miRNAs especificos durante la regeneracion de plantas a partir de callos
embriogénicos de maiz de dos lotes distintos de Costefio de 6 meses (A y B). Porcentaje de
hormonas 2,4-D y cinetina (H %). Oscuridad (Luz -). Fotoperiodo 16:8 h (Luz +), plantula (P). La
cuantificacidn por densitometria del Northern-blot fue normalizada por el control de carga 5Sy es
relativa a callos embriogénicos en 100% de hormonas y oscuridad al cual se le asigné el valor de 1.

Los miRNAs analizados se pueden dividir en dos categorias: 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 diferenciacion en Costefio (Fig. 16 y 15A) y

aumenta mas en luz que en oscuridad, alcanzando los mayores niveles en plantula; mientras que
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en Tuxpefio sus mayores niveles son alcanzados en el primer cambio hormonal (Fig. 15B). miR164
también tiende a aumentar conforme avanza la diferenciacién y sus niveles son mayores en luz vs
oscuridad a la misma concentracidon de hormonas (Fig. 15 y 16). Durante la regeneracion 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 plantula; mientras que en la regeneracion a partir de cultivos de dos afios
tiende a disminuir en plantula donde alcanza sus menores niveles. miR159 es el que menos cambia
y su cambio durante la regeneracién es particular para cada lote analizado. En resumen, los
miRNAs miR164 y miR156 tienden a aumentar conforme avanza la diferenciacidn, mientras que
miR159 y miR168 son los que menos cambian y sus cambios durante la regeneracién de plantas a

partir de callos embriogénicos de maiz es mas variable entre lotes.

En los cuatro lotes analizados, miR408 y miR528 muestran el mismo patrén de cambio durante la
regeneracién 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 patron durante la regeneracion a partir de
lotes de 2 afios 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 mas tiempo en
regenerar plantulas y que miR397 y 398 suelen ser menos abundantes a los 6 meses que a los 2
afios. En general, los miRNAs relacionados a estrés tienden a disminuir conforme aumenta la
diferenciacidon y muestran un patrén similar entre lotes durante el proceso de regeneracién de

plantas.

Regulacion diferencial de mRNAs blanco de miRNAs durante la regeneracion de plantas

a partir de callos embriogénicos de maiz.

Los miRNAs participan en el proceso de embriogénesis somatica 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, aun no se conoce mediante cuales mecanismos o vias podrian estar modulando el
proceso de reprogramacion celular necesario para la formacién y maduracién de los embriones
somaticos. Para conocer la posible funcidon de los miRNAs analizados durante la regeneracién de
plantas a partir de embriones somaticos de maiz, se seleccionaron algunos de sus mRNAs blanco
(Tabla 2) y se analizé su expresidn durante la regeneracién 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 maiz 11 de los 26 genes SBP tienen el mismo sitio de
reconocimiento de miR156a (Chdavez-Hernandez et al.,, 2015). Los SPBs son factores de
transcripcién involucrados en cambios de la fase vegetativa a la reproductiva, la duracién del
plastocrén y la embriogénesis en Arabidopsis thaliana (Chuck et al., 2007; Nodine & Bartel, 2010;
Wang et al., 2008; Wu & Poethig, 2006). En este trabajo se analizd6 a SBP23 como blanco de
miR156, el cual estd en el mismo clado que SPL10 y SPL11 de Arabidopsis thaliana (Preston &
Hileman, 2013), que estan implicados en embriogénesis cigética (Nodine & Bartel, 2010). Los
niveles de SBP23 varian entre lotes y no se relacionan con la edad del callo (Fig 17). Por ejemplo,
en callos en oscuridad de Tuxpefio de dos afios (Fig. 17D) y el primer lote de Costefio de seis meses
(Fig. 17A) tienden a aumentar los niveles, mientras que Costefio de dos afios (Fig. 17C) y el
segundo lote de 6 meses (Fig. 17B) tienden a disminuir. En luz, en callos de Costefio los niveles de
SBP23 tienden a disminuir y en Tuxpefio se mantienen bajos. En todos los casos los niveles mas
altos de SBP23 estan en oscuridad. En cuanto a la asociacidn inversa entre miR156 y SBP23, en los
callos de Costefio hay mas relacion que en los de Tuxpeio, especialmente en luz, coincidente con
una mayor diferenciacion. En general, miR156 tiende a aumentar conforme avanza la
diferenciacidon y SBP23 tiende a disminuir. Lo que coincide con lo observado en la embriogénesis

cigética de Arabidopsis (Nodine & Bartel, 2010).
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Figura 17. Niveles del transcrito SBP23 y de miR156 durante la regeneracion de plantas a partir de
callos embriogénicos de maiz. Expresion relativa de SPB23 medida por qRT-PCR y de miR156
medida por Northern-Blot y densitometria. Costeifio de 6 meses (A y B). Costefio de 2 afos (C).
Tuxpefio de 2 afios (D). Porcentaje de hormonas 2,4-D y cinetina (H%). Plantula (P). Barras de
color, oscuridad. Barras blancas, fotoperiodo 16 h luz 8 h oscuridad. No detectado (ND). Diferencia
estadisticamente significativa con respecto a la etapa anterior p <0.01 (*). Los numeros de la
densitometria en negritas indican las etapas donde se observa una relacién inversa entre
miRNA/blanco.

miR164-CUC2

Los blancos de miR164 pertenecen a la familia de factores de transcripcion NAC (NAM, ATAF1-2,
CUC2) (Mallory et al., 2004). Las proteinas de la familia NAC estan involucradas en varios procesos
de desarrollo como floracién, embriogénesis, senescencia y sefialamiento por auxinas entre otros
(Fan et al., 2014). NAM es importante para la sefializacién 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 esta involucrado en el desarrollo de SAM (Aida et al, 1997) y en la embriogénesis
somatica directa en Arabidopsis (Gordon et al., 2007). En este trabajo se analizé a CUC2 como

blanco de miR164. En oscuridad CUC2 tiende a disminuir conforme se retiran las hormonas y
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avanza la diferenciacidn, al menos en los callos de Costefio (Fig. 18A-C). En Tuxpefio los niveles de
CUC2 son mucho menores en callos que en Costeiio 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 diferenciacidn. Para tres de los cuatro lotes los mayores niveles de CUC2 estdn
en oscuridad (Fig. 18B-D). Es mas facil encontrar una correlacion 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
mas expresado en tejidos menos diferenciados, coincidente con su patrén de expresién en
Arabidopsis durante la regeneracion de tallos de novo (Gordon et al., 2007). Es interesante notar
que en callos de Tuxpefio es importante el cambio hormonal inicial para que haya un aumento de

estos dos transcritos, asi como que en este genotipo hay menor correlacion miRNA-blanco.
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Figura 18. Niveles del transcrito CUC2 y de miR164 durante la regeneracion de plantas a partir de
callos embriogénicos de maiz. Expresion relativa de CUC2 medida por qRT-PCR y de miR164
medida por Northern-Blot y densitometria. Costefio de 6 meses (A-B). Costefio de 2 afios (C).
Tuxpefio de 2 afios (D). Porcentaje de hormonas 2,4-D y cinetina (H%). Plantula (P). Barras de
color, oscuridad. Barras blancas, fotoperiodo 16 h luz 8 h oscuridad. No detectado (ND). Diferencia
estadisticamente significativa con respecto a la etapa anterior p <0.01 (*). Los nimeros de la
densitometria en negritas indican las etapas donde se observa una relacién inversa entre
miRNA/blanco.
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miR159-MYB138

El miR159 es el que sufre los menores cambios a lo largo del proceso de regeneracién.
Interesantemente, miR159 es uno de los miRNAs mas abundantes tanto en el embridon inmaduro
de maiz, como durante la induccién de la embriogénesis somatica, pero también es uno de los que
menos cambian (Shen et al.,, 2013). Los transcritos regulados por miR159 son factores de
transcripcién MYB (Alonso-Peral et al., 2010). La familia de factores de transcripcion MYB es una
de las mas grandes en plantas y esta 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
acido giberélico (GA) y acido abscicico (ABA) y estan implicados en procesos como la floracidn en

dias cortos, la fertilidad masculina y la germinacién (Woodger et al., 2003).

Se analizd a MYB138 (también nombrado MYB49), que es uno de los tres genes tipo GAMYB de
maiz que es blanco de miR159 (Du et al., 2012). Se encontré que MYB138 y miR159 tienen una
buena relacion 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 mds
drasticamente no tienen un efecto tan claro en la abundancia de sus blancos. La edad de
subcultivo parece influir tanto en el patrén de expresion de MYB138 como en sus niveles. MYB138
es mas abundante en callos jévenes (datos no mostrados). En callos de dos afios los cambios de
MYB138 durante la regeneracion tienen el mismo comportamiento independientemente de la

variedad.
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Figura 19. Expresién del transcrito MYB138 y de miR159 durante la regeneracion de plantas a
partir de callos embriogénicos de maiz. Expresion relativa de MYB medida por gRT-PCR y de
miR159 medida por Northern-Blot y densitometria. Costefio de 6 meses (A-B). Costefio de 2 afios
(C). Tuxpefio de 2 afios (D). Porcentaje de hormonas 2,4-D y cinetina (H%). Plantula (P). Barras de
color, oscuridad. Barras blancas, fotoperiodo 16 h luz 8 h oscuridad. No detectado (ND). Diferencia
estadisticamente significativa con respecto a la etapa anterior p <0.01 (*). Los nimeros de la
densitometria en negritas indican las etapas donde se observa una relacién inversa entre
miRNA/blanco.

miR168-AG01C

miR168 tiene como blanco al transcrito de AGO1 (Vaucheret et al., 2006). Este miRNA es muy
importante porque regula a la proteina encargada de la accidn de los miRNAs sobre sus blancos.
En maiz hay al menos 6 genes que codifican para proteinas de la familia AGO1, pero sélo 4
presentan todos los dominios necesarios para su funcion y tienen el sitio de reconocimiento de
miR168. AGO1C presenta mayor identidad con AGO1 de Arabidopsis thaliana a nivel de
aminodcidos (Qian et al.,, 2011) y se expresa mas abundantemente en tejidos en diferenciacion
como el meristemo apical del tallo, en la plantula, en la mazorca inmadura y en los estambres
inmaduros (Sekhon et al., 2011). Por lo tanto, se analiz6 a AGO1C como blanco de miR168 durante

la regeneracion de plantas a partir de callos embriogénicos de maiz. Su nivel inicial en callos y su
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cambio ante la primera disminucién 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 pldntula. En oscuridad, se observa relacidén inversa entre los niveles
de miR168 y AGO1C para callos de Tuxpefio, pero no para Costefio (Fig. 20C, D). Por otro lado, en

luz dicha relacién inversa se encontré para Costefio, pero no para Tuxpefio.
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Figura 20. Expresidn del transcrito AGO1C y de miR168 durante la regeneracidn de plantas a partir
de callos embriogénicos de maiz. Expresion relativa de AGO1C medida por qRT-PCR y de miR168
medida por Northern-Blot y densitometria. Costefio de 6 meses (A-B). Costefio de 2 afios (C).
Tuxpefio de 2 afios (D). Porcentaje de hormonas 2,4-D y cinetina (H%). Plantula (P). Barras de
color, oscuridad. Barras blancas, fotoperiodo 16 h luz 8 h oscuridad. No detectado (ND). Diferencia
estadisticamente significativa con respecto a la etapa anterior p <0.01 (*). Los nimeros de la
densitometria en negritas indican las etapas donde se observa una relacién inversa entre
miRNA/blanco.
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miR397-LAC2

