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La regulacion de la expresion geneética en organismos eucariontes ha sido una de las areas
de mayor importancia para comprender el funcionamiento de los seres vivos. Analisis de
expresion global han determinado que cerca del 90% del genoma de distintas especies de
plantas se transcribe; sin embargo, sélo una pequefa fraccién de transcritos corresponde
a RNAs que codifican a proteinas (mMRNAs). Dentro del resto de los transcritos (conocidos
como RNAs no codificantes; ncRNAs), se encuentran los microRNAs (miRNAs), moléculas
de entre 20-24 nucledtidos (nt) que regulan la acumulacién de mRNAs blanco a nivel post-
transcripcional y que participan en multiples procesos en plantas. Uno de estos es miR528,
el cual es un miRNA especifico de monocotiledéneas que posee multiples funciones al
regular multiples transcritos de una especie a otra. En maiz, se han reportado cambios en
la acumulacién de miR528 en diversos procesos como el desarrollo embrionario, la
maduracién de la semilla, imbibicion y germinacion, durante la induccién de embriogénesis
somatica y como respuesta a estimulos externos como frio o elevada concentracion de
nitrogeno. Los estudios que involucran a miR528 se han enfocado principalmente en el
miRNA maduro, sus niveles de acumulacién y la correspondencia con los niveles de
algunos mRNAs diana. No obstante, y a pesar de que miR528 funciona como componente
central en distintos procesos, muy poco se ha investigado acerca de los elementos
regulatorios que dirigen su expresion en condiciones particulares. Teniendo esto en cuenta,
este trabajo se enfoco en dilucidar la funcién de miR528 al validar algunas de sus dianas
moleculares, asi como identificar algunos de los elementos regulatorios y estimulos que
modifican su expresion en maiz. Mediante la identificacion de productos de degradacién de
transcritos diana de miR528, la cuantificacion de los niveles del miRNA vy la distribucién de
éste en perfiles polirribosomales, se encontré que miR528 es capaz de llevar a cabo una
regulacion versatil sobre sus mMRNAs objetivo. Por otro lado, al analizar la regién promotora
de los genes que originan a miR528, se identificaron sitios de unién para factores de
transcripcién como los elementos de respuesta a nitratos (TGA1/4) y auxinas (AuxRE).
Interesantemente, tratamientos con nitratos y auxinas incrementaron los niveles del
precursor y miRNA maduro a través de la actividad de la RNA Pol II. Al igual, el analisis
funcional del promotor de zma-MIR528a demostré que los sitios AuxRE y TGA1/4 son
necesarios para induccion transcripcional por estos estimulos. En conjunto, los resultados
recopilados en este proyecto contribuyen al entendimiento de los elementos de regulacién

que controlan la expresion de MIR528, su acumulacion y mecanismos de accion sobre sus
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moléculas objetivo en maiz.

Gene expression regulation is one of the most studied fields that has increased the
understanding of eukaryotic function. Several global expression analyses have determined
that nearly 90% of the genomes of distinct plant species are actively transcribed, with just a
minor fraction corresponding to protein-coding RNA (mRNAs). Among the rest of the
transcripts (non-coding RNA; ncRNA), microRNAs (miRNAs) are small molecules of 20-24
nt in length that regulate their target MRNAs accumulation at the post-transcriptional level
involved in multiple plant processes. One of them, miR528, is a monocot-specific miRNA
with multiple functions by targeting different transcripts between species. In maize, miR528
accumulation changes during embryo maturation, seed imbibition, germination, and somatic
embryogenesis. Also, recent reports showed that miR528 accumulation modifies by external
stimuli such as cold and luxury nitrate concentration. In general, these reports focused
mainly on the mature form of miR528 and explored its function by evaluating the
correspondence between miRNA and some target mRNA levels. Although miR528 works
as a central component in many models, there is a lack of knowledge about regulatory
elements that guide its expression in maize. Thus, the present work aimed to elucidate, in
addition to miR528 functionality and target regulation, the regulatory features within MIR528
genes that modify its expression during maize germination and seedling establishment.

miR528-mediated cleavage product identification, mature miRNA quantification, and
miR528 distribution across polyribosome profiles suggested that miR528 can exert a
versatile regulation over its targets. In addition, the analysis of the MIR528 promoter region
identified conserved cis-regulatory sites involved with the auxin (AuxRE) and nitrates
(TGA1/4) response pathways. Interestingly, treatments with nitrate and exogenous auxins
increased both precursor and mature miR528 levels in an RNA Pol-llI-dependent manner. In
deed, functional characterization of MIR528a promoter demonstrated that AuxRE and
TGA1/4 sites are needed for transcripcional induction in response to the stimuli. Overall, our
findings contribute to understand a regulatory network that controls zma-MIR528 expression
in response to previously reported stimuli and settles specific miRNA accumulation profiles
in maize. This work also adds to broaden the knowledge of factors regulating MIR gene

expression in plants.
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1.1 Morfologia, fisiologia y ciclo de vida del maiz

1.1.1 Morfologia y fisiologia del maiz
El maiz (Zea mays) es una planta domesticada con origen en América tropical cuyo cultivo
y uso se ha extendido a lo largo del mundo. El maiz no solo es una fuente basica de
nutrientes en la dieta del ser humano, sino que es un elemento basico en la alimentacion
animal y como materia prima para la manufactura de multiples productos industriales
(Erenstein et al., 2022). El maiz es una monocotiledénea que pertenece a la familia de las
gramineas; son plantas anuales que presentan gran altura (de 1 a 4 m), con tallo grueso (>
20 mm) y hojas anchas (2-10 cm). Forma un sistema radicular complejo de sostén que
profundiza en la tierra para atender los requerimientos hidricos del cultivo. Es una planta
diclino-monoica, es decir, tiene flores masculinas y femeninas separadas, pero en la misma
planta. La flor masculina tiene forma de panicula y esta situada en la parte superior de la
planta. La flor femenina (mazorca) se situa a media altura de la planta envuelta por falsas
hojas o bracetes de donde sobresalen los estigmas o estilos (pelos). El numero de granos

y filas de la mazorca depende de la variedad y del vigor del maiz (Ortiz et al., 2013)(Figura

).

1.1.2 Ciclo de vida del maiz

El ciclo de desarrollo del maiz se divide en dos etapas principales: la etapa vegetativa y la
reproductiva. Dependiendo de la variedad de maiz, la maduracion y floracion se alcanzan
cerca de los 120 dias después de emerger la plantula. La etapa vegetativa comprende
desde la siembra de la semilla, la aparicion de los primeros brotes con un continuo y rapido
crecimiento y la promocién del crecimiento (Da Fonseca et al., 2015). Una vez alcanzada
la madurez vegetativa, se da paso a la fase reproductiva de la planta donde se presenta la
antesis o floracibn masculina y se da la produccién y arroje de granos de polen.
Posteriormente, ocurre la floracion femenina con la aparicion de mazorcas y la maduracion

de éstas donde cada grano potencial (ovario) desarrolla estigmas necesarios para la
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Figura I.- Morfologia del maiz. El maiz es una planta monoica. Las inflorescencias femeninas se desarrollan

a partir de dos yemas laterales en las axilas de las hojas en la mitad superior de la planta. La inflorescencia
masculina esta formada por una espiga central prominente y varias ramificaciones laterales con flores
masculinas que producen abundantes granos de polen (modificado de Walbot & Evans, 2003).

fecundacion y promover la formacion de embriones, los cuales daran origen a nuevas

plantas para comenzar de nuevo con el ciclo (Da Fonseca et al., 2015).

1.1.3 Reproduccion sexual del maiz

En el maiz, el polen (gametofito masculino o microgametofito) es una estructura que alberga
tres nucleos; un nucleo vegetativo y dos nucleos generativos (nucleos espermaticos,
formados a partir de la célula generativa precursora) y numerosos granos de almidén

(Figura Il). Por su parte, el eje de la mazorca u olote contiene numerosos megagametofitos
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(gametofito femenino o saco embrionario) resguardados por la pared del ovario o pericarpio.
El megagametofito se encuentra formado por 8 nucleos haploides contenidos en 7 células:
el évulo, dos células sinérgidas, una célula central binucleada (nucleos polares) y tres
células antipodas (Figura Il)(Zhou, Jurani¢ and Dresselhaus, 2017). Los estigmas contienen
una gran cantidad de tricomas (pelos vegetales) que segregan compuestos pegajosos
donde se retiene al polen. Al estar en contacto los estigmas humedos y el grano de polen
ocurre la germinacién de este ultimo propiciando el crecimiento del tubo polinico. El proceso
de polinizacion continua al llevarse a cabo la fecundacion en un paso denominado “doble
fertilizacion”, caracteristica de las angiospermas. Uno de los dos nucleos espermaticos del
microgametofito se combina con el gametofito femenino para originar un cigoto diploide que
dara pauta a la formacién del embrién (2n). El segundo nucleo espermatico se fusiona con
los nucleos polares del gameto femenino para dar lugar a una estructura triploide que
generara el endospermo (3n), que sera la fuente de nutrientes para el embrién durante el
desarrollo inicial hasta el establecimiento de la plantula luego de la germinacion

(Dresselhaus, Sprunck and Wessel, 2016).

1.1.4 Embriogénesis cigotica

La embriogénesis describe el periodo de desarrollo en el cual el cigoto se somete a una
serie de eventos de diferenciacion, dando como resultado la formacion de un embridn
maduro, con cotiledon, meristemo apical del brote (SAM, shoot apical meristem), meristemo
apical radicular (RAM, root apical meristem) y tres sistemas de tejido embrionario (Yang
and Zhang, 2011). En la fase inicial de maduracion del embridn se establece la organizacion
morfoldgica, hasta llegar a la etapa final de maduracién donde se adquiere la capacidad de
resistir a la desecacion y se promueve la acumulacién de moléculas de reserva para nutrir
al embrion durante la etapa de imbibicidon y germinacion (El-Esawi, 2016). En plantas
monocotiledoneas como el maiz, en la embriogénesis cigética se observan la fase globular,

pro-embrionaria, escutelar, coleoptilar y de hoja (Figura Ill) (Nardmann and Werr, 2009).
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Figura Il.- Modelo de reproduccién sexual del maiz. Se muestran las inflorescencias masculinas y femeninas,
la generacion de los gametofitos y el proceso de doble fertilizacién a nivel de gametos para generar el
endospermo (flechas punteadas) y el embrién (flechas contindas) (Modificado de Walbot & Evans, 2003).

1.1.5 Llenado del grano y germinacion

Luego de ocurrida la fecundacion y a la par del desarrollo del embrién, se lleva a cabo el

proceso de llenado del grano. Esta etapa se caracteriza por una acumulacion de almidon
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en el endospermo y por la desecacion progresiva del grano. La madurez fisiolégica de la
semilla ocurre cuando la humedad interna esta por debajo del 30%; el almidén y otras
sustancias de reserva presentes en el endospermo forman una capa dura y permiten la
entrada a la dormancia de la semilla hasta que se encuentre en condiciones apropiadas
para germinar (Shu et al., 2015).

La germinacion se define como la etapa de desarrollo que inicia con la entrada de agua a
la semilla (imbibicién) y que culmina con la protrusion de la radicula a través de las capas
que la recubren. Durante este proceso, se reanuda la actividad enzimatica y fisioldgica,
promoviendo una aceleracién en la division y elongacion celular acompafiada por cambios
en la expresion de multiples genes (Lujan-Soto and Dinkova, 2021; Smolikova et al., 2021).
Las etapas posteriores o post-germinativas se caracterizan por la salida del coleoptilo, que
se encarga de abrir paso a través del suelo para el establecimiento de la plantula de maiz,
en virtud de la elongacion del mesocotilo y el posterior desarrollo de raices seminales
laterales. La continua expansion de las hojas dentro del coleoptilo termina por romperlo en
su punta, permitiendo que la primera hoja verdadera pueda emerger y comenzar con el
metabolismo fotosintético. (Shu et al., 2015; Yadukrishnan and Datta, 2021).

Globular|| Pro-embrionaria Escutelar Coleoptilar

Figura lll.- Esquema de las etapas de la embriogénesis cigética en maiz. Durante la etapa globular, ocurre la
primera divison asimétrica del cigéto luego de la fecundacion. Esta divisién genera una célula apical (ca), de la

cual se desarrollara el embrién; y una célula basal (cb), a partir de la cual se genera el suspensor. Posteriormente,

en la etapa pro-emrbionaria, el embrion (emb) y el suspensor (su), se expanden por medio de divisiones celulares

al azar hasta la aparicion del escutelo (scu), que funcionara como conexion entre el endospermo y el embridn.

Posteriormente, en la etapa coleoptilar, se comienza la formacion del meristemo apical del brote (SAM), asi como
una pequefia protuberancia por donde emergera la coleoptilo (col). Las etapas tardias de la embriogénesis de

maiz se nombran acorde al numero de hojas (L1-L6). La ultima fase de la embriogénesis es la maduracion del
embrién y acumulacién de productos de reserva (Modificado de Nardarmm and Werr, 2009)
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1.2 La regulacion de la expresién genética en plantas
1.2.1 El inicio de la transcripciéon como paso clave de requlacion para la expresion

genética.

La abundancia y la distribucién del producto final de un gen se regula a diferentes niveles y
por medio de diversos mecanismos moleculares que afectan las distintas etapas de la vida
de un RNA mensajero (mMRNA)(Picot et al., 2010). Estos mecanismos modulan la expresiéon
de multiples genes para regular procesos fundamentales como la transicion entre etapas
de desarrollo o la determinacion del destino celular en diversos tejidos de la planta.
Igualmente, estos cambios en la expresidn coordinan el inicio correcto de los programas de
diferenciacion o la supresion de programas cuya expresion es tardia o inapropiada (Picot
et al., 2010; Verma, Attuluri and Robert, 2022).

La expresion genética puede controlarse a nivel de inicio de la transcripcién. La
transcripcién comienza en una posicion definida dentro de la region promotora de los genes,
el sitio de inicio de la transcripcion (TSS, del inglés Transcription Start Site), localizado hacia
el extremo 5’ del cuerpo del gen. EI TSS se encuentra embebido dentro del core del
promotor, regién que comprende alrededor de ~50 pares de bases (pb) rio arriba y rio abajo
del TSS (Haberle and Stark, 2018). Esta region de aproximadamente 100 pb funciona como
plataforma de anclaje para la maquinaria transcripcional eucarionte, constituida por la RNA
polimerasa Il (Pol Il) asociada a los factores generales de la transcripcién (FGT) (Mejia-
Guerra et al., 2015; Haberle and Stark, 2018). La presencia de Pol Il es suficiente para
catalizar la sintesis de RNA dirigida por DNA, sin embargo, esta proteina no es capaz de
reconocer por si sola la region promotora (Figura 1V). Para tal accién, los FGT (TFIIB, TFIID,
TFIIE, TFIF y TFIIH) promueven la formacion del complejo de pre-iniciacion (PIC) al
reconocer motivos dentro de la secuencia del promotor que permiten su anclaje. La
interaccion de esta maquinaria con el promotor es suficiente para dirigir la transcripcion
basal de un gen, sin embargo, la tasa de expresion que se presenta comunmente es baja
(Haberle and Stark, 2018). La velocidad basal de transcripcion puede modificarse mediante
la accién del complejo multi-proteico Mediator, el cual funciona como “puente” molecular
entre factores de transcripcion particulares (FTs) y la maquinaria basal de transcripcién
(Soutourina, 2018). Estos FTs pueden reconocer secuencias distales de regulacion
presentes en el promotor como los enhancers (potenciadores) o silencers (silenciadores)
que aumentan o disminuyen la expresiéon, respectivamente; independientemente de la

distancia y la orientacion que presenten respecto al promotor (Haberle and Stark, 2018).
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Figura IV.- Inicio de la transcripcion en eucariontes. Representacion simplificada del inicio de
la transcripcion y formacion del complejo PIC. Los bloques de colores representan distintas
secuencias de union regulatorias presentes en los promotores (Modificado de Boubdless Biology,
2015).

Debido a que los FTs son un eje central en la regulacién de la expresion, entender el
mecanismo de accion de dichas proteinas es un area de investigacion en constante
crecimiento. Los FTs mas estudiados son los pertenecientes al grupo de activadores
transcripcionales. En general, los activadores presentan dos dominios importantes: una
region proteica que se une al DNA y otro dominio de activacion que incrementa la
transcripcion al interaccionar con la maquinaria transcripcional basal y mediadora (Hoang
etal., 2017)

La caracterizacién molecular de varias de estas proteinas ha revelado que el dominio de
union a DNA puede presentar diversos arreglos como dedos de zinc (ZINC FINGER
DOMAIN), Hélice-giro-Hélice (BASIC HELIX-LOOP-HELIX, bHLH) o zipper de leucinas
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(bZIP). Por otro lado, el dominio de activaciéon presente en los FT no se encuentra tan bien
caracterizado como el dominio de union a DNA. Se ha reportado la existencia de Dominios
de Activacion Acidicos, los cuales son ricos en residuos de aminoacidos cargados
negativamente (aspartato y glutamato), o ricos en residuos de prolina o glutamina. De
cualquier manera, se ha propuesto que estos dominios de activacidon promueven la
transcripcion al interactuar con los FGT como TFIIB o TFIID para facilitar el ensamblaje del
complejo transcripcional en el core (Sanborn et al., 2021). Por otro lado, la expresién
genética y la transcripcidon en eucariontes también se encuentra determinada por la accion
de represores transcripcionales. Estas proteinas se unen al DNA e inhiben la transcripcion,
en algunos casos simplemente al interferir con los FGT y su reclutamiento (Rojo, 2001;
Strader, Weijers and Wagner, 2022). También, existen represores que comparten una
homologia con FTs activadores, ya que presentan dominios de union a DNA, pero no
cuentan con dominios de activacion por lo que s6lo compiten por la unién a las secuencias
regulatorias (Strader, Weijers and Wagner, 2022).

Todo esto en conjunto, permite la formacion de redes de regulacién complejas que
determinan el nivel de expresion genética y la abundancia de los productos finales de la

misma.

1.2.2 La regulacion transcripcional en plantas y su relacion con diversos procesos

celulares.

Todos los organismos enfrentan retos unicos a lo largo de su desarrollo y han adquirido
mecanismos novedosos para regular la expresion genética que les permiten contender
contra dichos eventos. La manera en como las plantas responden ante estos eventos difiere
a la de los animales en que las plantas son organismos sésiles, por lo que requieren
adaptarse rapidamente a cambios en el ambiente. Por otro lado, desde el punto de vista
del desarrollo,las plantas presentan nuevos d6rganos y estructuras en etapas post-
embrionarias. Esta plasticidad durante su ciclo de vida se logra a través de mecanismos
moleculares sofisticados que regulan la expresion de genes en funcion de distintas sefiales
y estimulos presentes en el ambiente. Uno de estos mecanismos consiste en la formacién
de redes transcripcionales mediadoras de la respuesta celular a distintos estimulos
(Laitinen and Nikoloski, 2019). Un claro ejemplo es la regulacién transcripcional de genes
en respuesta a la presencia de las fitohormonas auxinas. El tratamiento por 3 horas con la

auxina acido 3-indolacético (AIA) ocasiona que cerca de 600 genes se expresen
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diferencialmente en plantulas de Arabidopsis thaliana (Weijers and Wagner, 2016). Esta
expresion diferencial se logra a través de una red de sefalizacion ampliamente estudiada.
Una vez dentro de la célula, las auxinas se unen a las proteinas TRANSPORT IHNHIBITOR
RESPONSE1/AUXIN SIGNALING F-BOX (TIR1/AFB), que a su vez estan unidas
débilmente con el represor transcripcional AUXIN/INDOLE-3-ACETIC ACID (AUX/IAAs). La
incorporacion de la auxina estabiliza la interaccién TIR1-AUX/IAA desencadenando la
ubiquitinacion y degradacion del represor AUX/IAA (Tiwari, Hagen and Guilfoyle, 2003; Yu
et al., 2015). En ausencia de auxinas, el represor AUX/IAA se dimeriza con una clase de
factores de transcripcién denominados AUXIN RESPONSE FACTOR (ARFs) inhibiendo su
accion. Como resultado de la percepcion hormonal, los ARFs libres pueden reconocer
secuencias génicas denominadas Elementos de Respuesta a auxinas (AuxRE), presentes
en los promotores de sus genes blancos y promueven o inhiben su transcripcion (Tiwari,
Hagen and Guilfoyle, 2003; Pierre-Jerome et al., 2016). De entre los multiples procesos en
los que participa la regulacion transcripcional desencadenada por por auxinas se
encuentran el mantenimiento de meristemos, la formacion de planos simétricos durante la
embriogénesis y la regulacion de la expresion de reguladores maestros del desarrollo de la
raiz, entre otros (Lanctot and Nemhauser, 2020).

Un segundo ejemplo que deja en evidencia la importancia de la regulacion transcripcional
es la formacion de circuitos de retroalimentacion para mantener niveles apropiados FTs en
el establecimiento de patrones morfolégicos en plantas. La formacién de la parte aérea, el
patrén distintivo de formacién de hojas y la formacion de o6rganos florales estan
determinados por las células que forman parte del SAM. El mantenimiento de un nimero
relativamente constante de células meristematicas en el SAM a lo largo del desarrollo es
regulado en parte por el factor transcripcional WUSCHEL (WUS), un FT de tipo
homeodominio presente en el centro organizador (Ohmori et al., 2013). A medida que la
planta crece y el meristemo se vuelve activo, WUS juega un papel sefializador para
especificar la identidad de las células meristematicas y determinar el tamario del SAM. WUS
a su vez es regulado de manera negativa por CLAVATA 3 (CLV3), un glucopéptido movil
que reprime la formacion de células meristematicas (Fletcher, 2018). CLV3 se une a su
receptor CLAVATA 1 (CLV1), una cinasa rica en leucinas que desencadena una cascada
de fosforilaciéon que ocasiona la represion de WUS. Adicionalmente, WUS regula de manera
positiva la expresion del gen CLV3 por interaccion directa en su promotor, lo que reafirma
el circuito de regulacion de la expresion del propio WUS (Yadav et al., 2011; Fletcher, 2018).

Estos y otros multiples ejemplos, denotan el rol fundamental del control transcripcional para
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coordinar la formacion de redes de regulacién necesarias para el correcto desarrollo,
respuesta y adaptacion de las plantas a distintos procesos y estimulos. Sin embargo,
mecanismos adicionales a estas redes de factores transcripcionales colaboran en el

correcto establecimiento de los programas de expresion.

1.2.3 La influencia de la compactacion de cromatina y modificaciones epigenéticas

en la regulacion transcripcional.
La actividad transcripcional de los genes eucariontes esta determinada por la accion
combinada de los FTs y la accesibilidad de la maquinaria transcripcional a los genes, esta
ultima dictada por el grado de compactacion de la cromatina y la accion de distintos
mecanismos epigenéticos de regulacion. La regulacion epigenética contempla aquellos
mecanismos que ocasionan cambios en la funcién y expresién génica que no involucran
cambios en la secuencia de DNA de estos genes (Baulcombe, D and Dean C., 2014). Estos
mecanismos de regulacion epigenética promueven cambios dinamicos en la actividad
genética que determinan patrones de expresidn que ayudan a las plantas con la respuesta
a cambios impredecibles en el ambiente (Pikaard and Scheid, 2014). Existen multiples
reportes que ilustran la contribucion de diversos mecanismos epigenéticos en la regulacion
de la expresion genética en plantas. Por ejemplo, la ausencia del factor central de formacién
de nucleosomas CHROMATIN ASSEMBLY FACTOR 1 (CAF1), encargado de guiar la
adicién de las histonas H3 y H4 en nucleosomas nuevos; inhibe la expresién de los
reguladores maestros WUS y SCARECROW (SCR) en los meristemos apicales y
radiculares, respectivamente (Varas, Santos and Pradillo, 2017). De manera similar, el
remodelado de nucleosomas integrando la variante de histona H2A.Z, favorece la expresion
de genes de respuesta a cambios de temperatura e impacta en el tiempo de floracién en A.
thaliana (Aslam et al., 2019). Otro de los mecanismos epigenéticos que controlan la
expresion son las modificaciones post-traduccionales de los extremos N’ terminal de las
proteinas histonas. La acetilacion de distintos residuos de lisinas de las histonas H3 y H4
activa la expresién al promover la relajacion de la cromatina. La acetiltransferasa de histona
(HAT) GENERAL CONTROL NON-REPRESSED 5 (GCNS5) funciona como coactivador
transcripcional de PLETHORA (PLT1), WUS, LEAFY (LFY), entre otros (Kumar, Thakur and
Prasad, 2021). Otra modificacién de histonas esencial para el desarrollo celular en plantas
es la trimetilacién de la lisina 27 de la histona H3 (H3K27me3) que sefializa represion

transcripcional. Las proteinas de complejo del grupo POLYCOMB (PcG) PRC2 llevan a
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cabo la colocacion de la marca H3K27me3, necesaria para la represion de factores
meristematicos en drganos en desarrollo para promover la diferenciacion celular (Pikaard
and Scheid, 2014; Bieluszewski et al., 2021). Estos son sélo algunos ejemplos de los
muchos procesos esenciales en el ciclo de vida de las plantas que requieren de cambios
en la organizacién de la cromatina y del control transcripcional mediado por FTs para
establecer los patrones de expresion especificos para cada condicion. En conjunto, los
mecanismos epigenéticos, el grado de compactacién de la cromatina y las redes
transcripcionales ejercen un control de la expresion a nivel transcripcional. Sin embargo, en
plantas y otros organismos se ha evidenciado que existen mecanismos de regulacion a

nivel postranscripcional que también contribuyen con la expresion génica.

1.3 El papel de los RNAs pequeinos no codificantes en el ciclo de vida
de las plantas.

1.3.1 Clasificacion de RNAs no codificantes.
Los avances tecnoldgicos desde hace tres décadas revelaron que las células eucariotas
sintetizan diversas clases de RNAs no codificantes (non-coding RNAs, ncRNAs). Diversos
reportes de secuenciacion masiva han demostrado que la transcripcion de ncRNAs se
encuentra ampliamente distribuida en multiples organismos. En un inicio, estos ncRNAs
fueron considerados un tipo de transcritos “basura” no funcionales; sin embargo, hoy se
sabe que estas moléculas juegan un papel fundamental en eventos celulares complejos
como el desarrollo o la respuesta a estrés (Borges and Martienssen, 2015). Dentro de las
principales categorias de los ncRNAs de plantas, se encuentran los RNAS pequefios (small
RNAs, sRNAs) cuya regulacién sobre distintas dianas afecta procesos como el desarrollo
embrionario, reproduccion, reprogramacion genética y contribuyen a la plasticidad
fenotipica de las plantas. Estos sSRNAs fueron inicialmente caracterizados como mecanismo
de defensa contra material genético externo de virus y elementos transponibles; pero
después se comprob6 su participacidon en la regulacion de la expresion de genes
endogenos (Borges and Martienssen, 2015; Ariel and Manavella, 2021). Los sRNAs
endogenos de plantas pueden clasificarse en dos grupos principales: sRNAs interferentes
(siRNAs, small interferent RNAs) y microRNAs (miRNAs). A su vez, una subclasificacion
separa a los siRNAs en siRNAs secundarios que actuan en trans (tasiRNAs), siRNAs
naturales antisentido (nat-siRNAs) y siRNAs heterocromaticos (hc-siRNAs) (Waititu et al.,

2020; Ariel and Manavella, 2021). Desde el punto de vista estructural, los siRNAs se derivan
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de precursores de doble cadena (dsRNA) formados por la hibridacién de intermolecular de
dos cadenas de RNA complementario. Por otro lado, los miRNAs se producen a partir de
precursores de RNA de cadena sencilla (ssRNA) que poseen una complementariedad
intramolecular tipo tallo-asa (Axtell, 2013). De igual manera, estas sub-poblaciones de

sRNAs se diferencian por medio de la maquinaria molecular que participa en su biogénesis.

1.3.2 Biogénesis de microRNAs.
Los miRNAs son sRNAs de 20-24 nucledtidos de longitud que se encuentran codificados
en el genoma de multiples organismos. La biogénesis de los miRNAs requiere de varios
pasos a fin de que se obtenga el miRNA maduro funcional (Figura V) (Li and Yu, 2021).
Como primer paso, la RNA Pol-Il transcribe el gen MIR dando lugar a un miRNA primario
(pri-miRNA) capaz de formar estructuras secundarias tipo tallo-asa. Similar al mMRNA
naciente, el pri-miRNA se estabiliza por la adicion al extremo 5 de un CAP de 7-
metilguanosina y una cola de poliadeninas en el extremo 3’ (Narjala et al., 2020; Li and Yu,
2021). En plantas, estructuras dentro del pri-miRNA como una regidn apareada de 15 pb
de longitud previo al duplex miRNA-5p/miRNA-3p, la formacion de un tallo largo en la region
distal al duplex y la existencia de una o varias asas terminales, determinan el
reconocimiento de la secuencia exacta del futuro miRNA y guian el procesamiento (Moro
et al., 2018). El corte inicial en la base del tallo del duplex del pri-miRNA, esta mediado por
una RNasa tipo Il lamada DICER-LIKE (DCL), usualmente DCL1,. De este corte se obtiene
el precursor del miRNA (pre-miRNA), el cual es sujeto de un corte adicional que es llevado
a cabo por DCL1 junto con otras proteinas accesorias como DAWDLE (DDL) y CAP-
BINDING PROTEIN 20/80 (CBP20/80). Estas proteinas se localizan dentro de un centro
nuclear llamado Dicing bodies, que también contiene a SERRATE (SE) e HYPONASTIC
LEAVES 1 (HYL1), siendo su principal funcién la de promover la separacion de fases para
la formacién vy estabilizacion de estos cuerpos de procesamiento. Este centro de
procesamiento ocasiona la liberacion del duplex miRNA-5p/miRNA-3p, cada una de las
cadenas con un saliente de 2 nt en su extremo 3’ (Li and Yu, 2021; Xie et al., 2021). Para
asegurar la estabilidad del duplex, los extremos 3’ salientes son metilados en la ribosa de
los ribonucledtidos terminales por una RNA metil-transferasa llamada HUA ENHANCER 1
(HEN1). Posteriormente, el duplex es exportado al citoplasma con ayuda de la proteina
HASTY y complejos proteicos EXPORTIN-1/CRM (Bologna et al., 2018). En el citoplasma,

se realiza la seleccion de una de las cadenas con base en la estabilidad termodinamica del
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extremo 5 de la cadena lider (miRNA-5p) en relacion con el extremo 5 de la cadena
pasajera (MiRNA-3p) (Axtell and Meyers, 2018). La seleccién correcta de la cadena lider
esta mediada en gran parte por la proteina ARGONAUTA 1 (AGO1) y por la identidad del
nucleodtido del extremo 5’ del miRNA. La mayoria de los miRNAs que se cargan en AGO1
poseen una uridina en el extremo 5. Sin embargo, algunos miRNAs pueden unirse a otras
proteinas AGO (Axtell and Meyers, 2018; Dalmadi et al., 2019). Cuando el miRNA maduro
es cargado en AGO se forma el Complejo de Silenciamiento Inducido por RNA (RISC), el
cual ejercera su funcion al identificar al mMRNA blanco complementario al miRNA
previamente cargado y ejercera la represion post-transcripcional ya sea por corte

endonucleolitico o por la represion traduccional del mMRNA objetivo (Li and Yu, 2021).
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Figura V.- Biogénesis y mecanismos de accion de miRNAs en plantas. El pri-miRNa es procesado en

el nucleo (1) y el miRNA maduro es exportado al citoplasma (2). EIl miRNA es incorporado a las proteinas
AGO (3) y realiza el silenciamiento post-transcripcional de genes por medio de escision del mRNA o por
inhibicion de la traduccidn(4). La localizacién citoplasmatica del RISC es desconocida en plantas, pero
recientemente se ha reportado que la represioén traduccional ocurre en el reticulo endoplasmico. De igual
manera, los cuerpos Procesamiento (P-body) son requeridos para el reciclaje de la maquinaria de accion
de miRNAs. (Modificado de Rogers & Chen, 2013).
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1.3.3 Funciones de microRNAs en plantas.
Las funciones de miRNAs conservados en diversas especies de plantas pueden clasificarse
en tres grandes categorias: procesos de desarrollo, respuestas de adaptacion a estrés y
regulacion de la biogénesis y funcién de sRNAs (Mallory and Vaucheret, 2006; Asefpour
Vakilian, 2020). El rol de diversos miRNAs conservados se ha definido principalmente en
virtud de los mRNAs blanco que regula. Diversos reportes experimentales han permitido
identificar la regulacion mediada por miRNAs de dianas involucradas en procesos
biolégicos como crecimiento y desarrollo, mantenimiento de la integridad gendmica,
transduccion de sefales, sefalizacion y homeostasis hormonal y la respuesta a distintos
tipos de estrés bidtico y abiotico (ver Tabla 1). En el presente, mas del 60% de los blancos
de miRNAs de plantas han sido identificados como factores de transcripcion. No obstante,
a medida que el grado de conservacion de un miRNA disminuye, los blancos entre especie
tienden a ser diversos (Gramzow and Theif3en, 2019). En maiz se han caracterizado cerca
de 58 familias distintas de miRNAs, de las cuales 28 son conservadas con arroz (Oryza

sativa) y 22 con Arabidopsis thaliana (Jiao et al., 2011).

Tabla 1.- Funcion de algunos miRNAs conservados en plantas.

miRNA Diana Funcion de la diana Especies Referencias
Promocién de la floracién. Arabidopsis v Zea Aukerman and
miR156 Familia SPL Desarrollo de hoja y raiz. mavs psis Y Sakai, 2003; Dai
Respuesta a estrés abidtico. y et al.,, 2018.
miR159 Genes tipo Desarrollo de semilla, Arabidopsis thaliana |Millar et al., 2019
GAMYB inflorecencia masculina,
desarrollo reproductivo y
vegetativo.
miR160 ARFs Desarrollo embrionario, de Arabidopsis, Lopez-Ruiz et al.,
raiz y parte aérea. Medicago truncatula |2019; Dai et a.,
Enlongacion de hipocotilo y Zea mays 2021
miR164 Familia NACs Determinacién de meristemo. |Arabidopsis, Zea Wang et al.,
Formacién de meristemo mays y Oryza sativa  |2021b
auxilares. Floracién
miR165/166 [HD-ZIP IlI Mantenimiento de células del [Arabidopsis, Zea Yan et al., 2016
meristemo. Crecimiento de  |mays y Oryza sativa  |Merelo et al.,
raices laterales. 2016
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Tabla 1.- (continuacién)

miR167 ARFs Desarrollo de organos Arabidopsis thaliana y |Yao et al., 2019;
masculinos, raiz, tallos y Oryza sativa Caruana et al.,
flores. Respuesta a estrés 2020
abidtico. Defensa contra
patogenos

miR172 Familia AP2 Represion de la floracion, Arabidopsis, Zea mays|Cheng et al.,
Identidad del meristemo y Oryza sativa 2021a; Werner et
floral. Transicién de fase al., 2021.

vegetativo-adulto. Tolerancia
a estrés salino

miR319 Familia TCP Desarrollo de hoja y control  [Arabidopsis thaliana y |Ori et al., 2007;
de senescencia. Morfologia  |Solanum lycopersicum |Koyama et al.,
organelar, sintesis de 2017; Bresso et
hormonas y sefializacion. al., 2018

miR390 TAS3 Biogénesis de tasiRNAs para [Arabidopsis thaliana |Dastidar et al.,
la represion de factores ARFs. 2019.

Morfologia de hoja

miR393 TIR1y AFB Homeostasis de auxinas. Arabidopsis thaliana y |Lu et al., 2018;

Morfologia de hoja Oryza sativa Wang et al., 2018

1.4 Expresion y procesamiento de miRNAs en plantas.

1.4.1 Regulacion de la transcripcion de los genes MIR.

Diversos estudios han descrito que la alteracion del patrén de expresion y acumulacion de
distintos miRNAs causa defectos en el desarrollo, crecimiento y respuestas moleculares en
distintas especies de plantas, lo que indica que la biogénesis de miRNAs es un proceso
altamente regulado tanto a nivel transcripcional como post-transcripcional. El nivel de
acumulacion de cada miRNA maduro depende en gran medida de la tasa transcripcional
de los genes MIR que los orginan. La gran mayoria de los genes MIR existen como
unidades transcripcionales independientes, localizadas tipicamente en regiones genémicas
que no estan ocupadas por genes codificantes de proteinas, conocidas como regiones
intergénicas (IGR)(Fang et al., 2015; Li and Yu, 2021). A la fecha, se ha determinado que
existen alrededor de 200 a 400 genes MIR en distintos genomas de plantas terrestres
(Jones-Rhoades, 2012; Gramzow and Theifen, 2019). La gran mayoria de estos genes
presentan sus propios promotores que cuentan con elementos regulatorios como cajas
TATA e iniciadores de la transcripcidn (INR), tipicos en genes transcritos por la RNA Pol Ii

(Megraw et al., 2006; Civan and Svec, 2009). Generalmente, el pri-miRNA contiene la
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secuencia correspondiente para un solo miRNA maduro funcional, sin embargo, en algunas
especies de plantas se ha reportado la existencia de loci de genes MIR policistrénicos; los
cuales originan transcritos que pueden formar dos o mas estructuras tallo-asa, donde cada
una contiene a un miRNA maduro (Baldrich, Hsing and San Segundo, 2016; Singh et al.,
2020). Asimismo, existen miRNAs que se encuentran embebidos en intrones de genes
codificantes llamados miRtrones y su abundancia depende de la tasa transcripcional del
gen hospedero y de la maquinaria de splicing que procesa el mRNA del mismo (Salim et
al., 2022).

1.4.2 Elementos regulatorios presentes en promotores de genes MIR en plantas.

Al igual que los genes codificantes para proteinas, la regulacién transcripcional de los genes
que dan lugar a los miRNAs involucra la participacion de elementos de regulacion en cis 'y
trans. Desde el descubrimiento de un gran set de miRNAs en plantas que regulan la
expresion de diversos factores de transcripcion fundamentales para el desarrollo, surgio la
interrogante de si estos FTs estan involucrados en la regulacion de la expresion de los
genes MIR que los regulan. La caracterizacion experimental de TSS de algunos genes MIR
de planta permitio el desarrollo de algoritmos bioinformaticos para predecir elementos de
regulacion en cis enriquecidos en promotores de genes MIR (Megraw et al., 2006; Chow et
al., 2019). Adicional a la caja TATA en el core del promotor, motivos de unién para FTs
como SORLEP3, ARF y MYC2 (un FT del tipo bHLH) se encontraron sobre-representados
en genes MIR de Arabidopsis y arroz al compararlos con su porcentaje en promotores de
genes codificantes para proteinas (Zhao and Li, 2013; Chow et al., 2019). La presencia de
motivos de unidn para factores tipo ARF resulta interesante, puesto que en varias especies
de plantas algunos miembros de esta familia de FTs son blancos de miRNAs conservados
como miR160, miR167 y miR390 (Zhao and Li, 2013; Luo et al., 2022).

Un claro ejemplo de la regulacion transcripcional sobre genes MIR mediada por FTs es la
comunicacion de las vias de sefalizacién de miR156 y miR172. En Arabidopsis, el factor
SQUAMOSA PROMOTER BIDING PROTEIN-LIKE (SPL) es regulado a nivel post-
transcripcional por miR156 para establecer una adecuada transicion de la etapa juvenil a
adulto y del estado vegetativo a la fase reproductiva. Por su parte, miR172 regula a
miembros de familia APETALA2 (AP2) para establecer el tiempo de floracion y el desarrollo
de 6rganos florales (Li et al., 2019; Zheng et al., 2019). miR156 y miR172 exhiben patrones

de acumulacién inversos: mientras miR156 disminuye su expresion durante la transicion
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juvenil-adulto, la expresién de miR172 aumenta. A medida que la planta madura, los niveles
de miR156 disminuyen, sus blancos SPL9 y SPL10 se acumulan y se unen a sus motivos
de reconocimiento presentes en el promotor de MIR172. Por consiguiente, el aumento de
miR172 maduro ocasiona la regulacion a la baja de su blanco AP2, un regulador positivo
de MIR156, lo que disminuye aun mas los niveles de miR156 durante la floracién
(Spanudakis and Jackson, 2014; Zheng et al., 2019).

