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Gen que codifica para un microRNA.
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Acido Ribonucléico (del inglés RiboNucleic Acid).

Especies Reactivas de Oxigeno (del inglés Reactive Oxygen Species).

Transcriptasa Reversa-PCR (del inglés Reverse Transcriptase-PCR).

RNA pequefio (del inglés small RNA).



INDICE

[ RESUMEN ..ottt ettt st s e s bt e b e e e et e st e e b e e b e e bt e r e sanesanesmeesreesneenneenes 1
L. AB STRACT ettt ettt ettt e bt ekt e bt e abesateshteshe e bt e bt eateeateebeesb e e b e enbeeabesabesatesaeesaeeseenee 2
NI INTRODUCCION ..ottt s s s s s s s e s aenassastenaessaesansensanas 3
1111 Biogénesis de MICrORNAS (MIRNAS) .....oiiiiiiiieieiee e cciee et e eere e e st e e e str e e e etraeesaseeeesataeseesraeesansneeesssseeenn 5
HLI MIRNAS Y SU PArtiCipacion €N @SErES.......uiiuiiiiiieiiei ettt ettt ettt ettt et e bt st e s sbe e e senessbe e e saneenneeas 7
LI miRNAs en respuesta @ déficit hidriCo ........eiiiiiiiiiie e 8
HELIV miRNAS conservados Y NO CONSEIVATOS ......ccccuueeeiiurieeeiiieeesireeesitteeeestseeesssesesssssesessssessssssssesssssseesssseeen 9
IV. ANTECEDENTES ...ttt ettt st st s bt e sb e e e st eme e s b e e b e e reearesanesanesnees 11
V. HIPOTESIS ..ottt 16
VI OBJIETIVOS ...ttt ettt e a et e b et e e s et e s bt e s bt e s bt e s bt et e eae e eae e ebe e b e et e e beenbesanesnnes 16
VII. MATERIALES Y METODOS ...ttt sttt sassas s s esassesaesnsnans 17
VAL o s Tolol o o e TN 2 NSRRI 17
VILII Sintesis de DNA complementario (CDNA) ......eeiiieeieeiieeeteeciee et e steeeteesteeete e s e e ebeesteeeseesaraesnseesanes 17
VILIII Reaccion en cadena de [a polimerasa (PCR)......cocuiieeiiiie ettt eetre e e s tae e e e stre e e eaaae e earee s 17
VILIV Amplificacidn del precursor de MiR398-2119.....cccceiiiiiriiieiiieeiee ittt ettt et nee s 18
VILV Purificacién de DNA a partir de geles de agarosa (protocolo de Fermentas) .........cceceeveeneeniersvenneennen. 18
VILVI Clonacion del producto dE PCR.........cooiiieeiiiii et e ctiee e et e ettt e e e s ta e e e estta e e seasaeeesabaeaeenssseesensaaeesnsseeans 18
VIL.VII Transformacion de células competentes de E. COli.......uuuuiiiiiiiiieiiiiieeeciie et ccttee e stee e e aaee e eaveee s 18
VILVIII Extraccién de DNA plasmidico (GenelET Plasmid miniprep kit Fermentas) ........ccccceeeveeveercieeccneennne, 19
VILIX Andlisis tipo Northern blot para MIRNAS .......coiiiiriierieeee et e bbb e sans 19
VII.X Contruccion y Sobreexpresion de precursores en vector binario pBA-DC.........cccccecvveeeviveececnieee e, 20
VIEXI 5" RACE MOGIfICAU0 ...c.viiiiiiiiciiiiieceeeeet ettt et s 22
VILXII PCR cuantitativo (QPCR) 0 de tiemMPO Al ......ccueeeueeiiieeieeciee ettt tee et ste e et e e e e re e staeereesars 22
VI RESULTADOS ...ttt sttt b e sb ettt e at e s b e s b e e b e e st e sabesheesheesbeenbeenteenseeneenbaenbeens 25
VIII.I miR398a y miR2119 estan codificados en un mMiSmO PreCUrSOr. ......ccveeeeciieeeciiieeecireeeecrreeeeveeeeevreeeas 25
VIILII Clonacidn del precursor pre-miR398a-2119 y analisis de su expresion. ........cceveevveeniieeeieeniieeeseennne 28
VIILII Expresidn heterdloga del precursor Pvu-pre-miR398-2119 en Nicotiana benthamiana. .................... 30
VIII.IV Deteccidn de expresion de miRNAs mediante gPCR......ccociiiiiiiiie ettt e et 32
VIILV Validacidn de MRNA BIGNCOS ..c..oevviiiiiiieiieiieceeseeerte ettt et et 34
VIII.VI Niveles de acumulacion de los mMRNAs de ADH1 y CSD1 en P. vUlgaris .........ccooueeveueeeescineeeecineeeiveennn 37
IX. DISCUSION. ..ottt s s s st s e st n s st esae st e s et s s essssessesass s s esasanens 39
IX.I Precursores poliCistrONIiCOS €N PIANTAS ....cc.uiiiiiiiiie ittt ee ettt e e et e e e ate e e e ear e e e e e beeeeeasaeeeetaeaans 39
IX.Il Regulacion de CSD1 y su posible relacion con la regulacion de ADHI ...........oooecveeevcieeeeciiee e 40