Los blancos de miR397 incluyen a varias lacasas (LAC2, 4 y 17 en Arabidopsis) que tienen dominios
de unién a cobre y estdn 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 funcidén. Algunos miembros de la
familia de lacasas en Arabidopsis participan en la formacion y remodelacién de la pared celular
(Ravet & Pilon, 2013). Se midi6 el nivel de LAC2 como blanco de miR397 en la regeneracién de
plantas de maiz (Fig. 21). Hay mayores niveles de LAC2 durante la regeneracién en oscuridad que
en luz en todos los lotes analizados, también hay niveles mds elevados en 6 meses que en 2 afios
(datos no mostrados). Los cambios de LAC2 son especificos para cada lote aunque en general son
niveles mas bajos en luz que en oscuridad. Esto tiene sentido, ya que el estrés se percibe diferente
entre lotes, sobretodo en lotes jévenes que son mas heterogéneos. A pesar de que miR397 tiene
un comportamiento muy similar entre los cuatro lotes analizados, LAC2 es muy variable. En cuanto

a la correlacion entre el miRNA y su blanco, estad es muy baja.
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Figura 21. Expresion del transcrito LAC2 y de miR397 durante la regeneracion de plantas a partir
de callos embriogénicos de maiz. Expresidn relativa de LAC2 medida por gRT-PCR y de miR397
medida por Northern-Blot y densitometria. Costefio de 6 meses (A-B). Costefio de 2 afios (C).
Tuxpefio de 2 afios (D). Porcentaje de hormonas 2,4-D y cinetina (H%). Plantula (P). Barras de
color, oscuridad. Barras blancas, fotoperiodo 16 h luz 8 h oscuridad. No detectado (ND). Diferencia
estadisticamente significativa con respecto a la etapa anterior p <0.01 (*). Los nimeros de la
densitometria en negritas indican las etapas donde se observa una relacidn inversa entre
miRNA/blanco.

Anteriormente se analizd la expresién de LAC4 como blanco de miR397 en callos de Tuxpefio de 2
afios y se encontré que casi no se expresa durante la embriogénesis somatica y la diferenciacion
de los embriones, pero si es detectado en la plantula coincidente con los menores niveles de

miR397. De tal forma, se puede concluir que miR397 esta regulando a varios blancos durante la

regeneracion de plantas y que la expresion de sus blancos depende de mas de un mecanismo.

miR398-SOD9

El blanco de miR398 que se analizo fue SOD9 (Fig. 22), el cual se validé por datos de degradoma en
maiz (Shen et al., 2013). Las superoxido dismutasas de cobre (CSD, SOD) son enzimas importantes

para destruir especies reactivas de oxigeno y se sabe que este tipo de estrés ocurre en los tejidos

50



con alta proliferacién (Ravet & Pilon, 2013). Los niveles de SOD9 también varian entre lotes, pero
son mas 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 Tuxpefio de dos afios, Costefio de dos afios y Costefio de 6 meses
(Fig. 22A, C, D), se observa una relacion inversa entre el miRNA y su blanco en oscuridad. A pesar
de ser un blanco validado en maiz, SOD9 no muestra un comportamiento inverso a los niveles de
miR398 en todas las etapas durante la regeneracién de plantas, lo cual implica que también es
regulado a otro nivel. En Arabidopsis miR398 puede regular a sus blancos (CSDs) a nivel de
inhibicidn de su traduccién (Beauclair et al., 2010), sin embargo, en maiz aln no hay evidencia de

gue miR398 esté implicado en regulacién a nivel traduccional.
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Figura 22. Expresion del transcrito SOD9 y de miR398 durante la regeneracion de plantas a partir
de callos embriogénicos de maiz. Expresion relativa de SOD9 medida por qRT-PCR y de miR398
medida por Northern-Blot y densitometria. Costefio de 6 meses (A-B). Costefio de 2 afios (C).
Tuxpefio de 2 afios (D). Porcentaje de hormonas 2,4-D y cinetina (H%). Plantula (P). Barras de
color, oscuridad. Barras blancas, fotoperiodo 16 h luz 8 h oscuridad. No detectado (ND). Diferencia
estadisticamente significativa con respecto a la etapa anterior p <0.01 (*). Los nimeros de la
densitometria en negritas indican las etapas donde se observa una relacién inversa entre
miRNA/blanco.
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miR408-GR1

En Arabidopsis la familia de miR408 tiene un sélo 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 maiz con un buen alineamiento son pocos (Chavez-
Hernandez et al., 2015) mientras que los blancos confirmados por degradoma tienen un pobre
alineamiento con el miRNA y no estan conservados con los de Arabidopsis. Se analizd6 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 mitdticamente activos como SAM vy
primordios florales de manera similar a genes relacionados al ciclo celular; ademads, AtGR1
responde a estrés genotdxico como radiacién gamma, y se piensa que bloquea las divisiones
celulares en células irradiadas previniendo su entrada a mitosis antes de haber reparado el ADN
dafiado (Deveaux et al., 2000). GR1 no se detectd durante la regeneracion de plantas a partir de
callos de Costefio de 6 meses (Fig. 23A-B). Sin embargo, esta presente en uno de los lotes de callos
de 6 meses (Fig. 23A). En los cultivos de dos afios GR1 es abundante tanto en callos como durante
la regeneracion (Fig. 23C-D), lo cual coincide con altos niveles de miR408 en cultivos viejos vs
cultivos jévenes. En callos de Costefio se observa una mejor correlacién entre los niveles de
miR408 y GR1, especialmente en oscuridad. Es interesante que GR1 no se encuentre presente en
callos jévenes, pero si en viejos y es posible que el cultivo por tiempo prolongado en altas
concentraciones hormonales cause un dafio al ADN (Neelakandan & Wang, 2012). Esto es muy
importante, porque dafos genéticos y modificaciones epigenéticas resultado del subcultivo en la
embriogénesis somatica originan variacién somaclonal no deseada en las plantas derivadas de un

mismo cultivo (Miguel & Marum, 2011).
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Figura 23. Expresion del transcrito GR1 y de miR408 durante la regeneracion de plantas a partir de
callos embriogénicos de maiz. GR1 no fue detectado en Costefio de 6 meses (A y B). (El) embrién
inmaduro. (N) control negativo. Pares de bases (pb). Expresién relativa de GR1 medida por gRT-
PCR y de miR408 medida por Northern-Blot y densitometria de Costefio de 2 afios (C). Tuxpefio de
2 afos (D). Porcentaje de hormonas 2,4-D y cinetina (H%). Plantula (P). Barras de color, oscuridad.
Barras blancas, fotoperiodo 16 h luz 8 h oscuridad. No detectado (ND). Diferencia
estadisticamente significativa con respecto a la etapa anterior p <0.01 (*). Los numeros de la
densitometria en negritas indican las etapas donde se observa una relacién 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 plantula. Este miRNA es el mas abundante en el embrién inmaduro y tiende a
aumentar en los embriones somaticos de maiz (Shen et al., 2012; Alejandri-Ramirez, 2015) y arroz
(Chen et al., 2011; Luo et al., 2006). Uno de los blancos predichos bioinformaticamente para
miR528 es SOD1A. En maiz el transcrito SOD1A se acumula principalmente en plantulas pero no en

embriones, ni en semilla germinante (Sekhon et al., 2011). SOD1A tiene diferentes niveles de
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expresién entre los cuatro lotes de callos aunque presenta el mismo patrén entre los cuatro lotes
durante la regeneracién en oscuridad, primero disminuye cuando se disminuyen las hormonas y
después aumenta cuando las hormonas son retiradas completamente, relaciondndose
inversamente con miR528 (Fig. 24). En luz, el comportamiento de SOD1A se parece mas entre los
lotes de dos afos (Fig. 24C-D). De 50% hormona a plantula en dos afios SOD1A tiende a subir,
mientras que en callos de 6 meses se mantiene sin cambio. Los menores niveles de SOD1A estan
en luz. En general hay una buena relacién 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 pequeiio en SOD1A.

A 1 26 05 16 1.5 0.7 B 1 0.9 1.1 21 1.4 0.6
R miR528 . —- miR528
4 A * 1.2 -
4] .
_% 5 | 1.0 «
B SR 3
5 2 Q 06 - Q
S Q Q
o Y 04 A s
L <
ND I—LI
o 00 | (1 ][]
H% 100 50 0 50 0 P H% 100 50 0 50 0 P
C D
1 1.3 0.7 1.2 0.7 07 1 36 17 34 09 0.4
e -~ miR528 A e e miR528
g 2.0 - . 6 - .
- 5
s 15 < <
c T 41 by
© | Q ] Q
z 1.0 ) 3 o
o by @\
=3 * 27
* l -J___.
0.0 4 —_ o C1 ™
H% 100 50 0 50 0 P H% 100 50 0 50 0 P

Figura 24. Expresidn de los transcritos SOD-1A y de miR528 durante la regeneracion de plantas a
partir de callos embriogénicos de maiz. Expresidn relativa de SOD-1A medida por qRT-PCR y de
miR528 medida por Northern-Blot y densitometria. Costefio de 6 meses (A-B). Costefio de 2 afios
(C). Tuxpefio de 2 afios (D). Porcentaje de hormonas 2,4-D y cinetina (H%). Plantula (P). Barras de
color, oscuridad. Barras blancas, fotoperiodo 16 h luz 8 h oscuridad. No detectado (ND). Diferencia
estadisticamente significativa con respecto a la etapa anterior p <0.01 (*). Los nimeros de la
densitometria en negritas indican las etapas donde se observa una relacion inversa entre
miRNA/blanco.