1.4.3 Cambios en la expresion de genes MIR como respuesta estimulos externos.

La funcién de muchos miRNAs se ha descrito al evaluar cambios en los niveles de estos
sRNAs como respuesta a sefales externas, como la limitacién de nutrientes, el frio, la
presencia de especies reactivas de oxigeno o presencia de luz (Olejniczak, Kotowska-
Zimmer and Krzyzosiak, 2018). Por ejemplo, la expresion de miR398 en A. thaliana se
induce en condiciones de crecimiento con limitacion de cobre, ocasionando que los niveles
de sus mRNAs diana Cu-SUPEROXIDE DISMUTASE1 y 2 (CSD1/2) disminuyan de
manera significativa. Este mecanismo coopera con la respuesta al déficit de este metal,
pues moviliza cobre de proteinas no esenciales (como las CDS1/2) hacia proteinas
esenciales como las plastocianinas que son indispensables para la fotosintesis (Islam et
al., 2022). Ademas, la expresion de miR397, miR408 y miR857, tres miRNAs conservados
en plantas que tienen como blancos mRNAs de proteinas que contienen cobre, tienden a
incrementar su expresiéon en condiciones de déficit de este metal, por lo que la regulacion
de la expresion sobre estos genes contribuye también al mecanismo de homeostasis de
cobre (Islam et al., 2022).

Ademas de estar involucrado en procesos de desarrollo de plantas, miR167 participa como
mediador de diversos tipos estrés, durante los cuales se expresa de manera diferencial. En
tomate (Solanum lycopersicum), la region promotora del gen MIR167a presenta sitios de
unién para FTs relacionados con diversos procesos. Mediante ensayos de expresion
transitoria con el promotor de MIR167a, se comprobd que la actividad de esta region
disminuia al someter a las plantas a estrés por frio. Un analisis mas detallado indic6 que la
expresion diferencial estaba guiada por la interaccion entre el promotor del miRNA y el
factor de transcripcion DEHYDRATION-RESPONSIVE ELEMENT BINDING PROTEIN 2A
(DREB2A), inhibiendo la expresién del gen MIR167a (Jodder et al., 2018).

Como ya se haindicado, la expresién de los genes en plantas y otros eucariontes superiores
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estd determinada también por diversas modificaciones epigenéticas y el grado de
compactacion de la cromatina. Los genes MIR no son la excepcion. Cambios en la actividad
de remodeladores de cromatina afectan la expresion de algunos genes MIR. Ath-MIR156
modifica su expresion en respuesta a pulsos de luz UV-B (Dotto et al., 2018). La exposicién
de las plantulas de Arabidopsis a este estimulo afecta la actividad de componentes
centrales del complejo represivo PRC2. Como consecuencia, ocurre una reduccién en el
depdsito de la marca represiva H3K27me3 en diversos genes, dentro de los cuales se
encuentra MIR156, por lo que se desencadena un aumento en la acumulacion del miR156

maduro y se promueve un retraso en el tiempo de floracion (Dotto et al., 2018).

1.4.4 El procesamiento de los precursores y su impacto en la acumulacion de

miRNAs maduros.

Junto con la regulacién de la expresiéon a la que son sometidos los genes MIR, el
procesamiento de los transcritos precursores determina en gran medida los niveles de
acumulacion de los miRNAs maduros. El reconocimiento y subsecuente procesamiento del
pri- y pre-miRNA son nodos centrales en la ruta de biogénesis de estos sSRNAs para obtener
un producto funcional. A pesar de presentar 5’-CAP y cola de poli (A) en el extremo 3’, los
pri-miRNAs son rapidamente procesados a medida que el transcrito naciente emerge del
complejo transcripcional (Li and Yu, 2021; Gonzalo et al., 2022). Recientemente, se ha
reportado que en la cercania al TSS de diversos genes MIR ocurre la formacion de R-loops
donde co-localizan complejos proteicos que contienen a DCL1 con la maquinaria
transcripcional. Al igual, se ha visto que homologos de DCL1, DCL4 y DCL3, pueden
procesar de manera coordinada algunos pri-miRNAs; sin embargo, el procesamiento de los
transcritos por estas otras proteinas resulta en la produccidon de miRNAs de longitud distinta
a la canénica. Ademas, la tasa de procesamiento de los pri-miRNAs se ve afectada por
otros factores como la estructura y plegamiento del transcrito primario, la presencia de
ciertas proteinas accesorias y modificaciones postraduccionales en las proteinas que
participan en la biogénesis de miRNAs (Narjala et al., 2020; Li and Yu, 2021; Gonzalo et
al., 2022).

Diversos estudios han abordado las caracteristicas presentes en el pri-miRNA involucradas
con su procesamiento. Las estructuras tipo hairpins de pri-miRNAs en plantas presentan

una longitud diversa, pues van desde los 50 nt hasta los 900 nt, y son determinantes del
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patrén y la eficiencia de procesamiento del pri-miRNA (Moro et al., 2018; Wei et al., 2021).
Los pri-miRNAs con hairpins cortos (<200 nt) son procesados inicialmente en posiciones
cercanas al inicio del duplex miRNA-5p/miRNA-3p en un procesamiento conocido como
base-a-asa generando el pre-miRNA de manera instantanea (Figura VI-A). Para poder ser
procesados, estos pri-miRNAs cortos deben de contener un tallo por debajo del duplex de
alrededor de 15 pb seguido de una burbuja de desapareamiento interna. Al igual, los pri-
miRNAs mas largos son procesados con este mismo patrén de corte (base-a-asa, Figura
VI-B); sin embargo, en su estructura presentan dos tallos cercanos al duplex, un tallo de 21
pb y un tallo de 15 pb separados por un loop interno. Debido a la necesidad de un mayor
numero de cortes para poder liberar el duplex que contiene al miRNA, el procesamiento de
este tipo de pri-miRNAs es mas lento. Por otro lado, existe el patron de procesamiento de
pri-miRNAs del tipo asa-a-base, el cual se aplica a pri-miRNAs con dos asas consecutivas
(la terminal y una interna de 42 nt); incluso se ha reportado la existencia de pri-miRNAs con
asas terminales ramificadas que requieren de hasta cuatro cortes siguiendo este patroén, lo
que ocasiona que el mecanismo de procesamiento no sea tan productivo (Figura VI-C)
(Moro et al., 2018).

A la par de estos elementos estructurales, multiples proteinas accesorias definen la tasa de
produccion de miRNAs maduros. Estas proteinas regulan la actividad de DCL1 y/o facilitan
el correcto acomodo del pri-miRNA dentro de ésta (Li and Yu, 2021). HYL1 y SE son dos

componentes basicos de la biogénesis de miRNAs; pues mutantes de los genes que
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Figura VI.- Modelo de procesamiento bi-direccional de pri-miRNAs mediado por DCL1. La orientacién de
unién de DCL1 junto con el complejo de procesamiento sobre el pri-miRNA es un factor clave que determina si
el procesamiento es productivo (flechas rojas) o abortivo (flecha verde). Pri-miRNAs con asas terminales cortas
(A) y asas terminales ramificadas (B) pueden ser procesados por DCL1 en un mecanismo base-a-asa a través
de la existencia de tallos largos en la region previa al duplex miR-5p/miR-3p. Un mecanismo de atenuacién
identificado para pri-miRNAs con asas terminales ramificadas ocurre mediante el procesamiento asa-a-base (C)
del transcrito primario para evitar la produccion del miRNA maduro. Las exo- y endo-ribonucleasas se muestran
en amarillo.(Modificado de Zhu et al., 2013)

codifican para estas proteinas presentan una reduccion global de la poblacién de miRNAs
(Yu, Jia and Chen, 2017; Luo et al., 2022). Notablemente, tres regiones intrinsecamente
desordenadas (IDR) presentes en SE, promueven la separacion de fases en el nucleo que
permite la formacion de los cuerpos de Dicing donde se realiza la mayor parte de la
biogénesis de miRNAs (Xie et al., 2021). Al mismo tiempo, los transcritos DCL1 y AGO1
son blancos conservados de miRNAs. Los circuitos de regulacion por retroalimentacion
negativa que involucran a miR162-DCL1y a miR168-AGO1, ilustran el papel esencial que
juegan estas proteinas en la homeostasis de los miRNAs, ya que estos circuitos de
regulacién estan conservados en diversas especies de plantas para mantener los niveles

adecuados de proteinas de biogénesis (Dalmadi et al., 2019; Li and Yu, 2021).
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1.5 El maiz como modelo para el estudio de los genes de microRNAs.

1.5.1 La caracterizacion, funcion y regulacion de los miRNAs en maiz.

Como sistema de modelo genético, el maiz ha contribuido significativamente al
entendimiento del desarrollo y la evolucion de las plantas, y mas recientemente, ha
permitido elucidar las funciones reguladoras de diversos miRNAs y su expresion. A la fecha,
alrededor de 465 miRNAs de maiz han sido identificados y depositados en miRBase y otras
bases de datos. Sin embargo, sélo una pequefa porcién de estos miRNAs han sido
funcionalmente caracterizada (Liu et al., 2019). Uno de estos es zma-miR156, el cual regula
la acumulacién del transcrito TEOSINTE GLUME ARCHITECTURE (TGA), un gen
involucrado en la evolucion molecular del maiz a partir del ancestro teosinte y que participa
en la determinacion de los érganos sexuales en maiz (Chuck, Meeley, et al., 2007).
También, se ha descrito que mutaciones en CORNGRASS1 (CG1), que ocasionan un
fenotipo neoténico (mantenimiento del estado juvenil en 6rganos adultos), modifican
positivamente la acumulacion de miR156 y reducen los niveles de miR172, ocasionando la
alteracion de la transicion de fase juvenil a adulto en plantas de maiz (Chuck, Cigan, et al.,
2007).

Otras familias de miRNAs de maiz han sido funcionalmente caracterizadas en procesos de
respuesta a distintos tipos de estrés. Por ejemplo, zma-miR166 incrementa su expresién en
respuesta a estrés hidrico y disminuye los niveles del transcrito que codifica para la proteina
HOMEODOMAIN ZIP 11l (HD-ZIP 1ll), involucrada en procesos como la determinacion de la
polaridad de hoja, la formacion de meristemos axilares y la emergencia de raices laterales
(Tang et al.,, 2022). En contraste, zma-miR169 se regula a la baja como medida de
respuesta a este tipo de estrés en plantulas de maiz sometidas a sequia por cortos periodos
de tiempo (Das and Mondal, 2021). Otros estudios han demostrado que la regulacién
ejercida por zma-miR167, zma-miR160b y zma-miR529 sobre sus dianas son esenciales
en procesos como la formacion de mazorcas y el desarrollo morfoldgico. Sin embargo, estos
miRNAs disminuyen su acumulacién en respuesta a estrés bidtico y abidtico (Gu et al.,
2013). Estos y otros multiples reportes demuestran que la regulacién mediada por miRNAs
esta involucrada en procesos fundamentales en el ciclo de vida del maiz y en la respuesta
a diversos estimulos ambientes.

En los ultimos afos, se han caracterizado algunos genes de miRNAs esenciales para maiz.

Zhang y colaboradores realizaron la anotacion sistematica de genes MIR en diversos
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tejidos, obtuvieron los perfiles de expresion por medio de sRNA-seq y realizaron la
caracterizacion de los transcritos de pri-miRNAs para dar herramientas que permitan un
mejor entendimiento de su transcripcion y regulacion (Zhang et al., 2009). Esta
caracterizacion arrojo que la longitud de la mayoria de los transcritos de pri-miRNAs oscila
entre 250 nt y 2000 nt, con un tamafo promedio de 810 nt, tamafio mucho menor que el
promedio para los transcritos de genes codificantes de proteinas en maiz (1433 nt).
También, este grupo de trabajo reportd que la region 3’ de varios pri-miRNAs (medida desde
el sitio terminal del tallo-asa que contiene al duplex del terminador transcripcional) es
generalmente mas larga que el extremo 5’ de este, teniendo una longitud promedio de 953
nt y 523 nt, respectivamente. Otro hallazgo interesante es que cerca del 83% de los genes
MIR de maiz presentan un motivo tipo TATA-box en las posiciones -23 y/o -28 relativas al
TSS (Zhang et al., 2009). Estos resultados han sido clave para desarrollar nuevos métodos
de prediccién de promotores proximales de genes MIR en maiz. No obstante, aun quedan
interrogantes acerca de los mecanismos de regulacién que determinan la expresion y

acumulacion de miRNAs en diversos procesos en el ciclo de vida del maiz.

1.5.2 miR528: regulador central de multiples procesos.
En maiz, diversas familias de miRNAs altamente conservados funcionan como
moduladores del desarrollo y crecimiento, sefalizacion, homeostasis hormonal y respuesta
a estrés (Djami-Tchatchou et al., 2017). Recientemente, la funcionalidad de familias menos
conservadas ha sido estudiada. Una de estas familias es la de miR528, presente sélo en
monocotileddneas y catalogada inicialmente dentro de la respuesta a estrés oxidativo y
metales pesados (Xu et.al.,, 2011). A la fecha, miR528 ha sido caracterizado en distintos
modelos experimentales en multiples especies de plantas. En arroz, se describiéo su
participacion en la respuesta a infecciones por virus y en la homeostasis de cobre (Wu et
al., 2017). Se observé que Os-SPL9 promueve la expresion de osa-MIR528 como un
mecanismo de respuesta antiviral donde miR528-5p promueve el procesamiento del
transcrito L-ASCORBATO OXIDASE (AOO) en plantas de distintas variedades de arroz
(Yang et al., 2019). También en arroz, miR528-5p regula al factor de transcripcion RED
AND FAR-RED INSENSITIVE 2 (OsRFI2) para promover la floracion en condiciones de
fotoperiodo de dia largo (Wu et al., 2017; Yang et al., 2019). Otro estudio identificé que la
sobreexpresion de MIR528 compromete la tolerancia basal a arsénico Il (As3*) de

variedades resistentes de arroz y modifica el contenido de &cido abscisico (ABA) de la
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planta (Liu et al., 2015; Wang et al., 2021). En platano (Musa acuminata), Mac-miR528 es
un regulador esencial de la respuesta a estrés por frio y la maduracién del fruto al sefalizar
la degradacion de transcritos de diversas POLYPHENOL OXIDASES (PPO), lo que
ocasiona el ennegrecimiento de la cascara del fruto y se traduce en pérdidas econémicas
para productores (Zhu et al., 2019). En general, estos y otros reportes indican que miR528
es un miRNA multifacético con una gran capacidad funcional debido a la diversidad de

dianas que presenta entre especies.
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2.- ANTECEDENTES

En maiz, la participacion de miR528 en diversos procesos se ha estudiado con un enfoque
principal en el mMiRNA maduro y sus mRNAs dianas. Experimentos de secuenciacion masiva
de sRNAs encontraron que los niveles de miR528-5p incrementan de manera significativa
a medida que sucede la maduracion del embrién de maiz luego de la polinizacién (D. Li et
al., 2013). De igual manera, se ha visto que este miRNA incrementa sus niveles durante la
imbibicion de la semilla (Figura VII), siendo su punto de acumulacion maxima en el momento
que la semilla germina. A través del analisis global de los productos de degradacion
mediados por miRNAs (degradoma) en semillas de maiz luego de la imbibicion, se propuso
que miR528 puede participar durante las primeras etapas de germinacién al modular la
homeostasis de mMRNAs de proteinas reguladoras de especies reactivas de oxigeno (ROS)

para prevenir dafo celular (Wang et al., 2011; Li et al., 2013).

Relative expression level

Mir156 Mir159 Mir166 Mir167 Mir319 Mird08 Mir528

Imbibed seed O Dry seed

Figura VII.- zma-miR528 maduro se acumula durante las primeras 24 h de imbibicion

en maiz. (A) Semillas de la linea endogamica 87-1 previo a la imbibicion en agua
(izquierda, Oh) y luego de 24 h de imbibicion (derecha, 24h) (B) Niveles de expresion
relativa de distintos miRNAs de maiz en semilla seca (barras blancas) y después de 24 h
de imbibicion (barras grises). (Modificado de Li et al., 2013)

Reportes mas recientes senalan que la acumulacién de este miRNA se ve modificada por
los niveles de nitrdgeno en el medio. Plantas de maiz de la variedad ZZC01 que crecieron
en suelos adicionados con un exceso de nitrdgeno presentaron niveles mas elevados de
miR528 en comparacion con plantulas crecidas en medios pobres en nitrégeno (Sun et al.,
2018)(Figura VIII-A). Bajo estas condiciones, la sobre-acumulacion de miR528 regula a la
baja dianas especificas como Zm-LACCASE3-5 (Zm-LAC3-5, Figura VIII-B y VIII-C), cuyos
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productos estan involucrados en la biosintesis y deposicion de lignina, generando plantas
con tallos débiles que presentan un fenotipo de susceptibilidad al acostamiento (lodging)
(Sun et al., 2018).
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Figura VIII.- La acumulaciéon de zma-miR528 incrementa en medios con exceso de nitratos.
(A) Niveles relativos de acumulacion de zma-miR528 maduro en medios con concentraciones
suficientes (NS, 18 mM NOs, barras blancas), deficientes (ND, 4 mM NOg", barras grises) y de
exceso (NL, 30 mM NOg, barras negras) de nitratos en plantulas de maiz ZZC01 durante 7 dias
de tratamiento. Acumulacion relativa de los transcritos LAC3 (B) y LAC5 (C) en plantulas de maiz
bajo las condiciones probadas en (A). La representacion grafica de cada transcrito se encuentra
debajo de cada perfil de acumulacion. Los rectangulos negros denotan los exones en los
transcritos y se sefiala el sitio de corte de miR528 validado por 5’-RLM-RACE (Modificado de Sun
etal., 2018)

Cambios significativos en los niveles de miR528 se han reportado también durante la
induccion y proliferacion de callos en la embriogénesis somatica de maiz (ES). Esta via
alterna de desarrollo emplea células somaticas (2n) de un tejido explante que bajo
estimulos con auxinas y otros fitorreguladores pueden generar embriones somaticos que
regeneran a un individuo completo (planta) una vez retiradas estas hormonas (Yang and
Zhang, 2011). Este modelo de desarrollo incluye una gran cantidad de eventos
caracteristicos como desdiferenciacion celular, activacion de la divisiéon celular,

reprogramacion de la fisiologia y metabolismo y cambios en patrones de expresion de

37



genes (Méndez-Hernandez et al., 2019). El analisis global de la abundancia de miRNAs
durante la induccion y proliferacion de callos embriogénicos de la variedad mexicana VS-
535 raza Tuxpefio, indicd que el incremento mas significativo fue el observado para miR528
(Alejandri-Ramirez et al., 2018)(Figura IX). Como parte del estudio funcional de miRNAs en
este modelo, se analizé la presencia de algunos en perfiles polirribosomales de callos

embriogénicos de maiz VS-535 para conocer si participan en la regulacion traduccional de
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Figura IX.- Distribucion de miRNAs durante la embriogénesis somatica de maiz. Abundancia
de miRNAs relacionados con diversos procesos celulares en callos embriogénicos de maiz VS-
535. Se puede observar que miR528 es uno de los miRNAs que incremento su expresion a lo largo
del proceso (linea roja punteada). IE: embrién inmaduro. C1: callo de 1 mes. C4: callo de 4 meses.
C10: callo de 10 meses. (tomado de Alejandri-Ramirez et al., 2018)

sus mRNA diana (Juarez-Gonzalez, 2015). Estos ensayos revelaron que solo miR528 se
localizaba en fracciones de polisomas (con traduccion activa y eficiente, FiguraX-A);
sugiriendo que este miRNA puede ejercer regulacion a nivel traduccional. Otro modelo
experimental donde se han descrito cambios en la abundancia de miR528 es la
regeneracion in vitro de plantas de maiz en la etapa final de la ES. En la variedad VS-535
de maiz, la disminucion hormonal y la exposiciéon a la luz de callos embriogénicos

ocasionaron que los niveles de miR528 disminuyeran significativamente a medida que se
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establece la regeneracién de plantas (Chavez-Hernandez et al., 2015)(Figura X-B). Para
algunos de sus transcritos diana predichos se observé que, mientras SOD71A mostraba
comportamiento inverso al perfil del miRNA, PLC no tenia este tipo de correlacion. Esto
plantea la posibilidad de que miR528 pueda ser capaz de ejercer su funcion a través de

otros mecanismos (Figura X-B).
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Figura X.- Los niveles de zma-miR528 disminuyen conforme se depletan las hormonas del medio.
(A) Distribucion de miRNAs a lo largo de distintas fracciones del perfil polirribosomal obtenido a partir de
callo embriogénico subcultivado por 10 meses. Los paneles inferiores corresponden al RNA total purificado
de cada fraccion y la detecccion de distintos miRNAs por northern blot.(B) Acumulacion de zma-miR528 y
de dos transcritos diana: SOD1a (panel superior) y PLC (panel inferior) durante el proceso de regeneracion.
Las barras de color representan periodos de oscuridad y las barras blancas periodos de luz. a: medio 100%
hormonas; b/d: medio con 50% hormonas; c/e: medio con 0% hormonas; f: plantula. En la parte superior se
observan los niveles de miR528 durante estos procesos detectados por Northen-blot (modificado de
Chavez-Hernandez et al., 2015)

En general, los estudios que demuestran la participacién de miR528 en todos estos
procesos de desarrollo, de respuesta a estimulos y estrés solo se enfocan en determinar
los cambios en la abundancia del transcrito maduro y como se ven afectados los niveles de
algunos de sus mMRNAs diana. Sin embargo, y a pesar de que este miRNA funciona como
componente central en distintos procesos, poco se sabe acerca de sus mecanismos de
regulacién sobre los transcritos diana y los elementos regulatorios que dirigen la expresion

a partir de los genes que lo codifican en maiz en respuesta a estos estimulos.
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3.- PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La participacion de miR528 en diversos procesos en el desarrollo de maiz ha sido estudiada
por medio de los perfiles de acumulacién del miRNA maduro y de algunos de sus transcritos
diana. Es evidente que en estos modelos existen cambios globales de expresion y eventos
regulatorios caracteristicos; sin embargo, poco se ha explorado acerca de cémo estos
mecanismos regulatorios afectan la expresién de los genes MIR de los cuales se deriva
miR528 y cuya acumulacion se ve modificada durante estas etapas. Atendiendo a esto y a
reportes previos de los niveles de acumulacion de miR528 en algunas de estos modelos, el
presente trabajo se propuso dilucidar, ademas del mecanismo de regulacién de blancos de
miR528, los elementos regulatorios y estimulos que modifican la expresién de este miRNA
durante la germinacién y primeras etapas de establecimiento de plantulas de maiz para
contribuir a un mejor entendimiento de las redes de regulacion que dirigen su expresion y

el impacto sobre sus blancos.
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» Enmaiz, miR528 es capaz de regular RNAs mensajeros blanco como MATE/BIGET,
bHLH152, SOD1a y PLC1 a través del corte endonucleolitico y por inhibicion de la
traduccion de estos.

» Elementos regulatorios presentes en el promotor de los genes MIR528 de maiz
funcionan en la activacion transcripcional en respuesta a tratamientos con nitratos y
auxinas durante la germinacién y el establecimiento de plantulas de maiz de la
variedad VS-535.

Generales

+« Analizar el mecanismo de regulacién de miR528 sobre algunos de sus transcritos
diana.

« Estudiar los elementos regulatorios presentes en el promotor de MIR528 que
determinan la transcripcion de los genes que codifican para este miRNA en la

variedad sintética de maiz Tuxpefo VS-535.
Particulares

Analizar la relacion estructural y conservacién de secuencia entre precursores de
miR528 de distintas especies de monocotiledéneas.

Analizar de manera experimental la regulacion de transcritos blancos como
MATE/BIGE1, bHLH152, SOD1a y PLC1 de miR528 durante las etapas de induccion,
proliferacién y regeneracion de la embriogénesis somatica de maiz de la variedad
sintética Tuxpefo VS-535

Analizar la region promotora de genes MIR528 de maiz en bases de datos actualizadas
para encontrar secuencias de union para distintos factores de transcripcion.

Evaluar de manera experimental la acumulacion de miR528 y sus precursores durante
la germinacion y el establecimiento de plantulas de maiz.

Determinar el efecto de diversos estimulos sobre la abundancia de los precursores y
miR528 en ejes germinados de maiz.

Determinar las regiones del promotor de los genes MIR528 que responden a diversos
estimulos como nitratos y auxinas exdgenas que desencadenan cambios en la

acumulacion de miR528.
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6.1 Material biolégico y aplicacion de estimulos.

Todos los experimentos fueron realizados con la variedad mexicana VS-535 proveniente

de la raza Tuxperio (Zea mays L.).

La evaluacion funcional de miR528 sobre algunos mRNAs diana se evalué en el modelo de
embriogénesis somatica (ES) en las etapas de induccion, proliferacion y regeneracion. Para
contar con embriones inmaduros de edad adecuada para la induccion de la ES, se crecieron
plantas de maiz en sacos de 20 kg con mezcla comercial de suelo (Sunshine) bajo
condiciones de fotoperiodo natural y temperaturas de entre 25-30°C en el invernadero.
Después de cuatro meses, se realizd la polinizacion manual de las mazorcas con polen
colectado de distintas plantas. Entre 15 a 18 dias después de la polinizacién, se colectaron
embriones de tamafo similar de la seccion media de la mazorca. A partir de este tejido, se

realizo la induccion de ES siguiendo el protocolo mencionado mas adelante.

Para los experimentos de germinacién y establecimiento de plantulas, se desinfectaron
semillas maduras de maiz con una solucion comercial de NaCIlO al 6% mediante agitacién
constante (250 rpm) por 5 minutos seguido de 5 lavados con 100 mL de agua destilada
estéril. La imbibicidn, germinacién vertical y establecimiento de plantulas de maiz se realiz6
siguiendo el protocolo reportado (Crombez et al., 2016). Las semillas se colocaron en rollos
de papel humedecidos con agua y se incubaron con un fotoperiodo de 12 h luz/ 12 h
oscuridad a 28°C.

El efecto de la presencia de nitratos en la expresion de MIR528 se evalué conforme a lo
reportado por (Sun et al., 2018). Los rollos fueron empapados con 150 mL de agua destilada
estéril (condiciéon control) o con el mismo volumen de una solucion 30 mM de KNO3; hasta
por 72 h, haciendo recambios de solucién cada 24h. Se colectaron muestras de ambos

grupos luego de 24, 48 y 72 h de tratamiento continuo.

Para la adiciéon exdgena de auxinas y su efecto sobre la expresion de MIR528 se procedio
conforme a lo reportado por (Crombez et al., 2016). Durante las primeras 72 h de imbibicién,
se incubaron los rollos con semillas en agua destilada estéril (control) o en una solucién 50

MM de acido N-1-naftiltalamico (NPA, inhibidor del transporte de auxinas, Sigma Aldrich).
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Pasado este tiempo, una porcion de las semillas tratadas con NPA se transfirié a rollos
nuevos que se empaparon con solucion 50 uM de acido 1-naftalenacético (NAA, Sigma
Aldrich). Se colectaron muestras luego de 0, 2, 4, y 6 h de aplicado el estimulo con auxinas.
Se extrajeron los ejes embrionarios y coleoptilos de las muestras colectadas y se

congelaron inmediatamente para su posterior procesamiento.

6.2 Induccion de callos embriogénicos, subcultivo y

regeneracion de plantas de maiz
La induccion de callos embriogénicos y su subcultivo se realizé conforme a los protocolos
reportados por (Chavez-Hernandez et al., 2015; Juarez-Gonzalez et al., 2019; Loépez-Ruiz
et al., 2019) a partir de embriones inmaduros colectados entre 15-18 dias después de la
polinizacién manual. Se desinfectaron las mazorcas y se extrajeron los embriones con
ayuda de un bisturi estéril en una campana de flujo laminar. Los embriones se colocaron
en medio de induccién N6l con 2 mg L' de la auxina sintética acido 2,4-diclorofenoxiacético
(2,4-D, Ver Anexos Tabla S1) por dos semanas. Cada 2 semanas, los callos se
subcultivaron en medio N6P fresco adicionado con 2 mg L' de 2,4-D y 0.3 mg L' de
benciladenina (BA, Ver Anexos Tabla S1). Se tomaron y almacenaron muestras
correspondientes a callos embriogénicos tipo Il luego de 1 y 4 meses después de la
induccién. Pasados 8 meses de subcultivo, se realizé la regeneracion de plantas de maiz
siguiendo el protocolo reportado por (Lépez-Ruiz et al., 2019). Segmentos de la porcién
media de hojas de plantas regeneradas se almacenaron a -80°C para su posterior

procesamiento.

6.3 Extraccion, purificacion y fraccionamiento de RNA de las

muestras colectadas
Las muestras de tejido se pulverizaron en nitrégeno liquido en morteros previamente
estériles hasta obtener un polvo fino. Rapidamente, se transfirié el polvo a microtubos de
1.5 mL estériles y se afiadié 1 mL de TRIzol ® (Invitrogen), se agitaron vigorosamente por
15 segundos y se incubaron a temperatura ambiente (TA) por 5 minutos. Se centrifugaron
los tubos a 12,000 x g por 15 minutos a 4°C. Se recuperd el sobrenadante sin tocar la
interfase y se transfirid a un tubo nuevo de 1.5 mL. Se afnadieron 200 yL de CHCI; y se
agitdé vigorosamente con ayuda de un vortex. Se incubaron los tubos a temperatura
ambiente por 3 minutos y se centrifugaron a 12,000 g por 15 minutos a 4°C. Posteriormente,

se transfiri6 cada sobrenadante a tubos nuevos, se anadieron 500 pL de isopropanol frio,
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se mezclod por inversion lenta y se incubd por 15 minutos a -20°C. Pasado este tiempo, se
centrifugaron los tubos a 12,000 g por 10 minutos a 4°C. Se descart6 el sobrenadante y se
lavaron los botones de RNA con 1 mL de EtOH al 75%. Posterior a esto, se centrifugaron
los tubos a 7,500 g por 5 minutos a 4°C y se retird el sobrenadante por decantacién, se
secaron los botones a temperatura ambiente por 5 minutos y se resuspendié el RNA con
50 yL de H,O DEPC. Cada muestra fue tratada con Dnasa | (Zymo Research) por 15
minutos a 37°C para retirar rastros de DNA gendmico. Se purificaron y fraccionaron las
muestras en RNAs largos (>200 nt) y pequefos (<200 nt) usando el kit comercial RNA

Clean and Concentrator (Zymo Research) siguiendo las recomendaciones del fabricante.

6.4 Analisis in silico de la relacion filogenética y estructura de

precursores de miR528 en monocotiledéneas

Las secuencias correspondientes a precursores de miR528 de 21 especies de plantas

monocotiledoneas se recabaron usando las bases de datos miRBase (release 22.1;

https://www.mirbase.org) y Plant microRNA Encyclopedia (PmiREN, version 2.0;

https://pmiren.com) (ver Anexos Tabla S2). Se analiz6 el grado de conservacion de

secuencia por medio de alineamientos usando el algoritmo optimizado para nucleétidos
MUSCLE con 50 ciclos iterativos. La reconstruccion filogenética se construyé usando el
software MEGA X con el método de maxima verosimilitud (ML) junto con el mejor modelo
de ajuste (Modelo de Tamura de 3 parametros, (Roy et al., 2020)). La filogenia se evalué
por el método de bootstraping con 1000 réplicas. El arbol filogenético se visualizé y dividio
en clados usando el paquete ggfree en R studio. Ademas, se analiz6 el plegamiento de
algunos precursores de miR528 usando el servidor web RNAFold de la Universidad de
Viena (http://rna.tbi.univie.ac.at/cgi-bin/RNAWebSuite/RNAfold.cgi).

6.5 Prediccidn in silico de transcritos diana de miR528 de maiz
A partir de la secuencia de zma-miR528-5p maduro depositada en miRBase (5-
UGGAAGGGGCAUGCAGAGGAG-3’), se realizd un analisis global para identificar
posibles mRNA diana en maiz usando el servidor psRNATarget (V2, release 2017, release,

http://plantgrn.noble.org/psRNATarget/home). Se utilizaron los parametros basicos para el

algoritmo de busqueda contra la biblioteca de cDNA del Maize Genome Sequencing Project,
Release 5a. Los criterios de seleccion para las dianas fueron: una elevada
complementariedad con miR528 en la region semilla (posiciones 10-13 del miRNA,

permitiendo un maximo de 1 desapareamiento en esta regién), tener un valor de expectativa
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< 4, una adecuada accesibilidad teérica al sitio de reconocimiento (UPE <0) y que el
transcrito tuviera una adecuada anotacion en la base de datos Maize Genetics and
Genomics Database (maizeGBD RefGen_v4; https://www.maizegdb.org) (ver Anexos Tabla
S3).

6.6 Amplificacion Rapida de Extremos de cDNA mediada por
Ligacion de adaptador de RNA (5’-RLM-RACE) para validar corte

en la secuencia del mMRNA complementaria a miR528
Se emplearon alrededor de 3 ug de RNA total aislado como material de partida para la
sintesis de cDNA usando el kit comercial FirstChoice RLM-RACE kit (Ambion) siguiendo las
especificaciones del fabricante. Se omitieron los tratamientos enzimaticos con fosfatasa
alcalina y pirofosfatasa acida (CIP/TAP) para mantener los 5’-monofosfatos de los
productos degradados por miRNAs (Wang and Fang, 2015). Después, la reaccién de
ligaciéon del adaptador de RNA se incubé a 37°C por 60 minutos y se tomaron 2 ug de RNA
ligado para la sintesis de cDNA usando el kit Improm Il RT (Promega). La amplificacion de
los fragmentos se llevd a cabo por medio de reacciones de PCR anidadas usando
oligonucledtidos especificos para cada transcrito candidato y el adaptador (Ver anexos
Tabla S4). Los productos de amplificacién se clonaron en el vector pGEM-T-easy
(Promega) y 5 clonas independientes fueron secuenciadas en la Unidad de Sintesis y
Secuenciacion del Instituto de Biotecnologia (IBT) para identificar el sitio de corte para cada

transcrito.

6.7 Cuantificacion de precursores, miRNA maduro y transcritos
diana de miR528 por RT-gPCR

Para la deteccion de los precursores de miR528, 2 ug de las fracciones de RNA pequefios
(<200 nt) de las distintas muestras se sometieron a reacciones de poliadenilacion usando
el kit Poly(A) tailing kit (Invitrogen). Luego de esto, la sintesis de cDNA se realizé usando
oligo (dT) y el sistema Improm-Il Reverse Transcription system (Promega). Se disefaron
oligonucledtidos para amplificar ambos precursores de miR528 de maiz (zma-

premiR528a/b) usando el servidor Primer3Plus (https://www.primer3plus.com) con los

ajustes de qPCR activados (Ver Anexos Tabla S4). EI miRNA maduro se cuantificé a partir
de 250 ng de RNA pequerios. Se sintetizé cDNA empleando el método de sintesis Multiplex
de cDNA de miRNAs por RT-stem-loop con reaccion pulsada (Kramer, 2011). La

cuantificacion de los niveles de transcritos diana se realizé a partir de RNA total purificado

45


https://www.maizegdb.org/
https://www.primer3plus.com/

y sometido a reaccién de retro-transcripcion (RT) usando oligo (dT) con el sistema Improm-
Il Reverse Transcription system (Promega). Todas las reacciones de gPCR se realizaron
usando el kit Maxima SYBR Green/ROX qPCR Master Mix (Thermo Fisher) en un
termociclador 7500 Real-Time PCR system (Applied Biosystems). La acumulacion de cada
transcrito se reportd como expresion relativa usando el método 2724¢t, ytilizando como
normalizador el transcrito de 18S rRNA (para precursores y mRNAs diana) o el transcrito
de U6 snRNA (para el miRNA maduro). Los datos de cada experimento (al menos 3 réplicas
independientes con 3 réplicas técnicas cada una) se graficaron en Rstudio usando las
paqueterias ggplot2 y ggpubr. Se realizaron analisis de varianza de una via (One-way
ANOVA) con pruebas post hoc de comparacion multiple de Tukey para buscar diferencias

significativas en Rstudio.

6.8 Obtencidén de perfiles polirribosomales
Para evaluar la regulacion de dianas de miR528-5p por bloqueo de la traduccion se
obtuvieron perfiles polisomales a partir de embriones inmaduros, callos embriogénicos de
1y 4 meses después de la induccion y de ejes embrionarios germinados por 24 h. Se
procedié conforme al protocolo reportado por (Contreras-Paredes et al., 2012) con algunas
modificaciones. Se pulverizé alrededor de 1 g de cada tejido con nitrégeno liquido en un
mortero estéril. Sin dejar descongelar la muestra, se resuspendi6 el tejido molido en 10 mL
de amortiguador de lisis (200 mM Tris-HCI pH 8.5, 50 mM KCI, 25 mM MgCl,, 2 mM EGTA,
50 pg /mL cicloheximida, 0.5 mg /mL heparina, 50 uyg /mL DTT, 1% IGEPAL, 1% Triton X-
100, 2% PTE) mezclando vigorosamente por 1 minuto. Se clarificaron los extractos por
centrifugacion a 15,000 rpm por 15 minutos a 4°C. El sobrenadante se colocé sobre 3 mL
de amortiguador de colchon (50 mM Tris-HCI pH 8.5, 25 mM KCI, 10 mM MgCl2, 60%
sacarosa y 0.05 mg/mL cicloheximida) en tubos de policarbonato estériles y se
centrifugaron a 50,000 rpm por 3 horas a 4°C en un rotor de angulo fijo 75Ti. Pasado este
tiempo, se descart6 el sobrenadante y el pellet de polisomas se resuspendié en 500 uL de
amortiguador de lisis para después ser depositados en la superficie de un gradiente
continuo 15-60% de sacarosa. Los tubos se colocaron en un rotor SW40 y se centrifugaron
a 36,000 rpm por 2 h a 4°C. Se graficaron y fraccionaron los perfiles en 16 porciones de
500 uL usando el sistema Auto Densi-Flow conectado con un detector de absorbancia

(longitud de onda: 254 nm) y a un graficador de dos canales (LKB 2210).
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6.9 Aislamiento de RNA de fracciones de perfiles

polirribosomales

Cada fraccién de 500 pL fue tratada con 25 pL de SDS al 10% y 1 pL de Proteinasa K (10
mg/mL) por 30 minutos a 37°C. Después, se separd el RNA del resto de componentes
mediante la adicion de 250 uL de fenol acido (pH= 4.3) y 250 uL de cloroformo: alcohol
isoamilico (25:1). Las fracciones se mezclaron con ayuda de un vortex y se centrifugaron a
15,000 x g por 5 minutos a 4°C. Se tomo el sobrenadante y se precipité el RNA con 80 uL
de LiCl 10 M y 500 uL de isopropanol mezclando por inversién delicada. Se incubaron los
tubos por 2 h a -20°C y se promovio la formacion de pellet de RNA al centrifugar los tubos
a 12,000 x g por 5 minutos a 4°C. Se descarté el sobrenadante y se lavaron los botones
con etanol al 70%. Los botones se secaron con ayuda de una bomba de vacio y se
resuspendieron en 30 uL de H,O DEPC estéril. Se determiné la concentracion e integridad
del RNA en cada fraccién y se fusionaron las fracciones que correspondian a una misma
region del perfil como RNA libre y subunidades ribosomales (F1), monosomas (F2),
polisomas ligeros (F3) y polisomas pesados (F4). Con esto, se procedid a la sintesis de

cDNA usando el protocolo diana por medio de RT-gPCR.