Vi



X. CONCLUSIONES.......o oottt sttt et st et et n e sa et enesae e enenrenees 45

XEPERSPECTIVAS .ottt sttt b e bbbt b e sa e b s bt ebe e e saennesre e 46
XIL REFERENCIAS ..ot bbbt sbe s 47
Xl FIGURAS SUPLEMENTARIAS ... 53
XIV. ANEXOS .ttt sttt se e b s bt bt s at et a e b sa e b e et ne et e a et e 56

vii



viii



I. RESUMEN

Las plantas son organismos sésiles que estan sometidos a diferentes tipos de estrés ambiental
tales como sequia, alta salinidad y bajas temperaturas, los cuales provocan un déficit hidrico que
afecta el crecimiento, el desarrollo y la produccion de semillas. Los microRNAs (miRNAs) son
pequefias moléculas de RNA (20-24 nt) que participan en diferentes procesos como diferenciacion
celular, desarrollo, respuesta a estrés y cambios ambientales. Los miRNAs se unen de manera
complementaria a su mRNA blanco lo que conlleva a su degradacion o a la inhibicion de su
traduccion. En Arabidopsis thaliana, se ha demostrado que algunos miRNAs participan en la
adaptacion ante el déficit hidrico, sin embargo, se conoce poco al respecto en otras plantas. En el
laboratorio estudiamos el estrés hidrico utilizando como modelo al frijol (Phaseolus vulgaris) por ser
una planta de interés agricola en el pais. Con el objetivo de estudiar el papel que tienen los miRNAs
en la adaptacion a las condiciones de sequia en el frijol, se identific6 un miRNA llamado miR2119. Se
realizé una busqueda en las bases de datos de secuencias expresadas (ESTs), la cual nos permitid
encontrar ESTs que contienen a la secuencia de miR2119 en leguminosas, tales como Phaseolus
acutifolius, Glycine max, Medicago truncatula, Lotus japonicus, Arachis hypogaea y Trifolium
pratense. Ademas, se caracterizo la expresion del miR2119 en respuesta a sequia mediante analisis
tipo Northern Blot. Los resultados obtenidos indicaron que la acumulacién del miR2119 es mayor
conforme aumenta la duracién del tratamiento por sequia, tanto en hoja como raiz, esto nos sugiere
que miR2119 debe estar involucrado en la respuesta a déficit hidrico. Sorpresivamente, dentro de
nuestro analisis de secuencia encontramos que a una distancia de 265 nt del miR2119 se encuentra
otro miRNA llamado miR398a y se comprobd, por medio de RT-PCR, que estos dos miRNAs estan
codificados en un mismo precursor policistrénico y ambos aumentan su acumulacién en respuesta a
déficit hidrico.