54



A | g WS S W% | miR528 B - miR528
2.5 1 1.2 -
*

g 2.0 1 1.0 A1 *
‘_‘5 i
© 15 - (§) 0.8 * (@)
5 & 06 - 3
o 1.0 1
£ * 04 1 *
o
x 0.5 A 0.2 A
& ,

00 J FLI 1 00 . |-_| —

H% 100 50 0 50 0 P H% 100 50 0 50 0 P

C D
1 13 07 12 07 07 1 36 17 34 09 04
e R R - miR528 e miR528

g 1.2 1 4 - "
£ 10 1 * 1
S 3
pus 0.8 A
c 9 « 3
S 06 A a 2 - aQ
1
Q_ 0.4 4 - "
L % ®

0.2 4 H

00 . |—r_| r-l |-1_| 0 |

H% 100 50 0 50 0 P H% 100 50 0 50 0 P

Figura 25. Expresion de los transcritos PLC y de miR528 durante la regeneracion de plantas a partir
de callos embriogénicos de maiz. Expresion relativa de PLC medida por qRT-PCR y de miR528
medida por Northern-Blot y densitometria. Costefio de 6 meses (A-B). Costefio de 2 afios (C).
Tuxpefio de 2 afios (D). Porcentaje de hormonas 2,4-D y cinetina (H%). Plantula (P). Barras de
color, oscuridad. Barras blancas, fotoperiodo 16 h luz 8 h oscuridad. No detectado (ND). Diferencia
estadisticamente significativa con respecto a la etapa anterior p <0.01 (*). Los nimeros de la
densitometria en negritas indican las etapas donde se observa una relaciéon inversa entre
miRNA/blanco.

Otro blanco de miR528 es PLC (Fig. 25). Las plastocianinas (PLC) son proteinas que unen cobre y
son esenciales para transferir electrones del complejo bgf del citocromo al fotosistema | (Abdel-
Ghany & Pilon, 2008). PLC es menos abundante a 0% hormonas en luz vs oscuridad, lo cual resulta
contrario a lo que se esperaria debido a que estd implicado en fotosintesis. Sin embargo, la
induccion de genes relacionados a la fotosintesis es independiente de luz durante la
embriogénesis de Arabidopsis (Spencer et al., 2007). En general, hay una correlacién menor de
miR528 con PLC que con SOD1A. Al igual que con los blancos de miR397, se muestra que la

regulaciéon de los blancos de miRNAs es diferencial y ocurre a distintos niveles durante la

regeneracién de plantas a partir de callos embriogénicos de maiz.
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Discusion

En los Ultimos afios varios estudios apuntan a la importancia de los miRNAs durante la
embriogénesis somatica 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 induccién de callos y entre callos embriogénicos y no embriogénicos, asi como durante
la maduracién y diferenciacién de los embriones somaticos. Sin embargo, tanto los patrones de
cambio, como los miRNAs involucrados son especificos para cada especie analizada. Por ejemplo,
en la embriogénesis somdtica de arroz miR171, miR390 y miR398 son expresados
preferencialmente en tejidos no diferenciados (Luo et al., 2006), mientras que en naranja estos
mMiRNAs estan enriquecidos durante el proceso de diferenciacién (Wu et al., 2011). Las diferencias
entre los tipos de protocolos usados para la embriogénesis somatica (hormonas, medios de
cultivo, tejido de explante), asi 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 especifica lo que ocurre en cada una. Este trabajo representa la primera
aproximacién para evaluar a los miRNAs y sus posibles funciones mediante la evaluacidon de
blancos seleccionados durante la regeneracién de plantas a partir de callos embriogénicos de

maiz. En la figura 26 se propone un modelo que resume lo observado en este trabajo.

El andlisis por separado de la reduccidon hormonal y de la luz durante la regeneracién de plantas de
maiz a partir de callos embriogénicos indica que los miRNAs responden mas a cambios hormonales
que a la luz. Shen y colaboradores (2013) analizaron el proceso de induccién de la embriogénesis
somatica en un hibrido de maiz (18-599R) en la presencia de 2,4-D. Estos autores sugieren que
miR164, miR169, miR528 y miR529 participan en la induccién de la embriogénesis somatica
mediante la regulacion de blancos involucrados en la sefializacién de auxinas y giberelinas. Lo cual
apoya la teoria de que los reajustes en la abundancia de algunas familias de miRNAs abundantes
en la embriogénesis somatica ocurren en respuesta a cambios en la concentracién de 2,4-D en el

ambiente.
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Al analizar a dos genotipos de maiz se observé que Tuxpefio es mds sensible que Costeno a la
reduccion hormonal en la modulacién de sus miRNAs. La respuesta diferencial se puede deber a su
diferente fondo genético, o bien puede ser resultado de una explicacion mads simple, como que las
masas embriogénicas de Tuxpefio son mas pequeiias y por lo tanto tienen mayor superficie de
contacto con el medio de cultivo. Por otro lado, en la embriogénesis somatica 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 mas 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 expresién de mRNAs blanco de miRNAs. En ese
sentido, se vid que la respuesta transcripcional de lineas de maiz B73 y Mo17 comparadas con las

de sus hibridos (B73 x Mo17 y Mo17 x B73) son diferentes (He et al., 2013).

La edad de subcultivo de los callos embriogénicos de maiz influye en la heterogeneidad del tejido y
por lo tanto en sus caracteristicas fenotipicas durante la proliferacién y regeneracion de plantas.
Los cultivos menores de un aio aldn no estan bien establecidos y eso se refleja en que tardan mas
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 mds tiempo de
proliferacién regeneran mas rapido, pero pueden llegar a acumular modificaciones genéticas y
epigenéticas resultado de la alta tasa de proliferacién celular debida a las hormonas (Miguel &
Marum, 2011; Neelakandan & Wang, 2012). Prueba de eso es que en cultivos de dos afos se
encontrd la expresion de GR1 relacionada a dafio del ADN (Deveaux et al., 2000). Por lo tanto,
seria conveniente establecer el momento adecuado para balancear las ventajas y desventajas de
la edad del subcultivo sobre la regeneracion de plantas de maiz. A partir de las observaciones que
se hicieron a nivel fenotipico en este trabajo en el laboratorio de cultivo de tejidos, el
establecimiento del cultivo con callos tipo Il es a partir de un afio de subcultivo y es mejor usar

callos embriogénicos de esta edad que de dos afios para regenerar plantas.

La respuesta de los miRNAs de estrés abidtico evaluados durante la regeneracion de plantas de
maiz fue la misma: miR408, miR528, miR398 y miR397 aumentan con la primera reduccién
hormonal y posteriormente tienden a disminuir conforme avanza la diferenciacion. Esto resulta
interesante, porque muestran un comportamiento inverso a lo que sucede en la induccion de la

embriogénesis somdtica de maiz (Dinkova & Alejandri-Ramirez, 2014; Shen et al., 2013). Ademas
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de que en cultivos prolongados tienden a aumentar (Dinkova & Alejandri-Ramirez, 2014),
coincidente con un mejor establecimiento de los embriones somaticos y un menor tiempo de
regeneracién. Por otro lado, los miRNAs relacionados a desarrollo miR156 y miR164 tienden a
aumentar en tejidos mas diferenciados en la regeneracién, mientras que en cultivos prolongados
de callos embriogénicos tienden a disminuir (Dinkova & Alejandri-Ramirez, 2014). Probablemente
el switch a embriones somaticos maduros este acompafiado de un aumento en los miRNAs
relacionados a estrés y una disminucidn 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 funcién de los miRNAs en la regeneracidon se evalud la abundancia de
algunos de sus mRNAs blancos. A pesar de que los miRNAs de estrés tienen un patrén
reproducible entre lotes, sus blancos muestran un comportamiento lote-especifico. Los transcritos
analizados estan relacionados a estrés oxidativo (LAC2, SOD9, SOD1A) y son abundantes en tejidos
en oscuridad, ademads de que es en esta condicion donde muestran una mejor correlacién con sus
respectivos miRNAs. El estrés es un estimulo ampliamente usado para inducir embriogénesis
somatica en varias plantas y de manera natural la organogénesis de novo sucede en respuesta a
dafio o estrés (Xu & Huang, 2014). El aumento de las hormonas también puede verse como un tipo
de estrés, al evaluar el transcriptoma en la inducciéon de la embriogénesis somatica de maiz se
observa un aumento en la expresién 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 diferenciacién durante la regeneracién 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 regeneracion.

Por otro lado, los transcritos de los factores transcripcionales SPL23 y CUC2, importantes para el
desarrollo del embrién (Nodine & Bartel, 2010; Preston & Hileman, 2013) y la formacién del SAM y
primordios (Gordon et al.,, 2007), tienden a disminuir en tejidos mas diferenciados en la
regeneracion y especialmente en luz, lo cual coincide con un aumento de sus respectivos miRNAs
(miR156 y miR164). La relacidn entre el par miRNA/mRNA blanco se observa principalmente en
luz. Por lo tanto, al igual que los miRNAs de estrés, existe una relacion mas notoria entre los

miRNAs y sus blancos en las etapas donde los miRNAs son mas abundantes. Otra prueba de eso se
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puede observar para miR159, el cual es uno de los miRNAs mds abundantes durante la
embriogénesis somatica de maiz (Shen et al., 2013; Alejandri-Ramirez, 2015) y a pesar de ser el
gue menos cambia durante la regeneracién, sus cambios se ven reflejados en la abundancia de su

blanco MYB138.

vAg
<] >
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»

Blancos Iu miRNAs de estrés _‘I Blancos
LAC2, SOD3, GR1, SOD1A, PLC miR397, 398, 408 y 528 LAC2, SODS, GR1, SOD1A, PLC
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Figura 26. Modelo de la expresién de miRNAs y sus blancos durante la regeneracion de plantas de
maiz a partir de callos embriogénicos. Los factores que afectan la regeneracidon son tanto
ambientales (régimen hormonal y fotoperiodo) como propios del callo embriogénico (genotipo y
edad de subcultivo). En oscuridad (luna) el maximo grado de diferenciacion es la organogénesis
(izquierda), y sélo cuando hay luz (sol) es posible regenerar plantas (derecha). La edad de
subcultivo influye en el tiempo de regeneracién 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 expresién de los blancos de miRNAs (flechas
amarillas). Tanto el genotipo como la edad influyen sobre la abundancia de los miRNAs (recuadro
verde claro) pero aun mas sobre la expresion de sus blancos (recuadro verde oscuro). Cuando los
miRNAs son mads abundantes tienen un mayor efecto sobre la abundancia de sus blancos (flechas
de inhibicidn gruesas). Los miRNAs relacionados a estrés siguen un patrén similar durante la
regeneracion 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 diferenciacién coincidente con menores niveles de sus blancos. El
miR159 y el miR168 son los que menos cambian durante la regeneracion y sus blancos no tienen
un patroén especifico de expresién durante este proceso.

Los miRNAs pueden regular a sus blancos por medio de su degradacion y/o inhibiendo su

traduccién. En plantas, es comun observar una correlacién inversa entre el miRNA y su mRNAs
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blanco, sugiriendo que la degradacién del mRNA es el mecanismo preferido. A pesar de eso, los
datos de secuenciacién masiva de RNAs pequefios y degradoma no siempre detectan a los
productos de degradacion de mRNAs blancos predichos o incluso validados (Liu et al., 2014; Shen
et al., 2013). Ademas, varios trabajos muestran la falta de correlaciéon 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 regeneracion de
plantas de maiz y esta correlacion parece depender tanto de la presencia de luz, como del
genotipo de los callos embriogénicos. Sugiriendo que la abundancia de los blancos de miRNAs esta

regulada por mecanismos adicionales.