6.10 Validaciéon experimental del sitio de inicio de la transcripcion
(TSS) de genes MIR528 de maiz por medio de 5’-RACE

El mapeo del TSS para los genes de MIR528 se realiz6 siguiendo el protocolo reportado
por (Liu et al., 2018) con algunas modificaciones. Alrededor de 10 ug de RNA total fueron
tratados con la enzima QickCIP (NEB) por 1 h a 37°C. La reaccion anterior se detuvo con
15 pL de acetato de amonio 5 M para después purificar el RNA usando el método de
extraccién fenol-cloroformo y precipitacién por isopropanol. A partir del RNA precipitado, se
agregaron 2 Ul de enzima de decapping (NEB) para remover los 5’-CAP presente en los
transcritos primarios de miRNAs y otros productos de la RNA Pol Il. La ligacién del
adaptador del 5’-RACE se llevo a cabo usando 2 pL de RNA tratado y 2 uL de la T4 RNA
ligasa (2.5 U/uL) por 1 h a 37°C. Los productos de ligacion se retro-transcribieron usando
oligo (dT) y el sistema Improm-Il Reverse Transcription system (Promega). Reacciones
anidadas de PCR (nested PCR) se realizaron usando oligonucleétidos para el adaptador y
para el pri-miR528a/b (Ver anexo Tabla 3). Los productos finales de ampilificacion se
observaron por medio de electroforesis en gel de agarosa al 1.5% y se purificaron
empleando el kit Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega). Los productos

aislados fueron ligados en el vector pGEM-T-easy (Promega) para su secuenciacion.
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6.11 Busqueda de elementos regulatorios en cis (CRE) en

promotores de genes MIR528 de monocotiledoneas.
El analisis in silico de los sitios de union para FTs (TFBS) dentro de las regiones promotoras
de MIR528 se realizd6 wusando el software de analisis NEW PLACE
(https://www.dna.affrc.go.jp/PLACE/?action=newplace) y las bases de datos PlantPAN3.0
(http://plantpan.itps.ncku.edu.tw) y PlantCARE

(http://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/plantcare/html/) (ver Anexos Tabla S5) . Se

recolectaron las secuencias correspondientes a las regiones rio arriba (=2000 pb) al sitio
de mapeo del precursor de miR528 en diversas especies de monocotiledéneas usando la
base de datos de Ensembl Plant database release 52

(https://plants.ensembl.org/index.html) para el buscar de motivos de unién conservados y

realizar un analisis de homologia de estos TFBS entre especies. Se alinearon estas
secuencias usando el algoritmo MUSCLE optimizado para nucledtidos y se obtuvo la
filogenia usando el software MEGA X y el método de maxima verosimilitud (ML) y 1000

iteraciones de bootstraping.

6.12 Generacion de construcciones para el analisis funcional del

promotor de zma-MIR528a
6.12.1 Aislamiento del promotor de zma-MIR528a

Se extrajo DNA gendémico (QDNA) a partir de ejes germinados de maiz usando el método
de aislamiento por CTAB (J. Li et al., 2013). Una vez aislado el gDNA, se realiz6 la
amplificacion de la region comprendida entre la posicion -1510 rio arriba y 209 rio abajo del
TSS del gen zma-MIR528a usando Phusion High Fidelity DNA polimerasa (NEB) siguiendo
las especificaciones del fabricante. Se purifico el producto de amplificacion y se cloné en el

vector pPGEM-T easy (Promega) para secuenciacion.
6.12.2 Deleciones 5’-consecutivas del promotor de zma-MIR528a

A partir del promotor aislado de maiz, se generaron deleciones consecutivas del promotor
de MIR528a (pMIR_1-pMIR_4) usando oligonucledtidos especificos (Ver Anexos Tabla 3).
Los amplicones se clonaron en el vector pPENTR-D-TOPO (Thermo Fisher). Se corrobord la
insercion y orientacion de cada fragmento por PCR y se realiz6 la recombinacion de cada
construccion con el vector final pPBGWFS7.0 por medio de la enzima Gateway LR-Clonase

Il (Invitrogen). Se comprobd la insercidn correcta de cada fragmento del promotor y la
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integridad de los genes reporteros (eGFP y GUS) en los constructos finales por
secuenciacion tipo Sanger realizadas en la Unidad de Sintesis y Secuenciacion del Instituto

de Biotecnologia de la UNAM (Cuernava, Morelos).
6.12.3 Delecion de los motivos TGA1/4 y AuxRE del promotor de zma-MIR528a

Las deleciones de sitios de union particulares (TGA1/4 proximal/distal y AuxRE) se llevaron
a cabo por medio de mutacién sitio-dirigida usando el método de PCR de traslape
(Overlapping PCR) (Hussain and Chong, 2016) sobre la construccion con el promotor
completo (pMIR_1). Los casetes de expresion WT y mutantes se clonaron en el vector
pGEM-T easy para su secuenciacion y posterior uso en ensayos de actividad

transcripcional.

6.12.4 Plasmidos de expresion constitutiva de factores ARFs activadores de

maiz

Los plasmidos efectores para ensayos de cotransfeccion se generaron a partir de las clonas
de entrada pUT6075 y pUT3104 depositadas en el Arabidopsis Biological Resource Center
(ABRC) que contienen los marcos de lectura de los FTs zm-ARF34 (Zm00001eb031700) y
zm-ARF4 (Zm00001eb067270), respectivamente. Estos plasmidos se recombinaron el con
vector destino pEarleyGate 102 usando el sistema de recombinacion Gateway LR-clonase
I (Invitrogen). La insercién e integridad de la region codificante de los factores ARFs se

comprobd por secuenciacion tipo Sanger.

6.13 Aislamiento de plasmidos para ensayos de expresion

transitoria

A partir de gliceroles de cada construccion se inocularon 100 pL de suspension bacteriana
en 5 mL de medio LB con el antibiético de seleccion correspondiente y se incubaron a 37°C
y 250 rpm por toda la noche. Los tubos con crecimiento se centrifugaron a 4000 g a 4°C por
10 minutos. El sobrenadante se descartd y se resuspendio el pellet en 500uL de solucién
de resuspension (50 mM Tris-HCI pH=8.5, 10 mM EDTA pH=8.5 y 50 yg/mL de RNasa |
agregada el dia de la extraccion). Luego de esto, se afiadieron 500 uL de amortiguador de
lisis (200 mM NaOH y SDS al 1%), se mezclaron por inversion y se incubaron los tubos por
3 minutos a temperatura ambiente. Después, se afiadieron 500 pL de solucion de
neutralizacion (Acetato de potasio 3 M y 12% acido acético glacial) y se mezclaron por

inversion. El lisado bacteriano se distribuyd microtubos de 1.5 mL por decantacién. A
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continuacion, se centrifugaron los tubos a 13,200 x g a 4°C por 10 minutos. Se colect6 el
sobrenadante y se afiadié un volumen (1x) de etanol absoluto frio, mezclando fuertemente
por 5 segundos. Las muestras con etanol se cargaron en las columnas del kit GenElute
Plasmid miniprep (Thermo Fisher) de manera secuencial centrifugando por 30 segundos a
13,200 x g luego de la adicion de cada alicuota. Luego de la centrifugacién, se lavaron las
columnas dos veces con 500 pL de amortiguador de lavado del kit. Las columnas se
centrifugaron de manera adicional por 1.5 minutos a 13,200 x g para remover el etanol
residual. Luego de esto, se colocaron las columnas en microtubos de 1.5 mL estériles y se
agrego a las columnas 36 uL de H,O DEPC y se centrifugaron por 2 minutos a 13,200 x g
a temperatura ambiente. La concentracion de cada plasmido aislado se determind por

Nanodrop.

6.14 Aislamiento y transfecciéon de protoplastos de maiz
La obtencién de protoplastos se realizé siguiendo el protocolo reportado por (Yoo, Cho and
Sheen, 2007) con algunas modificaciones. Se desinfectaron y sembraron alrededor de 15
semillas de maiz en macetas de 15 cm de diametro. Luego de la emergencia del hipocoétilo,
se colocaron las plantulas en oscuridad hasta que la primera hoja (segunda en emerger
después del cotileddn) se encontraba completamente expandida y etiolada (~10-12 cm). La
porcién media de cada hoja se corté en tiras de 0.5 cm y se infiltraron a vacio por 45 minutos
en 20 mL de solucion de enzimas (Ver Tabla 2). Pasado este tiempo, se incubaron las tiras
en la obscuridad, a temperatura ambiente y con agitacion constante (50 rpm) por 3 horas.
Los protoplastos se colectaron por filtracion y centrifugacion (200 rpm por 4 minutos), se
lavaron dos veces con 2 mL de solucién W5 y se resuspendieron en solucion MMg fria a
una concentracion final de 10° protoplastos mL-'. Para la transfeccién, se tomaron 2X105
protoplastos y se combinaron con 50 ug de DNA de la construccion correspondiente y se
mezclaron por inversion con un volumen (1x) de solucién PEG4000. Esta mezcla fue
incubada a 25°C por 30 minutos en la oscuridad y los protoplastos transfectados se lavaron

dos veces con 1 mL de solucién W5. Finalmente, se resuspendieron los protoplastos en 1
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SOLUCION COMPONENTES
Celulasa R10 1.5% m/v
Macerozima R10 0.75% m/v
Manitol 0.6 M
Solucion de enzimas ~ MES pH 5.7 10 mM
CaCly 10 mM
BSA 0.1 %
B-mercaptoEtOH 3uL
NaCl 154 mM
CaCl, 125 mM
Solucion W5 KCI 5mM
MES pH 5.7 2mM
MES pH 5.7 4 mM
., MgCI2 15 mM
Salle il Manitol 0.4 M
PEG 4000 40% m/iv
., Manitol 0.4 M
Solucion PEG 4000 CaCl, 01M
MES pH 5.7 4 mM
.. . ., Manitol 0.6 M
Solucién de incubacién KCl 4 mM

Tabla 2.- Listado de soluciones para el aislamiento de protoplastos

de maiz

mL de solucidn de incubacién y se almacenaron en la oscuridad por 16 h para propiciar la
expresion basal de cada construccién. Para evaluar el efecto de la presencia de nitratos y
auxinas en la actividad transcripcional de cada construccién, se adicioné al medio de
incubacién de protoplastos, KNOs; y/o NAA a concentraciones finales de 10 mM y 1 uM,
respectivamente, durante 6 horas adicionales al tiempo de incubacion basal. Estas
concentraciones fueron menores a las empleadas en los experimentos con semillas y
plantulas para evitar la lisis de los protoplastos. Luego de los estimulos, los protoplastos
fueron cosechados por centrifugacién a 200 x g por 5 minutos para su posterior analisis. La
eficiencia de transfeccién y normalizacion de la actividad se obtuvo por medio de la
cuantificacién absoluta de DNA plasmidico transfectado con éxito, siguiendo el protocolo

reportado por (Hanifiah et al., 2018).
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6.15 Analisis de la actividad del promotor de zma-MIR528a

La actividad transcripcional de cada construccién se determiné por medio de la expresion
transitoria de las proteinas reporteras eGFP y GUS. Pasado el tiempo de incubacion basal,
los protoplastos transfectados se colectaron y resuspendieron en 300 uL de soluciéon W5 y
se detecto la senal de eGFP usando el microscopio confocal Olympus FluoView 1000,
equipado con el software FV10-ASW 3.0. Los protoplastos fueron colocados en
portaobjetos céncavos con su correspondiente cubreobjetos. Todas las imagenes
fueron tomadas con un objetivo de inmersion 60X empleando el laser de excitacién para
GFP (470 nm) y filtro de barrera (emisién 535-600 nm) y se considero la auto-
fluorescencia de la clorofila (color de emisién en rojo) como fondo para determinar de
manera cualitativa la fluorescencia de la proteina eGFP. Asi mismo, la actividad del
promotor se determind por medio de la actividad enzimatica de GUS sobre el sustrato
acido 4-metilumbeliferil-R-glucopiranosaidurdnico (4-MUG). A partir de los protoplastos
transfectados y tratados con los estimulos, se colectaron los extractos proteicos de cada
transfeccién al lisar las células en amortiguador de extracciéon (amortiguador de fosfatos
50 mM, Na;EDTA 10 mM, Tritén X-100 1% v/v, IGEPAL 1%, R-mercaptoetanol 10 mM).
Cada extracto se recolectd por centrifugacién a 12,000 rpm por 10 minutos a 4°C. Se
tomaron 300 uL de cada extracto, se mezclaron con 150 uL de una solucion 2 mM de 4-
MUG en amortiguador de lisis y se incubaron a 37°C por 16 horas en la obscuridad.
Pasado este tiempo, a cada tubo se le adicionaron 900 pL de amortiguador de paro (0.2
M Na>CO3; pH=9.5). La lectura de fluorescencia se realiz6 por triplicado en placas de 96
pozos para fluorescencia usando el equipo Varioskan LUX Multimode (Thermo Fisher)
con un filtro de excitacion de 365 nm y un filtro de emision de 455 nm. Asi mismo, se
determiné la cantidad de proteina total de cada extracto proteico por medio del ensayo
de Bradford. La actividad de GUS se calculé con base en una curva estandar de B-

metilumbeliferona (4-MU) y se expresé como nmol de 4-MU min-' mg-' de proteina total.
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/.- RESULTADOS

7.1 miR528 y sus precursores presentan un alto grado de
conservaciéon entre monocotiledéneas
Existen miRNAs que se han conservado en secuencia y funcién en una gran cantidad
de especies de plantas. En particular, miR528 sélo ha sido descrito de manera funcional
en arroz (Oryza sativa), banana (Musa acuminata) y maiz (Zea mays); a pesar de ser
un miRNA presente en otras monocotiledéneas. Teniendo esto en cuenta, la primera
aproximacion al estudio de la regulacion y funcion de miR528 fue identificar los genes
que dan origen a este miRNA en maiz. En la base de datos miRBase, se identificaron 2
accesos (MI0013239 y MI0013240) anotados como “RNA_precursor’ de miR528 en dos
cromosomas distintos (Figura 1) los cuales generan el mismo miRNA maduro. El gen zma-
MIR528a (MI0013239) se localizé en el cromosoma 1; su precursor, pre-miR528a, mapea
entre las coordenadas 6,412,284 -6,412,406 en la cadena directa, posee una longitud de
123 nt y se encuentra entre dos genes codificantes aproximadamente a una distancia de
3.0 kb y 7.0 kb de cada uno (Figura 1a). Por su parte, el gen zma-MIR528b (MI0013240)
corresponde al precursor pre-miR528b, se localiza en el cromosoma 9 con coordenadas
15,375,2340-15,375,2417 en la cadena reversa y presenta una longitud de 77 nt (Figura
1b). Ambos precursores contienen la misma secuencia para el duplex miR528-5p/miR528-
3p. Asimismo, las dos secuencias precursoras adoptan el plegamiento tipico de pre-
miRNAs (tallo-asa); sin embargo, s6lo zma-premiR528a presenta una “asa” terminal
ramificada. Una vez identificados estos precursores de maiz, se procedié a analizar la
conservacion de los precursores de miR528 en diversas especies. Haciendo uso de la

enciclopedia de miRNAs de plantas (PmiREN), se colectaron las secuencias depositadas

53



A)

zma-MIR528a

Cromosoma: 1 (+) (123 nt)
miRBase ID: MI0013239

B)

zma-MIR528b

Cromosoma: 9 (-) (77 nt)
miRBase ID: MI0013239

50.000.000 100,000,000 150,000,000 200,000,000 250,000,000 200 g e0m 80100008 R, eacm oo 180,000,000 180,000,008, I
- = Q. a Creom = | Ch08:156642017..156644800 (1.98 K)
(&) (=) Q Q QQ Chd1| w | GhrO15401481 6421220 (1974 Kb) G — T“m;?\ & 18,844,000
6405000 5,410,000 6,415,000 5,420,000 e tRszss,

Zm00001d0z74e8 Toor I B 2Zm000019027490 Too1  + -]
ZmDO0014027488 2ma- MRS 28a 10027489

Duplex
miR528-5p/miR528-3p

Diplex
miR528-5p/miR528-3p

zma-premiR528a zma-premiR528b

Figura 1.- Identificacion de genes y precursores de miR528 de maiz. Localizacion
genodmica, longitud e identificadores de los genes zma-MIR528a (A) y zma-MIR582b (B)
presentes en maiz. En las predicciones de plegamiento se sefalan los nucledtidos
correspondientes al diplex miR528-5p/miR528-3p.

como pre-miR528 de 21 especies distintas, incluido maiz (ver Anexos Tabla 1). A partir de
esto, se realizé un alineamiento multiple de precursores (Figura 2). Como se puede
observar, los precursores poseen un alto grado de conservacién de secuencia,
especialmente en la region correspondiente al miR528-5p (miRNA maduro efector), donde
todos los precursores presentaron una misma secuencia. En contraste, la regiéon del
miR528-3p presentd mayor numero de diferencias (Figura 2A). De igual manera, se
identificaron algunas bases conservadas en la region correspondiente al tallo del precursor.
Este grado de conservacion también pudo observarse al explorar el plegamiento de los

precursores, donde algunas de las secuencias analizadas presentaron burbujas de
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ENERGY = -66.6

Osa-premiR528
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ENERGY = -66.7 ENERGY = -66.4
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Figura 2.- Conservacion a nivel de secuencia y estructura entre precursores de miR528. (A) Alineamiento de
secuencias de precursores miR528 en distintas monocotiledoneas. Los nucleétidos resaltados en azul indican
regiones conservadas. Un color azul mas tenue indica menor porcentaje de identidad. (B) Estructuras secundarias
predichas para precursores de miR528 en algunas especies obtenidas por medio del programa RNAFold. En la parte
inferior se muestra la energia libre minima de cada estructura. Cada base esta coloreada conforme a la probabilidad
de apareamiento derivado de la funcion de particién. A mayor coloracion roja, mayor probabilidad de apareamiento.
Las posiciones del duplex con desapareamientos conservados (posicion 12 y 16 de la secuencia del miRNA maduro)

entre precursores se indican con triangulos rojos. La porcién correspondiente al miRNA maduro se indica con una
linea negra.

desapareamiento conservadas entre especies, como las posiciones 12y 16 de la regién del
duplex o las burbujas de desapareamiento inmediatamente después del duplex (Figura 2B).
Al analizar la relacién evolutiva entre estas secuencias de precursores, se pudo apreciar
que las secuencias de pre-miR528a y pre-miR528b de maiz se agruparon en un clado
definido cercano a secuencias de precursores presentes en plantas de la familia
Panicoideae como Sorghum bicolor (Sbi), Panicum virgatum (Pvi), Setaria italic (Sit) y

Saccharum (Figura 3). Contrario a esto, precursores como el de banana (Mac-premiR528),
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mostraron una relacién evolutiva mas distante con los precursores de maiz, en coincidencia

con reportes previos (Zhu et al., 2020).

Scu-MIR528
89 Shi-MIR528
58 Pvi-MIR528b
67 Pvi-MIR528¢
87 Sit-MIR528
— 63 Cam-MIR528a
Pvi-MIR528a
[ Pha-MIR528
Zma-MIR528a
Jf: Zma-MIR528b
Tae-MIR528¢
Hvu-MIR528a
Tae-MIR528b
59 Bdi-MIR528
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79 Aof-MIR528
Pda-MIR528
62 Mac-MIR528
Ath-MIR408

69
65

al

77

!

3

99
79

il

Figura 3.- Andlisis filogenético de las secuencias de pre-miR528 encontradas en monocotiledéneas. Reconstruccion
filogenética realizada con MEGA X y el método de Maxima verosimilitud (ML) y mejor modelo ajustado (Tamura 3 parametros)
con 1000 iteraciones de bootstraping. 28 secuencias de precursores de miR528 fueron agrupadas en distintos clados usando
el paquete ggtree en R studio. El precursor de miR408 de A. thaliana (Ath-MIR408) se usé como outlier con funcién equivalente
a miR528. El valor de boostraping se indican como ndmeros en los nodos. Aof: Asparagus officinalis, Bdi: Brachypodium
distachyon, Cam: Cenchrus americanus, Eco: Eleusine coracana, Ete: Eragrostis tef, Hvu: Hordeum vulgare, Mac: Musa
acuminata, Ogl: Oryza glaberrima, Oni: Oryza nivara, Oru: Oryza rufipogon, Osa: Oryza sativa, Pha: Panicum hallii, Pvi: Panicum
virgatum, Pap: Phalaenopsis Aphrodite, Pda: Phoenix dactylifera, Scu: Saccharum hybrid cultivar, Sit: Setaria italica, Sbi:
Sorghum bicolor, Spo: Spirodela polyrhiza, Tae: Triticum aestivum, zma: Zea mays.
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En conjunto, estos resultados indican que miR528 maduro y sus precursores se encuentran
conservados entre monocotiledoneas a nivel de secuencia y estructura, a pesar de la gran

diversidad de transcritos diana reportados para miR528 en distintas especies.

7.2 miR528 regula mRNAs diana involucrados en multiples

procesos de maiz
Una de las maneras de estudiar la funcion de un miRNA es a través de la identificacion
de sus transcritos diana. Existen diversos métodos y algoritmos de prediccién que
permiten conocer posibles dianas de un miRNA. Para miR528-5p de maiz, se
identificaron dianas potenciales por medio del software psRNATarget (ver Anexos Tabla
S2). La seleccion de algunos candidatos para ser validados se realizé considerando
parametros como el grado de complementariedad entre el miRNA y la region semilla del
transcrito, que el mMRNA presentara un plegamiento secundario favorable para permitir
el acceso al sitio reconocido por miR528 y que tuviera una anotacion funcional conocida.
Se seleccionaron los transcritos MULTIDRUG AND TOXIC COMPOUND

Acceso Descripcion del blanco Alineamiento Expectativa  Inhibicion Referencias

Transportador  que regula la iRNA 21 GAGGAGACGUACGGGGAAGGU 1
MATE/BIGE1 iniciacion de érganos laterales y el MIREA S BABBALALBIALBBRRAEEY 20 Corte Suzuki et al, 2015

Zm00001d012883 1001 tamano del embrién. Modula la Target 102 CUCCUCUGCCUGCCUCUUUCMH Upadhyay et al., 2019

acumulacion de auxinas,

Factor de transcripcion involucra- miRNA 21 GAGGAGACGUACGGGGAAGGU 1 )
e Vendramin et al., 2020

bHLH152

Zmoooo1dotsa7s Too1 o en el desarrollo embrionario y TroanaiiniiiiLoninine 20 Corte Zhang et al, 2018
auriculas de hojas. Target 1660 CUGUUUUGCAUGCUCCUUCCA 1680 9 "
Cu-Zn  Superdxido  dismutasa, .
SOD1a regula la tolerancia a estrés y se miRNA 21 GAGGAGACGUACGGGGAAGGU 1
Zmo0001doa1a0s Toor  estimula durante el crecimiento B R 3.0 Corte Mauro et al., 2005
- hidropénico de plantas. Target 570 CUCCUCUGC- UGCCCCUUCCG 589
Proteina de la superfamilia de las .
PLCT cupredoxinas con funcion de acarreo miRNA 21 GAGGAGACGUACGGGGAAGGU 1 Traduccié fienzo et al. 2000
ZmO0001A02IESO_TO0  J oy volucrada en T Liiiiiooinoaiiniiiia 35 raduccion "
respuesta a frio Target 173 UUCCUCCGCACGCCCUUUCCA 193
Mediador de la ubiquitinacién .
GID2 parala degradacion declla proteina miRNA 21 GAGGAGACGUACGGGGAAGGU 1 a5 Traduccic Alexandrov et al,
L R AN . raduccion 2009
ZmD0oAR1EE 1001 Elitthﬁl a‘:”'a"te el crecimiento de Target 664 CUCCUCUGCUCGUCCUUUCCA 684 Zhang etal, 2019

Proteina con dominio  F-Box. miRNA 21 GAGGAGACGUACGGGGAAGGU 1

F-BOX . L

Zmoooo1dozetsa Toor  Participa en la ubiquitinacion de e 4.0 Traduccién Jiaetal, 2013
proteinas  sefalizadasa para Target 748 CUCCUCUGCUCGUCCUUUCCA 768

degradacién por proteasoma 265

Figura 4.- Prediccion y seleccién de transcritos diana de miR528-5p en maiz. Lista de dianas potenciales
de miR528 seleccionados para validacion experimental. Se muestra el sitio de reconocimiento y apareamiento
entre las secuencias del miRNA y el mMRNA diana junto posible mecanismo de inhibicién. El valor de expectativa
se calcula a partir de los parametros del algoritmo de psRNATarget, un mayor valor de expectativa indica una
menor probabilidad de que el blanco sea regulado por el miRNA en analisis.
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EXTRUSION/BIG EMBRYO 1 (MATE/BIGE1; Zm00001d012883_T001), BASIC HELIX-
LOOP-HELIX 152 (bHLH152; Zm00001d016873_TO001), GIBBERELLIN INSENSITIVE
DWARF2 F-BOX (GID2; Zm00001d048185_T001), y F-BOX CONTAINING PROTEIN (F-
BOX; Zm00001d028159_T001); los cuales no habian sido analizados en otros estudios
(Figura 4). Asi mismo, se incluyeron SUPEROXIDE DISMUTASE 1a (SOD1a;
Zm00001d031908_T001) y PLASTOCYANIN-LIKE DOMAIN CONTAINING PROTEIN
(PLC1; Zm00001d021850_T001), cuya acumulacién y correspondencia con los niveles
de miR528 ya habia sido explorada durante la regeneracion a partir de embriones
somaticos de maiz (Chavez-Hernandez et al., 2015). La mayor parte de los transcritos
seleccionados estan involucrados en procesos como el desarrollo y maduracion
embrionaria, el transporte y acumulacion de auxinas y en la respuesta a estrés oxidativo.
De manera interesante, estos procesos se relacionan entre si, ya que el mantenimiento
de un estado redox adecuado influye en el desarrollo y proliferacion durante la
embriogénesis y juntos determinan el estado metabdlico y la eficiencia energética de la
célula durante estas etapas (Clmini et al., 2019). La amplia varibilidad de dianas
predichas para miR528 podria sugerir que este miRNA forma nodos de regulacion para
proceso celulares ligados entre si. Cabe mencionar que con el algoritmo de prediccion
in silico empleado, también se identificaron los transcritos LACASSE 3 (Zm-LACS;
Zm00001d052243 _T001) y LACASSE 5 (Zm-LAC5; Zm00001d042901_T001); dianas
de miR528 previamente validadas y cuya regulacion mediada por este miRNA afecta la
deposicion de lignina en plantas de maiz creciendo en medio ricos en nitratos (Sun et
al., 2018) (Ver Anexos Tabla S2).

Para confirmar si zma-miR528 ejercia regulaciéon a nivel de degradacion sobre algunos
de los transcritos seleccionados, se realizé la identificacion de productos de
degradaciéon mediante el protocolo de 5’-RLM-RACE y con ello definir el sitio de corte
en cada mRNA. MATE/BIGE1, bHLH152 y SOD1a presentaron el sitio de corte en los
nucleétidos que corresponden al apareamiento en las posiciones 10 y 11 de zma-
miR528-5p (Figura 5A-5C). Asimismo, se detectd una menor amplificacion del producto
de degradacion del transcrito PLC1, lo que podria sugerir que este transcrito se regula
por miR528 usando algun otro mecanismo adicional al corte endonucleolitico (Figura 5D
y Anexos Figura S1). A pesar de que los productos de degradacion para los transcritos
GID2 y F-BOX no fueron detectados, se decidié continuar con su caracterizacion

experimental como posibles dianas de miR528 para profundizar en su regulacion.
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Figura 5.- Validacion experimental del sitio de corte para transcritos diana de zma-miR528. Productos de
degradacion mediada por miR528, identificados a través de 5-RLM-RACE para (A) MATE/BIGE1, (B)
bHLH152, (C) SOD1ay (D) PLC1. Las flechas sefalan el sitio de corte en el transcrito diana, los nimeros arriba
de ésta indican la proporcién de clonas independientes que mostraron el mismo sitio de corte. La secuencia
superior representa la secuencia del sitio blanco en el transcrito (fragmento azul), la secuencia inferior
corresponde al apareamiento con zma-miR528. Los desapareamientos se indican en rojo. (:) apareamiento

7.3 miR528 ejerce una regulacion versatil sobre sus mRNAs diana
durante la embriogénesis somatica de maiz
Al igual que muchos otros procesos regulados por miRNAs en plantas, la embriogénesis
somatica (ES) depende en gran medida de estos sRNAs. La ES se logra de manera
artificial empleando elevadas concentraciones de fitorreguladores en el explante de

trabajo, provocando cambios en las células, sus niveles de proliferacién y que permite
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regenerar una planta al retirar la exposicién hormonal (Juarez-Gonzalez et al., 2019). El
papel de los miRNAs reside en la regulacion que estos ejercen sobre distintos transcritos
diana como FTs involucrados en desarrollo, componentes de la respuesta a hormonas,
la maquinaria de respuesta a estrés, entre otros (Lopez-Ruiz et al., 2019). De manera
particular, miR528 ha sido identificado como uno de los miRNAs con mayor acumulacion
en callos embriogénicos durante la ES en algunas especies, incluyendo maiz (Alejandri-
Ramirez et al., 2018). Sin embargo, la contribucién de miR528 en la ES a través de la
regulacion de sus transcritos diana aun no ha sido completamente explorada. Por
consiguiente, se evaluaron los patrones de acumulacion de zma-miR528 maduro y
transcritos diana anteriormente validados en tejidos de diversas etapas de la ES: tejido
de explante (embriones inmaduros, |IE), callos embriogénicos a 1 mes de induccion (C1),
callos en proliferacion subcultivados por 4 meses (C4) y hojas de plantas regeneradas
(PL) (Figura 6A). Como se puede observar, los niveles de zma-miR528 presentaron una
ligera disminucion a 1 mes de induccién con respecto al tejido explante (IE); sin
embargo, esta diferencia no fue significativa y podria estar dada por la heterogeneidad
de tejido presente al mes de la induccién (Figura 6B). Por otro lado, en callos
embriogénicos en proliferacion (C4), zma-miR528 present6é un incremento significativo
de casi 5 veces de cambio en comparacion a las etapas previas, resultado congruente
con los datos obtenidos por secuenciacion masiva donde los niveles elevados se
mantienen incluso a tiempos posteriores de subcultivo (hasta 10 meses después de la
induccion) (Alejandri-Ramirez et al., 2018). En cambio, plantas regeneradas (PL)
presentaron una reduccion sustancial en los niveles de este miRNA (Figura 6B),
sugiriendo que miR528 podria estar participando activamente en la ES de maiz durante

el mantenimiento y la proliferacion de callos embriogénicos.

A la par, se cuantificaron los niveles de mRNAs diana en estas muestras y se evalué la
correspondencia que presentaban con los niveles de zma-miR528. Los transcritos
MATE/BIGE1, bHLH152, SOD1a, GID2 y F-BOX presentaron patrones de acumulacién
similares en los tejidos evaluados (Figura 6B). Sus niveles disminuyeron de manera
significativa en callos en proliferacion (C4), tejido que a su vez presentd una elevada

acumulacion del zma-miR528. Por el contrario, en tejidos de regeneracion (PL) estos
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entre si.

transcritos presentaron incrementos significativos respecto a las etapas anteriores. Por
su parte, PLC1 exhibié un patrén divergente a los demas transcritos, pues se acumulo
de manera constante desde el explante (IE) hasta C4 y disminuyd ligera pero

significativamente en hojas de plantas regeneradas (PL, Figura 6B). El analisis de

61



correlacién de Pearson entre los niveles de cada transcrito con el miRNA indicé que los
perfiles de acumulacion de MATE/BIGE1, bHLH152 y SOD1a presentan una
correspondencia inversa y significativa con los niveles de zma-miR528 (ver Anexos
Figura S2); lo que sugiere que la regulacion de estos transcritos por parte de miR528
sucede principalmente a través del corte endonucleolitico. En conjunto, estos resultados
sugieren que zma-miR528 ejerce una regulacién diferencial sobre sus blancos, siendo
algunos transcritos regulados preferencialmente por degradacién evidenciado por una
correspondencia inversa clara, mientras que otros mRNAs diana soélo presentan
tendencias de esta correlacion. De manera particular, PLC71 no presentd esta
correspondencia inversa en RNA total en los tejidos analizados. Esta falta de
correspondencia apunta a la posibilidad de que el mecanismo de inhibicién ejercido por
el miRNA para este y otras dianas sea el bloqueo traduccional en lugar del

procesamiento por corte.

La inhibicién traduccional mediada por miRNAs es un mecanismo de regulacién que ha
sido recientemente explorado en plantas. Evidencias como niveles desproporcionados
entre el mMRNA y la cantidad de proteina para dianas de miRNAs y la asociacion de
complejos mMiRNA-AGO1 con polisomas (donde sucede la traduccion activa de
mensajeros), apuntan a que los miRNAs de plantas ejercen la inhibicidén traduccional de
sus transcritos diana (Yu, Jia and Chen, 2017). Considerando los patrones de
acumulacién en RNA total para los dianas de miR528 y tomando en cuenta reportes
previos que localizaron a este miRNA en fracciones enriquecidas en polirribosomas
(Chavez-Hernandez et al., 2015), se procedié a explorar una aproximacion a la posible
regulacion traduccional de miR528 a través de su distribucién en perfiles
polirribosomales de distintos tejidos (Figura 7). Cada perfil obtenido se dividié en 4
regiones principales en funcién de su migracion a lo largo del gradiente de sacarosa:
RNA libre y subunidades pequefias de ribosomas (F1), monosomas (F2), polisomas
ligeros y medios (F3) y polisomas pesados (F4). En todos los perfiles, zma-miR528 se
localiz6 principalmente en la region de polisomas pesados, con mas del 80% del miRNA
presente en la region F4 para las muestras de callo de 1 y 4 meses (Figura 7B y 7C).
En cambio, los transcritos MATE/BIGE1, bHLH152 y SOD1a exhibieron una distribucién
homogénea entre las 4 regiones de los perfiles en todos los tejidos; con excepcién de
SOD1a, el cual presenté un pico de acumulacién en la regién F4 del perfil de C1 (Figura

7B). Estos patrones de distribucion indican que estos transcritos no exhiben una
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Distribucién del transcrito

correspondencia negativa entre su estado traduccional y la distribucion de zma-miR528-
5p. Sin embargo, los perfiles de PLC1 mostraron una distribucién unica al acumularse
preferencialmente en RNA libre 0 monosomas (regiones F1 y F2, respectivamente) y
presentar muy bajos niveles en la region F4 (10% o menos en todos los tejidos
analizados). Este patrén de distribucién es inverso a zma-miR528-5p. Los bajos niveles
detectados de PLC1 en fracciones de polisomas podrian deberse a que este transcrito
es regulado en un inicio por inhibicion traduccional mediada por miR528 en complejos
polirribosomales, para después ocasionar el corte y procesamiento de PLCT,
mecanismo que explicaria los bajos niveles de producto de degradacion detectados por
5-RLM-RACE vy la ausencia de una correspondencia negativa clara en RNA total para
este MRNA diana. Estos resultados apoyan una funcion regulatoria de zma-miR528
sobre PLC1 que es ejercida tanto por corte endonucleolitico, como por inhibicion de la

traducciéon. Sin embargo, se requieren experimentos adicionales para corroborar esto.
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Figura 7.- Distribucién de zma-miR528 y sus mRNAs diana en fracciones polisomales. Los paneles
superiores muestran los perfiles obtenidos para (A) embrién inmaduro, (B) Callo 1 mes, (C) Callo de 4 meses y
(D) eje germinado de maiz. Cada perfil esta compuesto por 16 fracciones que fueron fusionadas en 4 regiones de
acuerdo con la absorbancia del perfil y la presencia del rRNA en geles de agarosa. Los paneles inferiores muestran
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transcrito usando el valor mas bajo de Ct como normalizador. Las barras de error indican + DS de dos réplicas
bioldgicas con tres réplicas técnicas cada uno (n=6). A254nm: valor de absorbancia relativa a una longitud de
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Aun asi, estos resultados representan un avance en el estudio de la funcion de miR528
en maiz y establecen la pauta para estudiar con mayor profundidad los diferentes niveles

de regulacion sobre otros mMRNAs diana.

7.4 Los promotores de los genes MIR528 de maiz albergan elementos

regulatorios conservados involucrados en diversos procesos
En plantas, la contribucion funcional de los miRNAs en el desarrollo y respuesta a
condiciones de estrés se ha determinado principalmente por medio de los cambios en la
acumulacion de cada miRNA maduro. Sin embargo, el entendimiento de los mecanismos
regulatorios sobre los genes MIR que promueven estos cambios es aun un campo
pobremente explorado. Los genes MIR528 no son la excepcion, pues a la fecha s6lo existe
un reporte que aborda la regulacién transcripcional de Osa-MIR528 mediada por el FT SPL9

durante floracion en arroz (Yang et al., 2019).

Luego de haber evaluado los cambios en los niveles de miR528, algunos de sus transcritos
dianay la implicacién de esta regulacion en ES de maiz, se procedio a identificar elementos
regulatorios presentes en los promotores de los genes zma-MIR528a/b que podrian estar
involucrados en dirigir la expresion de este miRNA bajo ciertas condiciones de desarrollo.
La primera aproximacion fue la descripcién de los promotores de los genes MIR528 de maiz
a través de la identificacion del sitio de inicio de la transcripcion (TSS). Lo anterior se logré
aprovechando la modificacién 5’-CAP presente en los pri-miRNAs. A partir de RNA total
tratado con enzima de decapping y ligando un adaptador a la posicidon +1 de los transcritos
de la RNA Pol Il, se identificé un producto de amplificacion de alrededor de 300 nt, el cual
no fue detectado en muestras de RNA sin tratamiento enzimatico para remover el 5-CAP
(-TAP control, Figura 8A). La clonacion y secuenciacion de este producto permitio localizar

el sitio +1 presente en el transcrito primario de MIR528a. La secuencia correspondiente a
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pri-miR528b no fue detectada, a pesar de que el protocolo experimental se realizé usando
oligonucledtidos capaces de reconocer secuencias en ambos ftranscritos. Las clonas
secuenciadas mostraron la presencia de tres TSS alternativos; sin embargo, el TSS con
mayor proporcion de clonas correspondié a una adenina localizada a 89 nt rio arriba del
sitio de mapeo de pre-miR528a en el genoma de maiz (Figura 8B). Para corroborar esto,
se analizaron bibliotecas publicas de CAGE-seq (Cap Analysis Gene Expression and Deep
Sequencing)(Mejia-Guerra et al., 2015) donde se identificaron lecturas que alineaban en la
cercania gendmica de pre-miR528a, con la base y posicion del TSS dominante idéntico al

detectado por los experimentos de 5’-RACE (ver Anexos Figura S3).
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Una vez definido el TSS, se analizaron las secuencias del promotor de zma-MIR528a y
genes homologos presentes en otras especies de plantas para identificar sitios de unién
para FTs (TFBS) conservados entre ellas (ver Anexos Figura S4). Sélo 5 de las secuencias
estudiadas (incluyendo a zma-MIR528a) presentaron cajas TATA a 25 pb del TSS.
Contrario a esto, un mayor numero de genes MIR528 mostraron motivos regulatorios
basales del tipo CATT. Ademas, varios genes MIR528 presentaron motivos conservados
para FTs involucrados con la respuesta a citocininas (ARR1; ARABIDOPSIS RESPONSE
REGULATORS), senalizacion por ABA (ABRE, ABA Response Elements), homeostasis de
cobre (CuRE, Copper Response Elements) y con la formacion y funcién de tejido vascular
(Dof, DNA-binding with one finger TF) (Figura 8C, Anexos Figura S4).

De manera particular, el promotor zma-MIR528a presentd dos motivos de unidn para los
factores TGACG-BINDING FACTORS1/4 (TGA1/4, en las posiciones -1065 y -738 respecto
al TSS), componentes regulatorios esenciales de la sefializacion por nitratos en A. thaliana
y otras especies (Alvarez et al., 2010; Canales et al., 2017)(Figura 8C). Ademas, zma-
MIR528a posee un motivo TGTCTC, definido como un elemento de respuesta a auxinas
(AuxRE) que es reconocido por las proteinas AUXIN RESPONSE FACTORS (ARFs) para
activar o reprimir la transcripcion de genes (Freire-Rios et al., 2020)(Figura 8C). Ambas vias
de sefalizacion, nitratos y auxinas, se encuentran activas en los modelos experimentales
que presentan incrementos importantes de zma-mir528 maduro, como la induccién y
proliferacion de callos embriogénicos tras la exposicion a auxinas del tejido de explante o
en la susceptibilidad al acostamiento de plantas de maiz crecidas en medios ricos en
nitratos (Alejandri-Ramirez et al., 2018; Sun et al., 2018). Por tal motivo, se decidié explorar
con mayor profundidad la contribucién de los elementos TGA1/4 y AuxRE en la regulacién

de la expresion de zma-MIR528a.