Utilizando herramientas bioinformaticas encontramos que el mejor candidato para el mRNA
blanco del miR2119 es el MRNA de la alcohol deshidrogenasa (ADH1) y para miR398a es el mMRNA
de la superdxido dismutasa (CSD1), los cuales fueron validados experimentalmente mediante
ensayos de 5’RACE. Nuestros resultados indican que miR2119 es un miRNA especifico de
leguminosas que se acumula en sequia y junto con miR398a podrian estar involucrados en la

respuesta adaptativa al estrés hidrico.



II. ABSTRACT

Plants are sessile organisms that are subjected to several types of environmental stress such as
drought, salinity and low temperatures. These adverse conditions can cause water deficit and
consequently affect growth, development and seed production. MicroRNAs (miRNAs) are small RNA
molecules (20-24 nt) that participate in different processes such as cellular differentiation, response
to stress and environmental changes. miRNAs regulate their target mMRNAs by complementary base-
pairing to induce cleavage or translational inhibition. In the model plant Arabidopsis thaliana, it has
been shown that some miRNAs participate in the response to water deficit. However, in others plants
these mechanisms are poorly understood. In our laboratory, we study the plant response to water
deficit using as an experimental model common bean (Phaseolus vulgaris), particularly because it is
an important crop in developing countries that might be a good model to explore novel mechanisms
involved in drought resistance. We focused our attention on novel miRNAs with increased
accumulation under stress conditions. We identified a novel miRNA in common bean named
miR2119. Using Expressed Sequence Tags (ESTs) available from NCBI databases we also found
homologs of this miRNAs in other legumes such as Phaseolus acutifolius, Glycine max, Medicago
truncatula, Lotus japonicus, Arachis hypogaea and Trifolium pratense. The analysis of miR2119
expression patterns showed the induced accumulation of miR2119 in response to drought in leaves
and roots. Surprisingly, during our sequence analyses we found another miRNA, which is located at
265 nt distance of miR2119. RT-PCR experiments have shown that both miRNAs are co-transcribed
and their accumulation increased upon water deficit. Using a bioinformatics approach we have
predicted Alcohol Dehydrogenase 1 (ADH1) as a target for miR2119 and Copper-zinc Superoxide
Dismutase 1 (CSD1) for miR398a. We confirmed the target transcripts using 5’"RACE and discuss the

function that they may carry out in the plant response to water limitation.



[1l. INTRODUCCION

Las plantas son organismos sésiles que estdn sometidos a diferentes formas de estrés
ambiental tales como sequia, alta salinidad en el suelo y temperaturas extremas (altas y bajas),
provocando déficit hidrico, el cual afecta el crecimiento, el desarrollo y la produccion de semillas [1].
Las plantas responden y se adaptan a estreses a través de varios procesos fisioldgicos, bioquimicos
y cambios en la expresion génica, adquiriendo tolerancia y evitando el estrés [2]. La duracion y la
severidad con las cuales el estrés es impuesto influyen en la respuesta de la planta ante dicha
situacion y puede ocurrir en pocos segundos (tal como el cambio en el estado de fosforilacién de una
proteina), en minutos u horas (cambio de expresién génica) [3]. Ademas, la resistencia o sensibilidad
dependera de la especie, del genotipo y etapa del desarrollo en la que se encuentre la planta [2].

El estrés por déficit hidrico puede definirse como la situacién en la cual el potencial hidrico y la
presion de turgor disminuyen, interfiriendo con los procesos celulares [4]. El déficit hidrico es
ocasionado por la pérdida moderada de agua, la cual conlleva al cerrado de estomas y la limitacion
del intercambio gaseoso. A nivel celular, el déficit hidrico provoca cambios en la concentraciéon de
solutos, volumen celular, forma e integridad de la membrana, pérdida de turgor, cambios en los
gradientes de potencial hidrico y desnaturalizaciéon de proteinas. La pérdida severa de agua resulta
en la deshidratacidon o desecacion, lo que podria ocasionar graves dafios en la estructura celular,
metabolismo y eventualmente, el cese de actividades enzimaticas [5]. AlUn mas, un estrés hidrico
mas severo puede generar el arresto de la fotosintesis, perturbacién en el metabolismo y finalmente
la muerte [6].