Una posibilidad es la regulacidn a nivel transcripcional, probablemente por el efecto de la luz. La
luz regula la mayoria 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 estan los fitocromos que actyan principalmente a nivel
transcripcional. Los fitocromos transducen las sefales de luz mediante distintas vias de
sefializacion como la activacion de la fosforilacion de proteinas, activacion de proteinas
heterotriméricas de unién a GTP y la modulacién de mensajeros secundarios como Ca** y cGMP en
el citosol, asi como la interaccidn directa de los fitocromos con factores transcripcionales en el

nucleo (Chen & Chory, 2011; Kevei & Nagy, 2003).

Otra posibilidad es que la via 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 somatica de zanahoria y posteriormente decrece en la etapa de
embrion globular (Takahata, 2008). En el laboratorio se analizé cdmo se modifica la maquinaria de
RNAs pequefios durante la induccién y propagacion de callos embriogénicos de maiz y hay
diferencias importantes entre maiz Tuxpefio y Costefo (Juarez- Gonzalez, 2015), principalmente
durante la induccidn. El patron de expresién de AGOI1C es bastante distinto entre lotes durante la
regeneracion de plantas, sin embargo los cambios de AGOIC no reflejan necesariamente la
abundancia de la proteina AGO1, ya que en maiz existen mas genes que codifican a AGO1 cuyos
transcritos no fueron analizados. Por ejemplo en semillas de maiz con 24 horas de germinacion,

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). Seria interesante evaluar la abundancia de AGO1 y otros
blancos de miRNAs, asi como otros componentes de la via de miRNAs a nivel de proteina durante

la regeneracion.

También es importante sefalar que los miRNAs tienen multiples blancos y no se sabe cudles estan
siendo regulados preferencialmente durante la regeneracidn de plantas y la embriogénesis
somatica de maiz. Esto podria ser evaluado mediante un analisis global de degradoma (PARE,
parallel analysis of RNA ends), en el que se obtienen patrones de degradacidn de mRNAs al
acoplarse con secuenciacion masiva y permite asociar los patrones de degradaciéon a cortes
dirigidos por los miRNAs. Los blancos de un mismo miRNA son regulados de manera diferencial
como se observa para PLCy SOD1A, blancos de miR528, o para LAC2 y LAC4, blancos de miR397.
Cabe resaltar que miR528 estd enriquecido en fracciones poliribosomales en callos embriogénicos

de maiz (Juarez, V., 2014), lo cual sugiere que también puede estar actuando a nivel traduccional.

En conclusion, este trabajo es una aproximacion a la funcion de los miRNAs durante la
regeneraciéon de plantas de maiz por medio de la embriogénesis somatica. Se encontré el papel
diferencial que ejercen la luz y las hormonas sobre la respuesta fenotipica y molecular de los
embriones somaticos y también se observd que la respuesta depende del genotipo de maiz. En
este estudio han surgido mas preguntas que respuestas, que guiaran el consecuente estudio

molecular de la embriogénesis somatica de maiz.

Gracias al desarrollo del cultivo de tejidos y regeneracion de plantas a partir de embriones
somaticos, ha sido posible la transformacion y el desarrollo de la industria de la biotecnologia del
maiz por medio de su transformacién. Esta herramienta permitié el desarrollo de maiz transgénico
gue actualmente acapara alrededor de la mitad del mercado. Ademas de que sirve para el estudio
genético funcional de esta planta en investigacién basica y aplicada. Sin embargo, la eficiencia de
regeneracion de plantas a partir de embriones somdticos de maiz adn representa una limitante
para su transformacion (Bennetzen & Hake, 2009). Este trabajo, junto con otros desarrollados a la
par en el laboratorio, permitird comprender mejor las bases moleculares de la embriogénesis

somatica de maiz que eventualmente podrian llevar a su mejoramiento.
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Conclusiones

= La edad del cultivo de callos embriogénicos influye en el tiempo de regeneracién de

plantulas.

= laluz es un estimulo suficiente para regenerar plantas a partir de callos embriogénicos de

maiz.

= El comportamiento de los miRNAs y sus blancos durante la regeneracién es dependiente
del lote con el que se trabaje. Tanto la edad de subcultivo como el genotipo de maiz

parecen ser factores importantes.

= Los cambios hormonales afectan la expresion de miRNAs.

= Laluztiene un gran efecto sobre la acumulaciéon de los transcritos analizados.

= miR159 y miR168 son los que menos cambian durante la regeneracién de plantas y sus

blancos no tienen un patrén especifico de expresién durante este proceso.

= miR164 y miR156 tienden a aumentar conforme avanza la regeneracién, 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
patron de disminucidon durante la regeneracidn entre lotes, sus blancos muestran una

expresion lote-especifica.

= La mayoria de los mRNAs predichos como blanco de miRNAs tienen una expresidn que se
correlaciona parcialmente con los cambios en la abundancia de su respectivo miRNA. Esta
correlacién ocurre principalmente cuando los miRNAs son mas abundantes: en luz, para
aquellos relacionados a desarrollo, y en oscuridad, para aquellos relacionados a estrés.
Sugiriendo que la acumulacion de los blancos de miRNAs esta regulada a multiples niveles

durante la regeneracion de plantas.

62



Perspectivas

=  Paraver si los miRNAs analizados tienen un efecto sobre la expresién de sus blancos a otro

nivel, se propone analizar la abundancia de estos ultimos por medio de Western-blot.

= Para saber las principales funciones que son reguladas por los miRNAs durante la
regeneracién de plantas hace falta identificar y validar los transcritos blanco de miRNAs
que estan siendo regulados durante la embriogénesis somatica y regeneracion de plantas

de maiz de manera global mediante degradoma.

= Para entender como los niveles de miRNAs son modulados por las fitohormonas se podria
analizar si su maquinaria de biogénesis es modulada durante la regeneracién de plantas

por medio de secuenciacidon masiva y Western-blot.
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Anexo 1.

Genes que participan en la embriogénesis somatica de maiz

Tabla Al. Genes identificados en varias etapas de la embriogénesis somatica (ES) de maiz

Etapa de la ES Gen Descripcion Proceso Referencias
Induccién GST Glutatién-S-transferasa Respuesta a estrés oxidativo | (Salvo et
GLP Proteina tipo Germin Respuesta a estrés oxidativo | al., 2014)
Cyt P540 Citocromo p450 Respuesta a estrés oxidativo
CHT A1 Quitinasa Al Respuesta a estrés bidtico
Formacion del BBM Factor transcripcional Baby Proliferacidn celular, (Elhiti et al.,
embridn Boom embriogénesis cigotica 2013; Salvo
PIN Pinformed Transporte de auxinas, etal., 2014)
embriogénesis cigotica
SERK Receptor tipo cinasa de Transduccion de sefiales en
embriogénesis somatica la embriogénesis somatica,
embriogénesis cigotica
temprana
LEC1-2 Factor trancripcional Leafy Desarrollo embrionario
Cotyledon cigobtico tardio
wus Factor transcipcional Formacion de meristemos,
Wuschel embriogénesis cigotica
Mantenimiento CcLv Receptor tipo cinasa Clavata | Formacion de mesitemos
AGL15 Factor transcripcional Formacién de mesitemos
Agamous 15
Maduracion PEPCK Fosfoenol piruvato Metabolismo, fotosintesis (Che et al.,
carboxilasa 2006)
BGD Beta glucosidasa Remodelacién de la pared
celular
zZ1C Proteina de Desarrollo de la semilla
almacenamiento Zeina alfa
ATS1 Proteina especifica del Embriogénesis cigdtica
embrion, caleosin
Regeneracion PCNA Antigeno de proliferacién Ciclo celular
nuclear, Ciclina
HSP Proteina de choque térmico | Estrés abidtico
BG841274 | Proteina de unidn a clorofila | Fotosintesis
a/b 1
Ssu1 Subunidad menor de Fotosintesis
RuBisCO
LEA Proteina abundante de Embriogénesis cigbtica
embriogénesis tardia tardia, estrés osmatico
GLP Proteina tipo germin Respuesta a estrés oxidativo
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Medios de cultivo

Medio de iniciacion N6l

Sales N6 (Chu et al, 1975) y vitaminas del cocktail 20 (Loza-Rubio et al, 2008), 2 mg/L de acido 2, 4-
diclorofenoxiacético (2,4-D), adenina 10 mg/L, prolina 2.76 g/L, caseina hidrolizada 200 mg/L,
sacarosa 30 g/L y GelzanTM (Sigma-Aldrich) 3.3 g/L; se ajusté pH a 5,7 y antes de agregar el
GelzanTM se vacié el medio en un recipiente y cubrié con aluminio, se esterilizé a 120°C por 18
min. Después de esterilizar se dejé enfriar para posteriormente vaciar en cajas Petri (100 x 15 mm)
en condiciones estériles dentro de una campana de flujo laminar. El medio se dejo solidificar y se

guardd a 4°C hasta su uso.
Medio de proliferacién N6P

Sales N6 (Chu et al, 1975) y vitaminas del cocktail 20 (Loza-Rubio et al, 2008), 2 mg/L de &acido 2,4-
diclorofenoxiacético (2,4-D), cinetina (6-Furfurilaminopurina) 0.1 mg/ml, adenina 10 mg/L, prolina
2.76 g/L, caseina hidrolizada 200 mg/L, sacarosa 30 g/L y Gelzan™ (Sigma-Aldrich) 3.3 g/L. Se
ajustd el pH a 5.7 antes de agregar el Gelzan™; se calentd suavemente para disolver el Gelzan™y
se vacié 30 ml del medio en frascos de vidrio tipo Gerber 22 etapa, se cubridé cada vaso con una
tapa de polipropileno y esterilizé a 120°C por 18 min. El medio se dejo solidificar y se guardd a 4°C

hasta su uso.
Medio MS para crecimiento de plantulas

Sales y vitaminas MS (Murashige & Skoog, 1962), 30 g/L de sacarosa, 3.3 g/L Gelzan™ (Sigma-
Aldrich). Se ajusté el pH a 5.7 antes de agregar el Gelzan™; se calenté suavemente para disolver
el Gelzan™ y se vacié 30 ml del medio en frascos de vidrio tipo Gerber 32 etapa, se cubrié cada
vaso con una tapa de polipropileno y esterilizé a 120°C por 18 min. El medio se dejo solidificar y se

guardd a 4°C hasta su uso.
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Regeneracion en fotoperiodo sin cambios hormonales