7.5 La acumulacién del precursor pre-miR528a disminuye a medida

que ocurre la germinacién y el establecimiento de plantulas de maiz
La regulacion transcripcional ejercida sobre los miRNAs puede estudiarse por medio de la
cuantificacién de sus precursores, ya que su acumulacion estara determinada, en gran
medida, por la tasa de transcripcién del gen MIR. Estudios previos reportaron que zma-
miR528 maduro incrementa su expresion hacia el final del desarrollo embrionario,
alcanzando el maximo nivel de acumulacién durante la imbibicién y germinacién de semillas
de maiz (D. Li et al., 2013). Por lo tanto, se exploré si se podia detectar alguno de los

precursores de zma-miR528 a lo largo de las primeras 72h de imbibicion de semillas de
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maiz (Figura 9A). En este modelo, solo se pudo detectar el transcrito correspondiente a pre-
miR528a, a pesar de que se usaron oligonucledtidos que reconocen secuencias en ambos
precursores (amplificacion positiva con gDNA, 123 nt para MIR528a y 77 nt para MIR52b,
Figura 9B). La cuantificacion relativa por RT-qgPCR arrojé que los niveles de pre-miR528a
disminuyen de manera continua desde semilla seca hasta las primeras etapas de plantula
(72 h, Figura 9C). Por su parte, miR528 maduro presenté la mayor acumulacion hacia las
primeras 24 h de imbibicién para después reducir sus niveles (Figura 9D), similar a patrones
de acumulacién anteriormente reportados en este modelo de maiz (D. Li et al., 2013).

Considerando todo lo anterior, se seleccionaron las etapas de germinacion y el
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Figura 9.- Niveles de acumulaciéon zma-miR528 y su precursor pre-miR528a durante la germinacién y el
establecimiento de plantulas de maiz. (A) Semillas de maiz VS-535 se germinaron en una camara vertical
conforme a lo descrito por Crombez et al (2016) durante 24, 48 y 72 h en condiciones control. (B) Deteccion de
pre-miR528a por RT-PCR punto final luego de 20 ciclos de amplificacion. (C-D) Cuantificacion de pre-miR528a
y miR528 maduro en ejes embrionarios de maiz en las etapas indicadas durante la imbibicion de semillas. El
Fold change representa la abundancia relativa respecto al tejido de semilla seca (0h) normalizado por los
controles internos 18S rRNA (precursor) o U6 snRNA (maduro). Las barras de error representan el error estandar
del promedio de 3 réplicas bioldgicas con 3 réplicas técnicas cada una (n=9). Los datos se analizaron por medio
de una ANOVA de una via con una comparacion multiple de Tukey como prueba post hoc. Cajas que no
comparten al menos una letra en comun difieren de manera significativa (p<0.05) entre si.
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establecimiento de plantulas de maiz como modelos de trabajo experimental para evaluar
el efecto que presentaban distintos estimulos externos sobre la expresiéon de zma-MIR528a

por medio de la cuantificacién de su precursor.

7.6 Tratamientos con nitratos y auxinas exégenas desencadenan la

expresion de zma-MIR528a
Una vez determinado el modelo experimental, se probaron protocolos para aplicar distintos
tratamientos durante la germinacion y primeras etapas de crecimiento de plantulas de maiz
(Figura 10A). Atendiendo a reportes previos (Sun et al., 2018), se probo el efecto de la
aplicacion de nitratos en el medio de imbibicidn. A nivel fisioldgico, la incubaciéon en medios
adicionados con KNOs; 30 mM incrementd la tasa de germinacion (panel superior Figura
10B y Anexos Figura S5A). Para comprobar que el estimulo con nitratos se percibio
correctamente, se prolongé la incubacién bajo estas mismas condiciones lo que ocasioné
un crecimiento acelerado de las plantulas tratadas en comparacién con el grupo control (ver
Anexos Figura S5B); similar con lo reportado por (Osuna, Prieto and Aguilar, 2015) bajo

este mismo estimulo.

Otro tratamiento analizado fue la presencia exdégena de auxinas, componente principal de
modelos donde miR528 experimenta cambios significativos de acumulacion (Chavez-
Hernandez et al., 2015; Alejandri-Ramirez et al., 2018). La adicion de auxinas se realizé en
muestras que fueron previamente incubadas con NPA (inhibidor del transporte de auxinas,
tratamiento por 72 h) y que posteriormente recibieron un pulso por hasta 6 h con la auxina
NAA (Figura 10A). Las plantulas tratadas con auxinas no mostraron diferencias claras en el
desarrollo al compararlas con el grupo tratado con NPA; no obstante, ambos grupos
presentaron una disminucién en la longitud de la raiz principal en comparacion con el grupo
incubado en H2O (panel inferior Figura 10B y Anexos Figura S5C). Un mayor tiempo de
incubacién con NAA (48 h) ocasiond la aparicion de multiples raices laterales a partir de la
raiz principal (ver Anexos Figura S5D), resultado analogo a lo reportado por (Crombez et
al., 2016), lo que permitié corroborar que se estaban percibiendo las auxinas afiadidas en

la solucién de crecimiento.

En concordancia con resultados previos (Sun et al., 2018), los niveles del precursor y la

molécula madura de miR528 incrementaron significativamente en muestras tratadas con
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***P<0.001.

exceso de nitratos en comparacion con la condicion control después de 24, 48 y 72 h de
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tratamiento (Figura 10C). Similar, el tratamiento con auxinas incremento los niveles del
precursor y miRNA maduro, con el maximo de acumulacién luego de 4 y 6 h de tratamiento,
respectivamente. Por su parte, las muestras que permanecieron en medios con el inhibidor
NPA o en condicién control (H20), no presentaron aumentos significativos para ninguno de

los dos transcritos (Figura 10D).

Considerando lo anterior, se evalué si estos incrementos se debian a eventos
transcripcionales sobre el gen zma-MIR528a derivados de la aplicacidon de los estimulos.
Para esto, se realizaron ensayos de bloqueo transcripcional al aplicar los estimulos antes
mencionados en presencia de a-amanitina (un inhibidor de la RNA Pol-11). Como se puede
observar, los tratamientos con nitratos y auxinas requieren de la actividad de la RNA Pol-II
para ocasionar la acumulacién de pre-miR528a y de miR528 maduro, ya que las muestras
que recibieron los tratamientos en conjunto con el inhibidor, no exhibieron cambios
significativos en la abundancia de estas moléculas (Figura 11). Por ultimo, se analiz6 el
efecto que tenian estos tratamientos en la abundancia de algunos mRNAs blancos de
miR528 anteriormente validados (ver Anexo Figura S6). En general, la abundancia de
MATE/BIGE1, bHLH152 y SOD1a disminuyd significativamente en las muestras que
recibieron alguno de los dos tratamientos en comparacién de las muestras control
caracterizadas por una baja acumulacion de miR528 (Figura 10C-D). En conjunto, estos
resultados indican que la presencia exdégena de nitratos o auxinas promueve la
transcripcion de zma-MIR528a, lo que deriva en el aumento de los niveles del precursor y
miR528 maduro y ocasiona una disminucion en la acumulacion de los transcritos blancos
del miRNA durante la germinacion y primeras etapas post-germinativas de maiz bajo estas

condiciones.

7.7 El promotor de zma-MIR528a alberga elementos regulatorios
responsables de la induccién transcripcional en respuesta a nitratos y
auxinas
Dado que los tratamientos con nitratos y auxinas promueven la expresion de zma-MIR528a,
se procedié a identificar las regiones dentro del promotor responsables de esta induccion.
A partir del analisis de sitios de unién para FTs en el promotor de zma-MIR528a y la funcion

reportada para estos factores, se contemplé la presencia de los motivos TGA1/4, AuxRE y
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Figura 11.- Los tratamientos con nitratos y auxinas desencadenan la transcripcion de zma-MIR528a.
Niveles relativos de expresion del precursor (panel izquierdo) y miR528 maduro (panel derecho) en
muestras tratadas con KNO3z 30 mM (A) o NAA 50 uM (B) en presencia de a-amanitina (25 pM). Los niveles
de expresién fueron normalizados usando la acumulacién de los transcritos 18sRNA (precursor) o U6
snRNA (miRNA maduro). Las barras de error representan el error estandar de al menos tres réplicas
experimentales independientes con 3 réplicas técnicas cada una. La diferencia estadisticamente
significativa entre los distintos tratamientos se representa por letras distintas (p< 0.05) luego de un analisis
ANOVA de 1 via y prueba Tukey post hoc comparando las muestras a cada tiempo.

la caja TATA para disefar construcciones con deleciones consecutivas del extremo 5’ del

promotor de MIR528a fusionado a los genes reporteros eGFP y GUS en el vector

pBGWFS7.0 (Figura 12A). Estas construcciones se usaron en ensayos de expresion

transitoria en protoplastos de maiz. En estos ensayos, el plasmido con la secuencia
completa (pMIR_1, -1180 pb del TSS) exhibi6é actividad para ambos genes reporteros

(Figura 12B y 12C), lo que demuestra que el promotor de zma-MIR528a es una secuencia

integral y funcional. Sin embargo, a medida que esta secuencia se acortaba, la actividad

transcripcional de las construcciones disminuyé. La delecion de 814 nt (pMIR_3) y 1157 nt
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(PMIR_4) previos al TSS, redujo significativamente la actividad del promotor en protoplastos
transfectados incubados en condiciones control (Figura 12B, 12C y Anexos Figura S7).
Después de esto, se examind la actividad de cada version del promotor cuando los
protoplastos transfectados eran incubados con nitratos (10 mM KNOs) y auxinas (1 yM
NAA). La actividad del reportero GUS incrementd en muestras de protoplastos
transfectados con las versiones pMIR_1 y pMIR_2 bajo el estimulo con nitratos (Figura
13A). Por el contrario, sélo el promotor completo (pMIR_1) mostré una induccion
significativa en respuesta al tratamiento con NAA (Figura 13B). Cuando los tratamientos se

usaron en combinacion, la actividad transcripcional de los constructos pMIR_1 y pMIR_2
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Figura 12.- El promotor de zma-MIR528a dirige una expresion basal de los genes reporteros en
protoplastos de maiz. (A) La secuencia completa (pMIR_1) y fragmentos de promotor de zma-MIR528a
(PMIR_2-4) se introdujeron en el vector pPBGWFS7.0 rio arriba de los reporteros eGFP/GUS (B) Expresion
transitoria de eGFP bajo el control de las distintas versiones del promotor de zma-MIR528a (pMIR_1-4) bajo
condiciones control de incubacion. Barra escala: 20 ym. (C) Determinacion fluorométrica de la actividad
GUS en extractos proteicos de protoplastos transfectados con los constructos generados. El vector vacio y
el promotor 35S CaMV se emplearon como controles negativo y positivo, respectivamente. La actividad
GUS para cada construccion se normalizé por la canditad de plasmido transfectado (ver anexos Figura S7).
Las barras representan el promedio de tres réplicas bioldgicas independientes con tres réplicas técnicas
cada una. Los datos se analizaron con una ANOVA de 1 via y una prueba post hoc Tukey de comparacién
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aumentd de manera significativa, llegando a ser mayor a la presentada con los estimulos
por separado (Figura 13C). Considerando que en la construccion pMIR_2 estan ausentes
la caja TGA1/4 distal (posicion -1065 al TSS) y el elemento AuxRE (posicion -875 al TSSS),
pero se mantiene el motivo TGA1/4 proximal (posicion -738), este motivo podria resultar

suficiente para inducir la expresion de zma-MIR528a en respuesta a altas concentraciones

de nitratos.
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Figura 13.- El promotor de zma-MIR528a contiene regiones con elementos regulatorios involucrados en
la respuesta a estimulos. Cuantificacion fluorométrica de la actividad de GUS de extractos proteicos de
protoplastos transfectados con las versiones del promotor de zma-M/R528a incubados con nitratos (A), auxinas
(B) o ambos estimulos (C). La construccion con el promotor 35SCaMV fue empleada como control positivo y el
vector vacio como control negativo. Los datos representan el promedio + SD de tres réplicas bioldgicas
independientes con tres réplicas técnicas cada una. Los datos se analizaron usando una ANOVA de dos vias y
una prueba post hoc Tukey para determinar las diferencias significativas al comparar el mock vs tratamiento para
cada construcciéon (***P<0.001). las cajas verde y azul representan los genes reporteros eGFP y GUS,
respectivamente.
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7.8 Los TFBS presentes en el promotor de zma-MIR528a contribuyen de

manera diferencial a la inducciéon por nitratos y auxinas
A pesar de que los ensayos de expresién transitoria revelaron que el promotor de zma-
MIR528a contiene elementos regulatorios involucrados con la activacion transcripcional en
respuesta a nitratos y auxinas, la contribucion de cada una de las cajas TGA1/4 y del
elemento AuxRE no estaba completamente elucidada debido a que las deleciones podrian
estar eliminando la contribucién de otros elementos de respuesta dentro del promotor de
MIR528a. Por tal motivo, se evalud el efecto de eliminar cada sitio de unién en el contexto
del promotor completo. A diferencia de las deleciones consecutivas, la eliminacion de los
TFBS no afectd la transcripcidon basal de los genes reporteros (condicion mock, Figura 14),
evidenciando la contribucion de otros elementos regulatorios en la expresién basal del
promotor que se perdian en la construccion pMIR_2, lo que explicaria la menor actividad

basal de esta construccion en comparacién a la presentada por pMIR_1.

Notablemente, la induccién transcripcional con el promotor sin alterar (construccion WT,
pMIR_1) fue mayor con los estimulos combinados que con los tratamientos individuales
(Figura 14). Por su parte, el promotor sin el sitio TGA1/4 distal (posicion -1065, construccién
ATGA1) mantuvo una induccién significativa bajo los tratamientos con nitratos, auxinas y su
combinacion. En cambio, la remocion del sitio TGA1/4 proximal (posicion -738, construccion
ATGA2) suprimié la induccion transcripcional del promotor por cualquiera de los
tratamientos individuales; unicamente se observo una ligera pero significativa induccion con
la accion combinada de nitratos y auxinas (Figura 14). Estos resultados sugieren que el sitio
TGA1/4 proximal al TSS desempefa un papel esencial en la activacion transcripcional de

zma-MIR528a por nitratos y auxinas.
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Figura 14.- Los TFBS presentes en el promotor de zma-MIR528a contribuyen de manera diferencial
con la induccioén por nitratos y auxinas. Las construcciones del promotor WT y mutantes con deleciones
para cada uno de los sitios TGA1/4 (ATGA1 y ATGA2) o del sitio AuxRE (AAuxRE) se transfectaron en
protoplastos de maiz y se incubaron en condiciones control (mock) o con tratamientos con nitratos, auxinas
y la combinaciéon de ambos estimulos. La caja removida en cada construccion se representa con el sitio
tachado. Los valores representan la actividad de GUS determinada por fluorometria. La construccion con
el promotor 35SCaMV fue empleada como control positivo y el vector vacio como control negativo. Los
datos representan el promedio + SD de tres réplicas bioldgicas independientes con tres réplicas técnicas
cada una. Los datos se analizaron usando una ANOVA de una via y una prueba post hoc Tukey para
determinar las diferencias significativas para cada construccion al comparar la condiciéon control vs cada
tratamiento. (*P<0.05, **P<0.01).

Finalmente, la mutacién de la secuencia TGTCTC (AuxRE en la posicion -875, construccion
AAUxXRE) suprimié unicamente la induccién por NAA, demostrando que este motivo es
esencial para la correcta activacion del promotor zma-MIR528a por medio de la via de

sefalizacion por auxinas (Figura 14).

7.9 El factor Zm-ARF34 de maiz activa el promotor de zma-MIR528a por
medio de los sitios AuxRE y TGA1/4 proximal
Para corroborar que el elemento AuxRE funciona como sitio de reconocimiento de la
magquinaria de respuesta a auxinas, se realizaron experimentos donde se transfectaron
protoplastos de maiz con el promotor pMIR_1 o alguna de las construcciones mutantes

(Plasmidos reporteros, Figura 15A) junto con el plasmido efector que contenia el marco de
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lectura para ARF34 (Zm00001eb031700, Figura 15A); un ARF activador de la transcripcién
ampliamente estudiado en maiz (Galli et al., 2018). La induccién de actividad de los genes
reporteros se detectd en protoplastos co-transfectados con el plasmido efector y el reportero
pMIR_1 (Figura 15B y Anexos Figura S8). Esta respuesta del promotor de zma-MIR528a

parece ser particular para ARF34, puesto que experimentos analogos realizados con
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Figura 15.- La activacion del promotor de zma-MIR528a por Zm-ARF34. (A) Representacion
esquematica de las construcciones usadas como reporteras y efectoras para ensayos de transactivacion
en protoplastos de maiz. El plasmido efector contiene el ORF de ARF34 bajo el promotor 35S CaMV para
una expresion constitutiva. (B) Efecto de la sobreexpresion de Zm-ARF34 en la actividad del promotor de
zma-MIR528a. Los plasmidos reporteros fueron co-transfectados junto con el efector en protoplastos de
maiz que se incubaron en condiciones control. (C) Efecto de la presencia de auxinas y ARF34 en la
actividad del promotor de zma-MIR528a. La combinacion de plasmidos pMIR_1 + Zm-ARF34 se introdujo
en protoplastos que fueron incubados en ausencia (control) o presencia de NAA 1 uM. Los valores
representan la actividad de GUS determinada por fluorometria. La construccién con el promotor 35SCaMV
fue empleada como control positivo y el vector vacio como control negativo. Los datos representan el
promedio + SD de tres réplicas biolégicas independientes con tres réplicas técnicas cada una. Los datos
se analizaron usando ANOVA de una y dos vias y una prueba post hoc Tukey para determinar las
diferencias significativas entre cada co-transfeccion y tratamiento. Las barras que no comparten al menos
una misma letra difieren significativamente (p<0.05) entre si.
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pMIR_1y otro ARF de maiz del tipo activador como ARF4 (Zm00001eb067270, (Galli et al.,
2018) no mostraron cambios significativos de la actividad del reportero eGFP (ver Anexos
Figura S8). Por otro lado, no se observé una induccion de la actividad transcripcional de
GUS cuando se evalud la cotransfeccion de ARF34 junto con la construcciéon AAuxRE
(combinacion AAuxRE+ARF34), en comparacién con la transfeccion sin el plasmido efector
(AAuxRE, Figura 15B). En contraste, la actividad del reportero si incrementé cuando el
efector ARF34 se transfectd junto con los plasmidos ATGA1 y ATGA2. Sin embargo, la
induccién observada fue menor para la combinacion ATGA2+ARF34 en comparacion con
la actividad detectada para las combinaciones ATGA1+ARF34 y pMIR_1+ARF34 (Figura
15B). Esto indica que tanto el elemento AuxRE como el sitio TGA1/4 proximal cooperan
para lograr una induccion total del promotor de zma-MIR528a a través de la sefializacion
por auxinas. Por ultimo, la induccion detectada con pMIR_1+ARF34 incrementd cuando los
protoplastos co-transfectados fueron incubados en presencia de NAA 1uM (Figura 15C), lo
que podria implicar a otros componentes de la via de respuesta a auxinas, adicionales a
ARF34, en la regulacion de la expresién de zma-MIR528a bajo el estimulo. En conjunto,
estos resultados indican que el sitio AuxRE y el elemento TGA1/4 proximal participan en la
regulacion por ARF34, y posiblemente otros componentes de la via de auxinas, para

promover la expresion de MIR528a en respuesta a incrementos en los niveles de auxinas.
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Diversos avances en la biologia molecular han permitido demostrar el papel de los miRNAs
en la regulacion post-transcripcional de multiples procesos metabdlicos esenciales para las
plantas. La manipulacion de la expresion y funcion de estos riboreguladores es una
estrategia potencial que permitira el mejoramiento de distintas especies de plantas de gran
interés agronémico (Tang and Chu, 2017). La identificacién de un miRNA representa un
paso critico para poder elucidar su funcion. En contraste con la abundante cantidad de
familias de miRNAs en genomas de animales, las plantas poseen un menor nimero de
familias de miRNAs, pero estas familias estan integradas por una mayor cantidad de
miembros. Los miembros de una misma familia de miRNAs en plantas suelen ser muy
similares, lo que sugiere una reciente expansion por duplicaciéon genética en tandem y por
segmentos. Sin embargo, estos miembros pueden diferir significativamente en longitud y
localizacion gendmica (Zhao et al., 2021). En la versién mas reciente de miRBase (v 22.1),
se han identificado alrededor de 470 loci de miRNAs agrupados en 194 familias en maiz,
los cuales desempefian una funcion critica durante el crecimiento, desarrollo y respuesta a
estrés bidtico y abidtico (Yu, Jia and Chen, 2017). De este total, 95 miRNAs pertenecen a
20 familias conservadas entre varias especies, de entre los cuales destacan miR156a,
miR160a, miR164e, miR164a, miR167d, miR168, miR169a, miR393a, miR397b, miR408b,
entre otros (Djami-Tchatchou et al., 2017). Algo similar ocurre con miR528, el cual es un
miRNA conservado en monocotiledéneas y que presenta dos genes MIR en maiz: zma-
MIR528a y zma-MIR528b. Al comparar ambos precursores originados de estos genes de
maiz, resulta interesante notar que pre-miR528a tiene una mayor longitud y adopta un
plegamiento que permite la formacién de asas terminales ramificadas, flexibles y de
tamanos que varian entre 15 y 30 nt. Estas propiedades estructurales han sido reportadas
como uno de los factores que facilitan el procesamiento preferencial para liberar al miRNA
maduro (Zhang et al., 2015). Por su parte, pre-miR528b presenta un plegamiento mas
rigido, con un asa terminal de tan solo 5 nt. Estas diferencias estructurales resultan
interesantes, pues se ha reportado que asas terminales flexibles y largas (>10 nt) son
importantes para un adecuado procesamiento por la maquinaria de biogénesis, pues al
disminuir la longitud del asa terminal de los precursores, se disminuye la eficiencia del
procesamiento del precursor y la acumulacion del miRNA maduro (Zhang et al., 2015). A

pesar de estas diferencias, el grado de conservacion a nivel de secuencia para ambos
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precursores es elevado, ya que ambos generan el mismo miRNA maduro 5p y 3p. Similar
a esto, precursores de miR528 presentes en otras especies de plantas producen el mismo
miRNA-5p y presentan plegamiento similar con los precursores de maiz. Interesantemente,
se ha reportado que las caracteristicas estructurales y de secuencia presentes en el
precursor de miR528 en arroz (osa-premiR528), como el porcentaje de CG y
desapareamientos en la region del duplex miR528-5p/miR528-3p, son indispensables para
un correcto procesamiento y acumulacion del miRNA efector (Narjala et al., 2020). Estas
caracteristicas también estan presentes en los precursores de miR528 de maiz y otras
monocotiledéneas, sugiriendo que podrian estar involucradas en establecer un patrén de
procesamiento y biogénesis para este miRNA semejante entre especies. A pesar de su
elevada conservacion, este miRNA ha sido descrito para diversos procesos entre especies,
lo que denota que su funcidn esta determinada por otros factores adicionales a la biogénesis
propia del miRNA (Sun et al., 2018; Wang et al., 2019; Yao et al., 2019). Asi mismo,
resultaria interesante buscar equivalentes funcionales para miR528 en sistemas donde este

miRNA no esta presente, como Arabidopsis o Nicotiana.

El papel de distintos miRNAs en casi todos los procesos en plantas se ha abordado al
comparar los patrones de expresién del miRNA maduro y sus transcritos diana. De manera
particular, zma-miR528 posee un amplio rango de dianas potenciales, pero solo unos
cuantos han sido explorados a detalle. Una parte de este trabajo se enfoco en validar y
evaluar experimentalmente la correspondencia entre zma-miR528-5p y sus transcritos
diana en un modelo que presentara cambios en la acumulacion de este miRNA y con ello
poder explicar sus posibles funciones en este y otros procesos. Atendiendo a estudios
previos que demuestran que miR528 se acumula de manera diferencial en distintas etapas
del proceso de embriogénesis somatica de maiz (Chavez-Hernandez et al., 2015; Liu et al.,
2017; Alejandri-Ramirez et al., 2018), se explord el patron de acumulacién para miR528
durante las etapas de induccién y proliferacion de callos. miR528 mostré una acumulacion
similar con los de otros miRNAs en este mismo modelo. Al igual que zma-miR528, miRNAs
como zma-miR167, zma-miR398, zma-miR827 y ath-miR164a-c y ath-miR398a-c se
acumulan a medida que progresa la induccion de la ES de maiz y A. thaliana,
respectivamente (Szyrajew et al., 2017; Alejandri-Ramirez et al., 2018). Ademas, el analisis
de los niveles de zma-miR528 permitié determinar que este miRNA se encuentra altamente
acumulado en muestras de callos embriogénico bien establecidos y en proliferacion,

semejante con reportes donde se determind que miR528 es uno de los miRNAs que mas
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se acumula en callos embriogénicos de maiz subcultivados por tiempos prolongados (10
meses), lo que refleja su probable contribucidon al mantenimiento del estado proliferativo de
callos embriogénicos de maiz (Alejandri-Ramirez et al., 2018; Juarez-Gonzalez et al.,
2019). La acumulacion de zma-miR528 podria fungir como mecanismo modulador de la
respuesta a estrés oxidativo (su clasificacion funcional inicial en plantas), ya que el tejido
de explante debe de experimentar una oxidacion controlada previo al establecimiento de
callos (Garrocho-Villegas, Jesus-Olivera and Quintanar, 2012; Juarez-Gonzalez et al.,
2019). La induccién de la embriogénesis somatica es un proceso complejo determinado por
diversos factores. La homeostasis de las especies reactivas de oxigeno (ROS) es
fundamental para una correcta progresion de la ES en multiples especies (Prudente, de
Souza and Paiva, 2020). Altas concentraciones de ROS resultan toxicas y dafiinas para los
tejidos de explante durante la induccién. Sin embargo, en apropiadas concentraciones, las
especies ROS actuan como moléculas sefializadoras que regulan las respuestas
fisioldgicas y de desarrollo necesarias para la ES (Elhiti and Stasolla, 2015; Wu et al., 2017).
El aumento de miR528 durante la progresién de la ES podria estar participando en la
modulacion de los niveles de ROS, para ocasionar un ambiente propicio para la

proliferacion de callos embriogénicos de maiz.

Igualmente, se determinaron los perfiles de acumulacién de mRNAs diana validados para
miR528 y se analizé6 su correspondencia con los niveles del miRNA. MATE/BIGET,
bHLH152 y SOD1a exhibieron una correlacién inversa junto con niveles detectables de
producto de degradacion mediado por miR528, lo que sugiere que zma-miR528 regula a
estos blancos usando como mecanismo principal el corte endonucleolitico. De manera
particular, MATE/BIGE1 codifica para un transportador conservado en plantas involucrado
en el desarrollo de érganos laterales y la determinacién del tamario del embrién. Mutantes
por pérdida de funciéon de este gen ocasionan incrementos en el tamano del embrion,
adelanto en el tiempo de floracion y mayor produccién de érganos laterales (Suzuki et al.,
2015). Ademas, se ha descrito que MATE/BIGE1 promueve la transicion a la fase de
expansion de células escutelares durante la maduracién del embridn, region de donde se
originan los callos embriogénicos durante la induccién en la ES de maiz (Lopez-Ruiz et al.,
2019); por lo que la regulacion de MATE/BIGE1 por miR528 podria contribuir en la ES al
delimitar el desarrollo de esta regidn. Ademas, su regulacién por zma-miR528 podria
estimular la acumulacién de auxinas en callos embriogénicos en proliferacién, ya que se ha

visto que la sobreexpresion de homodlogos de BIGET origina una menor acumulacion y
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percepcion de esta fitohormona en A. thaliana, puesto que funciona como un sistema de

secresion y modulacion de los niveles de auxinas (Li et al., 2014).

Por su parte, la regulacién negativa de zma-miR528 sobre el transcrito que codifica para la
proteina bHLH152 podria implicar una interrupcion del programa de maduracién
embrionario necesario para que ocurra la desdiferenciacion celular del explante y su
compromiso con la via de ES, ya que plantas de Arabidopsis que presentan una expresion
sostenida del homologo de bHLH152 (ROOTHAIRLESS LIKE-3(LRL3)/bHLH82) carecen

por completo de respuesta embriogénica y desarrollo de callo (Wang et al., 2020).

Como ya se menciond, el estrés oxidativo en el tejido de explante funciona como segundo
mensajero para poner en marcha el programa de expresion genética necesario para la ES.
A la par, la acumulacién de compuestos que inducen estrés oxidativo incrementa los niveles
de auxinas endogenas durante la ES en muchas especies de plantas. Por lo tanto, un
gradiente particular de estrés oxidativo se debe de establecer al modular la actividad de
enzimas antioxidantes (Prudente, de Souza and Paiva, 2020). En este contexto, la
regulacion negativa de SOD7a por zma-miR528 podria contribuir con la ES al formar sitios
de acumulacion de H>O, para encender programas expresion particulares acompafiados
de un aumento local en los niveles de auxinas requeridos para la adquisicién de la

competencia embriogénica durante la proliferacion de callos de maiz.

PLC1 fue un transcrito que presenté patrones de acumulacion distintos a los demas blancos
estudiados. En RNA total no mostré tendencia de algun tipo de correlacion negativa con los
niveles del miRNA maduro, pero fue el Unico blanco que presenté una distribucién inversa
con miR528 en perfiles polirribosomales, por lo que se hipotetiza que este transcrito podria
ser regulado preferencialmente por inhibicion de la traduccion. Adn mas, se pudo detectar
producto de degradacion por corte endonucleolitico para PLC7, lo que sugiere que la
escision del blanco ocurre aun cuando zma-miR528 es reclutado a polisomas.
Independiente del mecanismo, la regulacion de PLC1 por miR528 también podria verse
implicada con el establecimiento del gradiente oxidativo durante la ES, pues las proteinas
plastocianinas funcionan como capacitores rédox que aceptan, almacenan y donan
electrones en las reacciones catalizadas por las enzimas antioxidantes (Gideon, Nirusimhan
and Manoj, 2022).

Al igual que zma-miR528, otros miRNAs funcionales han sido localizados en fracciones de

polisomas evidenciando su capacidad de ejercer la inhibicién traduccional en plantas (S. Li
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et al., 2013; lwakawa and Tomari, 2015); sin embargo, el comportamiento de sus transcritos
diana en esas fracciones no ha sido estudiado. Varios estudios han propuesto que la
degradacion de mRNAs guiada por miRNAs y su arresto traduccional pueden ser procesos
acoplados en la célula y que la seleccién del mecanismo a ejercer podria depender de
factores como la localizacion subcelular del complejo miRNA-mRNA diana, el reclutamiento
del miRNA a polisomas o el correcto ensamblaje de los complejos de corte en agregados
polisomales para promover el corte de los transcritos (Yu, Jia and Chen, 2017). Esta
capacidad de regulacion dual se ha demostrado para miR398, el cual media el corte
endonucleolitico y la inhibiciébn traduccional de COPPER CHAPERONE FOR
SUPEROXIDE DISMUTASE 1 (CCS1), transcrito que codifica una proteina esencial para
la maduracién de enzimas que usan Cu/Zn como cofactores en Arabidopsis (Beauclair, Yu
and Bouché, 2010). Ademas, estudios recientes han demostrado que el corte de mRNA
dirigido por miRNAs sucede en polisomas unidos a membrana del reticulo endoplasmico
(MBPs) con ayuda de las proteinas ALTERED MERISTEM PROGRAM 1 (AMP1) y
KATANINA1 (KTN1), lo que sugiere que tanto la inhibicion traduccional como el
procesamiento por corte suceden en el mismo dominio subcelular (Yang et al., 2021). En
general, esta primera aproximaciéon a la funcionalidad de miR528 en el modelo de
embriogénesis somatica permite establecer nuevas interrogantes para profundizar en el
estudio de miRNAs de plantas, como el determinar cudles son los factores que influyen en
la seleccion del mecanismo de regulacion sobre los transcritos diana o cual seria la
implicacion de la ausencia de este miRNA en el progreso de la ES y otros procesos de

desarrollo (Figura 16).

Por otro lado, y a pesar de que una gran cantidad de miRNAs han sido descritos en diversas
especies de plantas, la caracterizacion de sus regiones promotoras y elementos de
regulacién involucrados en la expresion genética sigue siendo una incégnita para muchos
genes MIR. La mayor parte de los datos disponibles actualmente son predicciones
computacionales y ensayos genomicos que han tratado de acotar estas regiones (Megraw
et al., 2009; Zhao and Li, 2013; Zhao et al., 2021). El primer paso para identificar el promotor
basal de cualquier gen es la determinacion de las coordenadas gendémicas para el sitio de
inicio de la transcripcion (TSS)(Mejia-Guerra et al., 2018). Teniendo esto en cuenta, se
realizé la validacion experimental del TSS para el gen zma-MIR528a localizado a 89 nt del

sitio anotado como el precursor pre-miR528a. Distancias comparables se han reportado
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Figura 16.- Propuesta de modelo de los mecanismos de regulacion ejercidos por zma-miR528 sobre
sus blancos. (A) El miRNA maduro se origina de cualquiera de los dos genes presentes en maiz (MIR528a
o MIR528b). El complejo RISC se puede localizar en el citoplasma o en polisomas unidos a membrana,
donde zma-miR528 reconoce a sus blancos y promueve el corte endonucleolitico o la represiéon
traduccional. La seleccion del mecanismo de inhibicién podria estar determinado por parametros cinéticos
del reconocimiento miRNA-blanco o por la presencia/ausencia de ciertas proteinas accesorias en los
complejos RISC. Sin embargo, ambos mecanismos generarian productos de degradacion mediada por
miRNAs, como lo sugerido en por (Yang et al. 2021).

para genes MIR en A. thaliana y arroz, ya que la mayoria de los miRNAs presenta menos
de 200 nt entre el TSS y la region correspondiente al precursor (Zhao and Li, 2013). Se
identificaron sitios TSS adicionales cercanos al TSS predominante, semejante con
resultados obtenidos por analisis masivos (Mejia-Guerra et al., 2015). La presencia de
multiples TSS es una caracteristica comun para muchos genes en diversas especies (Jores
et al., 2021). Ademas, multiples TSS contiguos en una region estrecha se relacionan con
una expresion tejido-especifica, lo que explicaria los patrones de expresion particulares
reportados para miR528 delimitada al tejido vascular de hojas y tallos y en embriones
inmaduros de maiz (Li et al., 2016; Sun et al., 2018). En contra parte, genes con expresion
constitutiva presentan multiples TSS dispersos los cuales emplean una bateria diversa de
elementos regulatorios para con ello poder presentar una expresion ubicua (Mejia-Guerra
et al., 2018).

La determinacion del TSS permitié delimitar la region promotora de zma-MIR528a y analizar
la presencia de elementos regulatorios en cis (CREs). La identificacion de motivos de unién
para factores de transcripcion (TFBS) dentro de la region reguladora de un gen, provee una

aproximacion a los procesos metabdlicos y fisiolégicos en los que se encuentra implicado
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el producto de este gen. Este mismo criterio es aplicable para los miRNAs. A pesar de la
menor identidad entre promotores de genes MIR, el escrutinio de estas regiones ha
permitido identificar elementos regulatorios conservados que contribuyen a establecer
patrones de expresion similares entre especies (Porto et al., 2014). Por ejemplo, algunos
miembros de la familia de genes MIR166 en Arabidopsis thaliana, Oryza sativa y
Physcomitrella patens comparten elementos regulatorios como las cajas G-Box (de
respuesta a luz), GARE box (involucradas con la sefializacién de giberilinas) y motivos ARE
(de respuesta a sales) (Barik et al., 2014). En estas especies, la mayoria de los miRNAs
que se producen de los loci MIR166, presentan acumulacion diferencial en respuesta a

estrés por salinidad o a luz (Yadav et al., 2021).

Con el analisis de los promotores de MIR528a/b de maiz, se observé que ambos poseen
elementos regulatorios de expresién similares a los presentes en otros genes MIR de arroz
(Meng et al., 2009) y A. thaliana (Megraw et al., 2006). Particularmente, sélo zma-MIR528a
presentd una caja TATA en la cercania del TSS. De manera individual, la caja TATA
presente en MIR528a contribuye con una expresion basal minima, pues la construccién que
sélo contenia este elemento presentd una baja actividad transcripcional. Sin embargo, este
elemento trabaja en conjunto con otras seuencias reguladoras para guiar el correcto
ensamblaje de la maquinaria transcripcional. Se ha reportado que la presencia de este
elemento afecta la fuerza del promotor e incrementa la expresion de genes endégenos y
sintéticos en plantas (Jores et al., 2021). Esta diferencia entre genes MIR528 podria
contribuir a establecer tasas de expresion distintas entre ambos genes en maiz y explicar
la ausencia del precursor pre-miR528b. Ademas, esta diferencia podria restringir la
expresion de MIR528b a otros tejidos o etapas de desarrollo particulares distintas a las
evaluadas en este trabajo; no obstante, multiples datos de expresion masiva solo han
podido detectar lecturas de la regidn correspondiente a MIR528a (Stelpflug et al., 2016;
Woodhouse et al., 2022). Por otro lado, se identificaron varios motivos CAAT en regiones
cercanas al TSS y a lo largo de ambos genes MIR528 de maiz. Los motivos CAAT son
elementos conservados en muchas especies que estan implicados en determinar la
eficiencia transcripcional de los genes que regulan pues son sitios de union para las
proteinas NUCLEAR FACTOR-Y (NFY) (Porto et al., 2014). Efectivamente, se ha propuesto
que la insercién de multiples cajas CAAT es el mecanismo por el cual las regiones
promotoras adquirieron su funcién reguladora sobre algunos genes MIR, como MIR 1444,

MIR058 y MIR12112 en Vitis vinifera (Lu, 2019); por lo que no es extraino que estos
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elementos de regulacion basal también se hayan identificado en genes homélogos de
MIR528, lo que sugiere que podrian desempenar un papel conservado en la expresion de

MIR528 en monocotileddneas.

De los CREs conservados entre homoélogos de MIR528, la sobre-representacion de motivos
como los elementos de respuesta a cobre (CuRE, GTAC) resulta llamativo, pues estas
secuencias se encuentran presentes en genes que se regulan en respuesta a cambios en
los niveles de cobre. Bajos niveles de este metal desencadenan la expresion de diversos
miRNAs (conocidos como Cu-miRNAs) como miR937, miR398, miR408 y miR857 en A.
thaliana, los cuales promueven la degradacion de sus dianas (MRNAs codificantes de
enzimas que usan Cu como cofactor) para redireccionar el uso de las reservas de cobre
para procesos esenciales (Perea-Garcia et al., 2021). Como ya se menciond, entre las
dianas de miR528 conservadas en maiz y otras monocotiledéneas estan las cupredoxinas,
por lo que la gran cantidad motivos CuRE identificados en la mayoria de los promotores
MIR528, sugiere que la expresidon de este miRNAs podria estar determinada por la
homedstasis de cobre en diversas especies. Ademas, la presencia de estos sitios CURE en
zma-MIR528a resulta interesante, ya que estos motivos han sido caracterizados también
como sitios de union de factores del tipo SQUAMOSA BINDING PROTEIN LIKE (SPL). De
manera particular, el factor Os-SPL9 regula positivamente la transcripcion de osa-MIR528
por medio de estos elementos en plantas de arroz (Yang et al., 2019); mecanismo que

podria estar conservado también en maiz.

Otro de los motivos conservados entre genes MIR528 fueron los sitios TGA1/4 (AS-1,
TGACG) implicados en multiples vias como la percepcion de nitratos, la senalizacion por
jasmonatos (JA), acido salicilico (SA), estrés bidtico y la respuesta a ROS (Alvarez et al.,
2014; Canales et al., 2017; Hussain et al., 2018). Estas rutas de sefializacién estan
involucradas en modelos experimentales en los que se han observado cambios en la
acumulacion de miR528 en arroz, maiz, cafia de azucar y orquidea (Zanca et al., 2010; An,
Hsiao and Chan, 2011; Ferreira et al., 2012). En contraste, una menor proporcién de los
promotores analizados exhibieron elementos AuxRE, lo que sugiere que la respuesta de
MIR528 a auxinas ocurre en un menor numero de especies. A excepciéon de MIR528 en
platano (M. acuminata), los promotores que presentaron sitios AuxRE carecen del médulo
bipartito canénico presente en genes de respuesta temprana a auxinas, incluido zma-
MIR528a (Boer et al., 2020). No obstante, la presencia de un solo elemento de respuesta

en la region reguladora de algunos genes MIR puede ser suficiente para promover cambios
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en su expresion, pues se demostré que el promotor del gen MIR390 en Arabidopsis thaliana
presenta una region con una sola copia del elemento AuxRE y ésta es suficiente para ser

reconocida por el factor ARF5 y modificar la expresion del gen MIR (Dastidar et al., 2019).