El crecimiento es uno de los procesos fisiolégicos mas sensibles a la sequia debido a la
reduccion de la presion del turgor. La expansion celular sélo puede ocurrir cuando la presién del
turgor es mayor que el umbral producido por la pared celular. Por lo tanto, el déficit hidrico inhibe la
expansion y el crecimiento celular debido a la baja presion del turgor [6], [7]. Esta reduccién en el
crecimiento de la planta inhibe varios procesos fisiolégicos y bioquimicos, tal como la fotosintesis, la
respiracion, la captacion de iones, de carbohidratos, de nutrientes y de hormonas [8].

La aclimatacion a la sequia por parte de las plantas se debe a la regulaciéon o ajuste osmético,
que permite el mantenimiento del turgor para sobrevivir 0 asistir el crecimiento de las plantas bajo
condiciones adversas [9].

Dentro de los efectos ocasionados por la sequia se encuentra la detencion del crecimiento, lo
gue incluye algunas caracteristicas de la raiz como longitud, densidad y el nUmero de raices gruesas
gue son importantes para que las plantas sean capaces de establecerse en el suelo y explorar la
disponibilidad del agua [10]. La sequia disminuye la longitud de la raiz y reduce la biomasa de las
raices fibrosas [11], [12]. Para contrarrestar esto, el desarrollo del sistema radical incrementa la

absorcion del agua y el mantenimiento de la presién osmotica correcta a través de acumular altos
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niveles de prolina, como un mecanismo fundamental de adaptacién contra la sequia [13]. También el
déficit hidrico reduce el nimero de hojas por planta, el tamafio y la longevidad individual de la hoja,
debido a la disminucién del potencial hidrico en el suelo. La expansion del area foliar depende del
turgor, temperatura y la asimilacion del suministro para el crecimiento, el cual son todas afectadas
por la sequia [14]. Por lo anterior, una reduccién en el area de la hoja trae como consecuencia un
impacto negativo en la productividad de la cosecha al disminuir la fotosintesis [8].

El primer paso de regulacion en la respuesta al déficit hidrico es el reconocimiento de la sefial,
la disminucién del agua disponible en la célula es percibida desencadenando una via de
transduccion de sefiales. Asi, un estrés fisico puede ser convertido en una respuesta bioquimica [3].
La respuesta primaria induce, entre otros efectos, la expresion de genes que intervienen en
diferentes procesos, como la proteccion de otras proteinas, acido nucleicos o estructuras celulares
(chaperonas, hidrofilinas y proteinas LEAS), factores transcripcionales, sintesis y/o liberacion de
acido abscisico (ABA) [15], [16]. Posteriormente se producen respuestas fisioldgicas como la
regulacién y el cerrado de los estomas (mediado por ABA) [17], la sintesis de osmolitos (prolina,
glicin-betaina, etc.) y la activacion del sistema de transporte para la desintoxificacion de iones, entre
otros [18].

El ABA es una fitohormona que modula numerosos procesos de respuesta ante el déficit hidrico
como la tolerancia a la desecacion, la dormancia de la semilla y también participa en la modulacion
del desarrollo y crecimiento de las plantas, en la fase de transicion de embrién a crecimiento
vegetativo y de crecimiento vegetativo a reproductivo [19]. Los genes de respuesta ante el déficit
hidrico presentan elementos regulatorios en su zona promotora que son reconocidos por los factores
transcripcionales que regulan la respuesta, algunos de estos elementos son dependientes y
controlados por ABA, como los llamados ABRE (ABA Responsive Element) y otros independientes
de la via de sefalizacion por ABA; por ejemplo, los llamados DRE (Dehydration Responsive
Element) [20], [21]. Adicionalmente, ahora sabemos que la respuesta al déficit hidrico también esta
sujeta a regulacion epigenética, lo que le permitiria a la planta mantener una respuesta mas eficiente
y rapida ante el estimulo estresante, y/o por un largo plazo [22] .