Tuxpefio 18 meses

Costefio 18 meses Costefio 6 meses Tuxpefio 6 meses

Figura Al. El estimulo de la luz es suficiente para la regeneracion de plantas a partir de callos
embriogénicos de maiz. Callos embriogénicos de maiz Costefio y Tuxpefio 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 concentracidn de 2,4-D ni cinetina. Después de 6 semanas de inicio de la regeneracién se
obtuvo la primera plantula para Tuxpefio de 18 meses y se transfirié a medio MS.
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Maize miRNA and target regulation in
response to hormone depletion and
light exposure during somatic
embryogenesis

Elva C. Chavez-Hernandez, Naholi D. Alejandri-Ramirez, Vasti T. Judrez-Gonzdlez and
Tzvetanka D. Dinkova ™

Dgpartamento de Bioguimice, Facuwitad ae Quimica, Universigad Nacional Autdnoma de Mésoco, Meaweo City, Mexioo

Maize somatic embryogenesis (SE) is induced from the immature zygotic embryo
in darkness and under the appropriate hormones’ levels. Small RNA expression is
reprogrammed and certain miRMNAs become particularly enriched during induction while
others, characteristic to the 2ygotic embryo, decrease. To explore the impact of different
environmental cues on mMIRMNA regulation in maize SE, we tested specific miBNA
abundance and their target gene exprassion in response to photoperiod and hormone
depletion for two differant maize cultivars (WS-535 and H-585). The expression levels
of miR156, miR159, miR164, miR168, miIR397, miR398, miR408, miR528, and some
predicted targets (SBP23, GA-MYE, CUC2, AGOT¢, LAC2, S0D3, GR1, SODTA, PLC)
were examined upon staged hormone depletion in the presence of light photoperiod
or darkness, Almost all examined miRNA, except miR159, increased upon hormone
depletion, regardiess photopenod absence/presence. miR528, miR408, and miR398
changed the most, On the other hand, expression of miBNA target genes was strongly
regulated by the photoperiod exposure. Stress-related miRNA targets showed greater
differences between cultivars than development-related targets. miBNA/target inverse
relationship was more frequently observed in darkness than light. Interestingly, miRE28,
but not mif159, miR168 or miR388, was located on polyribosome fractions suggesting
a role for this miBNA at the level of translation, Owverall our results demonstrate that
hormone depletion exerts a great influence on specific mIRNA expression during plant
regeneration independently of light. However, their targets are additionally influenced by
the presence of photoperiod, The reproducibility or differences observed for particular
miRMNA-target regulation between two different highly embryogenic genotypes provide
clues for conserved miRMNA roles within the SE process.

Keywords: hormone depletion, maize, miRNA, photoperiod response, polyribosomes, somatic embryogenesis

Introduction

Maize (Zea mays L.} is one of the most important widely cultivated cereal crops, used as valuable
source for human food, livestock feed, and raw material for the industry (Huang et al, 2002),
Besides its agricultural and economic relevance, it has been a major model system in plant genetics
and improvement. Common methods for maize transformation involve a process known as somatic
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embryogenesis (SE). SE begins with callus induction, a process
characterized by re-organization and re-structuring of somatic
cells in the presence of the synthetic auxin 2,4-D (Zimmerman,
1993), The second step of SE is plant regeneration. Plants can
be regenerated when somatic embryos are depleted of external
hormones and are éxpmed [ 4] Pl‘lf‘:lﬂ]fiél‘iﬁd (Garrocho-Villegas
et al, 2002 SE has been advantageously used in many plant
species for clonal propagation, plant transformation and genetic
improvement {Stasolla and Yeung, 2003).

Plant regeneration through maize SE was first reported by
Green and Phillips (1975) using immature embryos as the
initial explant. Various conditions for callus induction and
plant regeneration have been tested since then, encountering
the embryogenic potential highly dependent on explant and
maize genotype used (Obert et al, 2009; Shen et al,, 2012}, The
immature embryo’s developmental stage and size, usually from
12 1o 18 days upon pollination, appear as particularly relevant
to generate embryogenic callus type I1 associated with high plant
regeneration frequency over long subculture periods (Armstrong
and Green, 1985), A few inbred lines have been reported
with gm'l-d rmbr}rugt:nic pohmtial (A rmstrong and Green, 1991;
Jakubekova et al,, 2012; Shen et al., 2012). Creole varieties VS-
535 and H-565 (Costeiio mejorado), derived from the germplasm
of Mexican landrace Tuxpeo, are highly embryogenic and their
plant regeneration frequency could be maintained for over 2
years of subculture {Garrocho-Villegas et al,, 2012). However,
while ¥5-535 has been successfully used for more than 15 years
in tissue culture, H-565, released in 2008, has shown variable
behavior in callus proliferation and plant regeneration responses
through SE.

The mechanisms underlying gene activation/repression in
the SE process have been poorly characterized (Salvo et al,
2004} Recently, a growing number of reports evidenced
essential regulatory roles for microRNAs (miRNAs) in plant
developmental and differentiation processes, including zygotic
cmhr}-'ug:ncsis (Nodine and Bartel, 20010; Willmann et al, 2001}
hormene signaling (Gue et al., 2005; Reyes and Chua, 2007) and
stress response (Sunkar and Zhu, 2004), MicroRNAs are small
21-22 ot RNAs derived from longer precursors by Dicer-like
(DCL) endonuclease activity and recruited to protein complexes
by Argonaute (AGO) to target specific mENA repression, either
through degradation or translation inhibition (Llave et al,, 2002;
Lietal, 200 3b).

In the past few years, several publications reported the miRNA
presence/regulation during plant SE {Luo et al, 2006; Zhang
et al,, 2010, 2012; Chen et al, 201 1; Wu et al,, 2011, 2005; Li
et al., 2002; Shen et al,, 2002, 20103; Lin and Lai, 2003; Qdao and
Niang, 2013 Yang et al., 2013), Most of these reports used a
high-throughput sequencing technology to compare the presence
of conserved and species-specific miRNAs in the embryogenic
callus (EC) before and during different stages of SE. Owverall,
an up-regulation of specific miRNAs was observed at particular
stages of the somatic embryo differentiation. For most of the
analyzed plant species, the proliferative embryogenic callus is
characterized by low expression of many miRNAs related to
flowering and leaf development, while stress-related miRNAs
are increased in comparison to the original explant. Although

mikNA expression patterns are altered upon callus induction,
between embryogenic and non-embryogenic callus, as well as
during SE and differentiation, the enriched or decreased miRNA
species are particular for each of the plant species analyzed.
Therefore, it is important to approach the miRNA regulation
in the context ol each plant SE system, taking inlo account the
specific conditions and genotypes used in dedifferentiation as
well as in plant regeneration induction.

Shen et al. (201%) analyzed by deep sequencing miRNA
expression patterns upon callus induction from the maize
inbred line 18-5949R. They identified miR528, miR156, miR166,
miR168, miR3%0, mik164, mikR167, miR3I9E, mik397, milR408,
and miR319 as the most abundant during dedifferentiation.
These miRNAs increased as the embryos were dedifferentiated
into calli, with the exception of miR166 and miR167 that
decreased. A degradome analysis indicated that most of their
targets are involved in hormone signaling transduction pathways.
In a previous study performed on VS$-535-derived EC, we found
that development-related miRNAs such as miR156, miR159,
miR164 and miRI68 decreased as the length of subculture
increased, while stress-related miRNAs such as miR397, miR398,
miR408, and miR528 remained highly expressed (Dinkova and
Alejandri-Ramirez, 2014). However, the regulation on miRNA
expression and their target mRNAs has not been explored in
maize plant regeneration through SE. In this study, we addressed
the impact of light exposure and hormone depletion as plant
regeneration cues on maize miRNA levels and target gene
expression. Taking into account the relevance of maize genotype
on plant regeneration success through SE, we investigated how
general the observed changes were by comparing two closely
related cultivars, V5-535, and H-565.

Materials and Methods

Callus Induction and Subculture

To induce embryogenic callus type 11, immature embryos were
collected at 15-18 days after pollination from two closely
related maize cultivars, V5-535 and H-565. These cultivars have
been derived from the Tuxpenio landrace germplasm (Marques-
Sanchez, 2008), Tuxpeno {V5-535) was previously shown to
display high embryogenic potential during in vitro culture
(Garrocho-Villegas et al, 2012), while Costefio mejorado (H-
565) was introduced more re:.c::nil}' (Marques-Sancher, 2008)
and its behavior in tissue culture has been variable (unpublished
data). The ears from the middle part of the husk (similar
developmental conditions) were gently washed, first with 70%
ethanol (1 min}; then with 50% bleach solution {15 min); and
three times with sterile deionized water. Next, the immature
embryos were dissected and placed on a Petri dish with
sterile deionized water and 1 g L7 Cefotaxime, Thirty embryos
lembryo axis side down) were placed per Petri dish on N6l
medium {Supplementary Material, Data sheet 1) and maintained
for 3 weeks under darkness at 25 4 2°C. Upon this time, pro-
embryogenic masses were selected for subculture on proliferation
medium N6P (Supplementary Material, Data sheet 1). Every 3
weeks the embryogenic callus was subcultured on fresh NeP
medium.
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To test the effects of hormone depletion and light on miRNA-
mediated regulation during plant regeneration, the embryogenic
callus was subjected to stage hormone depletion under darkness
or light photoperiod (16 h light/8 h dark). During the first stage,
the 24-D and kinetin concentrations were half-reduced and
during the second stage (2 weeks after the first regeneration
subculture) hormones were omitted from NaP. Samples were
collected | week upon each subculture and stored at —=70°C
until used. Three biological samples were collected from each
stage for RNA extraction. Regenerating callus was maintained on
N&P devoid of hormones with every 2 weeks-subcultures until
plantlets appeared under photoperiod. Plantlets were subcultured
on MS medium (Murashige and Skoog, [9621; Supplementary
Material, Data sheet 1).