Apoyando la funcionalidad de estos elementos de respuesta, se encontrd que la incubacion
de semillas de maiz VS-535 en medios con alta concentracién de nitratos y suplementados
con auxinas exoégenas incrementaba significativamente los niveles del precursor originado
del gen zma-MIR528a y el miRNA maduro en etapas germinativas y post-germinativas.
Similar a estos resultados, reportes previos han indicado que la acumulacion de miR528
maduro se ve modificada a la baja cuando las plantas de maiz se desarrollan en condiciones
deficientes en nitrogeno (Trevisan et al., 2012), mientras que plantas en medios ricos en
nitrégeno acumulan una mayor cantidad de este miRNA (Sun et al., 2018). Ademas, el
exceso de nitratos y una alta concentracion de auxinas son dos condiciones comunmente
utilizadas durante las etapas de induccion y proliferacion en la ES de maiz, lo que podria
explicar los altos niveles de miR528 detectados en tejidos desdiferenciados en este y otros
trabajos (Chavez-Hernandez et al., 2015; Alejandri-Ramirez et al., 2018). Una respuesta
similar a ambos estimulos ha sido descrita para otros genes MIR en distintas especies de
plantas y modelos de estudio. Por ejemplo, tratamientos con la auxina IAA promueven la
transcripcion del gen MIR393b en la parte aérea de plantulas de Arabidopsis thaliana y
brotes de manzana (Chen et al., 2011; Hu et al., 2021). Ademas, miR393 incrementa su
acumulacion en plantas de Arabidopsis tratadas por dos horas con una solucién 5 mM de
nitrato de potasio ocasionando la reduccién de sus transcritos blancos (Vidal, Alvarez and
Gutiérrez, 2014; Luo et al., 2022). De manera interesante, durante las primeras etapas de
la ES en A. thaliana ocurre un aumento en la expresion de los genes MIR393a y MIR393b,
necesario para una correcta percepcion de auxinas y control de la transicién embriogénica
de las células somaticas presentes en el explante de inicio (Wéjcik and Gaj, 2016), similar

a la respuesta de miR528 en la ES de maiz.

Los experimentos de expresién transitoria en protoplastos con el promotor de zma-MIR528a
confirmaron la funcionalidad de los elementos de respuesta a nitratos y auxinas dentro de
esta regién. Por un lado, los sitios TGA1/4 identificados en MIR528a presentaron una
distribucion similar a la arquitectura que poseen otros genes cuya transcripcion se activa en
respuesta a nitratos en Arabidopsis (Alvarez et al., 2014). Sin embargo, la contribucion
hacia la expresion de MIR528a por parte de cada uno fue distinta, pues sdlo la remocion

del sitio TGA1/4 mas cercano al TSS (ATGAZ2) afecté de manera significativa la induccion
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por los estimulos externos. Esto es congruente con estudios de dinamica transcripcional
que reportan que la mayoria de los genes de plantas que incrementan su expresion en
respuesta a nitratos estan enriquecidos en sitios TGA1/4 preferencialmente en la regién de
los 500 pb proximos al TSS (Brooks et al., 2019). De igual forma, los resultados obtenidos
sugieren que el sitio TGA1/4 proximal de zma-MIR528a también participa en la induccion
del promotor por auxinas, ya que no se observo induccion de la actividad de la construccion
ATGAZ2 en presencia de NAA, a pesar de que el elemento AuxRE se encontraba presente.
Esto resulta interesante pues multiples FTs, adicionales a los factores TGA, son capaces
de unirse a motivos que contienen la secuencia TGACG vy dirigir la expresion de genes en
respuesta a auxinas sintéticas, metil-jasmonatos y H»O. por lo que se ha propuesto a estos
elementos regulatorios como puentes moleculares entre distintas rutas de sefalizacion
(Gatz, 2012; Weiste and Droge-Laser, 2014; Noshi et al., 2016). También, los factores TGA
son capaces de establecer interacciones con otros FTs para modificar la expresion
genética. Por ejemplo, se ha reportado que TGA1 interactua con el factor WRKY50 para
potenciar la transcripcion del gen NON-EXPRESSER OF PATHOGEN-RELATED (NPR1)
en respuesta a salicilatos Arabidopsis thaliana (Hussain et al., 2018). Adicionalmente, se
ha descrito que los motivos TGACG se encuentran frecuentemente en promotores de genes
inducidos por auxinas y desarrollan una funcién de moduladores cuantitativos de la
transcripcion en respuestas a la hormona. Este mecanismo ha sido ampliamente descrito
para el gen GRETCHEN HAGEN 3 (GH3), el cual responde a auxinas a través de la
interaccion de factores ARFs con los elementos AuxRE distribuidos a lo largo de su
promotor. Esta respuesta se potencializa cuando los factores TGA (bZIP) reconocen los
motivos TGACG cercanos y promueven el reclutamiento de complejos epigenéticos que
acetilan la histona H3K27 y facilitan el acceso de la maquinaria transcripcional (Weiste and
Droge-Laser, 2014). En este contexto, proponemos que la presencia del sitio TGA proximal
al TSS de zma-MIR528a podria estar involucrada en establecer una adecuada arquitectura
del promotor y funcionar como andamio para que factores tipo TGA1/4 interactuen con otros

FTs para promover la expresién de miR528 en respuesta a auxinas y nitratos.

Por lo general, los genes de respuesta temprana a auxinas descritos en A. thaliana poseen
dos 0 mas motivos canoénicos TGTCTC adyacentes que permiten la dimerizacion de los
factores ARFs y una adecuada activacion de la transcripcion (Pierre-Jerome et al., 2016;
Freire-Rios et al., 2020). Sin embargo, cerca del 86% de los sitios de union de ARFs

presentes en maiz se componen por al menos dos motivos core TGTC separados por
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espaciadores de longitud variable (Galli et al., 2018). En este sentido, el promotor de zma-
MIR528a posee un motivo core TGTC adicional localizado a 36 pb rio abajo del elemento
AuxRE estudiado en este trabajo, caracteristica compartida con otros promotores de genes
de maiz que también responden a estas hormonas (Galli et al., 2018; Freire-Rios et al.,
2020). La longitud de la regién espaciadora entre ambos motivos ha sido reportada como
una de las determinantes de unién preferencial para algunos ARFs activadores (Galli et al.,
2018), lo que explicaria la induccién por ARF34 observada en los ensayos de
transactivacién en protoplastos. La alteracion de esta arquitectura al remover el motivo
AuxRE del promotor suprimio la sefalizacion por auxinas sobre el promotor de MIR528a.
Resultados similares han sido reportados para el gen ath-MIR390a, pues la delecion de una
porcion del promotor de 36 pb donde se encontraba un motivo AuxRE invertido, elimind la
regulacion directa por ARF5/MONOPTEROS vy abolié la respuesta de este gen a auxinas
(Dastidar et al., 2019). En conjunto, estos resultados ratifican que el sitio AuxRE se requiere
para la respuesta del promotor a auxinas al promover la unién de factores ARFs del tipo
activador (clado A) preferentemente. Sin embargo, este elemento por si solo no es
suficiente para dirigir la induccién total a auxinas, ya que esta respuesta depende (en menor

medida) de la presencia del elemento tipo TGA1/4 proximal al TSS del gen zma-MI/IR528a.

En general, el analisis del promotor de zma-MIR528a sugiere que las vias de sefializacidon
por nitratos y auxinas participan de manera interconectada para inducir la expresion de
MIR528a (Figura 17). Esto puede deberse al traslape de la respuesta molecular de ambas
rutas ampliamente estudiada en plantas. El exceso de nitratos desencadena una respuesta
primaria a través de reguladores maestros como TEOSINTE BRANCHED1/CYCLOIDEA/
PROLIFERATING CELL FACTOR y NIN-LIKE PROTEIN (TCP-NLP), que regulan de
manera directa a FTs como TGA1/4 permitiendo que estos reconozcan sus sitios de unién
en genes diana (Guan, 2017). Por otra parte, la percepcion de auxinas exégenas enciende
la sefalizacién para activar a los ARFs para que estén disponibles para reconocer sus
secuencias consenso (Figura 17). Ambas rutas convergen a través de los reguladores
maestros TCP-NLP, también implicados en el control de la homeostasis y sefalizacion de
auxinas al regular la expresion del gen TRYPTOPHAN AMINOTRANSFERASE OF
ARABIDOPSIS 1 (TAAT) involucrado con la biosintesis de AIA (Guan et al., 2017) y
promover la acumulacién de AFB3/TIR1, necesario para la degradacidon de represores
Aux/IAA y liberacién de los ARFs para que ejerzan su funcién (Figura 17). Por lo tanto,

proponemos que la presencia simultdnea de auxinas y nitratos promueve la expresién de
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Figura 17.- Regulaciéon Transcripcional sobre zma-MIR528a en respuesta a nitratos y auxinas. La
presencia de una elevada concentracién de nitratos desencadena una sefializaciéon primaria guiada por
reguladores maestros (TCP/NLP) que activan distintos FTs. TGA1, TGA4 y otros FTs reconocen sus
motivos de union en el promotor de zma-MIR528a para promover su expresion en respuesta a este
estimulo. Ademas, un incremento en la concentracion de auxinas promueve la activacion de AFB3/TIR para
poliubiquitinar al represor Aux/IAA, liberando a los factores ARFs del tipo activador (como ARF34) para
interaccionar con el sitio AuxRE del promotor de MIR528a y estimular su transcripcion. Ambas rutas de
sefializacion coinciden por medio del nodo regulatorio TCP/NLP. La sefializacién por nitratos induce la
biosintesis de auxinas (linea punteada) a través de la expresion de genes involucrados con el metabolismo
del triptéfano para obtener IAA. De igual manera, estos reguladores maestros controlan la percepcion de
auxinas por medio de la activaciéon del componente AFB3/TIR1 (linea sdlida). Ambos estimulos promueven
la expresion de zma-MIR528a de manera coordinada que deriva en un aumento de los niveles de miR528
maduro y la regulacion a la baja de sus mRNAs blanco.

zma-MIR528a al localizar factores homélogos a TGA1/4 y ARFs activadores en la regiéon

promotora y con esto, propicia mayor acumulacién de miR528 bajo estas condiciones.
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Incrementos en los niveles de miR528 han sido reportados en otros modelos
experimentales que emplean estos mismos estimulos, como el debilitamiento del tallo
ocasionado por la sobreacumulacion de miR528 en plantas de maiz ZZC01 creciendo en
medios ricos en nitratos (Sun et al., 2018) o durante la induccion y proliferacién de callos
embriogénicos en la ES de maiz VS-535 (Chavez-Hernandez et al., 2015; Alejandri-
Ramirez et al., 2018). Sin embargo, no se descarta que rutas de regulacion adicionales,
como la respuesta a estrés oxidativo o estrés por frio, puedan controlar la expresion de
zma-MIR528a al activar otros elementos regulatorios presentes en el promotor. De igual
manera, los mecanismos de regulacion sobre este gen podrian diferir entre especie, etapa

de desarrollo o condicion estudiada (Wu et al., 2017).
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miR528 es un MiRNA altamente conservado entre monocotiledéneas a nivel de
secuencia y plegamiento del precursor, factores que podrian determinar el
procesamiento y acumulacién de este miRNA entre especies.

miR528 se encuentra altamente acumulado en callos embriogénicos de maiz en
proliferacion y durante las primeras horas de imbibicion y germinacién de semillas
secas de maiz. En contraste, la acumulacion de este miRNA disminuye durante la
regeneracion de plantas obtenidas por ES y en etapas post-germinativas durante el
establecimiento de plantulas de maiz.

miR528 se distribuye preferencialmente en fracciones polisomales en diversos
tejidos de maiz, lo que sugiere que este miRNA es capaz de realizar inhibicién de la
traduccion de alguno de sus blancos al co-localizarse en polisomas.

Los blancos MATE, bHLH152 y SOD1a son regulados preferencialmente por
degradacion del transcrito, presentan una correspondencia inversa con los niveles
de miR528, mientras que PLC (cuya correspondencia inversa no fue aparente en
RNA total) presenta una distribucién inversa a la observada para miR528 en
poliribosomas.

El promotor de zma-MIR528a alberga diversos motivos de unidn para FTs
involucrados con diversas rutas de sefalizacion como la respuesta a hormonas,
nitratos, control de los niveles de cobre, respuesta estrés y desarrollo de tejido
vascular, algunos de los cuales se conservan en los promotores de genes MIR528
de varias especies.

La presencia de exceso de nitratos y aplicacion exégena de auxinas desencadena
eventos transcripcionales sobre el gen zma-MIR528a los cuales modifican los
niveles del pre-miRNA y miRNA maduro durante las primeras etapas post-
germinativas de maiz.

La percepcion del estimulo transcripcional sobre MIR528a ocasionado por la
presencia de nitratos esta guiada en gran medida por elementos regulatorios del
tipo TGA1/4, principalmente por el sitio localizado a 738 pb del sitio de inicio de la
transcripcion.

El elemento AuxRE canédnico (TGTCTC) presente en la posicién -875 pb en el

promotor de zma-MIR528a es fundamental para la percepcion de las senales
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moleculares de la via de respuestas a auxinas para promover la expresion de este

gen bajo estimulos con estas hormonas.
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El presente trabajo representa un abordaje a la funcion y regulacion de miR528. Se

requieren de estrategias experimentales adicionales para profundizar en estos aspectos

como:

Analizar la abundancia a nivel proteico de algunos de los transcritos diana de
miR528 para corroborar el efecto en la regulacion de la traduccion por este miRNA
Identificar a nivel de secuencia las regiones de complementariedad miR528-diana
necesarias para desencadenar la regulacion postranscripcional de sus blancos.
Estudiar otros niveles de regulacién sobre MIR528a como distintos mecanismos
epigenéticos de regulacion transcripcional (como la deposicion de las marcas
H3K4me3 o H3K27me3) en etapas contrastantes de acumulacion o bajo los
estimulos evaluados.

Analizar la interaccion directa de factores transcripcionales a los elementos TGA1/4
y AuxRE del promotor de MIR528a de maiz.

Evaluar el efecto del abatimiento o disminucion de la expresion de miR528 durante
la germinacion de semillas y durante la induccién y proliferacion de la ES de maiz.
Evaluar la funcion de miR528 por medio de la expresion heteréloga en planta(s)
dicotiledonea(s) (Arabidopsis o Nicotiana) para identificar equivalentes funcionales

de este miRNA en estas especies.
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Tablas suplementarias

Tabla S1.- Composicion del medio de cultivo N6 empleado para la induccién y

proliferacion de callos embriogénicos de maiz.

Componente g/L
KNO3 2.38
(NH4)2S04 0.463
KH2PO4 0.4
MgS04-7H20 0.185
CaClz2-2H20 0.166
NazEDTA-H20 0.0375
FeS04-7H20 0.0278
MnS0Os-H20 0.0032
HsBOs 0.0016
ZnS04-7TH20 0.0015
Ki 0.00083
Adenina 0.1
Prolina 2.5
Caseina 0.2
Sacarosa 30
Cocktel 20 de vitaminas* | *
Agargel 7

*Bajo patente (En el laboratorio de
cultivo de tejidos se utiliza 10 mL/L del

stock)
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Tabla S2.- Localizacién genémica de los precursores de miR528 en monocotiledéneas

depositadas en la base de datos PmiREN

precursor ID 1D PmIiREN Cromosoma Inicio Fin Cadena Especie
Aof-MIR528 PmIiREN000996 Aof-NC_033797.1 10579184 | 10579302 + Asparagus officinalis
Bdi-MIR528 PmIiREN001255 Bdi-Bd1 73295140 | 73295266 - Brachypodium distachyon
Mac-MIR528 PmIiREN012215 Mac-chr8 10341398 | 10341507 - Musa acuminata
Ogl-MIR528 PmIiREN013581 Ogl-GL455988.1 1549995 1550120 + Oryza glaberrima
Oni-MIR528 PmIiREN013810 Oni-3 1341691 1341816 + Oryza nivara
Oru-MIR528 PmIREN013986 Oru-HG417167.1 1412714 1412839 + Oryza rufipogon
Osa-MIR528 PmIiREN014362 Osa-Chr3 1667310 1667435 + Oryza sativa
Pha-MIR528 PmIREN016262 Pha-Chr09 69425755 | 69425882 - Panicum hallii
Pvi-MIR528a PmIiREN016436 Pvi-ChrO1N 69192314 | 69192445 + Panicum virgatum
Pvi-MIR528b PmIiREN016437 Pvi-Chr09K 87418444 | 87418571 - Panicum virgatum
Pvi-MIR528¢c PmIiREN016438 Pvi-Chr09N 120070864 | 120070991 - Panicum virgatum
Pap-MIR528 PmIiREN016701 Pap-NEWO01000071.1 538724 538838 + Phalaenopsis aphrodite
Pda-MIR528 PmIREN016944 Pda-NW_008247750.1 18899 19050 - Phoenix dactylifera
Scu-MIR528 PmIiREN018444 Scu-JXQF01030556.1 160 293 + Saccharum hybrid cultivar
Sit-MIR528 PmIiREN018709 Sit-scaffold_9 57157041 | 57157170 - Setaria italica
Sbi-MIR528 PmIiREN020074 Sbi-chromosome_1 79165414 | 79165537 - Sorghum bicolor
Spo-MIR528 PmIiREN020175 Spo-pseudo17 196564 196705 - Spirodela polyrhiza
Tae-MIR528a PmIREN026132 Tae-chr4B 162371969 | 162372094 + Triticum aestivum
Tae-MIR528b PmIiREN026133 Tae-chr4D 32161888 | 32162013 + Triticum aestivum
Tae-MIR528¢ PmIREN026134 Tae-chr5A 210090100 | 210090222 + Triticum aestivum
Zma-MIR528a PmIiREN023456 Zma-1 6409229 6409390 + Zea mays
Zma-MIR528b PmIiREN023457 Zma-9 153752320 | 153752436 - Zea mays
Cam-MIR528a PmIREN028422 Cam-CM007986.2 154895594 | 154895721 + Cenchrus americanus
Eco-MIR528a PmIiREN029346 Eco-LXGH01442297.1 9766 9888 + Eleusine coracana
Ete-MIR528a PmIREN029473 Ete-scaffold2964 104305 104428 + Eragrostis tef
Ete-MIR528b PmIiREN029474 Ete-scaffold3813 32300 32422 + Eragrostis tef
Ete-MIR528¢c PmIiREN029475 Ete-scaffold3813 32700 32823 + Eragrostis tef
Hvu-MIR528a PmIiREN029969 Hvu-SDOWO01000255.1 540484 540623 - Hordeum vulgare
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Tabla S$3.- Blancos de miR528 de maiz predichos con el software psRNATarget. Las filas resaltadas en amarillo corresponden a blancos

analizados y validados en este trabajo. En azul (*) se indican blancos previamente validados por Sun et al., (2018)

Secuencia del miR528

UGGAAGGGGCAUGCAGAGGAG
UGGAAGGGGCAUGCAGAGGAG
UGGAAGGGGCAUGCAGAGGAG
UGGAAGGGGCAUGCAGAGGAG
UGGAAGGGGCAUGCAGAGGAG
UGGAAGGGGCAUGCAGAGGAG
UGGAAGGGGCAUGCAGAGGAG
UGGAAGGGGCAUGCAGAGGAG
UGGAAGGGGCAUGCAGAGGAG
UGGAAGGGGCAUGCAGAGGAG
UGGAAGGGGCAUGCAGAGGAG
UGGAAGGGGCAUGCAGAGGAG
UGGAAGGGGCAUGCAGAGGAG
UGGAAGGGGCAUGCAGAGGAG
UGGAAGGGGCAUGCAGAGGAG
UGGAAGGGGCAUGCAGAGGAG
UGGAAGGGGCAUGCAGAGGAG
UGGAAGGGGCAUGCAGAGGAG
UGGAAGGGGCAUGCAGAGGAG
UGGAAGGGGCAUGCAGAGGAG
UGGAAGGGGCAUGCAGAGGAG
UGGAAGGGGCAUGCAGAGGAG
UGGAAGGGGCAUGCAGAGGAG
UGGAAGGGGCAUGCAGAGGAG
UGGAAGGGGCAUGCAGAGGAG
UGGAAGGGGCAUGCAGAGGAG
UGGAAGGGGCAUGCAGAGGAG
UGGAAGGGGCAUGCAGAGGAG
UGGAAGGGGCAUGCAGAGGAG
UGGAAGGGGCAUGCAGAGGAG
UGGAAGGGGCAUGCAGAGGAG
UGGAAGGGGCAUGCAGAGGAG
UGGAAGGGGCAUGCAGAGGAG
UGGAAGGGGCAUGCAGAGGAG
UGGAAGGGGCAUGCAGAGGAG
UGGAAGGGGCAUGCAGAGGAG
UGGAAGGGGCAUGCAGAGGAG
UGGAAGGGGCAUGCAGAGGAG
UGGAAGGGGCAUGCAGAGGAG
UGGAAGGGGCAUGCAGAGGAG
UGGAAGGGGCAUGCAGAGGAG
UGGAAGGGGCAUGCAGAGGAG
UGGAAGGGGCAUGCAGAGGAG
UGGAAGGGGCAUGCAGAGGAG

Acceso del Blanco

Zm00001d012883_T001
Zm00001d016873_T001
Zm00001d012205_T001
Zm00001d053327_T001
Zm00001d034627_T003
Zm00001d042901_T001
Zm00001d052243_T001
Zm00001d050081_T005
Zm00001d031908_T001
Zm00001d016326_T017
Zm00001d016326_T010
Zm00001d016326_T005
Zm00001d016326_T004
Zm00001d016326_T011
Zm00001d016326_T015
Zm00001d016326_T003
Zm00001d016326_T016
Zm00001d016326_T014
Zm00001d016326_T009
Zm00001d016326_T012
Zm00001d021227_T004
Zm00001d021227_T002
Zm00001d021227_T003
Zm00001d021227_T001
Zm00001d042966_T003
Zm00001d042966_T001
Zm00001d042966_T002
Zm00001d019875_T002
Zm00001d019875_T001
Zm00001d024868_T001
Zm00001d025564_T001
Zm00001d033710_T001
Zm00001d024703_T007
Zm00001d021850_T001
Zm00001d012101_T008
Zm00001d012101_T007
Zm00001d012101_T005
Zm00001d012101_T006
Zm00001d012101_T003
Zm00001d012101_T001
Zm00001d012101_T002
Zm00001d031002_T004
Zm00001d018049_T013
Zm00001d018047_T001

Exp UPE Fragmento alineado del miRNA Alineamiento nto alineado del

WWWWwWWwwwwwwwwwowwowwowwwwwwwwnNneN

=N

-1

-

PR R

RN R R
PR RPRPRPRPRPRRPRPRRPPRPRPEPRPPEPRRERBR

-1

PR R

UGGAAGGGGCAUGCAGAGGAG
UGGAAGGGGCAUGCAGAGGAG
UGGAAGGGGCAUGCAGAGGAG
UGGAAGGGGCAUGCAGAGGAG
UGGAAGGGGCAUGCAGAGGAG
UGGAAGGGGCAUGCAGAGGAG
UGGAAGGGGCAUGCAGAGGAG
UGGAAGGGGCAUGCAGAGGAG
UGGAAGGGGCAUGCAGAGGAG
UGGAAGGGGCAUGCAGAGGAG
UGGAAGGGGCAUGCAGAGGAG
UGGAAGGGGCAUGCAGAGGAG
UGGAAGGGGCAUGCAGAGGAG
UGGAAGGGGCAUGCAGAGGAG
UGGAAGGGGCAUGCAGAGGAG
UGGAAGGGGCAUGCAGAGGAG
UGGAAGGGGCAUGCAGAGGAG
UGGAAGGGGCAUGCAGAGGAG
UGGAAGGGGCAUGCAGAGGAG
UGGAAGGGGCAUGCAGAGGAG
UGGAAGGGGCAUGCAGAGGAG
UGGAAGGGGCAUGCAGAGGAG
UGGAAGGGGCAUGCAGAGGAG
UGGAAGGGGCAUGCAGAGGAG
UGGAAGGGGCAUGCAGAGGAG
UGGAAGGGGCAUGCAGAGGAG
UGGAAGGGGCAUGCAGAGGAG
UGGAAGGGGCAUGCAGAGGAG
UGGAAGGGGCAUGCAGAGGAG
UGGAAGGGGCAUGCAGAGGAG
UGGAAGGGGCAUGCAGAGGAG
UGGAAGGGGCAUGCAGAGGAG
UGGAAGGGGCAUGCAGAGGAG
UGGAAGGGGCAUGCAGAGGAG
UGGAAGGGGCAUGCAGAGGAG
UGGAAGGGGCAUGCAGAGGAG
UGGAAGGGGCAUGCAGAGGAG
UGGAAGGGGCAUGCAGAGGAG
UGGAAGGGGCAUGCAGAGGAG
UGGAAGGGGCAUGCAGAGGAG
UGGAAGGGGCAUGCAGAGGAG
UGGAAGGGGCAUGCAGAGGAG
UGGAAGGGGCAUGCAGAGGAG
UGGAAGGGGCAUGCAGAGGAG

inhibiciéon

CUCCUCUGCCUGC( Corte
CUGUUUUGCAUG!( Corte
AUCCUCCGCACGCC Traduccién
CUCUUCUGCGAGC Traduccién
CUCCUCUGCAUUC(Traduccion
CUUCUCCGCAUGU Corte
CUCUGCUGCAUGC Corte
UUCCUUUGCAUGL Corte
UUCCUCCGCACGC( Traduccién
CUGUUCUCCAUGC Corte
CUGUUCUCCAUGC Corte
CUGUUCUCCAUGC Corte
CUGUUCUCCAUGC Corte
CUGUUCUCCAUGC Corte
CUGUUCUCCAUGC Corte
CUGUUCUCCAUGC Corte
CUGUUCUCCAUGC Corte
CUGUUCUCCAUGC Corte
CUGUUCUCCAUGC Corte
CUGUUCUCCAUGC Corte
GUUCUCGGCGUG( Corte
GUUCUCGGCGUG( Corte
GUUCUCGGCGUG( Corte
GUUCUCGGCGUG( Corte
UGUCUCUGCUUG( Corte
UGUCUCUGCUUG( Corte
UGUCUCUGCUUG( Corte
GACCUCUGUAUGC Corte
GACCUCUGUAUGC Corte
CUCCUCUGCGUGC! Corte
CUCCUCUGCGUGC! Corte
CUCCUCUGCGUGC! Corte
CUCUUCUGUGUG( Corte
CUCCUCUGC-UGCC Corte
UUCCUCUGCCUCC( Traduccién
UUCCUCUGCCUCC( Traduccion
UUCCUCUGCCUCC( Traduccién
UUCCUCUGCCUCC( Traduccion
UUCCUCUGCCUCC( Traduccién
UUCCUCUGCCUCC( Traduccion
UUCCUCUGCCUCC( Traduccién
UUCCUUUGUAUGI Corte
AUCCUCUGUAUGC Corte
AUCCUCUGUAUGC Corte

Mecanismo de

Anotacion del blanco

cdna chromosome:AGPv4:5:1584315:15¢
cdna chromosome:AGPv4:5:178968180:1
cdna chromosome:AGPv4:8:170071902:1
cdna chromosome:AGPv4:4:226351856:2
cdna chromosome:AGPv4:1:298407979:2
cdna chromosome:AGPv4:3:183398638:1
cdna chromosome:AGPv4:4:184464169:1
cdna chromosome:AGPv4:4:64819818:64
cdna chromosome:AGPv4:1:206405716:2
cdna chromosome:AGPv4:5:157257422:1
cdna chromosome:AGPv4:5:157257320:1
cdna chromosome:AGPv4:5:157257312:1
cdna chromosome:AGPv4:5:157257300:1
cdna chromosome:AGPv4:5:157257329:1
cdna chromosome:AGPv4:5:157257344:1
cdna chromosome:AGPv4:5:157257296:1
cdna chromosome:AGPv4:5:157257369:1
cdna chromosome:AGPv4:5:157257342:1
cdna chromosome:AGPv4:5:157257317:1
cdna chromosome:AGPv4:5:157257330:1
cdna chromosome:AGPv4:7:146557650:1
cdna chromosome:AGPv4:7:146557648:1
cdna chromosome:AGPv4:7:146557648:1
cdna chromosome:AGPv4:7:146557648:1
cdna chromosome:AGPv4:3:185204239:1
cdna chromosome:AGPv4:3:185204150:1
cdna chromosome:AGPv4:3:185204218:1
cdna chromosome:AGPv4:7:71972262:71
cdna chromosome:AGPv4:7:71972262:71
cdna chromosome:AGPv4:10:91402127:S
cdna chromosome:AGPv4:10:122405745
cdna chromosome:AGPv4:1:271948830:2
cdna chromosome:AGPv4:10:84135279:€
cdna chromosome:AGPv4:7:164513895:1
cdna chromosome:AGPv4:8:168279310:1
cdna chromosome:AGPv4:8:168278927:1
cdna chromosome:AGPv4:8:168277896:1
cdna chromosome:AGPv4:8:168277932:1
cdna chromosome:AGPv4:8:168277783:1
cdna chromosome:AGPv4:8:168277736:1
cdna chromosome:AGPv4:8:168277736:1
cdna chromosome:AGPv4:1:172832352:1
cdna chromosome:AGPv4:5:213152086:2
cdna chromosome:AGPv4:5:212828616:2

Multiplicidad Nombre asignado

1 MATE/BIGE1
1 bHLH152

1

1

1

1 LAC5*

1 LAC3*

1 SOD1a

-

PLC1

PR RRRRERPRRRRERRRERERRRERRERERERPEPRERREERPRRERE R R
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Tabla S3. continuacion

UGGAAGGGGCAUGCAGAGGAG
UGGAAGGGGCAUGCAGAGGAG
UGGAAGGGGCAUGCAGAGGAG
UGGAAGGGGCAUGCAGAGGAG
UGGAAGGGGCAUGCAGAGGAG
UGGAAGGGGCAUGCAGAGGAG
UGGAAGGGGCAUGCAGAGGAG
UGGAAGGGGCAUGCAGAGGAG
UGGAAGGGGCAUGCAGAGGAG
UGGAAGGGGCAUGCAGAGGAG
UGGAAGGGGCAUGCAGAGGAG
UGGAAGGGGCAUGCAGAGGAG
UGGAAGGGGCAUGCAGAGGAG
UGGAAGGGGCAUGCAGAGGAG
UGGAAGGGGCAUGCAGAGGAG
UGGAAGGGGCAUGCAGAGGAG
UGGAAGGGGCAUGCAGAGGAG
UGGAAGGGGCAUGCAGAGGAG
UGGAAGGGGCAUGCAGAGGAG
UGGAAGGGGCAUGCAGAGGAG
UGGAAGGGGCAUGCAGAGGAG
UGGAAGGGGCAUGCAGAGGAG
UGGAAGGGGCAUGCAGAGGAG
UGGAAGGGGCAUGCAGAGGAG
UGGAAGGGGCAUGCAGAGGAG
UGGAAGGGGCAUGCAGAGGAG
UGGAAGGGGCAUGCAGAGGAG
UGGAAGGGGCAUGCAGAGGAG
UGGAAGGGGCAUGCAGAGGAG
UGGAAGGGGCAUGCAGAGGAG
UGGAAGGGGCAUGCAGAGGAG
UGGAAGGGGCAUGCAGAGGAG
UGGAAGGGGCAUGCAGAGGAG
UGGAAGGGGCAUGCAGAGGAG
UGGAAGGGGCAUGCAGAGGAG
UGGAAGGGGCAUGCAGAGGAG
UGGAAGGGGCAUGCAGAGGAG
UGGAAGGGGCAUGCAGAGGAG
UGGAAGGGGCAUGCAGAGGAG
UGGAAGGGGCAUGCAGAGGAG
UGGAAGGGGCAUGCAGAGGAG
UGGAAGGGGCAUGCAGAGGAG
UGGAAGGGGCAUGCAGAGGAG
UGGAAGGGGCAUGCAGAGGAG
UGGAAGGGGCAUGCAGAGGAG
UGGAAGGGGCAUGCAGAGGAG
UGGAAGGGGCAUGCAGAGGAG
UGGAAGGGGCAUGCAGAGGAG

Zm00001d018049_T001
Zm00001d018049_T007
Zm00001d018049_T004
Zm00001d018049_T002
Zm00001d018049_T003
Zm00001d018049_T011
Zm00001d018049_T006
Zm00001d048185_T001
Zm00001d018047_T002
Zm00001d018049_T008
Zm00001d018049_T010
Zm00001d018049_T009
Zm00001d027548_T001
Zm00001d018439_T011
Zm00001d018439_T005
Zm00001d018439_T012
Zm00001d018439_T009
Zm00001d018439_T007
Zm00001d018439_T010
Zm00001d018439_T008
Zm00001d018439_T002
Zm00001d018439_T001
Zm00001d018439_T004
Zm00001d018439_T003
Zm00001d018439_T006
Zm00001d028159_T001
Zm00001d023881_T002
Zm00001d037290_T001
Zm00001d041063_T001
Zm00001d023881_T005
Zm00001d023881_T001
Zm00001d023881_T004
Zm00001d023881_T003
Zm00001d029562_T001
Zm00001d012725_T001
Zm00001d039165_T012
Zm00001d039165_T013
Zm00001d002097_T001
Zm00001d043352_T001
Zm00001d008726_T001
Zm00001d008726_T002
Zm00001d008726_T003
Zm00001d043352_T002
Zm00001d041055_T001
Zm00001d013544_T001
Zm00001d008726_T004
Zm00001d008726_T005
Zm00001d013544_T002

AAEBAEBEBEPEPEPEPEPEPEPEPEPEPEPEPEPEPEPEPES

-

-1
-1
-1
-1
-1
-1
-1
-1
-1
-1
-1
-1
-1
-1
-1
-1
-1
-1
-1
-1
-1
-1
-1
-1
-1
-1
-1
-1
-1
-1
-1
-1
-1
-1
-1
-1
-1
-1
-1
-1
-1
-1
-1
-1
-1
-1
-1

UGGAAGGGGCAUGCAGAGGAG
UGGAAGGGGCAUGCAGAGGAG
UGGAAGGGGCAUGCAGAGGAG
UGGAAGGGGCAUGCAGAGGAG
UGGAAGGGGCAUGCAGAGGAG
UGGAAGGGGCAUGCAGAGGAG
UGGAAGGGGCAUGCAGAGGAG
UGGAAGGGGCAUGCAGAGGAG
UGGAAGGGGCAUGCAGAGGAG
UGGAAGGGGCAUGCAGAGGAG
UGGAAGGGGCAUGCAGAGGAG
UGGAAGGGGCAUGCAGAGGAG
UGGAAGGGGCAUGCAGAGGAG
UGGAAGGGGCAUGCAGAGGAG
UGGAAGGGGCAUGCAGAGGAG
UGGAAGGGGCAUGCAGAGGAG
UGGAAGGGGCAUGCAGAGGAG
UGGAAGGGGCAUGCAGAGGAG
UGGAAGGGGCAUGCAGAGGAG
UGGAAGGGGCAUGCAGAGGAG
UGGAAGGGGCAUGCAGAGGAG
UGGAAGGGGCAUGCAGAGGAG
UGGAAGGGGCAUGCAGAGGAG
UGGAAGGGGCAUGCAGAGGAG
UGGAAGGGGCAUGCAGAGGAG
UGGAAGGGGCAUGCAGAGGAG
UGGAAGGGGCAUGCAGAGGAG
UGGAAGGGGCAUGCAGAGGAG
UGGAAGGGGCAUGCAGAGGAG
UGGAAGGGGCAUGCAGAGGAG
UGGAAGGGGCAUGCAGAGGAG
UGGAAGGGGCAUGCAGAGGAG
UGGAAGGGGCAUGCAGAGGAG
UGGAAGGGGCAUGCAGAGGAG
UGGAAGGGGCAUGCAGAGGAG
UGGAAGGGGCAUGCAGAGGAG
UGGAAGGGGCAUGCAGAGGAG
UGGAAGGGGCAUGCAGAGGAG
UGGAAGGGGCAUGCAGAGGAG
UGGAAGGGGCAUGCAGAGGAG
UGGAAGGGGCAUGCAGAGGAG
UGGAAGGGGCAUGCAGAGGAG
UGGAAGGGGCAUGCAGAGGAG
UGGAAGGGGCAUGCAGAGGAG
UGGAAGGGGCAUGCAGAGGAG
UGGAAGGGGCAUGCAGAGGAG
UGGAAGGGGCAUGCAGAGGAG
UGGAAGGGGCAUGCAGAGGAG

AUCCUCUGUAUGC Corte
AUCCUCUGUAUGC Corte
AUCCUCUGUAUGC Corte
AUCCUCUGUAUGC Corte
AUCCUCUGUAUGC Corte
AUCCUCUGUAUGC Corte
AUCCUCUGUAUGC Corte
CUCCUCUGCUCGU(Traduccién
AUCCUCUGUAUGC Corte
AUCCUCUGUAUGC Corte
AUCCUCUGUAUGC Corte
AUCCUCUGUAUGC Corte
UUCCUCUCCAUGC( Corte
CUAUACUGUAUGL Corte
CUAUACUGUAUGL Corte
CUAUACUGUAUGL Corte
CUAUACUGUAUGL Corte
CUAUACUGUAUGL Corte
CUAUACUGUAUGL Corte
CUAUACUGUAUGL Corte
CUAUACUGUAUGL Corte
CUAUACUGUAUGL Corte
CUAUACUGUAUGL Corte
CUAUACUGUAUGL Corte
CUAUACUGUAUGL Corte
CUCCUCUGCUCGU(Traduccién
CUCCUCUGUGUCU Traduccién
CUUCUCUGCAUGU Corte
CUCCUCUGUGUGC Corte
CUCCUCUGUGUCU Traduccién
CUCCUCUGUGUCU Traduccién
CUCCUCUGUGUCU Traduccién
CUCCUCUGUGUCU Traduccién
CUCUUCUGUAUG( Corte
CUCUUUUGCUUGL Corte
CUCCUCUG-AUGC( Corte
CUCCUCUG-AUGC( Corte
CUUCUCUUCAUGC Corte
CUUGUCUGCAUCC Traduccién
CUCCUCCGCCUGCC Corte
CUCCUCCGCCUGCC Corte
CUCCUCCGCCUGCC Corte
CUUGUCUGCAUCC Traduccién
UUCCUCUGCCUGC. Corte
CUCCUCAGCAUAC( Traduccién
CUCCUCCGCCUGCC Corte
CUCCUCCGCCUGCC Corte
CUCCUCAGCAUAC( Traduccién

cdna chromosome:AGPv4:5:213151971:2
cdna chromosome:AGPv4:5:213151971:2
cdna chromosome:AGPv4:5:213151971:2
cdna chromosome:AGPv4:5:213151971:2
cdna chromosome:AGPv4:5:213151971:2
cdna chromosome:AGPv4:5:213152048:2
cdna chromosome:AGPv4:5:213151971:2
seg=cdna; coord=9:148878970..1488799(
cdna chromosome:AGPv4:5:212828616:2
cdna chromosome:AGPv4:5:213151973:2
cdna chromosome:AGPv4:5:213151987:2
cdna chromosome:AGPv4:5:213151973:2
cdna chromosome:AGPv4:1:8046302:804
cdna chromosome:AGPv4:5:220891088:2
cdna chromosome:AGPv4:5:220890875:2
cdna chromosome:AGPv4:5:220891089:2
cdna chromosome:AGPv4:5:220891038:2
cdna chromosome:AGPv4:5:220891034:2
cdna chromosome:AGPv4:5:220891039:2
cdna chromosome:AGPv4:5:220891037:2
cdna chromosome:AGPv4:5:220890838:2
cdna chromosome:AGPv4:5:220890838:2
cdna chromosome:AGPv4:5:220890838:2
cdna chromosome:AGPv4:5:220890838:2
cdna chromosome:AGPv4:5:220890985:2
seg=cdna; coord=1:24207341..24208364:
cdna chromosome:AGPv4:10:26194546:2
cdna chromosome:AGPv4:6:119545820:1
cdna chromosome:AGPv4:3:94045566:94
cdna chromosome:AGPv4:10:26194557:2
cdna chromosome:AGPv4:10:26194543:2
cdna chromosome:AGPv4:10:26194550:2
cdna chromosome:AGPv4:10:26194550:2
cdna chromosome:AGPv4:1:76238126:7€
cdna chromosome:AGPv4:8:179214402:1
cdna chromosome:AGPv4:6:171556065:1
cdna chromosome:AGPv4:6:171556079:1
cdna chromosome:AGPv4:2:5954841:595
cdna chromosome:AGPv4:3:197452490:1
cdna chromosome:AGPv4:8:17930694:17
cdna chromosome:AGPv4:8:17930694:17
cdna chromosome:AGPv4:8:17930694:17
cdna chromosome:AGPv4:3:197452490:1
cdna chromosome:AGPv4:3:93411371:92
cdna chromosome:AGPv4:5:13969116:12
cdna chromosome:AGPv4:8:17930755:17
cdna chromosome:AGPv4:8:17930785:17
cdna chromosome:AGPv4:5:13969116:12
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Tabla S4.- Lista de oligonucleétidos empleados en este trabajo