Por otro lado, existen mecanismos de regulacion que actlan a nivel postranscripcional y que
pueden patrticipar en la respuesta y la adaptacion al déficit hidrico, como la adicién del “cap” al
extremo 5 del RNA mensajero (MRNA) y su poliadenilacion en el extremo 3’, procesamiento para la
eliminacion de intrones y ensamble de exones, transporte del mRNA del nicleo al citoplasma,
estabilidad del mMRNA, eficiencia traduccional e incluso regulacion por RNA pequefios [23], [24], [25].
Esto se ha logrado conocer gracias al estudio de mutantes en Arabidopsis thaliana, identificando
factores involucrados en la respuesta a estrés (como ABA) asociados a elementos que participan en
el metabolismo del RNA. Por ejemplo, la mutante de supersensibilidad a sequia (SAD1) fue aislada

como una mutante que exhibia una mayor respuesta a ABA y a sequia. SAD1 codifica para una
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proteina Sm-like posiblemente involucrada en transporte, procesamiento o degradacion del RNA
[26]. Una mutante similar es la de hipersensibilidad a ABA (ABH1, en inglés ABA Hypensensitive 1),
este gen codifica para una proteina de union al “cap”, mostrando un fenotipo de hipersensiblidad en
el cerrado de estomas y marchitez durante el tratamiento por sequia [27].

El complejo nuclear de union al cap (nCBC, del inglés nuclear Cap Binding Complex) representa
otro caso bien caracterizado en la participacion de la regulacién postranscripcional en respuesta a
sequia. Tradicionalmente nCBC esta involucrado en el procesamiento y exportacion del RNA del
nucleo al citoplasma. Este complejo es indispensable para mamiferos, en contraste, mutantes de
nCBC en A. thaliana son viables, muestran hipersensibilidad a ABA, desarrollo con ligeras
anormalidades y exhiben tolerancia a sequia [28]. Estudios recientes han revelado la participacion de
NnCBC en el procesamiento de mRNA y procesamiento del pri-miRNA [29], [30], este dltimo se
describira en la siguiente seccion.

HYL1 (HYPONASTIC LEAVES 1) fue originalmente identificada como una mutante afectada en
respuesta a varias hormonas e hipersensibilidad a ABA durante la germinacion, por lo que HYL1 se
involucré potencialmente en respuesta a estrés [31]. Sin embargo, el gen de HYL1 en A. thaliana se
ha caracterizado como un factor de unién a RNA de doble cadena requerido para la biogénesis de

una familia de RNA pequefios no codificantes recientemente identificada como microRNAs [32], [33].

lll.I Biogénesis de microRNAs (miRNAS)

Los microRNAs (miRNAs) son moléculas de RNA no codificantes de 20-24 nt que participan en
la regulacion postranscripcional, degradando el mRNA blanco o inhibiendo su traduccion, a través
del apareamiento Watson-Crick perfecto o casi perfecto entre el miRNA y su mRNA blanco [34], [35].
La biogénesis de los miRNAs inicia con la transcripcion de un gen independiente (gen MIR) por la
RNA polimerasa |l que genera un transcrito con poliA en su extremo 3’ y un “cap” en su extremo 5’
[36]. Este transcrito adopta una estructura secundaria tipo tallo-asa llamado pri-miRNA que es
reconocido y procesado por DCL-1 (DICER LIKE 1), en conjunto con dos proteinas que se unen a
RNA de doble cadena llamadas HYL1 y SE (SERRATE) y proteinas de union al “cap” como CBP20 y
CBP80, generando el precursor (pre-miRNA) de miRNA [29], [37], [38]. En una segunda ronda de
corte, DCL-1 corta al pre-miRNA dando lugar a un duplex de RNA de doble cadena de ~21 nt, este
duplex contiene 2 nt sobresalientes en sus extremos 3’ y un grupo fosfato en el extremo 5’, que es
caracteristico de un corte generado por una RNAasa de tipo Ill como lo es DCL-1 [39]. La secuencia
complementaria al miRNA se le ha llamado miRNA estrella (miRNAY*), la cual en la mayoria de los
casos se degrada [34]. Posteriormente, el duplex es metilado en el grupo hidroxilo 2’ del dltimo
nucleétido del extremo 3' por la enzima HEN1 (HUA ENHANCER 1) y se exporta del ndcleo al