Total and Polysomal RNA Isolation

Total RNA was isolated from triplicates with Trizol reagent
(Invitrogen, USA) according to the manufacturer’s instructions.
For polyribosome fractionation 5 g of embryogenic callus were
pulverized in liquid nitrogen with mortar and pestle. The powder
was suspended in 25 mL of lysis buffer (200 mM Tris-HCl pH
8.5, 50mM KCl, 25mb MgCly, 2 mM ethylene glycol tetra-
acetic acid and 0.05mg mL~! cycloheximide) and clarified by
centrifugation at 15,000 rpm for 15min. The supernatant was
layered onto 4 mL sucrose cushion buffer {50 mM Tris-HCI pH
8.5, 25 mM KCI, 10 mM MgCls, 60% sucrose and 0.05 mg mL™!
cycloheximide) and centrifuged at 45,000 rpm in a 75Ti rotor
[Beckman Coulter, Mexico City, Mexico) for 3h to concentrate
ribosomes. The ribosomal pellet was suspended in 0.5mL of
DEPC water, layered onto 15-60% continuous sucrose gradient
and centrifuged in SW-40 rotor (Beckman) at 36,000 rpm for
2.0h. Fractionation and absorptivity at 260 nm of the gradient
was performed in an Auto Densi-flow system (Labconco, Kansas
City, MO, USA) connected to Econo UV Monitor EM-1
{BioRad), RMNA was isolated from each fraction as described
previously (Martinez-Silva et al, 2012). The RNA quality was
tested by agarose gel electrophoresis and the concentration was
measured with Nanadrop,

Northern Blot

Ten micrograms of total RNA were separated by electrophoresis
on 15% polyacrylamide gels including 7M urea, transferred
to Hybond-N+ membranes (GE Healthcare Life Sciences,
USA) and hybridized in ULTRAhyb™.Oligo hybridization
buffer {Ambion, USA) with oligonucleotide probes for each
miRNA (Supplementary Material, Table S1) end-labeled with
[y-32PJATP (PerkinElmer, USA) by T4 polynucleotide kinase
(NEB, USA).

miRNA Target Prediction

Targets of zma-miRNAs were predicted by psRNATarget
program (http://plantgrn noble.org/psENATarget/} with defanlt
parameters (Dai and Zhao, 2001, excepl for the Maximum
expectation parameter which was set at five to get a higher
prediction coverage. The selected genomic library for the target
search was: “Zea wmays (maize), transcript, NSF-funded Maize

Genome Sequencing Project, Release 5a, filtered set.” Target
gene descriptions were retrieved from biomart (Kaspreyk, 2011),
Some of the predicted miRNA targets (Supplementary Material,
Table 52) were chosen to evaluate their expression levels during
plant regeneration (Table 1) according to the following criteria:
(1) appropriate miRNA:larget pairing in the seed region; (2)
annotation of the target as protein coding transcript; and (3)
experimental evidence as miRNA target in maize and/or in other
plant species.

gRT-PCR

Total RNA was extracted from two independent biological
samples, treated with RQ1 RNase-Free DNase (Promega,
USA) and reverse-transcribed using the ImProm-11™ reverse
transcription system {Promega, USA). Each BNA sample was
reverse-transeribed in two replicate reactions. Quantitative PCR
(qPCR}) was performed on the two biological samples for
each genotype with three technical replicates per cDNA, using
the Express GreenER qPCR reagents (GE Healthcare Life
Sciences, USA) in a 7500 Real-time PCR System (Applied
Biosystems, USA). Specific primers for qPCR were designed
using Primer3Plus (Untergasser et al, 2007) and are available
in Supplementary Material, Table 53. Relative abundance was
calculated using the 2722 method (Livak and Schmittgen,
2001). Target levels were normalized by rRINA 185 as internal
housekeeping control and then compared to the levels found
for the initial tissue (100% hormones, darkness). qRT-PCR fold-
change data were summarized as Mean + Standard Error. The
results obtained for each condition were compared performing
a two-way (light »x hormone)-ANalysis Of VAriance (ANOVA).
The significance of mean difference within and  between
the groups was retrieved using Tukey Honestly Significance
Difference (HSD) at P < (.05,

Results

Plant Regeneration through Somatic
Embryogenesis

Staged hormones depletion combined with light photoperiod
promotes plant regeneration through SE in maize {Jakubekova
et al, 2012; Garrocho-Villegas et al, 2012). Both signals exert
important effects at molecular, biochemical, and physiological
levels leading to a developmental switch from highly proliferating
dedifferentiated tissues to fully differentiated plantlets. In
agreement with this, clear morphological changes were observed
upon hormone depletion in both, light photoperiod and
darkness (Figure 1). Particularly, globular compact structures
appeared at 50% hormone {2,4-D and kinetin) reduction in
light and 0% hormones in darkness (Figure 1E and Figure 1C,
respectively). The light presence rapidly (= 24 h) induced
pigment deposition in the callus. For both conditions, the
globular structures became elongated, but while under light they
eventually resulted in plantlets, in darkness only organogenesis
was appreciated (Figure 1G vs, Figure 1D). Fully developed
plantlets were derived from 2 years-subcultured EC at 6-7 weeks
upon hormones depletion for both, ¥5-535 and H-565. However,
qualitative differences during plant regeneration were evident
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TABLE 1 | Analysis of mifINA targets.

mifNA Target Description Hybyrid E UPE
miR15Ea-5p GRMZM2G126018_TOY Squarasa pramales Liring Bl transcription miENA CACGAGUGAGAGAAGECAGT 1 18.45
factar iamily, protein isatorm 1 (SBR23] g1t H
Tacget GURECUCUCRCUCTICUGUCHA
miR1s%-3p  GAMIMIGIIgeR8_To) Zoa mays GAMYE transcription factor miRNA 25 17184
Target
mif1Eda-5p  GRMEM2G395453_Ta) CUCE, Putathe NAC domain transcriphon miRNA 1 17 a8
factar suparfamily
Target
mif188a-5p GRMEMAGII9455_ TN Asganaute-ike protein miRHA a5 19,106
Target
miRA%a-5p GRMZM2G16TE2_TY LACE: Mulbcopper oxidass, Laccass, mikHA GUAGHDGCGACEEEAEIUASY 3 23155
Cagarackixin D :
Target CHUCARG
miR3%&a-3p GAMZM2E058522_TO S0D-44; Superostide dismutase; [Cu-Zi 4P miRHA a5 17156
SO0
Targat
miR408a GRMI2GE384327_TO3 Jaa mays gamma respanss | protein mLENA 3.5 21422
Target GUGAGARGAAGAGGCCGIGCRG
miRG2&a-Sp GAMEM2G 1 06228_TOH S00-14; Superoride disrmutase [Cu-Zn| MLENA GAGEAGACGUALGEEEARGEY 25 11,294
Tacget
miRGZEa-5p GRMZM2G107362_TOH Plastocyarin-ile Blue {iype 1) conper oo MiFNA 25 18145
binding proten
Tacget

A gt wiane ool e’ with pefhdtromt bfoedindantor, otk orpiosRtATargerl. The Expectation (5] vale mdars do the scome of complamertarnty betwoen sach miRhg and
targed Iranscapt. The LinEawr Srevgy (LPE) vt refers fo S orieroy revpuisd o soconciany strehure meting arouna te lovoed s, A owor LPE imoles higher posshiiy for esliabishng

& porrtac Defween miEh and fangel mPNA, a5 wal as for AGO-meciiod ciguege

between these genotypes. For instance, the greenish color was
more intense for V5-535 callus and a greater proportion of
plantlets were obtained per gram of tissue for this variety (data
not shown ).

Specific miRNA Expression Is Mostly Affected by
Hormones Depletion
Previous studies in maize long-term subcultured EC indicated
that miR156, miR159, miR164, miR168, and miR319 importantly
reduce their levels in subcultures maintained for more than
18 months (Dinkova and Alejandri-Ramirez, 2014), On the
other hand, the stress-related miR397, miR398, miR408 and
miR528, become enriched upon callus induction and remain
at high levels once the proliferation is established. This is in
accordance with the proposal that specific miRNA expression
in the undifferentiated EC associates with their proliferation
maintenance, suggesting a switch from this expression pattern
during plant differentiation (Luo et al, 2006). To evaluate
which stimulus promotes miRNA expression changes, we tested
the effect of hormone depletion in darkness or light for two
independent maize 2 vear-subcultured EC, owing that only in the
presence of light plant regeneration could be achieved.

In VS-535-derived EC, most of the analyzed miRNAs
increased in response to hormone half reduction (50%),
regardless the presence of light (Figure 2A; lanes b and d).

Although similar behavior was observed in H-565-derived callus,
fold changes with respect to 100% hormones were distinet if
compared to VS-535 (Figure 2B), For instance, at least two-fold
mcrease in mik156, miR164, miR168 and miR408, was observed
n V5-535, 50% hormones, while a modest 1.2-1.4-fold increase
ander the same conditions was evident for H-565 (Figure 2
and Supplementary Material, Figure 51). The next stage, 0%
aormones, implied a sharp reduction for most miRNAs in VS-
335, while in H-565 the reduction was lower or not observed
depending on the miRNA. The levels of miR156 and miR164
decreased by three-fold {with respect to 50% hormones) for VS-
335, but showed no change for H-565 (Figure 2, lanes c vs. b
and e vs. d). Curiously, miRNA levels in the initial tissue (100%
aormones) at 2 year-subcultures were also different between
maize genotypes (data not shown). The effect of hormone
depletion on miRNA expression was greater in the presence
of light, at least for VS-535. miR398 decreased almost by 40-
fold between 50 and 0% hormones in V5-535 against a modest
wo-fold decrease in H-565.

An exemption to most miRNA expression patterns was
miR159, showing little or ne change in response to hormones
depletion in both cultures. In addition, while miR168 importantly
mereased {around two-fold) in 50% hormones for V5-535, it
remained at similar levels for H-565. Regarding the differences
observed between genotypes, it is important to stress out that
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FIGURE 1 | Maize plant regeneration through somatic embryegenesis
{SE). Emiryoaenic calkis (A}, demed fram WS-535 or H-565 meze cultivars,
was subculbured on N&F medurm with haif the homone [2.4-0 and kinsting
concentration (B,E) ang 2 waeks kxar an NEP madium withoul hesrnenes
{G.F). Further subcultures were performed svery 2 weehks until plant

regeneration was achimed, Cultures ware kepl in darkness (A=D) or undker 8
photaperkad af 16 h ight 8 h cark (E-G). Organcgenesis was obsenved n
darkness D) while in photoperiod plantiets were formed (G). Plantksts wene
subcullurad on MS medium, Tiesue wias coliected 1 wesk alter tha
aubcultire.

tissues cultured in vitro are highly heterogeneous. Although for
RNA analysis, EC was always sampled a week upon subculture,
and visibly embryogenic differentiating tissues were selected, the
heterogeneity inherent to cach cultivar could not be avoided. The
miRNA expression levels achieved during hormone depletion
were maintained or further decreased in plantlets regenerated
from VS§-535 (Figure 2, lane [). Particularly, the stress-related
miR397, miR398, miR408, and miR528 showed about two-fold
reduction in V5-535 fully developed plantlets with respect to
dedifferentiated tissues (100% hormones). However, in H-365-
derived plantlets miR397 and miR398 remained expressed at
higher levels.