1D Sequence (5'-3")
Cuantificacion de miR528 maduro y transcritos blancos
Forward CCCACGACGAGATGCCATAT
MATE/BIGE1 Zm00001d012883_T001 Reverse | AACGGCCTCTCTTTCTCTGE
Forward CCCGGCATCAAATCAAAGCC
bHLH152 2m00001d016873_T001 Reverse TGCGATGGAGCACATGTAGT
Forward CAATGGGTGCATATCGACAG
SoD1a Zm00001d031908_TO0T o oo GCAACAATGTTTCCCAGGTC
Forward TGGCCGTATGAGCATTTAGC
PLC1 Zm00001d021850_T001 Reverse GATGTTCCCGAAGCAAAGTC
Forward CCGGTGCCATCGATCTCTAC
GIb2 Zm00001d048185_T001 Reverse AGTCCCTGAGGTCCAGCTC
Forward AATGGCATTCAGCTTCAGCC
FBOX Zm00001d028159_T001 Reverse CGACGACATGGAAAGGACGA
GTCGTATCCAGTGCAGGGTC
. Stem loop  CGAGGTATTCGCACTGGATAC
zma-miR528 MI0013239 GACCTCCTC
Forward GCGCGTGGAAGGGGCATGCA
185 rRNA Forward TCCTATTGTTGGCCTTCGG
Reverse TCCTTG GCAAATGCTTTCGC
Stem loop GTGCAGGGTCCGAGGTTTTGG
U6 snRNA ACCATTTCTCGAT
Forward GGAACGATACAGAGAAGATTAGCA
MATE/BIGE1 Outer TGATGTTGGTCAGCCCGATG
RLM-RACE Inner TTGAGAGCAGTGACAGGCG
bHLH152 Outer GAGGAATGGTGGAAGGAGGA
RLM-RACE Inner TCTCACCAGGCAGAGCAGG
SOD1a Outer ACTCGTGGAGGTGGAAGCC
RLM-RACE Inner TCACAGTTGTAGGTCCATCGTC
PLCA1 Outer TTCACAAAGGCGCCGTCC
RLM-RACE Inner TCAAGTGATCATGCCAGCAC
Amplificacion y cuantificacion de transcritos primarios y precursores
premiR_FW GTGGAAGGGGCATGCAGAG
premiR528a_Rv1 AAGAGGCAGGCACAGGAGA
premiR528a_Rv2 AGGCACAGGAGAGGAGTGAG
PremiR528_Rv 3 GGAAGAGGCAGGCACAGG
premiR528a_Loop GAGGAGTGAGGAGAGCTTGC
PrimiR528a_Fw1 AGTGATGAGTGGCCTGCAAA
PrimiR528a_Fw2 ATGGCAGGTTGAGCATCTCC
PrimiR528b_Fw1 TGCTACAAATAGGGGCACGA
PrimiR528b_Fw2 ACAAATAGGGGCACGAGTGG

Stem_Loop_premiR528a

Stem_Loop_miR528

miR528_Fw
Universal_Reverse

5' RACE Adapter

5' RACE Outer Primer
5' RACE Inner Primer

GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGT
ATTCGCACTGGATACGACAATGGA
GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTA
TTCGCACTGGATACGACCTCCTC
GCGCGTGGAAGGGGCATGCA
GTGCAGGGTCCGAGGTA
5-GCUGAUGGCGAUGAAUGAACACUGCG
UUUGCUGGCUUUGAUGAAA-3'
5-GCTGATGGCGATGAATGAACACTG-3'

5-CGCGGATCCGAACACTGCGTTTGCTGGCTTTGATG-3'

Deleciones 5' consecutivas del promotor

pMIR1_F CACCGAAACGTGCGTTAAATGGACAG
pMIR1.2_F CACCAACCAACATCCACCTCGAAT
pMIR2_F CACCACTGGTTAATGTCTTAGGTTGTGC
pMIR3_F CACCGCGTGCAGTAGAAAGATTCCT
pMIR4_F CACCACTGCTGTTTACCTGTTTTGAACA
pMIR_R AGTTTGCTCTGCTGGCTAGT

Deleciones puntuales de TFBS
pMIR_Pro_F AACCAACATCCACCTCGAAT
35sTer_Rv CATGCCTGCAGGTCACTGG
ATGACG_1_F TGACGTTAGACGCGGTGTGTATCTTATTGT
ATGACG_1_R ACGTCATGACTGACTAGATCGTCACCCA
ATGACG_2_F GGTCACGATTCTAGTCAGTCATATGTTTAAATACA
ATGACG_2 R CTGACTAGAATCGTGACCACCTACTTCAA
ATCTGTG_F TAGGAACGATGGTGGAGGCTTCACAATAT
ATCTGTG_R CCTCCACCATCGTTCCTACTAAGCCAAACAGA
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Tabla S5.- TFBS identificados en el promotor de zma-MIR528a usando la base de datos
NewPLACE. Las filas resaltadas corresponden a los sitios analizados en este trabajo

Posicién E— RAVIAAT 1037 () CAACA 5000314
ID del motivo de unién | relativaal | Cadena pren—— ID NewPLACE ARRIAT -1030 (-) NGATT S000454
TSS REALPHALGLHCB21 1021 ) AACCAA 5000362
NODCON2GM -1503 ) CTCTT 5000462 RAVIAAT 018 © CAACA 5000314
OSE2ROOTNODULE 1503 (+) CTCTT S000468 ROOTMOTIFTAPOXA 1004 0 ATATT 5000098
Pz:z;’izﬂ 1231 ) m zgggzﬁi GT1CONSENSUS -995 +) GRWAAW 5000198
CARGCW8GAT 1501 2; CWWWWIWWWWG 5000431 CAATBOX1 991 0) CAAT $000028
CARGCWSGAT -1501 (+) CWWWWWWWWG 5000431 CCAATBOX1 9 0 CCAAT 5000030
TATAPVTRNALEU 1500 (+) TTTATATA 5000340 Z?Ziz?zz' ':Zi 0) 2??; 288323:
TATABOX4 1499 ) TATATAA 5000111 CARBNEXTA :951 i; AACOTGT 000244
CACTFTPPCA1 -1493 ) YACT 5000449
CAATEOX] 1450 ) CAAT 5000028 ABRERATCAL -981 () MACGYGB 5000507
GT1CONSENSUS 1480 *) GRWAAW 5000198 ABRELATERD1 -980 ) ACGTG $000414
INRNTPSADB 1478 &) YTCANTYY 5000395 BPSOSWX -980 ) CAACGTG 5000436
CAATBOX] 476 0 CAAT 5000028 T/GBOXATPIN2 -980 () AACGTG 5000458
GATABOX 1470 © GATA 000039 ACGTATERD1 -979 () ACGT 5000415
CACTFTPPCA1 -1461 ) YACT 5000449 ACGTATERD1 879 ) ACGT S000415
GATABOX 1444 ) GATA 'S000039 POLLEN1LELAT52 973 (+) AGAAA 5000245
GATABOX 1237 E) GATA 5000039 GT1CONSENSUS 972 (+) GRWAAW 5000198
GATABOX 1433 ) GATA 5000039 GT1GMSCAM4 972 (+) GAAAAA 5000453
MYBCORE -1415 (-) CNGTTR S000176 ROOTMOTIFTAPOX1 -966 (=) ATATT $000098
MYB2AT -1415 ) TAACTG S000177 GATABOX -951 ) GATA $000039
MYB2CONSENSUSAT 1415 (+) YAACKG 5000409 EBOXBNNAPA -948 -) CANNTG 5000144
ARR1AT 1410 (+) NGATT 5000454 RAV1BAT -948 () CACCTG 5000315
RAV1AAT -1399 ) CAACA 5000314, MYCCONSENSUSAT -948 () CANNTG 5000407
SEF3MOTIFGM -1386 ) AACCCA 5000115 EBOXBNNAPA -948 (+) CANNTG 5000144
CACTFTPPCA1 -1367 ) YACT S000449 MYCCONSENSUSAT -948 (+) CANNTG 5000407
ARR1AT -1359 ) NGATT S000454 EBOXBNNAPA -935 () CANNTG 5000144
DPBFCOREDCDC3 -1352 (+) ACACNNG 5000292 MYCCONSENSUSAT -935 (-) CANNTG 5000407
GATABOX -1346 ) GATA $000039 EBOXBNNAPA -935 (+) CANNTG S000144
GT1CONSENSUS -1336 () GRWAAW $S000198 MYCCONSENSUSAT -935 (+) CANNTG 5000407
GT1GMSCAM4 -1336 ) GAAAAA 5000453 RAVIAAT 931 B CAACA 5000314
T/GBOXATPIN2 -1324 () AACGTG 5000458 CIACADIANLELHC 927 (=) CAANNNNATC 5000252
ABRERATCAL 1324 (+) MACGYGB 5000507 CACTFTPPCAT 913 O YACT 5000449
ACGTATERD1 1323 ) ACGT 5000415 ARRAAT 905 ) NGATT 5000454
RHERPATEXPA? 1323 ) KCACGW 5000512 ARRIAT 899 o NGATT 5000454
’:‘?:F;ETL:TT::S; 1222 () A:fgf zgggﬂ‘; 300ELEMENT 807 & TGHAAARK 5000122
- +
DRE1COREZMRAB17 -1303 (()) ACCGAGA 5000401 GTICONSENSUS — Q) GRWAAN S000198
GTGANTG10 1298 (+) GTGA 5000378 GTIGMSCAMA -89 £) G 5000453
ARR1AT 1294 ) NGATT 5000454 DOFCOREZM -689 () AAAG S000265
- +)
Touenieng || Lok | sma
WBOXHVISO1 1290 (+) TGACT 5000442
WRKY710S 1290 (+) TGAC 5000447
WBOXNTERF3 1290 ) TGACY 5000457 SUREg-?gf:IZL:;TW ! ’2;: Z; GGATGGA: zggggsz
Ti?:;gls 1;2 23 ?TEQTTTT zgggggg ROOTMOTIFTAPOX1 -863 (+) ATATT 5000098
NODCON2GM 1246 0 oo 5000462 CACTFTPPCAT -859 (+) YACT 5000449
OSE2ROOTNODULE 1246 ) cTCTT 5000468 DOFCOREZM -857 ) AAAG $000265
ARRIAT 1243 ) NGATT 5000454 CACTFTPPCA1 -853 (+) YACT 5000449
TAAAGSTKST1 -1229 (+) TAAAG 5000387 CACTFTPPCA1 -849 ) YACT 5000449
DOFCOREZM -1228 (+) AAAG 5000265 CURECORECR -848 () GTAC 5000493
ARRIAT 1214 &) NGATT 5000454 CURECORECR -848 (+) GTAC 5000493
GT1CONSENSUS -1205 (-) GRWAAW S000198 CACTFTPPCA1 -843 (+) YACT 5000449
POLLEN1LELAT52 1203 ) AGAAA 5000245 GT1CORE -838 (+) GGTTAA 5000125
BOXIINTPATPB 1202 ) ATAGAA 5000296 SORLIP1AT -811 (+) GCCAC 5000482
S1FBOXSORPS1L21 1198 (+) ATGGTA 5000223 GATABOX -802 (+) GATA 5000039
GATABOX 1194 ) GATA 5000039 ROOTMOTIFTAPOX1 -801 (+) ATATT 5000098
NODCON1GM 1193 ) AAAGAT 5000461 -10PEHVPSBD -800 (+) TATTCT 5000392
OSE1ROOTNODULE 1193 () AAAGAT 5000467 BOXINTPATPB -798 () ATAGAA 5000296
DOFCOREZM -1191 ) AAAG 5000265 POLLEN2LELAT52 -795 () TCCACCATA 5000246
CACTFTPPCA1 -1182 (=) YACT 5000449 GTGANTG10 -782 ) GTGA S000378
GTGANTG10 -1181 *) GTGA $000378 CARGCW8GAT -779 (-) CWWWWWWWWG 5000431
GTGANTG10 -1174 ) GTGA $000378 ROOTMOTIFTAPOX1 -777 (-) ATATT 5000098
DOFCOREZM -1169 (+) ARAG S000265 ROOTMOTIFTAPOX1 -776 (+) ATATT 5000098
NODCON1GM <1169 () AAAGAT 5000461 CACTFTPPCAT -768 ) YACT 5000449
OSE1ROOTNODULE 1169 (+) AAAGAT 5000467 WBOXNTERF3 761 &) TGACY 000457
GATABOX 1166 (+) GATA 5000039 WRKY710S 760 0 TGAC 5000447
- +
e N T T W . 75 STGANTG 10 T e STeA 00047
RHERPATEXPA7 -759 (+) KCACGW 5000512
CACTFTPPCA 1135 () YACT 5000449 CARGCWSGAT 749 B CWWWWWWWWG 5000431
TAAAGSTKSTA 1138 () TAAG S000387 CARGCW8GAT -749 (+) CWWWWWWWWG 5000431
- +
Sriconsensus | iz || Grwaw | sooowse sTemisio 71 |
POLLENILELATS? 21 0 AGAAA 5000245 ASF1MOTIFCAMV. -730 (+) TGACG 5000024
BIHD10S 4117 (+) TGTCA 5000498 WRKY710S 730 (*) TCAC S000447
WBOXATNPR1 1116 ) TTGAC 5000390 WBOXHVISO1 716 ol TCACT S000442
WRKY710S RIS Z) TGAC 000447 WBOXNTERF3 -716 () TGACY 5000457
REALPHALGLHCB21 1100 (+) AACCAA 5000362 WRKY710S -715 ©) TGAC 5000447
CCAATEOX 1098 ) COAAT S000030 EBOXBNNAPA -713 () CANNTG 5000144
CAATBOX1 1007 © CAAT 5000028 CATATGGMSAUR -713 () CATATG 5000370
ARRIAT 1096 0 NGATT 5000454 MYCCONSENSUSAT -713 () CANNTG 5000407
GTGANTG10 1094 @) GTGA S000378 EBOXBNNAPA 713 (+) CANNTG 5000144
ARRIAT 71089 ) NGATT 5000454 CATATGGMSAUR -713 (+) CATATG 5000370
RAVIAAT 1077 ) CAACA 5000314 MYCCONSENSUSAT -713 (+) CANNTG 5000407
ASF1MOTIFCAMV -1065 (-) TGACG S000024 TATABOXOSPAL -706 () TATTTAA $000400
WRKY710S -1064 (-) TGAC 5000447 CAATBOX1 -699 ) CAAT S000028
T/GBOXATPIN2 -1053 (+) AACGTG 5000458 GT1CONSENSUS -695 (+) GRWAAW 5000198
ABRERATCAL -1053 ) MACGYGB 5000507 ROOTMOTIFTAPOX1 692 () ATATT 5000098
ACGTATERD1 1052 ) ACGT S000415 ARR1AT -687 (-) NGATT 5000454
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Figuras Suplementarias
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Figura S1.- Productos obtenidos del protocolo 5’-RLM-RACE después de amplificaciones
consecutivas (RACE). Las flechas rojas indican los productos purificados, clonados vy
secuenciados. C-: control negativo. M: marcador de peso molecular

Sequence
B73v4.0

CAGE-
ClusterTSS

CAGE-TC
410-090

CAGE-
dominant TSS

121bp

6,409,160 bp 6,409,160 bp 6,409,200 bp 6,409,220 bp 6,409,240 bp 6,409,260 bp
| | | | | | | | | | | |

FGATGAGTGGCCTGCAAAGCGCATGOCAGGTTGAGCATCTCCTCETAGTTCTGGGATTAGGGATAGGAATCAGGGTCAGTTTGETCTGCTGGCTAGTAGCAGCAGCGGTGGAAGGGGCATGE A
Lo

transcript:zma-MIR528a

e B73_S:TC_ 217 (TPMs:61.55, 51:-0.306)
N 073_R:TC_60 (TPMs:7.40, SI-0.270)

Shoot I Position: 6409157 (TPMs:25 55)

Root I Position: 6409156 (TPMs:1.99)

AGAGCCCTCTTTATATAGTATTGCTAGAAGGAARTTGAAGATAGCTGAAGTAATGTTAAA
ATTAGATAGCATATCTATCTTGGAGGCGATCTCTAACTGGATTTAAGCTTGTTGCTTAGA
ATGGGTTATGCCATAAGGCTAGTAACATAGATTTAACACAAGATATGGACATTTTTCGTT

GABRACGTGCGTTAAATGGACAGT TCTCGGTGAAATCTGACTATTTGGTCCTAATCARCGA
GGATGTGCCAAACCTAAATAAGAGATTATGGGAACTTAAAGCACCCCTCARAATCARGAT
TTTTCTATGGTATCTTTGTAGGAGTGATCCTCACCAAAGATAACCTAGCTAAACGAACTT GTGGG pre—miRS 28a
GGAAGGGAAGTAAAGCATGTATTTTCTGTCAAACCTACGARACAACCAATCACCAGATTT
TTGARTGTTGTTATGCTEETCATGTTTGGAACGTGGTGTTCTGEGTGTTGGGAATCCCAA
AACCAACATCCACCTCGAATATGTTTGAAAATTGGCTTTCACACGTTGAGAARAAAATAT -
ATATAGCCCTATCAGGTGCAGCAACCATTTGTTGATCTGTTTGGCTTAGTAGGAACGATT
TGATTTTTCAAAAGAAACATATTAMGEGREAT TCACATATTACTTTTACTAGTACCCACT
GGTTAATGTCITAGGTTGTGCTATATAGCCACGAGCGATATTCTATGGTGGAGGCTTCAC TGTC
AATATTTGAAGTAGGTGGTCACGATGTTCT TATTATAGGTATATGGGIGACGATCTAGTC
AGTCATATGTTTAAATACAATGAAAATATAATCATAGGATTTCTTTTACTTTCATTTCTA
GACGCGGTGTGTATCTTATTGTTATAGAGACTATARGAGATGTTTTGTATTARACTTTTA TGA1l / 4 (AS1)
AAATGCAATGAAAATCTTTCTTATAARAAAGAGAAAGTAATAAT TACAGGAATCGATAAT
AACACACTAGGCGTGCAGTAGAAAGATTCC T 7.CTGCTGTTTACCTGTTTTG
AACAGCTAGATTAGACACCAGCTGGCAATTGCTATTCTGACCGCTGTTATCCCTTCCCCG ARR-1
GCTGTCACTAGCAAACCARGTACGCARCCCGGAGGAGAARACCCTCTCGCACGCCGCATC
ACGACAAGGGCACGGGGGTCCTTGGGGACAGACAATGTGTGGCGCAGACCGCCTCGCCGA
GGTGARGAGGACGTGTGGETGGGCCAGCGGLCGCCGCCGTCTCCCTCAGGCTGCAGTACA TSS
GCTCAAGAACGCTAGTAGTACCACCGTCGTCTCCCTCAGGCTGCAGTACACTCAGARRCC
TCACGAGCATGGATGGAGTACACACTGGCCGCCGCGCTCTTCCCAGTTCCCGTGTAGTAC
ACTAGTACGTACTTCAGCAGCTAGTAGTACCACCACTGAAGCGAGCGAGCGAGCACAGAC _
TGAATCGGTACTACTACGTACACCATTGCTCGCCCGCC [N~ GTCACGAGTGATG
AGTGGCCTGCAAAGCCATGGCAGGTTGAGCATCTCCTCTAGT TCTGGGAT TAGGGATAGG
AATCAGGGTCAGTTTGCTCTGCTGGCTAGTAGCAGCAGCGGTGGAAGGGGCATGCAGAGG
AGGAGCACGAGCGAGGTGTGGCTGGAAGAAGCAGCCGGGECCTGTGTGCTATATACCCCT
CGCAAGCTCTCCTCACTCCTCTCCTGTGCCTGCCTCTTCCATT

Figura S3.- Analisis de bibliotecas publicas de CAGE-Seq y secuencia del promotor de zma-
MIR528a. (A) Representacion de lecturas mapeadas en las coordenadas gendmicas del TSS de
MIR528a obtenidas a partir de los datos publicos [GSE70251] correspondiente a tejidos de raiz y
parte aérea de plantulas de maiz B73 de 14 dias. Las lecturas se agruparon en CAGE-cluster
TSSS (lineas horizontales grises) con el sitio TSS dominante designado con el bloque rojo. TPM:
tags por millon. Sl: shape index. (B) Secuencia del promotor zma-MIR528a analizada. La porcién
subrayada corresponde al sitio de mapeo del precursor pre-miR528a. Las porciones coloreadas
corresponden a distintos elementos de respuesta. La base correspondiente al TSS dominante se
resalta en amarillo y negritas.
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Figura S4.- Elementos regulatorios en cis conservados entre promotores de genes MIR528
en monocotiledoneas. (A) Analisis filogenético de 16 secuencias de promotores MIR528. La
reconstruccion se genero a partir del alineamiento multiple de la region rio arriba (=2000 pb) del
sitio de mapeo del precursor para cada especie. La filogenia se construyé usando MEGA X por
medio del método de maxima verosimilitud (ML) con el mejor modelo de ajuste. Los nimeros en
los nodos indican el valor de Bootstrap (B) Representacion esquematica de TFBS predichos en
promotores de MIR528 en distintas especies de monocotiledéneas. La distancia al precursor del
miRNA se representa en el eje horizontal. Los puntos representan la posicion relativa de cada sitio
en distintas especies.
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Figura S5.- Efectos fisiologicos tratamientos prolongados de los estimulos con de nitratos
o auxinas durante la germinacion y el establecimiento de plantulas de maiz. (A) Porcentaje
de germinacion de semillas de maiz incubadas en condiciones control (H20, linea roja) o con
KNO3 30 mM, luego de 48h de tratamiento. (B) Plantulas obtenidas por incubacion prolongada
(120 h de tratamiento) en condiciones control o bajo el estimulo con exceso de nitratos (panel
izquierdo). Se cuantifico la longitud de la parte aérea de cada muestra (panel derecho). Las barras
de error indican la desviacion estandar (C) Cuantificacion de la longitud de la raiz primaria de
semillas de maiz luego de 6 h de aplicado el estimulo con NAA 50 uM. (D) Efecto de tratamientos
prolongados con auxinas (48 h de tratamiento continuo). Las barras indican la desviacion estandar
(n=3 réplicas bioldgicas independientes, *P<0.05; ** P<0.01, t-Student comparando las muestras
tratadas vs control a cada tiempo; ANOVA de una via con prueba Tukey Posthoc para
comparaciéon multiple.
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Figura S6.- Regulaciéon negativa de blancos de miR528 desencadenados por la aplicacién
de tratamientos con nitratos y auxinas. (A) Niveles relativos de acumulacién para bHLH152,
MATE/BIGE1 y SOD1a en muestras tratadas con nitratos (30 mM KNO3) (A) o auxinas (50 pyM
NAA) (B). Los datos se normalizaron usando la expresién del gen 18 sRNA. Las barras indican el
error estandar de la media (SEM) de al menos 3 réplicas bioldgicas independientes. Los datos se
analizaron por medio de una ANOVA de una via con prueba post hoc Tukey para comparacion
multiple entre las muestras tratadas y el control a cada tiempo (** P <0.01 y *** P<0.001).
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Figura S7.- Determinacion del DNA plasmidico transfectado en los ensayos de actividad
transcripcional. Curvas de cuantificacion obtenidas para cada construcciéon empleada en los
ensayos transitorios en protoplastos de maiz por medio de gqRT-PCR. Se prepararon diluciones
seriadas para cada construccion (1000 ng, 500 ng, 100 ng, 50ng y 10 ng) y se evalud la
correspondencia con el ciclo de amplifiaciéon (Ct). Los datos se analizaron usando un modelo
ajustado de regresion lineal entre la cantidad de plasmido (expresado en Ln) y el Ct usando el
software Rstudio. A partir de cada curva, se determino la ecuacién ajustada a los puntos y con
esto se calculé la cantidad de plasmido transfectado en los ensayos de actividad transcripcional
para normalizar la actividad de GUS obenida para cada construccion.
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Figura S8.- Ensayos de transactivacion en protoplastos de maiz. Protoplastos de maiz fueron
co-transfectados con la construccién reportera (pMIR1::GFP/GUS) y el plasmido efector
(35SCaMV:zm:ARF34-CFP o 35sCaMV::zm-ARF4-CFP). La sefial de GFP y CFP se detectaron
por microscopia confocal y cada sefial se combind (merged) con el campo claro. La expresion
transitoria de pMIR _1 transfectado en solitario se empled para tener la expresion basal de la
construccion reportera. Barra blanca de escala= 40 um.
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Abstract: MicroRNAs (miRNAs) are small non-coding RNAs that regulate the accumulation and
translation of their target mRNAs through sequence complementarity. miRNAs have emerged as crucial
regulators during maize somatic embryogenesis (SE) and plant regeneration. A monocot- specific
miRNA, mainly accumulated during maize SE, is zma-miR528. While several targets have been
described for this miRNA, the regulation has not been experimentally confirmed for the SE process. Here,
we explored the accumulation of zma-miR528 and several predicted targets duringembryogenic callus
induction, proliferation, and plantlet regeneration using the maize cultivar VS-535.We confirmed the cleavage
site for all tested zma-miR528 targets; however, PLC1 showed very low levels of processing. The abundance
of zma-miR528 slightly decreased in one month-induced callus compared to the immature embryo (IE) explant

tissue. However, it displayed a significant increase in four-month sub-cultured callus, coincident with
Er;edcaligc;r proliferation establishment. In callus-regeneratedplantlets, zma-miR528 greatly decreased to levels below
those observed in the initial explant. Three of the target transcripts (MATE, bHLH, and SOD1a) showed an
Citation: Lujan-Soto, E.; . . . . . .
Hation: Hwdn-oto inverse correlation with the miRNA abundance in total RNA samples at all stages. Using polysome
Juarez-Gonzalez, V.T.; Reyes,

J.L.;Dinkova, T.D. MicroRNA
Zma-miR528 Versatile Regulation on

fractionation, zma-miR528 was detected in the polysome fraction and exhibited an inverse distribution with
the PLC1 target, which was not observed at total RNA. Accordingly, we conclude that zma-miR528 regulates

Target mRNAs during Maize Somatic multiple target mRNAs during the SE process by promoting their degradation, translation inhibition or
Embryogenesis. Int. J. Mol. Sci. 2021, both.
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Introduction
Received: 28 April 2021 Among the distinctive features of plants, the capacity to generate an embryo by sev-
Accepted: 15 May 2021 eral routes is one of their most remarkable abilities. As evidence, in the late 1950s, carrot
Published: 18 May 2021 somatic cells exposed to a synthetic medium containing auxins and other phytohormones

produced large numbers of embryos; this in vitro reprogramming, known as somatic em-
Publisher’s Note: MDPI stays neutral ~ Dryogenesis (SE), was later found to be common in many plant species and could vary
with regard to jurisdictional claims in ~depending on many factors such as the plant genotype, the identity of the initial cells, and
published maps and institutional affil- the usage of different combinations of growth regulators. Regardless of these singularities, SE

iations. can be used for the mass production of economically important plants, clonal propaga-tion,

germplasm conservation, protoplast culture, and genetic improvement of agronomic traits
[1]. Additionally, SE has also emerged as a model system to study morphological, genetic,

BY and molecular mechanisms shared with zygotic embryo development [2].
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Results

RNA polymerase II. Biogenesis enzymes successively process the primary transcripts into
functional mature miRNAs that promote their complementary target silencing by cleavage or
translational inhibition [3].

MiRNAs participate in SE by regulating the levels of many development-related tran-
scription factors (TFs), components of hormone response pathways, and stress-response
machinery found as essential for somatic to embryogenic transition in explant tissues. For
example, in Arabidopsis thaliana SE induction, miR165 and miR166 target PHABULOSA
(PHB) and PHAVOLUTA (PHV) mRNAs, encoding TFs that control the expression of
a well-known SE marker and enhancer of the embryogenic potential LEAFY COTYLE- DON
1 (LEC1) [4,5]. Another miRNA involved in Arabidopsis SE is miR393, which targets
TRANSPORT INHIBITOR RESPONSE 1 (TIR1), encoding a receptor that participates in the
auxin-regulated transcription of genes needed for proper SE induction [6]. In Larix leptolepis,
overexpression of miR166a in somatic embryos resulted in the reduction of Class III home-
odomain leucine zipper (HD-ZIP III) TFs that negatively impact the embryonic elongation and
cotyledonary formation, leading to abnormal embryogenic development [7]; while miR156a
overexpression in Citrus sinensis calli increased their embryogenic potential [8].

A substantial number of reports that have investigated the role of miRNAs (and
other sRNAs) in SE are genome-wide approaches that describe significant changes in
miRNA and mRNAs populations, but with no detailed experimental confirmation of their
predicted targets and regulatory mechanisms during SE [9-12]. Previously, we globally
examined the sRNA populations in immature embryos (IE) and derived embryogenic callus
at different subculture times from the Mexican maize cultivar VS-535 [13]. We detected
increases in abundance for several stress-related miRNAs (miR397, miR398, miR408, and
miR528) toward the established proliferative stages of the callus. In particular, zma-
miR528 was the most abundant miRNA in the explant (IE), with an initial decrement
following induction and a further increase upon several subcultures. miR528 is restricted
to monocots and was first described in rice [14,15]. Moreover, miR528 is one of the most
abundant miRNAs in embryogenic calli for several plant species, including maize [15-17].
Multiple miR528 targets identified from different plant species have brought into focus the
functional diversity of this miRNA [18]. A recent report showed that zma-miR528 affects
lignin biosynthesis by targeting two copper-containing laccase transcripts, ZmLACCASE3
(ZmLAC3) and ZmLACCASES5 (ZmLAC5) under nitrogen luxury growth conditions (8 mM
NOs37) in maize [19]. While an important number of targets have been predicted for this
miRNA, only a few of them have been experimentally validated [16].

Here, we analyzed the accumulation patterns of zma-miR528 and some targets at total
RNA level, and their polyribosomal distribution during SE of the maize cultivar VS-535.
The abundance patterns of miR528 supported its relevance for target regulation at the
proliferative stage of de-differentiated callus. The validated target transcripts encoding
for MATE, bHLH, and SOD1a showed an inverse correspondence with the miRNA profile
in total RNA samples. The inverse correlation for these targets was also evident in the
independent process of maize seed imbibition and early germination. Importantly, miR528
was found at a higher proportion in the heavy polysome fractions in embryogenic callus
and germinated embryo extracts, presenting an inverse correlation with the distribution
of one putative target (PLC1), which did not present a negative correlation at total RNA
level. All targets were validated for miR528-specific cleavage, suggesting that degradation
is promoted for total or polysomal-bound transcripts. This study experimentally confirms
several miR528 targets for maize SE and proposes versatile regulatory mechanisms for this
miRNA at the RNA degradation and translation levels.

1.1. Selection of Potential Targets Regulated by Zma-miR528

An initial approach to unveiling miRNA function is the identification of potential
regulatory targets [10,20]. In maize, mature miR528 originates from two independent MIR
genes, zma-MIR528a (M10013240) and zma-MIR528b (MI0013239), located on chromo-



somes 1 and 9, respectively. Zma-miR528 mRNA targets were predicted using the psRNA
Target program (http://plantgrn.noble.org/psRNATarget/, accessed on 23 February 2021)
(Supplementary Materials, Additional File 1, Table S1) with the expectation threshold set
at £ to obtain a stringent search with high coverage [21]. The selection of targets for
experimental validation was based on the appropriate miRNA-target pairing at the seed
region (with penalization for G-U and other non-canonical pairings); a favorable secondary
structure allowed access to the target site, and annotation of the target as a coding tran-
script [22] (see Supplementary Materials and Methods). Different transcripts with diverse
functions and genomic locations were within the highly ranked targets (Figure 1a and
Supplementary Material, Additional File 1, Table S1).

Target ID Target Description Alignment Expectation  Inhibition References
Transporter that regulates the rate ANA 21 GA ACGUA AAGGU 1
MATE/BIGE]  of late] organ Wnitlation and: TV 21 GACGAGACGUAGGGGGANGGU
2m000016012883 7001 embryo size. Modulates auxins s % 20 Cleavage [24][2s]
4 3 Target 102 CUCCUCUGCCUGCCUCUUUCA 122
accumulation.
bHLHIS2 Transcription factor involved in  MIRNA 21 GAGGAGACGUACGGGGAAGGU 1
Smonoeoriers oo« embryo and early leaf auricle : 20 Cleavage [26] [27]
development. Target 1660 CUGUUUUGCAUGCUCCUUCCA 1680
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FBOX F-box domain protein. Mediates  mIRNA 21 GAGGAGACGUACGGGGAAGGU 1
Zmovouraszsiss oo+ Ubiquitination of proteins targeted sess : ss: 40 Translation [32)
for degradation by the 265 protea-  Target 748 CUCCUCUGCUCGUCCUUUCCA 768
some
Controlls lignin  polymerization ~ miRNA 21 GAGGAGACGUACGGGGAAGGU 1
LAC3 through the oxidative polymeriza- 13088888 spetetasa 20]
3T tion of monolignols Target 191 UUCCUCCGCA CGCC CUUUCCA 211 30 Cleavage [20]
Controlls lignin  polymerization ~ mIRNA 21 GAGGAGACGUACGGGGAAGGU |
LACS through the oxidative polymeriza PHgEs s ety 30 Cleavage [20]
. tion of monolignols Target 112 CUUCUCCGCAUGUCCCUUCCU 132 9

(b)

Figure 1. Target prediction for zma-miR528. (a) Circos plot between zma-miR528a and predicted targets showing their chromosomal
location. The yellow-filled box represents the MIR528a gene location. Gray dark boxes refer to targets selected and analyzed in this
study. For Circos plot construction, we used zma-MIR528a location only to illustrate the miRNA-target pairing, as both genes produce
the same mature miRNA targeting the same transcripts. Pale gray boxes denote otherputative targets not approached in our
investigation. (*) Experimentally validated targets for zma-miR528 in a previous report: ZmLAC3 (Zm00001d052243 T001);
ZmLAC5 (Zm00001d042901_T001). (b) List of the selected potential targets showing the recognition site pairing for zma-miR528
and their reported function in plant pathways according to several reports [19,23-31].

Novel putative targets selected for further experimental validation were MULTIDRUGAND
TOXIC COMPOUND EXTRUSION/BIG EMBRYO 1 (MATE/BIGE1; Zm00001d012883  T001),
BASIC HELIX-LOOP-HELIX 152 (bHLH152; Zm00001d016873 T001), GIBBERELLIN
INSENSITIVE DWARF2 F-BOX (GID2; Zm00001d048185 T001), and a F-BOX CONTAIN-
ING PROTEIN (F-BOX; Zm00001d028159 TO001). As well, we included the previously described
targets SUPEROXIDE DISMUTASE 1a (SODla; Zm00001d031908 T001) and
PLASTOCYANIN-LIKE DOMAIN CONTAINING PROTEIN (PLC1; Zm00001d021850_T001),
the accumulation of which was previously reported during hormone depletion and re-
generation of maize somatic embryos [17]. All selected targets seem to participate in
pathways closely associated with the SE process, such as auxin accumulation and transport,
oxidative-stress response, embryo development, gibberellic acid perception, and protein
degradation process (Figure 1b). Notably, LACASSE 3 (ZmLAC3 (Zm00001d052243_T001))

and LACASSE 5 (ZmLAC5 (Zm00001d042901_T001)), previously validated and shown to


http://plantgrn.noble.org/psRNATarget/

impact on maize plant lodging under luxury nitrogen growth conditions [19], were also
found in our search (Figure 1b; Supplementary Material, Additional File 1, Table S1).

1.2. Experimental Verification of miRNA-Guided Cleavage of miR528 Targets Using
5-RLM-RACE

To confirm whether zma-miR528 promotes cleavage of the selected targets, we per-
formed 5-RLM-RACE amplification and mapped the cleavage sites in the corresponding
transcripts. The analysis demonstrated that the cleavage sites of MATE/BIGE1, bHLH152,
and SOD1a were at the nucleotide that pairs with the 10th and/or 11th nucleotide from
the 5™-end of zma-miR528 (Figure 2). Moreover, smaller amounts of the miRNA-mediated
cleavage product of PLC1 were detected, which led us to think that this target might experi-
ence another mode of regulation additional to transcript cleavage (Supplementary Material,
Figure S1). Although GID2 and F-BOX cleavage products were not detected, we pursued
further analysis to gain insight into their feasible regulation as guided by zma-miR528.
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Zm00ad1dot28es_ TO01 A S—
wa
cACCUCCUCUGCCUGCCUCUUUCAcACG.
3' GAGGAGACG ACGGGGAAGGU 5 miR-528
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Figure 2. Experimentally validated cleavage sites for zma-miR528 targets. Validation for cleavage was
obtained after 5"-RLM-RACE mapping, as described in the methods. The presence of cleavage products is
shown in Supplementary Material, Figure S1. Arrows designate the cleavage sites, and the above numbers
indicate the proportion of clones showing the same site. The upper strand represents targets with the
complementary site (blue-filled fragment), and the bottom strand shows the pairing with the miRNA
sequence. Mismatches are shown in red. (:) pairing, (.) non-canonical pairing.

1.3. Expression Patterns of Zma-miR528 and Targets during Maize Somatic Embryogenesis

To better understand the zma-miR528 abundance fluctuation during SE stages, and
if any of the selected transcripts exhibited a typical miRNA-target correspondence, we
examined their accumulation patterns by RT-qPCR in immature embryos used as explants
(IE), induced embryogenic callus of one month (C1), proliferating callus subcultured for
four months (C4), and leaves of regenerated plantlets (PL) (Figure 3a). A slight, non-
significant decrease in miR528 levels was observed for induced embryogenic callus (C1)



compared to the original explant (IE) (Figure 3b); this could reflect the heterogenic nature of
cells during calli induction and the remaining explant tissue that surrounds them. Indeed,
a similar adjustment was reported for miR156, miR159, miR164, miR166, and miR319
families at early SE stages in Arabidopsis thaliana [9] and Dimocarpus longan [32]. However, in
proliferating embryogenic calli (C4), miR528 importantly increased (~ almost 5-fold
compared to previous stages, Figure 3b), consistent with our previous observation on
a global analysis [13]. While miR528 remains highly accumulated at further subculture times
(ten months after induction), a substantial reduction in abundance takes place in
regenerated plantlets (PL), supporting its role in well-established embryogenic callus
proliferation, but not in differentiated tissues, where a burst of development-related miRNA
accumulation (miR156, miR160, miR164) has been described [17,33].
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Figure 3. Zma-miR528 and mRNA target accumulation levels in VS-535 SE. (a) Different tissue samples obtained frommaize SE
stages used for miRNA and target profiling. Immature embryos (IE) at 15-18 days after pollination (DAP) used as initial explant
for SE initiation. One month after induction, friable embryogenic callus (C1) was selected for sampling. Embryogenic calli were
subcultured monthly, and proliferation was established after four months (C4). By gradual hormone reduction and photoperiod
exposure, plantlet (PL) regeneration was achieved. (b) zma-miR528 and selected target levels were analyzed by RT-qPCR in total
RNA from the samples mentioned above. Fold change represents abundance relative to IE and normalized either by U6 snRNA
internal control (microRNA) or 18S rRNA (transcripts). The results were obtained from three independent biological replicates (1 =
3) with three technical replicates for each one (1 =9). Data were analyzed by performing a one-way ANOV A with multiple comparisons

by the Tukey post hoc test. Boxes that do not share at least an identical letter differ significantly (p < 0.005) from each other.