citoplasma a través de la proteina HASTY [40], [41]. Una vez en el citoplasma, el duplex es
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reconocido por el Complejo del Silenciamiento Inducido por RNA (RISC), donde su proteina efectora
Argonauta 1 (AGO1) elige al miRNA maduro y lo guia a su mRNA blanco; ademas, las proteinas
HSP90 y SQUINT (SQN) asisten y promueven la funcion de AGOL1 [42]. El complejo de RISC, guiado
por el miRNA, inhibe la traduccién o corta el MRNA blanco reconocido, evitando asi su expresién
[34], [35] (Fig.1).
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Figura 1. Biogénesis de miRNAs en plantas. Imagen representativa de la via de produccién de miRNAs. Tomada
de la revision de Khraiwesh et al., 2011 [43].

El andlisis funcional de miRNAs evolutivamente conservados en diversas especies de plantas
ha mostrado que participan en mdltiples procesos biolégicos. Entre ellos se ha encontrado que
regulan la sefalizacién por auxinas [44], la formacion de los limites del meristemo [45], la separacion
de 6rganos [46], la polaridad y el desarrollo de la hoja [47], la formacién de raices laterales [48], la
transicion de la fase juvenil a crecimiento vegetativo y de crecimiento vegetativo a la fase floral [49],
la identidad de 6rganos florales y reproductivos [50], [51]. Ademas, se han identificado en plantas
modelo distintos miRNAs regulados bajo condiciones de estrés abibtico y biético, incluyendo
deficiencia a nutrientes [52], sequia [53], [54], [55], frio [56], salinidad [54], infeccion bacteriana [57],
radiacion de rayos UV-B [58] y estrés mecanico [59]. El estrés causa el aumento o disminucién en la

acumulacioén de ciertos miRNAs o la sintesis de novo de miRNAs para contender con el estrés [43].
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[II.I MiIRNASs y su participacion en estrés.

En 2004, Jones-Rhoades y Bartel describieron por primera vez la participacion de miRNAs en
estrés. En Arabidopsis y arroz encontraron miRNAs conservados y predijeron mRNAs blancos para
varios miRNAs, dentro de los cuales, la mayoria correspondia a mRNAs que codifican para factores
transcripcionales. Sin embargo, también encontraron mRNAs blancos que codifican para enzimas
como: superoxido dismutasa para miR398, lacasa para miR397 y ATP sulfurilasa para miR395. Al
estudiar los patrones de expresion de miR395 en condiciones limitantes de azufre, se encontré que
la acumulaciébn de miR395 aumenta, y este incremento correlaciona inversamente con la
acumulacién de su mRNA blanco (ATP sulfurilasa 1) [60]. En el mismo afio, Sunkar y Zhu clonaron
RNAs pequefios provenientes de bibliotecas de RNAs pequefios de plantulas de A. thaliana
expuestas a distintos estreses abidticos. Entre los miRNAs identificados, miR393 responde
fuertemente a frio, deshidratacién, NaCl y al tratamiento con ABA; la acumulacion de miR397b y
miR402 aumenta ligeramente en respuesta a los mismos tratamientos, mientras que miR319c
responde so6lo a tratamiento por frio [61].