Light Is a Major Stimulus Affecting
Development-related miRNA Target Levels
during Maize SE

Several of the miRNA targets analyzed in this study (SEP23,
GAMYSE, CUC2) encode for transcription factors known to
participate in plant developmental switches including zygotic

embryogenesis (Table 1). Others represent enzymes involved
in plant stress response (targets of miR397, mil398, miR408,
miR328) or the miRNA biogenesis pathway itself (miRI68).
According to this, we separated the results from gRT-
PCR in development-related and stress-related miRNA targets
(Figures 3, 4). The levels of GRMZAM2G039455_T01, an AGO-
like transcript also termed AGONIT or AGOIe (Qian et al.
2011} were considered within the development-related targets,
but according to its proposed function in miRNA biogenesis it
actually corresponds to any of the subdivisions.
Development-related target mRNA levels displayed mostly
contrasting behavior between darkness and photoperiod, The
Squamosa Promoter Binding protein (SBP)-like transcript
GRMZM2G126018_T01 (SBP23) targeted by miR155 showed
significantly higher levels upon hormone half reduction under
darkness than in the presence of light (Figure 3, b-c vs. d-e).
Under darkness, SBP23 inversely mirrored milt156 changes due
to hormone depletion (Figure 3A, lanes b-¢; and Figure 3B,
lanes a—b}. However, its levels were higher in this condition
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FIGURE 2 | Changes in miRMA levels ocour upoen hormone deplation
under both, darkness and photoperiod conditions. Marlherm Blot assays
wee peromed 10 evaluste miRMS abondancs during plant eoeneration from
somatic embryos in teo maize culthars: V5-536 (A) and H-565 (B). Morthem
kot sgrals wane acquined by densitametry and normalized actordng to 55
rRlA {Supplementary Materisd, Figure 51). The velue comeasponding to EC in
100% hormonas (2.4-0 and kineting was set as 1. Fold changes in 505
Pomoees (o, o)) 09 hormanes (e, &) and plantiet () with respect 10 100%
Pomonea were plotted on charts.

than in the presence of light. Such behavior correlates with
the differentiation status of the tissue and with major influence
of light on SBP23 expression. Since miRNA changes were
essentially similar between darkness and light, but levels of the
target displayed significant differences between these conditions,
additional levels of regulation are likely operating to down-
regulate SEP23 during differentiation. Although we only tested
one SBP-like target of miR156, 11 out of 26 SBP-like maize
genes were predicted as targets for this miRNA, all of them
exhibiting the same target sequence as SBP23 {Supplementary
Material, Table 52). Targeting of SBP-like transcripts by mil156
is highly conserved in plants {(Rhoades et al, 2002 Xie et al,
20046 Gandikots eval., 2007) and has been reported as relevant for
vegetative to reproductive phase changes and plastochron length
{Wu and Poethig, 2006; Wang et al., 2008). For maize, it has been
shown that miR156 gene family overexpression renders plants
with increased number of leaves and delayed flowering (Chuck
etal, 2007).

Similar to SBP23, a miR164 previously validated target,
GRMZM2G393433_T01  (NAC-domain  transcription  factor
CUC2 or NACIOZ, Zhai et al., 2013; Liu et al., 2014) was more
abundant in darkness than light for either genotype (Figure 3,
lanes a-c). However, while for H-565 the miRNA/target levels

followed an inverse tendency with a consistent decrease of
CUC2 upon hormone removal and light exposure, for V8-535 a
correlation was observed only under light {Figure 3A, lanes d-f).
Global transcriptome analyses indicated that CUC2 expression
was restricted to immature inflorescence and ear in maize
(Sekhon et al, 2011; Fan et al, 2014), Therefore, it is interesting
that during SE this transcript was particularly abundant at 100%
(H-565) or 50% (V5-535) hormones in darkness, both stages
characterized by undifferentiated tissues (Figure 1),

Although miR159 and miR168 displayed slight changes
in response to plant regeneration stimuli, their target levels
(GRMZM2G139688_T01, Giberellic Acid-responsive MYB, GA-
MYB for miR159 and GRMZM2G039455_T0l, AGOIc for
miR168) showed significant fluctnations at least for (% hormones
in darkness and photoperiod (Figure 3, lanes ¢ and e). For
both genotypes GA-MYEB levels increased at 0% hormones in
darkness, while strongly decreased for the same condition in
light photoperiod. This correlates with the observation of drastic
morphological changes in somatic embryos (Figure 1), miR159 is
one of the most abundant miRNAS in maize EC (Shen etal, 2013)
and its levels change the least (Figure 2). Nevertheless, an inverse
correlation between GA-MYB and slight miR159 fluctuations
were usually observed for H-565 and to a lesser extent for V5-535,
suggesting that miR159 expression during SE might be important
to keep GA-MYB levels low when not needed, Regarding normal
maize plant development, GA-MYE expression has been detected
in 24h germinating seed and during seed development in the
endosperm and pericarp, in meiotic tassel and inanthers (5ckhon
et al,, 2011} In addition, miR159-mediated regulation on MYB
transcripts might depend on the tissue and developmental stage,
at least in Arabidopsis (Woodger et al,, 2003; Alonso-Peral et al,
2012).

miR164 is known as master regulator of the general miRNA
pathway since it is required for fine-tuning the AGO1 levels in
Arabidopsis (Vaucheret el al, 2006), In maize, at least five AGO!
putative genes were previously identified (Qian et al, 2011} in
contrast to only one AGOI encoding gene in Arabidopsis. AGOIc
shows the greatest identity with the Arabidopsis AGO! homaolog
and has conserved the miR168 target sequence (Table 1), Similar
to miR156 and SBP23, there was poor correlation between
miR168 and AGO ¢ transcript levels. While the greatest increase
in miR168 was observed for ¥5-535 at 50% hormones under
photoperiod, AGOIe levels reached a two-fold increase in the
same sample (Figure3A, lane d). It was then decreased by
four-fold at 0% hormones under the same condition when also
miR168 decreased (Figure 3A, lane e). A greater reduction in
this AGO!e transcript was observed for H-565, 0% hormones
and photoperiod (25-fold) without accompanying changes in
mil168 (Figure 3B, lane e). This suggests a complex regulation
on miRNA biogenesis in maize, probably involving additional
AGO1 isoforms during plant regeneration.

Targets of Stress-related miRNAs Display
Essentially Contrasting Patterns between Maize
Genotypes during SE

Stress-related miRNAs are highly expressed in the process
of EC induction for one Chinese maize genotype (Shen
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FIGURE 3 | The abundance of development-related miANA targets
is greatly affected by lght presence during mailze plant
regenaration through SE. Transcrpt levels of development-relatad
miFMNA, fargets wers analyzed by qAT-PCA In the same samples as
miRMAs for WE-535 (A) and H-565 (B). The 185 rAMA was uesd as
mmherance control and plodted values reprasant the expression of aach
mANA redative to 100% hormenes {a), Foid changes are shown
accordingly for 1% hormones o, di; 0% hormones ic, &) and planthet (f).
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2013), Stress has been also regarded as one of
the main stimuli promoting dedifferentiation as well as SE.
Major targets for stress-related miRNAs are copper proteins,
multi-copper oxidases, superoxide dismutases and laccases

et al

(Tones-Rhoades and Bartel, 2004; Yamasaki et al., 2007; Abdel-
Ghany and Pilon, 2004), Here we tested the mBENA levels for
maize GRMZM2GI46152_T01 (laccase-like, LACZ) as target for
miR397, GRMZM2G058522_T01 (50D9) as validated target for
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miR3I98 (Shen et al, 2013), GRMZM2GI06928_T0I (SOD-1A)
and GRMZM2G107562_T01 (plastocyanin-like protein, PLC)
ai targets for miR528, and GRMZM2G384327_T03 (Gamma
Response 1 protein, GR1), as previously predicted miR408 target
(-4 et al, 2013a), It is worth mentioning that although stress-
related miRNAs have been identified as very highly expressed
during germination, immature embryo dedifferentiation and
siress-response, their target identification has remained elusive
in maize. Our selection included both, validated and predicted
targets according to the properties indicated in Table 1.

The level of miR397 target, LAC2, showed contrasting changes
between V5-535 and H-565 genotypes throughout hormone
depletion. For VS-535, it increased upon 50% hormone reduction
under darkness or light (to a lesser extent), and remained
unaltered after complete hormone removal (Figure 4A). On the
contrary, for H-565 it was strongly reduced in 0% hormones,
darkness or light (Figure 4B). For other stress-related miRNA
targets, such as SOD9 (miR398), SODIA (miR528) and GRI
(miR408), lower levels were also detected in H-565 than in VS-
535, particularly in differentiating tissues under light (Figure 44
vs, Figure 4B, lanes ¢ and (), There was poor correlation between
mik397 and LAC2 levels for either of the embryogenic cultivars,
suggesting this transcript is regulated by additional mechanisms
during plant regeneration. We observed an inverse correlation
between miR3B (increase) and SODP (decrease) upon 50%
reduction in hormones for both cultivars in darkness, but only
for H-565 in light (Figure 4A vs. Figure 4B). This indicates even
for a validated target it is difficult 1o find strong miRNA/target
correlation under light, particularly upon full hermone depletion.
Similarly, SODIA showed a clear inverse correlation with
miR528 levels for both, V5-535 and H-565, in darkness bur
not in light (Figure 4, upper panels corresponding 1o miR528),
Ii is interesting to notice that although SOD9 and SOD-1A
cutalyze the same reaction, their high and differential transcript
expression supports a non-overlapping function in maize plamt
regeneration through SE. Similar to other stress-related miRNA
targets, GRI levels were different between the tested maize
genotypes (Figured4). 1t increased upon hormone depletion
in darkness or light for VS-535, while strongly decreased in
the presence of light for H-565 (Figure 4A vs. Figure 4B). A
correlation between GRI and miR408 was observed for H-565,
but not for V5-535, suggesting this target regulation during SE
could be genotype-specific,

miR528 is one of the most abundant, stress-related miRNAs
in SE for maize (Shen et al., 2003), rce (Luo et al, 2006; Chen
el al, 2001), and citrus (Wu et al, 2015). In our miR528 target
prediction analysis, several copper-binding protein encoding
transcripts, many uncharacterized genes and even transcription
factors were found (Supplementary Material, Table 52). Taking
into account the expected relevance for miR528-mediated
regulation in SE, we tested, in addition to SOD1A, the expression
levels of GRMZM2G107562_Tol that codes for a plastocyanin-
like protein (PLC). Unlike SODIA, PLC showed a very weak
correspondence with miR528 changes, However, consistent
with other stress-related miRNA targets, its levels differed
between V5-535 and H-565 throughout the hormone depletion
stages (Figure 44 vs, Figure 4B, lower panels corresponding to

miR528). Curiously, PLC levels were high in darkness, in spite
of its predicted photosynthesis-related function (Abdel-Ghany
and Pilon, 2008). In this regard, a light-independent induction
of photosynthesis genes has been documented throughout
embryogenesis stages (from globular 10 torpedo) in Arabidapsis.
Genes involved in energy production comprised the largest up-
regulated functional group, strongly biased toward components
of the photosynthetic apparatus (Spencer et al.. 2007). Taking this
into account, high expression of PLC is probably required at early
stages of SE.