The quantification of selected zma-miR528 targets was performed in the same sam-
ples of RNA extraction. The abundance patterns of MATE/BIGE1, bHLH152, GID2, and



FBOX presented some similarities at the assayed stages. All of them displayed significant
downregulation during callus induction and in proliferating callus (C1 and C4), where
miR528 was highly accumulated, but displayed upregulation in leaves of regenerated
plantlets as miR528 decreased (Figure 3b). On the other hand, PLCT showed a divergent
pattern compared to other targets, with constant increments from IE to C4 and a small but
significant decrease in plantlets. The negative correlation between target transcript and
zma-miR528 profiles, considering all analyzed tissues, showed significant values only for
MATE/BIGE1, bHLH152, and SOD1a (Figure 4, Supplementary Material, Figure S2); which
supports that degradation-mediated regulation of these targets by miR528 occurs during
SE. GID2 and FBOX transcripts tended to inverse correspondence only in C4 and PL, with
poor statistical significance for a global inverse correlation (Supplementary Material, Figure
S2). As expected, no correlation was obtained when comparing the miR528 pattern with
PLC1 accumulation during SE.

zma-miR528 -
MATE/BIGE1 v -0.802, (*)
bHLH152 -0.823, (*)
SOD1a -0.862, (*)
PLC1 0.276, (ns)
GID2 -0.507, (ns)
FBOX -0.183, (ns)
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Figure 4. Inverse correlation between zma-miR528 and some of the selected targets during VS-535 SEstages.
The heatmap shows the log2-fold-change (Log2FC) of each transcript in samples. Numberson the right
side represent Pearson’s coefficient (R) and the significance value (p) for the correlation analysis between the
miRNA and each relative target abundance. * p < 0.05, ns: no significance. IE:immature embryo. C1:
one-month embryogenic callus. C4: four-month embryogenic callus. PL: regenerated plantlet.

To test whether the observed correlations were also present in a different developmen-
tal model, we obtained expression profiles for zma-miR528 and the selected targets during
dry seed imbibition and first stages of germination, a natural developmental program
exhibiting variations in miRNA populations [34]. As in SE stages, MATE/BIGE1, bHLH152,
and SOD1a presented similar accumulation patterns, indicating upregulation towards
seedlings establishment concomitant with zma-miR528 level reduction (Supplementary
material, Figure S3). Interestingly, the same profile was exhibited by PLC1, with increasing
transcript accumulation after the first 24 h of imbibition. Most importantly, the previously
determined strong inverse correlations for MATE/BIGE1, bHLH152, and SOD1a vs. miR528
were also present in the germination model, while PLC1, despite showing an inverse
correlation, was not significant (Supplementary Material, Figures S3 and S4).

Overall, these findings suggest that miR528 exerts a versatile regulation over its
targets, with some of them being preferentially regulated by degradation with clear inverse
correlations, while others present only tendencies of inverse correspondence. Moreover,



Transcript distribution (% of total)

the absence of inverse correspondence between miR528 and some targets could imply that
translation inhibition may be selected over cleavage as the prime regulatory mechanism, as
prior evidence has pointed out [17]. Still, we cannot discard the possibility that the absence
of correlation could stem from a lack of co-occurrence of the miRNA and targets in the
same cell types of the analyzed tissues.

1.4. Distribution of Zma-miR528 and Its Targets in Polysome Profiles

Inhibition of translation is a fundamental miRNA regulatory mechanism that recently
gained importance in plants. Several key reports have provided evidence that translational
inhibition is a plausible mode of regulation executed by plant miRNAs. For instance, some
miRNAs exhibited disproportionate effects on their targets, when comparing the transcript
levels with the corresponding protein abundance [35]. Furthermore, the association of
miRNAs and miRNA-AGO1 complexes with polysomes (where active translation takes place)
has been described [36-38]. Previously, we reported the high accumulation of miR528 in
maize embryogenic calli polysomal fractions [17]. Based on the absence ofinverse correlation
for some targets in total RNA, and considering the zma-miR528 reporteddistribution in
polysomal fractions, we evaluated the possible translational regulation by miR528 on some
targets. (Figure 5).
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Figure 5. Distribution of zma-miR528 and targets in polysomal fractions. Upper panels show profiles for the immature embryo, one-
month callus, four-month callus, and germinated embryo axis. Each profile is composed of 16 minor fractions further pooled into
broader fractions according to the absorbance profile and rRNA observation on depicted agarose gels:F1 (free RNA and
ribonucleoproteins complexes), F2 (monosomes), F3 (light polysomes), and F4 (heavy polysomes). Lower panels display the
distribution of miR528 and some targets in each fraction. The percentage level was calculated for each transcript using the lower Ct
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The polysome profiles obtained on continuous sucrose gradients were divided into
four main regions, representing distinct RNA pools. The F1 region was mainly composed
of free RNA and small ribosomal subunit complexes; the F2 region was characterized by
a well-defined monosome peak; the F3 comprised light and medium polysomes; the F4
region represented heavy polysomes. Polysomal profile fragmentation was made to evalu-
ate miRNA and target transcripts distribution over complexes with different translation
activities (Figure 5, upper panels). In all profiles, zma-miR528 accumulated mainly in the
heavy polysomes region, more than 80% located in F4 for callus samples (Figure 5).
Instead, MATE/BIGE1, bHLH152, and SOD1a targets were homogeneously distributed in
all four regions of the profile, except for SOD1a, which for C1 had a higher abundance in
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F4. This suggests no inverse correspondence of the translational status of these targets
with respect to the zma-miR528 location. In contrast, PLC1 showed a unique distribution,
as it preferably accumulated in free RNA or monosome regions (F1 and F2, respectively)
and much less in F4 (10% or less), which inversely mirrored zma-miR528 distribution.
The lower amount of PLC1 detected in polysomes could be due to an initial translation
inhibition triggered by zma-miR528 in polysomal complexes, which subsequently derivates
in target cleavage and processing, as suggested by the lower amplification of PLCI cleavage
product in 5-RLM-RACE, and the absence of negative correspondence between this target
and zma-miR528 levels in total RNA. In consequence, we hypothesize that zma-miR528
could promote transcript cleavage and translation inhibition over its targets.

Plant cell totipotency is a field with a long history of research. In vitro culture of somatic
embryos became a powerful biotechnological tool for the propagation and genetic
improvement of several plants, crops included. So far, distinct molecular, biochemical, and
morphological mechanisms are required to establish and maintain proper SE. Among those
pathways, the regulation exerted by miRNAs is essential for controlling key processes in
SE [9,39,40]. Thus, different SE stages are characterized by the expression of specific miRNAs.

Previous reports highlighted some miRNA families changing their accumulation

during SE of different maize cultivars [12,13,16]. Accordingly, we found that zma-miR528
considerably accumulated in 15-day-old immature embryos used as explants and de-
creased as SE induction occurred. However, a posterior ~5-fold induction occurred upon
proliferation and establishment of an embryogenic callus during later subcultures. Sim-
ilar accumulation profiles have been reported for other miRNAs, such as zma-miR167,
zma-miR398, and zma-miR827, and ath-miR164a-c and ath-miR398a-c, during advanced
induction of maize and A. thaliana SE, respectively [9,13]. Moreover, zma-miR528 has
been reported as one of the highly accumulated miRNAs in long-term subcultures (up
until ten months) of maize embryogenic callus, which might reflect the role of this and
other miRNAs in maintaining the elevated proliferative state of healthy well-established
embryogenic callus [12,13]. The upregulation of zma-miR528 could act as an oxidative
stress response modulator (its original classification in plants such as Oryza sativa), as
portions of the explant tissue experience mild oxidation before calli establishment [12,41].
The role of diverse miRNAs in almost any developmental plant process, including SE,
has been approached by comparing the expression patterns of the mature miRNAs and
their targets [1]. Particularly for zma-miR528, a wide range of potential targets exist, but few
of them have been explored in detail. Here, we selected some of the predicted zma-miR528
targets, validated cleavage on a few of them and measured their transcript accumulation
level during SE stages and seed imbibition. The zma-miR528-target inverse correlation or lack
of it at particular stages, as well as the versatility of its regulatory mechanisms, expose the
potential relevance of this maize miRNA, particularly enriched within the ES process
(Figure 6). MATE/BIGE1, bHLH152, and SOD1a presented evident inverse correspondences
with zma-miR528 levels in samples obtained from SE and early germination, which might
imply that these targets are preferentially regulated by endonucleolytic cleavage. Indeed,
miRNA-mediated cleavage products of these transcripts were easily detected when 5’-
RLM-RACE was performed, consistent with the preferred plant miRNA mode of action
and the significant repressive effect on target mRNA expression during developmental
transitions and dedifferentiation processes [42].
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Interestingly, MATE/BIGE1 encodes a conserved transporter implicated in organ ini-
tiation and embryo size [23]. This loss-of-function mutation causes increased embryo
size, early flowering, and accelerated lateral organ production. Moreover, MATE/BIGE1
promotes an adequate transition to the expansion phase of scutellar cells during embryo
development, a region from which maize embryogenic callus originated during the SE
dedifferentiation step [33]. Thus, we propose that zma-mi528 might contribute to the delim-
itation of this region by controlling the abundance of MATE/BIGE1 transcript to reach the
callus establishment phase (Figure 6a). Additionally, MATE/BIGE1 degradation promoted by
zma-miR528 might stimulate auxin accumulation in proliferative embryogenic callus,as
recent reports have confirmed that the overexpression of ALTERED DEVELOPMENT



PROGRAM 1 (ADP1),a BIGE1 homologous gene in A. thaliana, causes a reduction in auxin level
and diminishes its perception [43].

The functional characterization of several bHLH proteins in plants has been carried
out mainly in Arabidopsis and rice (Oryza sativa), describing their roles in multiple cellular
processes, such as embryo maturation, seed germination, flowering regulation, and stress
response [44]. Furthermore, many bHLH factors are among the differentially expressed
genes governing callus formation in maize SE [45]. According to our results, bHLH152
was negatively regulated by zma-miR528 in well-established embryogenic calli until the
regeneration of plantlets occurred. Similar downregulation of this target was observed
during the early stages of SE using the inbred maize line CAL [45]. This TF has been associ-
ated with embryo maturation and early leaf development in maize [26]. The Arabidopsis
bHLH152 orthologue, ROOTHAIRLESS LIKE-3 (LRL3)/bHLHS2, is principally involved
in root-hair development [46]. During Arabidopsis SE induction, using the ecotype Col-0,
the progressive reduction of LRL3/bHLHS8?2 level occurred as somatic embryos developed.
In contrast, the steady expression of LRL3/bHLH82 was observed when inducing SE from
tanmei/emb2757, a mutant entirely lacking in vitro embryogenic response [47]. Therefore,
the depletion of PHLH152 levels by zma-miR528 might be involved in arresting the explant
preestablished developmental pathway to allow dedifferentiation for SE (Figure 6b).

To date, several reports have supported the link between oxidative stress and SE [48].
Various authors consider H202 a cellular “second messenger” capable of inducing gene ex-
pression that leads to SE. It has also been shown that oxidative stress-inducing compounds
promote endogenous auxin accumulation during the early dedifferentiation stage of SE
in many plant species. Hence, a particular stress gradient is established in the explants
during the cell dedifferentiation stage, guided by antioxidant enzymes scavenging reactive
oxygen species that arise throughout the process [49,50]. In such a context, the downreg-
ulation of SOD1a caused by the zma-miR528 might cause the localized accumulation of
H20: to promote specific expression programs and auxin accumulation that are crucial for
embryogenic competence acquisition and maintenance during callus formation.

In agreement with our previous report [17], we corroborated a high accumulation of
zma-miR528 in polysome fractions in all analyzed tissues. Several other functional miRNAs
have been located in polysome fractions, providing evidence of translational control exerted
by plant miRNAs [36,37]; the behavior of their targets has not been studied in such fractions.
We hypothesized that some of the analyzed zma-miR528 targets might show opposite
polysomal distribution between the SE stages, supporting translational control by the
miRNA. Interestingly, PLC1 was the only target that exhibited inverse distribution with
zma-miR528 in polysomes, while the other targets roughly showed equal distribution across
fractions. More notably, we could detect PLC1 miRNA-mediated cleavage product, which
may indicate that target excision occurs even when zma-miR528 is recruited to polysomes
(Figure 6b). Interestingly, some reports have proposed that miRNA-guided degradation
and translational arrest could be coupled in the cell, and the selection of the regulatory
mechanism might depend on factors such as miRNA-target duplex subcellular location,
recruitment of the mRNA transcript to polysomes, or assembly of suitable miRNA slicing
machinery/complexes in aggregates that command the cleavage of transcripts [3]. This
dual regulation has been proven for miR398, which mediates the cleavage and translational
inhibition of mRNAs encoding COPPER CHAPERONE FOR SUPEROXIDE DISMUTASE 1
(CCS1), the chaperone protein that is essential for generating the mature copper/zinc
SODs in Arabidopsis [51]. Several reports have demonstrated that translation inhibition by
plant miRNAs preferentially takes place on membrane-bound polysomes (MBPs) assisted
by ALTERED MERISTEM PROGRAM 1 (AMP1) and KATANIN 1 (KTN1) proteins [52].
Moreover, a recent report has revealed that target cleavage also occurs on MBPs, suggesting
that both translational repression and endonucleolytic processing of miRNA targets co-
occur at these subcellular domains [38]. Altogether, these findings might explain why we
detected an inverse correspondence between zma-miR528 and PLC1 only in polysome
profiles. Correspondence between PLCI and miR528 levels was also reported. Li et al.
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found that this target, formerly known as ANTI-FREEZE PROTEIN (AFP), did not display
inverse correlation with zma-mir528, as the accumulation of the miRNA and AFP transcript
both increased in the later stages of seed development [53]. Such unusual regulation exerted
over PLC1 during maize SE might be implicated in oxidative state control, since plastocyanins
work as redox capacitors that can accept, store, and donate electrons during reactions
catalyzed by the antioxidant enzymes [54], suggesting an interplay between PLC1 and the
machinery controlling the oxidative gradient generation during SE.

Overall, this study addressed the differential regulation of one particular miRNA
(zma-miR528) on diverse targets, and the plasticity of such control during the induction
and proliferation of embryogenic calli within the maize SE process. Further research on
the relevance of zma-miR528-mediated regulation on these and other targets in calli with
distinct embryogenic potential, proliferative features and maize genotypes with contrasting
embryogenic competence will contribute to a better comprehension of the role of miRNAs
in SE, aiming at the improvement of in vitro plant propagation.

1.5. Plant Material and Tissue

All tissue samples were from the Mexican cultivar VS-535 Tuxperfio (Zea mays L.). Plants
were grown in a greenhouse using potting sacks with a commercial soil mixture (Sunshine)
from March to early July (considered to be spring in Mexico) under a natural photoperiod
(approximately 12 h light/12 h dark) and temperatures between 25 °C and 30 °C, with
watering three times per week. After four months, ears were manually pollinated, and
similar-sized embryos were collected 15 days after pollination (IE) from the middle part
of the ears. Embryos were used for somatic embryogenesis induction, morphological
characterization, and RNA isolation. For imbibition, dry seeds were placed on wet cotton
for 24, 48 and 72 h in the dark at 28 °C. The embryo axes were manually obtained from the
imbibed seeds. After excision, embryonic axes were frozen immediately in liquid nitrogen
until use.

1.6. Callus Induction, Subculture and Plant Regeneration

Callus induction and subculture were performed as previously reported [12,17,33].
Samples were collected one month (C1) and four months (C4) after induction. Every 2-
3 weeks, the embryogenic calli were subcultured on fresh proliferation medium N6P,
containing 2 mg L~ 2,4-D and 0.1 mg mL~!kinetin [55]. Regeneration took place using
8-month-old subcultures and followed the protocol reported by [55]. Segments of regener-
ated leaves were collected from the plantlets (PL) and immediately stored at 80 °C for
subsequent analysis.

1.7. In-Silico Target Prediction for Zma-miR528

Zma-miR528 sequences were collected from the miRBase database (http://www.
mirbase.org, release 22.1, accessed on 23 February 2021). The mature miRNA sequence UG-
GAAGGGGCAUGCAGAGGAG corresponds to either zma-miR528a-5p or zma-miR528b- 5p
and was used to identify target transcripts with the psRNATarget Server (V2, 2017
release, http://plantgrn.noble.org/psRNATarget/home; accessed on 23 February 2021).
Default parameters were chosen and the Z. mays transcript, the NSF-funded Maize Genome
Sequencing Project, Release 53, filtered set was selected as cDNA library [56]. Target de-
scription was retrieved from the Maize Genetics and Genomics Database (maizeGDB
RefGen_v4; https://www.maizegdb.org, accessed on 25 February 2021). Selection criteria
of putative targets for experimental validation and expression analysis were: (1) strong
miRNA-target pairing in the seed region; (2) expectation value4 and appropriate target
accessibility value (UPE < 0); and (3) annotation of the targets as known protein-coding
transcripts [21,22].
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1.8. Total and Polysomal RNA Isolation

Total RNA was isolated from IE, C1, C4, PL, or imbibed axes in at least triplicate
biological samples following the protocol reported by [57]. Column-sized-fractionation,
clean-up and concentration were performed using the RNA Clean and Concentrator TM-5
kit (Zymo Research) according to the manufacturer’s instructions. For polysome isolation and
fractionation, nearly 1 g of each tissue was pulverized in liquid nitrogen with a sterile
mortar and pestle. While still frozen, the powder was suspended in 10 mL of lysisbuffer
(200 mM Tris-HCI pH 8.5, 50 mM KCl, 25 mM MgCl2, 2 mM EGTA, 50 pg/mL
cycloheximide, 0.5 mg/mL heparin, 0.5 pL/mL RNAsin, 50 pg/mL DTT, 1% pL Triton X-
100), mixed by vortexing for 1 min and clarified by centrifugation at 15,000 rpm for 15 min
at 4 °C. The supernatant was slowly layered onto 2 mL of sucrose cushion buffer (50 mM
Tris-HCl pH 8.5, 25 mM KCl, 10 mM MgClz, 60% sucrose and 0.05 mg/mL cycloheximide)
in Ultra-Clear® polycarbonate tubes (Beckman Coulter, Brea, CA, USA) and centrifuged at
50,000 rpm in a pre-chilled fixed angle 80Ti rotor for about 3 h, at 4 °C. The ribosomal
pellet was resuspended in 500 pL of DEPC-treated sterile water, layered onto 15-60%
continuous sucrose gradient, and centrifuged in a pre-chilled SW40 rotor at 36,000 rpm
for 2 h, at 4 °C. Fractionation and profile plotting were performed with an Auto Densi-
Flow system connected to an absorbance detector (wavelength 254 nm: ISCO-UV) and a
2-channel recorder (LKB 2210 Bromma). RNA was isolated from each fraction as previously
reported [58]. RNA concentration was determined by Nanodrop and quality was tested by
agarose gel electrophoresis.

1.9. Experimental Target Validation by RLM-RACE

Total RNA was obtained from germinated embryo axes and 3 to 5 pg of column-
cleaned RNA were used as starting material for cDONA production, using FirstChoice RLM-
RACE kit (Ambion, Austin, TX, USA) following the manufacturer’s directions, omitting the
alkaline phosphatase and acid pyrophosphatase steps. After adapter ligation, PCR
amplification of cDNA fragments was achieved by nested reactions using gene-specific
primers designed for each target, based on their coding sequence reported in maizeGDB.
Individual PCR fragments were cloned, and independent clones were sequenced to identify
the amplified product and determine the cleavage site.

1.10. RT-qPCR

For large (>200 nt) RNAs, reverse transcription (RT) was performed using an oligo
(dT) primer and the Improm-II® reverse transcription system (Promega, Madison, WI,
USA). Specific primers for each selected target were designed using Primer3Plus [59] with
gPCR settings to amplify products containing the predicted miRNA-directed cleavage site
(Supplementary material, Additional file 2, Table S2). For zma-miR528 amplification, stem-
loop and forward primer were designed following previously reported recommen-
dations [60]. Small RNAs (<200 nt) sample fractions were used in a pulsed stem-loop RT
for zma-miR528 and U6 snRNA amplification. gPCR was performed using Maxima SYBR
Green/ROX qPCR Master Mix in a 7500 Real-time PCR System (Applied Biosystems,
Norwalk, CT, USA). Relative expression was calculated using the 2722Ct method using
IE (for SE samples) or dry (0 h) embryo axes (for imbibition stages) as references, and
18S rRNA (for targets) or U6 snRNA (for miRNA) as internal housekeeping controls [61].
Polysomal distribution was calculated as transcript abundance (% of total) along pooled
fractions using the fraction with a lower Ct value as a reference. Results obtained for each
condition were compared using a one-way analysis of variance (one-way ANOVA) with a
Tukey Multiple Comparison post hoc test for significance.

Supplementary Materials: The following are available online at https://www.mdpi.com/article/
10.3390/ijms22105310/s1. Figure S1: gel image of 5" RLM-RACE showing the amplified products
(ranging from 100-200 bp) after consecutive PCR reactions, Figure S2: Pearson correlation analysis between
zma-miR528 and the selected targets during SE, Figure S3: differential accumulation of
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zma-miR528 and target transcripts in dry (0 h) and imbibed (24—72h) embryonic axes, Figure S4:negative
correlation between zma-miR528 and the selected targets abundances during maize seedimbibition. Table
S1: putative targets for zma-miR528 identified using psRNATarget. Table S2: oligonucleotides used in
this study.
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Abstract: In recent years, miR528, a monocot-specific miRNA, has been
assigned multifaceted roles during development and stress response in several
plant species. Yet, the signals regulating its expression have not been described.
Here we analyzed the zma-MIR528a promoter region and found conserved
transcription factor binding sites related to diverse signaling pathways,
including the nitrate (TGA1/4) and auxin (AuxRE) response networks.
Accumulation of both, pre-miR528a and mature miR528, was up-regulated by
exogenous nitrate and auxin treatments during imbibition, germination, and
maize seedling establishment. Functional promoter analyses demonstrated
that TGA1/4 and AuxRE sites are required for transcriptional induction by both
stimuli. Overall, our findings of the nitrogen and auxin-induced zma-MIR528a
expression through cis-regulatory elements in its promoter contribute to the
knowledge of miR528 regulome.

Keywords: auxin; auxin response element (AuxRE); nitrate stimulus; TGA1;
transcription regulation; zma-MIR528

Global analyses performed on several plant species have revealed that up to 90% of their genome
is transcribed, although only a small fraction of the transcripts correspond to protein coding RNAs
(mRNAs). The remaining transcripts (non-coding RNAs, ncRNAs) have emerged as central
regulators of different molecular programs implicated in plant development, growth, and stress
response. Several types of ncRNAs with different functions have been described, among which,
microRNAs (miRNAs) of 20 to 24 nt length are known to control gene expression at post-



transcriptional level by inhibiting the accumulation or translation of specific mRNA targets. Like
protein-coding genes, transcription of MIR genes is controlled by the action of the DNA-dependent
RNA polymerase II (Pol II) along with general and specific transcription factors (TFs; extensively
reviewed by [4]. A capped and polyadenylated primary miRNA transcript (pri-miRNA) is processed
inside Dicing bodies (D-bodies) formed by proteins such as DICER LIKE-1 (DCL1), double-stranded
RNA-binding protein HYPONASTIC LEAVES (HYL1) and the structural protein SERRATE (SE),
among others. Sequential processing originates the stem-loop precursor (pre-miRNA) that eventually
produces a mature miRNA associated with ARGONAUTE 1 (AGO1) protein to assemble the RNA-
induced silencing complex (RISC; broadly reviewed in [4,5].

Most plant miRNAs have been studied in their mature form with a primary focus on their target
prediction and validation [6-8]. Their contribution to plant development and growth has been
denoted through regulating particular targets, that act as key players in controlling phase transition,
biotic and abiotic stress response, nutrient homeostasis, and many other processes [9-13]. In contrast,
just a few studies have focused on the regulation of MIR gene expression [14-16].

So far in maize (Zea mays), multiple miRNAs have been described as part of diverse cellular and
developmental processes. One of them is zma-miR528, a monocot-specific miRNA, initially reported
in rice. This miRNA displays a wide spectrum of functions by targeting distinct mRNA transcripts in
different species [1,17-21]. Its function and transcriptional regulation have been more extensively
studied in rice [16,18]. Os-miR528 is codified by a single gene and becomes highly accumulated upon
vegetative to reproductive transition, opposite to the miR156 accumulation pattern [18].In this work,
the authors nicely demonstrated that Os-miR528 is regulated during plant development, at
transcriptional level by the miR156 target Os-SPL9 and at post-transcriptional level by aging-
dependent alternative splicing of the pri-miRNA. They also found that cis-elements in miR528 gene
promoters vary among different rice accessions, correlating with variable expression levels of the
mature miRNA. Such complex and dynamic control of miR528 transcription awaits further
exploration.

In maize, mature miR528 levels significantly increase during dry seed imbibition and drops
upon germination completion [22]. It is also affected by external nitrogen supply, as seedlings grown
under excess nitrogen conditions presented higher levels of this miRNA than those grown in a
nitrogen-deficient media [20]. The regulation of specific miR528 targets, copper-containing laccase
transcripts (ZmLAC3 and ZmLACYS), affects the lignin biosynthesis and correlates with plants being
prone to lodging when miR528 accumulates due to high nitrate growing conditions. Furthermore,
higher miR528 levels were observed during maize embryo development and maturation [23], as well
as over the course of embryo dedifferentiation [24] during maize somatic embryogenesis (SE).
Likewise, in well-established embryogenic calli, miR528 regulates the abundance of target mRNAs
involved in oxidative stress, auxin accumulation and differentiation. However, its level is reduced
by hormone depletion during in vitro plantlet regeneration [25].

Even though miR528 works as a central regulatory component in several pathways [26], little is
known about the regulatory elements driving its expression in maize. Here we found that during
seed germination of the maize cultivar VS-535, miR528 is mostly derived from expression of the zma-
MIR528a locus. Exploration of the zma-MIR528a promoter region revealed the presence of conserved
transcription factor binding sites (TFBS) related to diverse signaling pathways, including the nitrate
(TGA1/4) and auxin (AuxRE) response networks. Accumulation of both, pre-miR528a and mature
miR528, was up-regulated by exogenous nitrate and auxin treatments during imbibition,
germination, and seedling establishment. Partial 5' promoter and specific TFBS deletion analyses
demonstrated that TGA1/4 and AuxRE boxes are needed for transcriptional induction under both
stimuli. Our findings contribute to understand a regulatory network that controls zma-MIR528
expression in response to previously reported stimuli and settles specific miRNA accumulation
profiles in maize. This work also adds to broaden the knowledge of factors regulating MIR gene
expression in plants.



2. Results
2.1. Conservation of pre-miR528 in monocots

To unveil the conservation among miR528 precursors in different species, we retrieved from
PmiREN the sequences annotated as pre-miR528 in 21 monocot species, maize included
(Supplementary Material, Table S1). Multiple sequence alignment of precursors revealed a high
degree of conservation, especially for the miRNA-5p, as all species presented the same sequence. On
the contrary, the miRNA-3p region displayed more differences across the analyzed sequences. In
addition, the alignment revealed a few conserved bases in the stem region (Supplementary Material,
Figure S1). Therefore, we performed a phylogenetic analysis illustrating the evolutive relationships
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Figure 1. -Phylogenetic analysis of pre-miR528 sequences found in monocots. Phylogenetic reconstruction was
made with MEGA X using the Maximum Likelihood (ML) method and the best-adjusted model (3-parameter
Tamura) with 1000 bootstrap iterations. Twenty-eight monocot miR528 precursor sequences were clustered in
different subclades using the ggtree package in R studio. Arabidopsis thaliana miR408 precursor was used as
outlier with an equivalent function as this miRNA shared several targets with miR528 [1]. The bootstrap values
are marked as numbers at nodes. Aof: Asparagus officinalis, Bdi: Brachypodium distachyon, Cam: Cenchrus
americanus, Eco: Eleusine coracana, Ete: Eragrostis tef, Hvu: Hordeum vulgare, Mac: Musa acuminata, Ogl: Oryza
glaberrima, Oni: Oryza nivara, Oru: Oryza rufipogon, Osa: Oryza sativa, Pha: Panicum hallii, Pvi: Panicum virgatum,
Pap: Phalaenopsis Aphrodite, Pda: Phoenix dactylifera, Scu: Saccharum hybrid cultivar, Sit: Setaria italica, Sbi: Sorghum
bicolor, Spo: Spirodela polyrhiza, Tae: Triticum aestivum, Zma: Zea mays.



between precursors among species. Pre-miR528a and pre-miR528b from maize clustered in a well-
defined clade together with species from the Panicoideae subfamily like Sorghum bicolor (Sbi), Panicum
virgatum (Pvi), Setaria italic (Sit) and Saccharum hybrid cultivar (Figure 1). Conversely, precursors
such as the one present in banana (Mac-premiR528), showed a more distant evolutive relationship
with sequences from maize, in agreement with previous reports [1]. The high degree of conservation
is also noticeable by exploring the precursor folding, where sequences closely related to zma-
premiR528a deployed mispairing at positions 12th and 16th of the duplex region, leading to similar
secondary structures (Supplementary Material, Figure S1). Altogether, these results indicate that
precursors and mature miR528 are highly conserved among monocots at sequence and structural
levels, contrasting with their target diversity between species.

2.2. Identification of promoter cis-acting elements in zma-MIR528a

Although multiple miRNAs have been described in maize, regulatory regions for most MIR
genes remain elusive. According to miRBase (release 22.1) there are two different precursors for
miR528 in maize, corresponding to zma-MIR528a and zma-MIR528b located on chromosomes 1 and
9, respectively [21]. Our first approach for their promoter description was to experimentally identify
the transcription start site (TSS) by taking advantage of the pri-miRNA 5-CAP modification.
Decapping and adapter ligation of imbibed seed RNA followed by RT and nested PCRs showed a
fragment of about 300 nt, absent in the un-decapped sample (minus TAP control, Figure 2A). Cloning
and sequencing of the amplification products allowed us to define the TSS position on the annotated
sequence for MIR528a. The sequence corresponding to MIR528b pri-miRNA was not recovered, even
though the 5' RLM-RACE protocol was performed using primers matching both genes. Sequenced
clones showed three alternative start sites with a preference for the adenine located 89 bp upstream
of the pre-miR528a sequence previously annotated in databases (Figure 2B). To corroborate our
findings, we analyzed public CAGE-Seq (Cap Analysis Gene Expression and deep Sequencing) data
[27]. We found a sharp cluster of CAGE-TSS reads upstream of the pre-miR528a sequence with the
dominant TSS position concurrent with our 5' RLM-RACE results (Supplementary Material, Figure
S2A).

Once the TSS was defined, we analyzed the promoter sequences of zma-MIR528a and
homologous genes from different species to find putative TFBS (Supplementary Material, Figure
S3A; Table S2). Only five of the analyzed sequences (zma-MIR528a included) presented a TATA box
core element. In contrast, a higher number of genes displayed a CATT regulatory box within their
promoter sequence (Supplementary Material, Figure S3B). Furthermore, several MIR528 promoter
regions (~1500 bp upstream of TSS) displayed conserved binding motifs for TFs involved in cytokinin
response (ARABIDOPSIS RESPONSE REGULATORS, ARR1), ABA signaling (ABA Response
Elements, ABRE) [28], copper homeostasis (CuRE) [29], vascular tissue formation and function
(DNA-binding with one finger, Dof TFs) [30] (Figure 2C; Supplementary Material, Figure S3B).

Notably, the zma-MIR528a promoter harbors two TGACG motifs known as binding sites for the
TGACG-BINDING FACTORS 1/4 (TGA1/4), which are important regulatory components for nitrate
responses in A. thaliana [31]. Also, the zma-MIR528a promoter presented one TGTCTC motif (Figure
2C), defined as auxin response element (AuxRE), recognized by AUXIN RESPONSE FACTOR (ARF)
proteins [32]. Both, nitrate and auxin signaling routes are directly involved in reported experimental
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Figure 2.- Identification of cis-acting elements within the zma-MIR528a promoter.
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as a proportion of the total sequenced clones, is shown at right. (C) The 1500 bp of genomic DNA
sequence upstream of zma-MIR528a TSS was analyzed using PlantCare and New PLACE
databases. Different color markers indicate major predicted cis-acting elements. The sequence
and position of two TGA1/4 and one AuxRE elements are highlighted.

models where the accumulation of zma-miR528 is significantly enhanced [20,33]. Considering this,
the TGA1/4 and AuxRE elements were more closely inspected in this study.

2.3. Accumulation of pre-miR528a decreases as seedling establishment takes place

To address how zma-MIR528a is transcriptionally regulated, the presence of precursor
transcripts should be evaluated. Previous reports indicate that mature miR528 highly accumulates
throughout maize embryonic development, with further increase upon seed imbibition and declines
at post-germinative stages [21,22]. Thus, we explored whether miR528 precursors could be detected
during germination and seedling establishment until 72 h after seed imbibition (Figure 3A). Although
precursors from both, zma-MIR528a and zma-MIR528b were evaluated (positive amplification from
genomic DNA; gDNA), only pre-miR528a (123 nt) was detected by end-point RT-PCR (Figure 3B).
Relative quantification by qRT-PCR showed that pre-miR528a abundance continuously drops from
dry seed to initial seedling stages (Figure 3C). By contrast, mature miR528 accumulated towards the



tirst 24 hours of imbibition and then went down (Figure 3D), consistent with afore mentioned reports.
Overall, these observations allowed us to select germination and seedling establishment as our
working model to evaluate the effect of diverse stimuli upon zma-MIR528a expression by quantifying
its precursor.

2.4. Exogenous nitrate and auxin treatments during maize seed imbibition trigger increases in pre-
miR528a and mature miR528 levels.

After establishing the experimental model, we tested two different exogenous treatments during
germination and early seedling growth to evaluate their effect on the precursor and mature miR528
accumulation (Figure 4A). Incubation with 30 mM KNOs positively impacted the seed germination
rate (Figure 4B top and Supplementary Material, Figure S4A). In agreement with previous reports
[34], extended incubation with nitrate accelerated seedling growth and shoot expansion
(Supplementary Material, Figure S4B) . By the other hand, NPA-treated seedlings subjected to a
short pulse (6 h) of the auxin NAA did not show evident growth differences with respect to its control
(NPA alone) and contrasted to H20 imbibition (Figure 4B bottom and Supplementary Material,
Figure S4C). However, extended incubation with NAA promoted the emergence of multiple lateral
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Figure 3.- Accumulation levels of zma-miR528a precursor upon seed germination. (A) Maize
VS-535 seeds were germinated in vertical chambers according to [2] and seedling emergence was
registered upon 0, 24, 48 and 72 h after imbibition. (B) Detection of pre-miR528a by end point RT-PCR
in samples collected at each timepoint. Oligonucleotides were designed to amplify both, pre-miR528a
(123 nt) and pre-miR528b (78nt), as shown for genomic DNA (gDNA). (C-D) Quantification by real-
time PCR of pre-miR528a and mature miR528 in maize embryonic axes at the indicated stages of seed
imbibition. Fold change represents the abundance relative to dry seed (0h) normalized either by 185
rRNA (precursor) or U6 snRNA internal control (mature miRNA). Error bars represent the standard
error of mean from three biological replicates with three technical replicates for each one (1 =9). Data
were analyzed by one-way ANOVA with multiple comparisons by the Tukey post hoc test. Boxes that
do not share at least one identical letter differ significantly (p < 0.05) from each other.



roots (Supplementary Material, Figure S4D), confirming the reported physiological effect of
exogenous auxin [2].

As expected according to previous studies [20], significant increments of pre-miR528a and
miR528 were observed in the presence of nitrate solution relative to H20 at 24, 48 and 72 h upon seed
imbibition (Figure 4C). The treatment with NAA also increased their levels, with the highest
accumulation observed at 4 and 6 h after the auxin pulse on seedlings pre-treated with NPA.
Contrarily, inhibition of polar auxin transport by NPA alone did not cause significant changes on
either precursor and mature miRNA levels, since at 72h of imbibition they showed considerably
reduced levels (Figure 3C-D and Figure 4D). Owing to this, we tested if the observed increments
were due to transcriptional events. As shown in Supplementary Material Figure S5, nitrate and
auxin treatments involved transcriptional activity to promote the highest accumulation of pre-
miR528a and mature miR528. The inclusion of alpha-Amanitin (inhibitor of RNA pol II, a-aman)
exhibited significant reduction in the levels of both molecules with respect to the treatment alone.
Subsequently, we tested whether up-regulation of zma-MIR528a caused by nitrate and auxin altered
the accumulation of previously confirmed mRNA targets [21]. The abundance of BASIC HELIX-
LOOP-HELIX 152 (bHLH152; Zm00001d016873), MULTIDRUG AND TOXIC COMPOUND
EXTRUSION/BIG EMBRYO 1 (MATE/BIGE1; Zm00001d012883), and SUPEROXIDE DISMUTASE 1a
(50OD1a; Zm00001d031908) transcripts significantly decreased in samples treated either with KNOs
or NAA (Supplementary Material, Figure S6). Overall, these results show that nitrate and auxin
trigger transcription of zma-MIR528a, resulting in significant precursor and mature miRNA
accumulation as well as target down-regulation during maize seed imbibition.

2.5. zma-MIR528a promoter harbors requlatory elements responsible for transcription enhancement in
response to nitrate and auxins.

Given that nitrate and auxin treatments triggered zma-MIR528a expression, we sought to
analyze the regions within promoter responsible for such induction. From our previous TFBS
analysis, the presence of TGA1/4, AuxRE, and TATA boxes was considered to design nested 5'
deletion segments of the promoter fused to the eGFP/GUS reporters (Figure 5A). The resulting
constructs were used to perform transient activity assays in maize protoplasts and showed activity
for both reporters under full-length promoter (pMIR_1, -1180 pb from TSS; Supplementary Material,
Figure S7A and S7B). This indicated that zma-MIR528a promoter works as an integral and functional
sequence. However, as the sequence was narrowed, transcriptional activity decayed. Deletion of 814
nt (pMIR_3) and 1157 nt (pMIR_4) upstream of the TSS significantly reduced the promoter activity
under control conditions (Supplementary Material, Figure S7C). Next, we assayed the activity of
each construct when transfected protoplasts were incubated with nitrate (10 mM KNOs) and auxin
(1 pM NAA) treatments. An increment in GUS reporter expression under nitrate stimulus was
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Figure 4.- The effect of exogenous nitrate and auxin treatments on pre-miR528a and mature
miR528 accumulation during maize seed imbibition. (A) Experimental design for treatment
application during seed imbibition and seedling establishment. To evaluate high nitrate concentration,
maize seeds were incubated in water (control) or 30 mM KNO:s for 72 h with sampling at 24, 48, and 72
h of continuous treatment. For exogenous auxin application, seeds were imbibed for 72 h in water
(control) or 50 uM N-1-naphthylphthalamic acid (NPA, auxin transport inhibitor). Afterward, a portion
of the NPA-treated seedlings were transferred to a 50 uM 1-Naphthalene Acetic Acid (NAA) solution
and samples collected at 0, 2, 4, and 6 h after the auxin pulse. (B) Representative images for maize seed
germination and seedling establishment at 24 h, 48 h, and 72 h of imbibition under high nitrate
condition (top) or 72 h-imbibed seedlings at 6 h after the application of exogenous auxin (bottom). Scale
bar =1 cm. (C) Relative accumulation levels of miR528 precursor and mature form in samples treated
with nitrate. (D) Relative accumulation levels of miR528 precursor and mature form in samples treated
with exogenous auxin. The expression levels were normalized using 185 rRNA (for precursor) and U6
snRNA (for mature miRNA) accumulation. Error bars represent standard errors of means from at least
three independent replicate experiments. * P <0.05, ** P >0.01, and *** P< 0.001 (Data were analyzed by
one-way ANOVA with Tukey post hoc test comparing treated samples to control for each time point).

observed for protoplasts transfected with the full-length (pMIR_1) and narrowed p_MIR2 (-843 bp
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from TSS) promoter versions (Figure 5B). In contrast, only the full-length promoter (pMIR_1)
presented significant induction with NAA (Figure 5C). When nitrate and auxin were used in a
combined treatment, the pMIR_1 and pMIR_2 constructs also significantly increased their
transcriptional activity (Figure 5D). Since the pMIR_2 construct lacks one TGA1/4 box and the AuxRE
but still harbors the proximal TGA1/4 box, this result suggests that this motif is sufficient to induce
expression at least in response to high nitrate concentration.
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Figure 5.- Dissection of cis-elements required for transcriptional up-regulation of miR528 by
nitrate and auxins. (A)Constructs were generated including the MIR528a full promoter (pMIR_1) or 5'
consecutive deletions (pMIR_2-4) upstream of eGFP and GUS reporter genes (green and blue boxes,
respectively). The nucleotide position of each deletion fragment is indicated at left on each panel.
Colored boxes represent relevant cis-acting elements. (B-D) GUS activity was evaluated by fluorometric
assay on maize protoplasts transfected with each construct under nitrate (B), auxin (CC), or a
combination of both treatments (D). The 355 CaMV:GUS construct was used as positive control.
Transfection with the vector lacking a promoter (Empty) was used as negative control. Data represent
the mean + S.E.M. of three independent replicates with three technical replicates each (*** P <0.001,
paired t test).