Polyribosomal Distribution of miR528 in Maize EC
According to the lack of consistent correlation between levels
of conserved development- or stress-related miRNAs and their
targets (predicted or confirmed) during maize SE and plamt
regeneration, the regulation by additional mechanisms was
evident. Primary regulation at transcription levels was already
described for several of the analyzed targets (SBP23, GA-MYH,
CUCz2), particolarly in response to developmental cues and
hormones’ presence, However, another level of regulation might
be exerted by miRNAs at translation without affecting the
transcript levels {Brodersen et al, 2008; Lanet et al, 2004
Twakawa and Tomari, 2013). To assess the possible role of some
conserved miRNAs at translation level, polyribosomal fractions
were obtained from 2 years-subculiured V5-535 EC and the
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presence of miR159, miR168, miR398, and miR528 was analyzed
(Figure 5), On]}' miR528 was detected in -pnl}rrib:;rmma] fractions
(F 10-18) suggesting this miRNA could regulate some of its
targets at translation level. In Arabidopsis, the presence of miR168
and miR398 in polyribosomes was previously demonstrated in
10 days-old seedlings (Lanet et al, 2009), However, we could not
detect these miRNAs in maize polvribosomes from EC, although
they had detectable levels in total ENA obtained from this tissue
(Figure 2, Supplementary Material, Figure 51).

Discussion

In the past few years, several publications reported conserved
and species-specific miRNA levels during plant SE {Luo et al,
2006; Lhang et al,, 2010, 2012; Chen et al., 2011; Wu et al,, 2011,
2015; Li et al., 2012; Shen et al., 2012, 2013; Lin and Lai, 2013;
(hae and Xia ng, 2013; b ang et al,, 2013%), These studies found
that miRNA patterns change upon callus induction, between
embryogenic and non-embryogenic callus, as well as during SE
and differentiation in a plant species-dependent fashion, For
example, while miR171, miR390, and miR398 are preferentially
expressed in EC before induction of plant differentiation in
rice (Luo et al. 2006} these miRNAs are increased during the
differentiation process in citrus (Wu et al., 2011), Even miRNAs
from the same family, i.e, miR156a and miR156b, may display
differential expression patterns during the SE differentiation
process, as demonstrated in a recent study on Larix leplolepsis
(Zhang et al, 2012). Hence, the current knowledge based on
global miRNA approaches highlights the relevance of exploring
particular miRNA landscapes and their target regulation in the
context of species-specific SE conditions.

miRNA Expression in Maize SE

Separated analysis on hormone depletion and light effects during
maize 5E indicated that miRNA expression patterns are affected
mostly by harmones, rather than the light presence, By analyzing
the process in two independent embryogenic genotypes we
expected to confirm whether the observed miRNA changes are
inherent to the process rather than the cultivar. However, we
noticed a great influence of the genotype, first on the initial
miRNA level appreciated in the 2 vears-subcultured EC. and
second on the degree of changes registered during hormone
depletion. In this sense, miRNA expression regulation resulted
maore dramatic in VS-535 than in H-565. Strikingly lower levels
were detected for all tested miRNAs in W5-535 at 0% hormones
and regenerated plantlets under light, whereas H-365 maintained
the presence of some of the stress-related miRNAs (miR397 and
miR398) higher. A recent study explored miRNA differential
expression during immature embryo dedifferentiation in the
presence of 24-D using a highly embryogenic maize inbred
line 18-599R (Shen et al, 2013). The authors suggested miR164,
miR169, miR528, and miR52% might be primarily participating
in the process of EC induction through the regulation of
targets involved in auxin and gibberellin signaling, However,
other miRNAs, significantly up-regulated in the dedifferentiation
process, were miR156k, miR168, miR397, miR398, and miB408.
We found the same miRNAs transiently increased by the

reduction of hormones concentration in half during plant
regeneration, However, in the absence of hormones their levels
were reduced, These observations support the occurrence of
specific miRNA expression readjustments in embryogenic tissues
in response to hormone changes in the environment.

Cne important question is whether the high concentration of
specific miRNAs associates with the embryogenic potential of the
callus. Sheneral. (2013) found that the initial increase in miRNAs
was either enhanced or maintained during the dedifferentiation
process. However, in maize EC subcultured for long periods
{up-to 2 years) we have found a gradual reduction in miR156,
miR164 and miR168 levels without impairment on the callus
embryogenic potential (Dinkova and Alejandri-Ramirez, 2014).
In agreement, the data presented here support an initial burst
on certain miBNA levels preceding their further decrease during
maize SE. Hence, miRNA expression response to hormone
changes could be a major factor impacting on the embryogenic
potential of maize cultivars during both, dedifferentiation and
plant regeneration.

Correlation between miRNA and Target Levels in
Maize SE

miRNAs are known to regulate their target mRNAs by
degradation, translation inhibition or both. In plants, an inverse
correlation between miRNA and target levels is commonly
observed, suggesting that mRNA degradation is the preferred
regulatory mechanism. However, global miRNA and degradome
sequencing data have shown that not always the degradation
products of predicted or even validated targets could be detecred
in the libraries (Shen et al., 2013; Wu et al,, 2015). Conversely,
these studies have identified novel targets for conserved miRNAs
such as miR156 and miR 164, or known targets with novel miRNA
sites. An increasing number of reports have also revealed the
lack of inverse relationship berween miRNAs and their targets,
depending on the tissue or the process analyzed (Brodersen et al,
2008: Wu et al., 201 1; Alonso-Peral et al., 2012),

Here we found the expected inverse correlation between
a mikNA and its predicted and/or validated target is highly
dependent on environmental (light presence) and internal
(genotype) signals during maize plant regeneration throngh SE
(Figure 6). Major differences were observed for development-
related miRNA target levels between genotypes under darkness,
but not under light where plant regeneration took place. On the
other hand, inverse relationship between miRNA/target levels
was more easily found in darkness than in light. Therefore,
for most of the analyzed targets we propose there is a major
influence of additional regulation under a photoperiod, making
it difficult to appreciate the effect of miRNAs, On the other
hand, increments of bothy, miRNA and target, upon hormone 50%
reduction (e.g., miR156, miR164, miR168) suggest miRNA up-
regulation might be required to control the levels of transcripts
induced during SE.

Accessing mikNA-mediated regulation through quantitative
transeript evaluation has been widely used in plants, particularly
during SE (Li et al., 2012; Yang et al., 2013 Wu et al, 2011,
2015). However, an inverse miRNA/target relationship has not
always been observed, even in the presence of miRNA-mediated
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degradation evidence (degradome or 5'RACE fragments). Our  (Mallory et al, 2004), The NAC family of proteins includes
finding on miR528 distribution in maize EC polysomal fractions  NAM, ATAFI-2, and CUC2. Proteins belonging to the NAC
supports the notion thal target regulation is probably exerted at family are involved in many plant developmental processes,
multiple levels depending on the developmental process, miRNA,  such as flowering. embryogenesis, senescence, auxin signaling,
and analyzed target. In agreement, we observed such expected  secondary wall thickening and others (Fan et al,, 2014). NAM was
inverse correlation between miR528 and SODIA target, but not  reported as related to the shoot apical meristem and primordium
for PLC targel. Therefore, for future studies, it would be relevant  formation in Petunig hybia (Sover o1 al | 1996) and CUC2 has
to include miRNA-target evaluations at protein in addition to  been involved in A rabidapsis shoot apical meristem development
transcript levels. (Adda et al, 1997). This context is consistent with the observed
CUC2 reduction in the absence of hormones and in fully
Physiological Relevance of Development-related  differentiated tissues. Therefore, although miR164 and miR156
miRNA Regulation in Maize SE targets might display contrasting behavior in undifferentiated
mik156 and miR164 have been found as SE-abundant miRNAs  tissues  (darkness, hormones’ presence) between maize
in several species, including maize (LI ¢t al, 2012; Shen et al,  genotypes, their expression regulation is apparently required
2013; Dinkova and Algjandri-Ramires, 2014; W et al,, 2015), for p].al‘lt regeneration thmugh SE, Iv:gardless the genotype
The miR156-mediated suppression of SBP transcripts is probably — (Figure 6).
required for early SE, as demonstrated for Arabidapsis zygotic Oine possibility underlying the contrasting behavior of miRNA
embryogenesis (Nodine and Bartel, 2010). Similarly, mik164  targets between darkness and light could be their transcription
initial increase during SE is consistent with maintaining low  responsiveness to photoperiod. Another is a differential function
levels of its CUC2 target during plant regeneration under light. In - of miRNA-mediated silencing pathways depending on light
plants, conserved mill164 targets are NAC transcription factors  presencefabsence during SE. It was previously reported that
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AGON expression is highly induced early in carrot SE and
further decreased after the globular-staged embryo (Takahata,
2008). In maize, the presence of several putative AGOI genes,
not all of them exhibiting the miR168 target sequence, further
adds a complexity level to the interpretation of miRNA-
mediated regulation,  According 1o @ global transcriptome
analysis for the maize B73 line, AGOIc transcript (target of
miR168) is highly expressed in differentiating tissues, such as
the shoot apical meristem, immature cob, and tassel (Sekhon
et al, 2001). It remains high for few days upon pollination,
while in the mature and germinating maize seed AGOIc
and miR168 are both decreased. Another AGOI isoform also
exhibiting the miR168 target sequence (GRMZM2G441583_T01,
AGO113 or AGOia) remains highly expressed during seed
maturation and germination (Sekhon et al,, 2011). The behavior
of AGOIc in maize SE is consistent with the transient
increase observed in carrot and in early zygotic embryogenesis,
We did not analyze other AGOI transcripts during maize
plant regenmeration, but it remains possible that they were
differentially expressed depending on the genotype and regulated
during SE,

Physiological Relevance of Stress-related miRNA
Regulation in Maize SE

Stress-related miRNAs and their targets have been associated
with sweet orange callus embryogenic potential (Vo et al., 2011
2015} and 5E in other species (Lictal. 2012). Highly proliferating
tissues are thought to produce an excess of reactive oxygen
species (ROS) making transcript accumulation of stress-related
genes such as superoxide dismutase, cupredoxin, and multi-
copper oxidases necessary to minimize cell damage and promote
SE. Members of the copper superoxide dismutase (CSD, 50D)
family are miRNA targets in several plant species (|ones- Rhoades
and Bartel, 2004; Jovanovic et al., 2014; Naya et al., 2014). These
enzymes are in charge of destroying oxygen reactive specics
accumulating during fast plant growth (Ravet and Pilon, 2003),
On the other hand, an Arabidopsis ortholog of the predicted
maize miR408 larget, GRI, is expressed in mitotically active
tissues, such as the shoot apical meristem and floral primordium
from unstressed plants in a similar to cell cycle-related gene
expression profiles (Deveaus et al, 2000), AtGRI is responsive
to genotoxic stress, such as gamma radiation, and has been
proposed to block mitotic cell divisions in irradiated cells to
prevent premature entry into mitosis before completion of DNA
repair. Therefore, the control of this transcript by miRNA
makes sense in highly proliferating undifferentiated callus (1uo
et al, 2006; Shen et al, 2013). Here we found that during
maize hormone depletion, targets of stress-related miRNAs
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