2.6. TFBS within the zma-MIR528a promoter contribute differentially to nitrate and auxin induction.

Although transient expression assays evidenced that the zma-MIR528a promoter harbors cis-
acting sequences involved in transcriptional activation in response to nitrate and auxin treatments,
the contribution of each TGA1/4 box and the AuxRE element was not completely clear due to the
likely presence of additional response elements within the promoter. Therefore, we tested the effect
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of individual TFBS deletions in the context of a full-length promoter. In contrast to sequential
deletions, single TFBS deletions did not affect basal transcription of the reporter (mock in Figure 6),
supporting a role of other elements within the region deleted in pMIR_2 that guide expression under
control conditions.

Interestingly, transcriptional induction under WT promoter was significantly greater for
combined nitrate and auxin, as compared to single treatments (Figure 6). Deleting the distal TGA1/4
site (-1065 position; ATGA1) still showed significant induction by nitrate, auxin, or combined
treatments. Conversely, deletion of the TGA1/4 site at position -738 (ATGA?2) abolished the induction
by either of the individual treatments but still allowed significant, although minor, increase by the
combined action of nitrate and auxin (Figure 6). Altogether, these results indicate that the TGA1/4
site proximal to the TSS plays a pivotal role in zma-MIR528a transcriptional activation by either,
nitrate or auxin. Finally, the mutation of the TGTCTC sequence (AAuxRE, position -875) negatively
affected only the induction by NAA alone, proving it is required for proper activation of zma-
MIR528a promoter by the auxin signaling pathway (Figure 6).

2.7. ARF34 contributes to transcriptional activation of the zma-MIR528a promoter.
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Figure 6.- Differential contribution of TFBS within zma-MIR528a promoter to nitrate and auxin
induction. eGFP-GUS reporter constructs under full-length zma-MIR528a promoter or promoters
harboring deleterious mutations at either of two TGA1/4 (AS-1) or the AuxRE sites, were transfected in
maize protoplasts and assayed under control (mock), nitrate (10mM KNOs), auxin (1 uM 1-NAA), or
combined treatment conditions. Deleted TFBS are shown as red-crossed boxes in each construct. Values
represent GUS activity determined by fluorometry. 355:GUS and vector lacking a promoter region (Empty)
were used as positive and negative controls, respectively. Data represent mean + S.E.M. of at least three
independent experiments. One-way analysis of variance (ANOVA) and post hoc Tukey's test were used
to determine the significant difference between treatments and mock for each construct. (* P<0.05; **P<
0.01)



To further explore the role of auxin response machinery on zma-MIR528a promoter activation,
we co-transfected maize protoplasts with pMIR_1 or mutant reporter constructs along with an
effector plasmid containing the ARF34 coding sequence (Zm00001eb031700, Figure 7A), which is a
well-studied transcriptional activator ARF [35]. Significantly higher induction was evident for
protoplasts co-transfected with this effector and pMIR_1 reporter (Figure 7B and Supplementary
Material, Figure S8). Increase in reporter activity was not detected for protoplasts co-transfected with
ARF4 (Zm00001eb067270) activator [35], suggesting that zma-MIR528a promoter could be
particularly responsive to ARF34. Furthermore, induction was observed for co-transfections with
ATGA1 or ATGA2 constructs, but not with the construct without AuxRE site (AAuxRE + ARF34;
Figure 7B). Interestingly, the induction was significantly lower for ATGA2 than the one observed for
PMIR_1 or ATGA1 reporters. This suggests that the proximal TGA1/4 and AuxRE motifs might
cooperate for full auxin inducibility of zma-MIR528a promoter. Finally, the presence of a 1uM NAA
further increased the transcriptional activity of wild type promoter (pMIR_1) in the presence of
ARF34 (Figure 7C), supporting the involvement of additional auxin signaling pathway components
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Figure 7.- Activation of zma-MIR528a promoter by Zm-ARF34 (A) Schematic diagram of the effector and

reporter constructs used in the transactivation analysis in maize protoplasts. The effector construct contained the
355 promoter fused to the ORF of ARF34 for constitutive expression. (B) Effect of Zm-ARF34 overexpression on
the activity of zma-MIR528a promoter in protoplasts. The pMIR_1, AAuxRE, ATGA2, and ATGAI1 constructs were
co-transfected with the effector plasmid in maize protoplasts incubated in control conditions. (C) Effect of ARF34
and auxin on the activity of zma-MIR528a promoter. The pMIR_1 reporter construct was co-transfected with the
expression plasmid of ARF34 in protoplasts and incubated in the absence (Control) or presence of 1 uM NAA.
GUS activity was normalized by absolute quantification of transfected DNA for both constructs. Values represent
GUS activity determined by fluorometry. CaMV 355:GUS and vector lacking a promoter region (Empty) were
used as positive and negative controls, respectively. Data represent mean + S.E.M of at least three independent
experiments with three replicates each (n=9). Two-way analysis of variance (ANOVA) and post hoc multiple
comparison Tukey's test was used to determine the significant difference between transfections and treatments.
Bars that do not share at least one letter differ significantly (p < 0.05) from each other.
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in zma-MIR528a regulation. Albeit our results exposed the relevance of AuxRE and proximal TGA1/4
sites for NAA-mediated activation of zma-MIR528a promoter, direct interaction between these
elements and ARF34 or other transcription factors will need further experimental demonstration.

3. Discussion

Although several miRNAs have been studied in plants, there is a lack of information about
promoter regions and regulatory elements that coordinate their expression. Their analysis will help
to better understand their regulation and how different stimuli control their expression. We
experimentally validated the transcription start site (TSS) for the zma-MIR528a gene at 89 bp
upstream from the mapping site of the precursor pre-miR528a. Comparable lengths have been
reported for A. thaliana and rice MIR genes, as most miRNAs display less than 200 nt between the
TSS and the stem-loop structured precursor [36]. We found additional start sites adjacent to the
predominant TSS, consistent with next-generation data previously reported [27]. Narrow clustering
of multiple TSS is a common feature among genes with tissue-specific expression [27], which could
explain the specific accumulation patterns reported for miR528 in the vascular tissue of maize leaves,
stems, and immature embryos [20,21,37]. The TSS determination enabled us to limit and more
accurately scrutinize the promoter region for putative cis-regulatory elements (CREs). Interestingly,
both zma-MIR528a and zma-MIR528b displayed core-promoter regulatory elements analogous to
those present in other MIR genes found in rice [38] and A. thaliana [39]. However, only zma-MIR528a
presented a TATA-box element nearby the TSS region. This element has been reported to affect the
promoter strength and increase the expression of endogenous and synthetic genes in plants [40] and
is over-represented in MIR plant promoters [41]. Therefore, we hypothesized that TATA-box
presence in MIR528a could be involved with the differential expression rates between both MIR528
genes in maize, explaining our lack of detection for pre-miR528b. Also, expression of MIR528b may
be restricted to particular tissues or developmental stages, even though, diverse expression data
sources have only collected reads mapping against the MIR528a genomic region [42-44]. Moreover,
numerous CAAT sites were found close to the TSS and throughout the promoter for both genes in
maize. CAAT boxes are conserved sites believed to determine the efficiency of transcription [45].
Indeed, the insertion of multiple CAAT-boxes is a proposed model for acquisition of promoter
activity for some MIR genes such as MIR1444, MIR058, and MIR12112 in Vitis vinifera [46]. In addition,
these core-promoter elements were conserved in homologous genes, which suggests they may have
a general role guiding the expression of MIR528 in monocots.

Higher degree of conservation was found among pre-miRNAs at the sequence and structural
levels, as each precursor leads to identical mature miRNA in the analyzed sequences. This shared
secondary structure might influence the processing and the accumulation of miR528 among species,
as precise cleavage of pre-miRNA requires structural and sequence determinants, but their relative
contributions are still being studied [47,48].

The presence of specific TFBS within the promoter provided hints about the metabolic and
physiological pathways commanding zma-MIR528a expression. We found two TGA1/4 (also known
as activation sequence-1, AS-1) binding motifs in the zma-MIR528a promoter that were highly
conserved in other MIR528 genes. The TGA1/4 transcription factors are members of the basic leucine
zipper (bZIP) family and participate in complex transcriptional networks associated with nitrate
response and salicylic acid biosynthesis [31,49,50]. zma-MIR528a also exhibited an auxin response
element (AuxRE), even though its presence was less conserved among homologs. The auxin
responsiveness is achieved by the interaction of ARFs with AuxREs at promoter regions of diverse
genes involved in several developmental processes [32,51,52]. TGA1/4 and AuxRE sites are found in
the promoters of several Zea mays sequenced accessions (Supplementary Material, Figure S9A)
supporting their relevance for zma-MIR528a expression regulation in response to external stimuli. In
addition, multiple TFs that potentially recognize TGA1/4 and AuxRE sites exhibited expression
profiles similar to MIR528a expression in distinct tissues (Supplementary Material, Figure S9B).
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Accordingly, we found that high nitrate conditions and exogenous auxin application increased the
zma-MIR528a precursor and mature miRNA levels at early seedling stages of Tuxpefo VS-535 maize.
Previous reports indicate that mature miR528 levels are affected in maize roots under nitrate
starvation [20,37], while nitrogen luxury enhanced its expression [20] in different maize lines. High
nitrate and auxin concentrations are commonly used for callus induction and proliferation during
maize somatic embryogenesis (SE), which might explain the high miR528 abundance in
dedifferentiated tissues [21,25,33].

Responsiveness of miRNAs to nitrate and auxin is well-documented in diverse plants and
experimental models [37,53]. For instance, treatments with Indoleacetic acid (IAA) promote
transcription of ath-MIR393b in aerial seedling organs [54]. Furthermore, miR393 also accumulates
two hours after incubation in 5 mM potassium nitrate solution and induces target downregulation
[55,56]. Interestingly, during SE induction in A. thaliana, expression of MIR393a and MIR393b increase
to enable explant sensitivity to auxins [57], which mirrors the miR528 response in maize SE.

Transient expression assays with the zma-MIR528a promoter confirmed that elements
responsive to nitrate and auxins are localized within the analyzed sequence. The distribution of
TGA1/4 sites in zma-MIR528a is similar to footprints detected in promoters of genes transcriptionally
activated by nitrate in Arabidopsis [58]. However, only the removal of the TGA1/4 site nearest to the
TSS (ATGAZ2) significantly affected the transcription enhancement by external stimuli, evidencing a
differential contribution of each site. This is congruent with studies reporting that higher gene
expression correlates with TGA1/4 binding motifs located closer to TSS [58,59]. In addition, our
results suggest that the proximal TGA1/4 site in zma-MIR528a promoter also cooperates with auxin
induction. Enhancement of activity by NAA was not observed for the ATGA2 construct, in spite of
the presence of AuxRE. This is not surprising since several TFs that bind TGACG motif guide gene
expression in response to synthetic auxins, methyl jasmonate, and H20z; acting as molecular linkers
between different signaling pathways [60-63].

Early-auxin response genes tend to have two or more adjacent TGTCTC/TGTCGG motifs
separated by a variable spacer sequence to allow ARFs dimerization and proper gene activation
[32,64,65]. Nonetheless, nearly 86% of the ARFs targeted sites in maize are composed of two or more
TGTC core motifs with less than 50 nucleotides of spacing [35,66]. Interestingly, the zma-MIR528a
promoter displays a TGTC core motif located 36 nt downstream of the analyzed AuxRE site,
presenting architectural features analogous to other auxin-induced genes in maize [35].
Transcriptional activator ARF34 modulates the activation of zma-MIR528a promoter through the
AuxRE motif, as shown by our transactivation assays in protoplasts. Hence, alteration of the
architecture comprising AuxRE and TGTC sites might abolish auxin signaling over zma-MIR528a.
Similar results were reported for Ath-MIR3904, as deletion of a 36 bp portion containing an inverted
AuxRE motif suppressed the response of this gene to auxin treatments [15].

Overall, the analysis of zma-MIR528a promoter suggests that nitrate and auxin pathways
cooperate to induce MIR528a expression (Figure 8). This synergism may occur due to an overlap of
the molecular regulatory routes previously reported for NOs and auxins. The primary nitrate
response proceeds through master regulators (TCP-NLP) that directly control TFs such as TGA1/4 to
localize their binding sites in promoters of target genes. They are also implicated in auxin
homeostasis and signaling by regulating TRYPTOPHAN AMINOTRANSFERASE OF ARABIDOPSIS
1 (TAAI) involved in IAA biosynthesis [3] and promoting the accumulation AUXIN SIGNALING E-
BOX 3/ TRANSPORT INHIBITOR RESPONSE 1 (AFB3/TIR1) required for degradation of ARFs
repressor Aux/IAA [3,67]. Considering this, the co-existence of high auxin and nitrate conditions
enhances zma-MIR528a expression through localizing TGA1/4 and ARF TFs at cognate motifs in the
promoter region, which results in the reduction of mRNA targets levels (Figure 8). Such outcomes
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Figure 8.- A proposed model for nitrate and auxin-mediated transcriptional regulation over zma-
MIR528a. Perception of high nitrate triggers primary signaling guided by master regulators to activate
several TFs. TGA1 and TGA4 and other TFs would recognize cis-regulatory elements in the promoter of
zma-MIR528a to enhance its expression in response to the stimulus. Besides, elevated auxin concentration
promotes the activation of AFB3 and TIR1 to polyubiquitinate the repressor Aux/IAA setting free the clade
A ARFs (transcriptional activators, such as ARF34) to interact with AuxRE at the promoter and stimulate
transcription. Both pathways could overlap through TCP/NLP-mediated regulation of both auxin
biosynthesis and response pathways [3]. The nitrate signal induces auxin biosynthesis (dashed lines) as
master regulators of this route promote expression of genes involved in tryptophan metabolism to obtain
IAA. These regulators and the nitrate sensing machinery also control the nitrate-AFB3/TIR1 auxin
perception to activate ARFs (solid line). Both stimuli activate MIR528a expression through TFs interaction
with their binding sites. As consequence of such coordinated regulation, miR528 level increases to
downregulate its mRNA targets.

have been reported for the stimuli studied in this work, resulting in maize plant lodging under high
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nitrate growth conditions [20] or callus induction and proliferation from immature embryos [21,25].
Moreover, auxins accumulate during late embryo development and regulate seed dormancy
acquisition in several plants [68,69]. This auxin increment might be guiding the transcriptional
activation of zma-MIR528a, as the precursor is highly accumulated in dry maize seeds. However,
additional regulatory routes, such as the ROS or the cold-stress response pathways could also control
the zma-MIR528a expression by activating other cis-regulatory elements. Furthermore, the regulatory
mechanism might depend on the species, developmental stage or condition being studied [16,18].

Future work should explore additional layers of regulation for MIR528 expression to increase
knowledge about the relationship between factors determining miR528 accumulation and target
regulation, as well as the implication of complex regulatory networks on the growth and
development of different monocot plants.

4. Materials and Methods
4.1 Plant material and growth conditions.

The Mexican maize (Zea mays L.) cultivar Tuxpefio V5-535 was used due to its agronomic
relevance and the available previous characterization of miR528 in SE [21]. Seeds were disinfected
with 6 % commercial NaClO solution under constant agitation (250 rpm) for about 5 min and rinsed
five times with 100 mL of fresh sterilized water. Imbibition, vertical germination, and seedling
establishment were performed as previously reported [2]. Briefly, seeds were placed in paper towel
rolls and incubated vertically in cylindrical containers with 12h light/ 12h dark photoperiod at 28°C.
Nitrate stimulus application was conducted following previous reports [20] with some modifications.
Rolls were soaked in 150 mL of either sterile water (control condition; mock) or 30 mM KNO:s solution
for 72 h, with sampling after 24, 48, and 72 h of continuous treatment. For exogenous auxin addition,
experiments were performed as recommended by [2]. Seeds were imbibed for 72 h in water (mock)
or 50 uM N-1-naphthylphthalamic acid (NPA, auxin transport inhibitor, Sigma-Aldrich). After this
time, a portion of the NPA-treated seedlings were transferred to 50 uM 1-Naphthalene Acetic Acid
(NAA, Sigma-Aldrich) and samples were collected at 0, 2, 4, and 6 h after the NAA pulse. Embryo
axes and coleoptiles were extracted from seeds and seedlings and immediately frozen in liquid
nitrogen until further use. Extended treatment with 50 uM NAA for 48 h was performed for
phenotype registration. Controls remained under H20 or 50 uM NPA alone for each time point.

4.2. RNA isolation, size fractionation, and purification.

Total RNA was extracted from collected tissues using TRIzol reagent (Invitrogen, Thermo Fisher
Scientific Inc. Waltham, MA) as previously reported [70]. DNase I treatment, size fractionation, and
concentration of large (>200 nt) and small (< 200 nt) RN As were performed using the RNA Clean and
Concentrator kit (Zymo Research, Irvine, CA) following the manufacturer’s instructions.

4.3. Precursor, mature microRNA, and target quantification by RT-qPCR

For pre-miRNA detection, 2 ug of the fraction of small RNAs (<200 nt) were polyadenylated
using the Poly(A) tailing kit (Invitrogen, Waltham, MA). Reverse transcription (RT) reaction was
carried out with oligo (dT) and the Improm-II reverse transcription system (Promega, Madison, WI).
Primers for each miR528 precursor were designed using Primer3Plus [71] with qPCR settings
activated. Both precursors (pre-miR528a/b) were accessible for amplification using a combination of
premiR_Fw and preMIR528_Rv3 oligonucleotides as they were designed to align to conserved sites
presented in both sequences (Supplementary Material, Table S3). For the mature miRNA,
previously reported stem-loop and specific forward primer were used along with pulsed stem-loop
RT reactions for miR528 and U6 snRNA using the sSRNA fractions [21]. For target quantification, total
RNA was reverse transcribed (RT) using oligo (dT) and the Improm-II reverse transcription system
(Promega, Madison, WI). For each target, previously reported primers were used [21]. JPCR was
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performed using the Maxima SYBR Green/ROX qPCR Master Mix in a 7500 Real-time PCR System
(Applied Biosystems, Bedford, MA). Relative expression was calculated by the 2-4Ct method with
normalization to 185 rRNA (precursor and targets) or U6 snRNA (for miRNA) as internal
housekeeping gene controls. Data from each experiment (3 independent experiments with 3 technical
replicates each) were subjected to one-way analysis of variance (one-way ANOVA) with Tukey’s
Multiple Comparison post hoc test for statistical significance.

4.4. Experimental validation of the Transcription Start Site (TSS) by 5° RLM-RACE.

Mapping of TSS was performed following a reported protocol [72] with slight modifications.
About 10 g of total RNA were treated with the QuickCIP enzyme (NEB, Ipswich, MA) at 37 °C for
1 h. Then, 15 yL of 5 M ammonium acetate were added to stop each reaction; treated RNA was
purified by phenol-chloroform extraction and isopropanol precipitation. Decapping enzyme (NEB,
Ipswich, MA) was used for 5-CAP removal of the treated RNAs. Minus TAP reactions were also
assembled as ligation controls. Ligation of 5 RACE adapter (Supplementary Material, Table S3) was
performed employing 2 uL of CIP-treated and decapped RNA and 2 pL of T4 RNA ligase (2.5 U/uL)
for 1 h at 37°C. The ligation products were reverse transcribed using oligo d(T) and the Improm-II
reverse transcription system (Promega, Madison, WI). Consecutive amplification reactions (nested
PCR) were conducted using adapter-specific and gene-specific primers (Supplementary Material,
Table S3). The final PCR products were separated by agarose gel electrophoresis and purified using
the Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega, Madison, WI). Finally, the purified
product was cloned into the pGEM-T easy vector (Promega Madison, WI), and the resulting clones
were sequenced.

4.5. Phylogenetic analysis of miR528 precursors and promoters in monocots.

Precursor sequences of miR528 were obtained for 21 monocot species (Supplementary Material,
Table S1) using miRBase release 22.1 [73] and the Plant microRNA Encyclopedia PmiREN version
2.0 [74]. Upstream regions (=2000 nt from the precursor mapping site) were also retrieved from the
Ensembl Plant database release 52 [75] for promoter homology comparisons. Sequences were aligned
using nucleotide optimized MUSCLE algorithm [76] with 50 iteration cycles. The phylogenetic
reconstructions were conducted using MEGA X [77] and Maximum Likelihood (ML) method with
the best-adjusted model (3-parameter Tamura) and 1000 bootstrap replications. In addition, folding of
some precursor sequences was predicted using the webserver RNAFold from the University of
Vienna (http://rna.tbi.univie.ac.at/cgi-bin/RNAWebSuite/RNAfold.cgi).

4.6. Promoter cis-element analysis.

In silico analysis of cis-regulatory elements in the upstream region of MIR528 promoters was
performed with the NEW PLACE (https://www.dna.affrc.go.jp/PLACE/?action=newplace) online
analysis software, PlantPAN3.0 (http://plantpan.itps.ncku.edu.tw) [78] and PlantCARE
(http://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/plantcare/html/) [79].

4.7. Generation of plasmid constructions

Genomic DNA was extracted from maize seedlings using a reported CTAB method [80]. Specific
primers for the full-length MIR528a promoter (pMIR_1; Supplementary Material, Table S3) were used
to amplify the region between the position -1510 upstream of TSS and the precursor sequence (209 nt
beyond TSS). Amplification was accomplished using the Phusion High-Fidelity DNA Polymerase
(NEB, Ipswich, MA) following the manufacturer’s protocol. The amplicon was gel purified using the
Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega, Madison, WI) kit and cloned into the pGEM-
T easy vector (Promega, Madison, WI) for sequencing.

Sequential deletion fragments of the promoter were amplified with specific primers (pMIR_1-4;
Supplementary Material, Table S3) using the pMIR _1 plasmid as template and were cloned into the
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pENTR-D-TOPO vector (ThermoFisher, Waltham, MA). Proper orientation was verified by PCR.
Correct entry clones were used for sub-cloning into the pPBGWFS7.0 vector employing the Gateway
LR Clonase II Enzyme Mix (Invitrogen, Waltham, MA). The integrity of constructs and reporter genes
was assayed by sequencing. Deletion of binding sites (TGA1/4 and AuxRE) was achieved by site-
directed mutagenesis using the overlapping PCR method, as reported by [81]. WT and mutant
expression cassettes were cloned into the pGEM-T easy vector for Sanger sequencing and subsequent
promoter activity assays.

Effector plasmids for co-transfection assays were obtained by Gateway recombination of the
entry clones pUT6075 and pUT3104 (acquired from the ABRC) corresponding to ZmARF34
(Zm00001eb031700) and ZmARF4 (Zm00001eb067270) respectively, with pEarleyGate 102 as
destination vector using the LR-clonase enzyme mix (Invitrogen, Waltham, MA). Correct insertion
and integrity of the corresponding ARF coding sequence downstream the CaMV 35S promoter was
checked by Sanger sequencing.

4.8. Maize leaf protoplast isolation and transfection.

Protoplast isolation was carried out following the protocol reported by [82] with modifications.
Briefly, the fully expanded second leaves from etiolated maize plants were cut into = 0.5 cm strips.
Leaf strips were soaked, vacuum infiltrated with the enzyme solution (1.5 % cellulase R10, 0.75 %
macerozyme R10 (Yakult, Tokyo, Japan), 0.6M mannitol, 10 mM MES (pH 5.7), 10 mM CaClz, and 0.1
% BSA), and incubated for 3 h with constant agitation (50 rpm) in darkness. Protoplasts were collected
by filtration and centrifugation (200 g for 4 min), washed out twice with W5 solution (154 mM NaCl,
125 mM CaClz, KC1 5 mM, and 2 mM MES pH5.7), and resuspended into cold MMg solution (15 mM
MgClz, 0.4 M mannitol, 4 mM MES, pH 5.7) to a final concentration of 10° mL-! protoplasts. For
transfection, about 2 x 10° protoplasts were combined with 50 ug of each plasmid DNA and PEG
transfection solution (40 % w/v PEG 4000, 0.6 M mannitol, and 0.1 M CaCl.) and incubated for 30 min
at 25°C covered from light. Next, the transfected cells were washed with W5 buffer and incubated at
25 °C in the dark for 16 h for basal expression detection. To avoid protoplast swelling and bursting,
lower concentrations of each treatment (10 mM KNOs, 1 uM NAA, or both) were applied for the last
6 hours of incubation as reported by [83] and [84]. After this, the protoplasts were harvested for
further analysis. Transfection efficiency and normalization were assessed by absolute qPCR based on
the number of copies of recombinant DNA successfully delivered into protoplasts after transfection,
as previously reported [85].

4.9. Promoter activity analysis.

Promoter activity was determined for each construct by measuring GUS enzymatic activity with
4-Methylumbelliferyl-p-D-glucuronide (4-MUG) as substrate. After incubation and treatments,
protoplasts were harvested, and protein extracts were collected following the protocol reported by
[86]. Fluorescence was measured based on a 4-methylumbelliferone (4-MU) standard curve using
the Varioskan LUX Multimode microplate reader (ThermoFisher, Waltham, MA). In each sample, the
total protein concentration was estimated by Bradford assay. GUS activity was calculated based on
the 4-MU standard curve and expressed in nmol 4-MU min” mg.

Supplementary Materials: The following supporting information can be downloaded at:
www.mdpi.com/xxx/s1 Figure S1. Sequence and structure conservation between miR528 precursors.
Figure S2. CAGE TSS data analysis and the promoter sequence of zma-MIR528a. Figure S3.
Conserved cis regulatory elements present in MIR528 promoters in monocots. Figure S4.
Physiological effects of the application of nitrate or auxin treatment during maize seed germination
and seedling establishment. Figure S5. The up-regulation of pre-miR528a and mature miR528 levels
by nitrate and auxin is significantly reduced by inhibition of RNA pol II activity. Figure S6. Negative
impact of nitrate and auxin treatments on miR528 target accumulation. Figure S7. Zma-MIR528a
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promoter drives basal reporter expression in maize protoplasts. Figure S8. Protoplasts co-
transfection assays. Figure S9. The TATA-box, TGA1/4, and AuxRE sites of the Zma-MIR528a
promoter are conserved among lines. Table S1. miR528 precursors genomic localization in monocots using
PmiREN database. Table S2. Putative binding sites identified in the zma-MIR528a promoter using NewPLACE
database. Table S3. Oligonucleotides used in the work.
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Abstract: Plants make decisions throughout their lifetime based on complex networks. Phase transi-
tions during seed growth are not an exception. From embryo development through seedling growth,
several molecular pathways control genome stability, environmental signal transduction and the tran-
scriptional landscape. Particularly, epigenetic modifications and small non-coding RNAs (sRNAs)
have been extensively studied as significant handlers of these processes in plants. Here, we review
key epigenetic (histone modifications and methylation patterns) and sRNA-mediated regulatory
networks involved in the progression from seed maturation to germination, their relationship with
seed traits and crosstalk with environmental inputs.

Keywords: DNA methylation; dormancy; germination; histone modification; small RNAs

1. Introduction

Seed is a fundamental entity in the life cycle of higher plants that functions to protect
the embryo. It senses environmental cues to couple germination with optimal developmen-
tal conditions for the new plant. Timing of seed germination is a central trait controlled by
complex network of biochemical and molecular mechanisms. The balance between inactive
and germinating states impacts not only the offspring viability but also agronomical and
industrial features like crop production and yield, harvesting period and post-harvesting
processing. Molecular dissection of seed development phase transitions has revealed
cell-signaling pathways, hormonal balance interactions, biotic or abiotic stress effects and
biomechanical aspects leading to germination arrest and progression. Lately, attention has
been directed to learning from large-scale genome reprogramming, where coordinated
expression profiles are required for phase transitions during seed life cycle and are often
associated with major changes in chromatin structure. Dynamic transcriptional control is
endorsed by interactions between epigenetic effectors. Several mutants with known defects
in seed maturation, dormancy and germination correspond to genes involved in chromatin
structure, DNA methylation and sSRNA pathways, evidencing the importance of epigenetic
regulation and chromatin dynamic maintenance during these developmental stages. Here
we discuss recent knowledge on epigenetic and non-coding small RNA-mediated regu-
lation during late embryonic maturation driving to dormancy acquisition and posterior
germination, with particular highlights on interactions between effectors of each regulatory
path to achieve these transitions.

2. Seed Dormancy and Germination
2.1. Securing the Future Plant

Several molecular, biochemical and physiological events take place in the embryo and
surrounding tissues throughout seed development. These have been grouped into three
major stages: embryo development, seed maturation and dormancy (Figure 1). At the
late embryogenesis stage, seeds integrate signals and undergo final desiccation to become
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Abstract

The bean fruit pericarp accumulates a significant amount of starch, which starts to be
degraded 20 days after anthesis (DAA) when seed growth becomes exponential. This
period is also characterized by the progressive senescence of the fruit pericarp. How-
ever, the chloroplasts maintained their integrity, indicating that starch degradation is
a compartmentalized process. The process coincided with a transient increase in
maltose and sucrose levels, suggesting that §-amylase is responsible for starch degra-
dation. Starch degradation in the bean fruit pericarp is also characterized by a large
increase in starch phosphorylation, as well as in the activities of cytosolic dispropor-
tionating enzyme 2 (DPE2, EC 2.4.1.25) and glucan phosphorylase (PHO2, EC
2.4.1.1). This suggests that the rate of starch degradation in the bean fruit pericarp
20 DAA is dependent on the transformation of starch to a better substrate for

B-amylase and the increase in the rate of cytosolic metabolism of maltose.

" 'Lﬁhfsiologia Plantarum

5000-9145

Edited by H. Brumer

1 | INTRODUCTION

Starch is an important element in the metabolic strategies used by
plants to cope with the negative effects of environmental variabil-
ity. A large fraction of the carbon assimilated during the day is
transiently stored as starch in chloroplasts and used to support
metabolic needs during the night. Starch degradation has been
extensively analyzed in Arabidopsis leaves. The available informa-
tion shows that the process is under circadian control and sub-
jected to additional regulation to meet the need for reduced
carbon (C) levels during the night (Fernandez et al., 2017; Sulpice
et al, 2014). Starch degradation in Arabidopsis leaves involves
sequential phosphorylation of the Cé and C3 residues by glucan
water dikinase (GWD) and phosphoglucan water dikinase (PWD),
respectively (Hejazi et al, 2009; Ritte et al, 2006). Starch

phosphorylation alters the granule surface and facilitates its hydra-
tion (Hejazi et al, 2009). However, starch-bound phosphate can
impede the movement of starch-degrading enzymes along the glu-
can chain and must be removed by the phosphoglucan phospha-
tases STARCH EXCESS4 (SEX4) and LIKE SEX FOUR2 (LSF2).
SEX4 hydrolyses both C6- and C3-phosphate esters, whereas LSF2
is specific for glucans phosphorylated at C3 (Hejazi et al., 2010;
Santelia et al., 2011). p-Amylases (EC 3.2.1.2.) catalyze the hydroly-
sis of a-1,4-glycosidic bonds and release maltose from the exposed
nonreducing end of the glucan chain. In the Arabidopsis genome,
four genes encode chloroplast f-amylases (BAM1, -2, -3, and -4),
with BAM1 and BAM3 being the most important for starch degra-
dation (Fulton et al, 2008). ISOAMYLASE3 and LIMIT DEXTRI-
NASE hydrolyze «-1,6-glycosidic bonds and are required for
removing branches. Maltose and glucose produced by starch
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The explant developmental
stage profoundly impacts small
RNA-mediated regulation at the
dedifferentiation step of maize
somatic embryogenesis

VastiT. Juarez-Gonzalez?, Brenda A. Lopez-Ruiz!, Patricia Baldrich?, Eduardo Lujan-Soto?,
Blake C. Meyers(®?*? & Tzvetanka D. Dinkova(®?

Maize somatic embryogenesis (SE) requires the induction of embryogenic callus and establishment

of proliferation before plant regeneration. The molecular mechanisms underlying callus embryogenic
potential are not well understood. Here we explored the role of small RNAs (sRNAs) and the
accumulation of their target transcripts in maize SE at the dedifferentiation step using VS-535 zygotic
embryos collected at distinct developmental stages and displaying contrasting in vitro embryogenic
potential and morphology. MicroRNAs (miRNAs), trans-acting siRNAs (tasiRNAs), heterochromatic
siRNAs (hc-siRNAs) populations and their RNA targets were analyzed by high-throughput sequencing.
Abundances of specific miRNAs, tasiRNAs and targets were validated by qRT-PCR. Unique
accumulation patterns were found for immature embryo at 15 Days After Pollination (DAP) and for
the callus induction from this explant, as compared to 23 DAP and mature embryos. miR156, miR164,
miR166, tasiARFs and the 24 nt hc-siRNAs displayed the most strikingly different patterns between
explants and during dedifferentiation. According to their role in auxin responses and developmental
cues, we conclude that sRNA-target requlation operating within the 15 DAP immature embryo explant
provides key molecular hints as to why this stage is relevant for callus induction with successful
proliferation and plant regeneration.

Plant zygotic embryogenesis is determined by complex gene regulatory networks to achieve appropriate spati-
otemporal cell division and differentiation'-. An alternative gene expression program, promoted by high phy-
tohormone concentrations, allows the accomplishment of embryogenesis and plant regeneration from somatic
cells. This process is known as Somatic Embryogenesis (SE)**. The required conditions and regulatory programs
vary between plant species. For maize, embryogenic callus induction and plant regeneration success strongly
depends on the genotype and tissue used as explant®’.

Gene regulation by small RNAs (sRNAs), as revealed by differential abundance analyses, has emerged as an
important aspect of SE induction in a variety of plant species®'? including maize!!*. sRNA silencing mecha-
nisms are involved in genome stability, defense against virus and transposable elements (TEs), epigenetic mod-
ifications, and post-transcriptional regulation'*'*. microRNAs (miRNAs) and small interfering RNAs (siRNAs)
distinguish by their biogenesis pathways'®. The siRNA class is further sub-divided in heterochromatic siRNAs
(hc-siRNAs), secondary siRNAs and natural anti-sense siRNAs (natsiRNAs)'7. Secondary siRNAs comprise
phased siRNAs (phasiRNAs) and trans-acting siRNAs (tasiRNAs).

miRNAs are derived from single strand RNAs (ssRNAs) transcribed by RNA polymerase II that fold into sta-
ble stem-loop secondary structures called primary miRNAs (pri-miRNAs). The double-stranded RNA (dsRNA)
portion of a pri-miRNA is recognized by a DICER-LIKE (DCL) enzyme, DCLLI in plants, to generate the miRNA

1Departamento de Bioquimica, Facultad de Quimica, Universidad Nacional Auténoma de México, CDMX, 04510,
México. 2Donald Danforth Plant Science Center, 975 North Warson Road, St. Louis, MO, 63132, USA. 3Division of
Plant Sciences, University of Missouri, Columbia, Missouri, 65211, USA. Correspondence and requests for materials
should be addressed to T.D.D. (email: cesy@unam.mx)
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Abstract

Trypanosoma cruzi is the etiological agent of Chagas disease, whose clinical outcome ranges from asymptomatic individuals to
chronic fatal megasyndromes. Despite being central to pathogenesis, the regulation of parasite virulence factors’ expression
remains largely unknown. In this work, the relative expression of several parasite virulence factors between two Tcl strains
(Ninoa, low virulence and Qro, high virulence) was assessed by qRT-PCR of'total and of polysome-associated mRNA, as well as
by western blots. Trypomastigotes were also incubated with specific anti-sense morpholino oligonucleotides to block the
translation of a selected virulence factor, calreticulin, in both strains. Ninoa trypomastigotes showed significantly lower levels
of trypomastigote-decay acceleration factor, complement regulatory protein, complement C2 receptor inhibitor trispanning, and
glycoproteins 82 and 90 mRNAs compared with Qro. There was a significantly lower recruitment of complement regulatory
protein and complement C2 receptor inhibitor trispanning mRNAs to polysomes and higher recruitment of MASP mRNA to
monosomes in Ninoa strain. Calreticulin mRNA displayed both a higher total mRNA level and recruitment to translationally
active polysomes in the Ninoa strain (low virulence) than in the Qro strain (high virulence). When calreticulin was downregulated
by ~ 50% by anti-sense morpholino oligonucleotides, a significant decrease of parasite invasion in mammalian cells was found in
both strains. Calreticulin downregulation, however, only increased significantly the activation of the complement system by
Ninoa trypomastigotes. These results suggest a role for the regulation of virulence factors’ gene expression in the differential
virulence among 7. cruzi strains. Furthermore, a possible function of calreticulin in parasite invasion not related to its binding to
complement factors is shown.

Keywords Trypanosoma cruzi - Virulence factors - Polysome profiling - Morpholino oligonucleotides
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Chapter 12
The Role of Small RNAs in Plant Somatic

Embryogenesis

Brenda A. Lépez-Ruiz, Vasti T. Juarez-Gonzalez, Eduardo Lujan-Soto,
and Tzvetanka D. Dinkova

Abstract In plants, differentiated somatic cells can revert their identity to pluripo-
tent, reprogrammed cells in order to optimize growth and development depending
on external conditions and in aid of overcoming their limitations as sessile organ-
isms. Different modes of regeneration include tissue repair, de novo organogenesis
and somatic embryogenesis (SE). The latter usually comprise the formation of pro-
liferating pluripotent cell masses called callus. Identification and characterization of
genes involved in the SE process allows the exploitation of distinctive features that
make a tissue susceptible to change its normal cell fate and produce new plants
massively.

Small RNAs (sRNAs) are non-coding RNA (ncRNA), 20-24 nucleotides long
molecules involved in plant development, reproduction and genome reprogram-
ming. Likely, the enormous variety of operating SRNA pathways contributes to the
plant phenotypic plasticity. Two main sSRNAs classes are defined by their modes of
biogenesis: a class in which the precursor is a single-stranded, hairpin loop forming
RNA (hpRNA), mainly represented by microRNAs (miRNAs) and a class in which
the precursor is a dsSRNA molecule (dsSRNA) comprising several small interfering
RNAs (siRNAs).

sRNAs, especially miRNAs, are common regulators of transcription factors
(TFs) essential for plant meristem maintenance, growth and proliferation control,
and with recently uncovered role in somatic to embryonic cell reprogramming.
Although the siRNA function in plant development and SE has been much less
explored, recent findings shape out their relevance in organ patterning and stress
responses, both involved in cell plasticity. This review focuses on compiling and
integrating the described function of miRNAs and siRNAs as a molecular basis in
establishing cell dedifferentiation and further plant regeneration in economically
relevant crops.
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