También se ha descrito la participacién de miRNAs involucrados en estrés por limitacién de
nutrientes. Un ejemplo es la regulacion de los niveles de fosfato, el cual se requiere para la sintesis
de acidos nucleicos y membranas; frecuentemente este nutriente es limitante para el crecimiento de
la planta. La homeostasis del fosfato es parcialmente controlada por la acciébn de un miRNA,
miR399, el cual tiene como MRNA blanco al gen PHO2/UBC24 (enzima putativa E2 ubiquitina-
conjugasa) [60], [61]. Bajo condiciones limitantes de fosfato se induce la expresién de miR399
mientras que el mRNA blanco UBC24 disminuye en raices primarias. Particularmente, miR399
regula directamente la expresion de PHO2/UBC24 al unirse en la regién 5’UTR del mRNA [62]. Es
probable que un factor transcripcional tipo MYB, PHR1 (PHosphate Starvation Response), esté
involucrado en la expresion de miR399. PHR1 se expresa en respuesta a limitacion de fosfato y
regula positivamente a un grupo de genes de respuesta a fosfato al unirse al motivo de DNA
“GNATATNC”, encontrado corriente arriba del gen para miR399. Ademas, la mutante phrl muestra
una reduccién significativa en la expresién de miR399 en condiciones limitantes de fosfato [63].
Aunado a la existencia de los genes que responden a deficiencia de fosfato, también se inducen
RNAs no codificantes, tal como IPS1 (por sus siglas en ingles Induced by Phosphate Starvation 1),
en A. thaliana. Una caracteristica de este RNA es que tiene una secuencia altamente conservada de
24 nt que es casi perfectamente complementaria a la secuencia de miR399, sélo las bases 10y 11
del miRNA se encuentran desapareadas con el transcrito de IPS1, lo cual impide su corte por el
mMiRNA. La expresion de miR399 e IPS1 se induce por deficiencia de fosfato, por lo que IPS1 estaria
actuando como un pseudo-blanco y titulando la actividad de miR399 sobre su blanco, PHO2.
Recientemente, este mecanismo se ha denominado “mimetismo” y esta involucrado en la

modulacion fina de la actividad de miR399 durante la respuesta a la limitacion de fosfato [64].
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El cobre (Cu) es un micronutriente esencial para la fotosintesis, respuesta oxidativa y otros
procesos fisioldgicos [65]. Existe un miRNA clave para la regulacion de la homeostasis del Cu que es
el miR398. Cuando el Cu es limitante, los niveles de miR398 se incrementan y ésto reduce la
expresion de sus mRNAs blancos, CSD1 y CSD2 (Superéxido Dismutasas, en inglés Copper
Superoxide Dismutase), dado que estas proteinas utilizan como cofactor cobre, lo dejan disponible
para otros procesos esenciales [66]. Pero también miR398 participa en la respuesta a estrés
oxidativo, donde contrario a la deficiencia de cobre, su expresion disminuye bajo condiciones de este
tipo de estrés permitiendo que los transcritos de CSD1 y CSD2 incrementen reduciendo asi la

acumulacién de radicales libres superoxidos gue son altamente toxicos para la planta [67].

.11 miRNASs en respuesta a déficit hidrico

En busca de miRNAs potencialmente involucrados en respuesta a estrés hidrico, se determiné
en A. thaliana que miR159 se induce en respuesta a ABA, durante la germinacion de la semilla, en
donde regula a los transcritos de dos factores transcripcionales, AtMYB33 y AtMYB101 [68]. La
participacion de estos miRNAs en la respuesta a ABA se confirmé al detectar que la inhibicién de la
actividad del miRNA, a través de la expresién de la proteina supresora viral P1/HC-Pro de los
potivirus que da lugar a una acumulacion de miRNAs no funcionales, resulta en hipersensibilidad a
ABA durante la germinacién de la semilla. Un fenotipo similar se observo en lineas transgénicas que
sobre-expresaban las versiones de AtMYB33 y AtMYB101 resistentes al corte por miR159. En
contraste, la sobre-expresion de miR159a o la pérdida de la funcion de AtMYB33 y AtMYB101
mostraron sensibilidad reducida a ABA durante la germinacién. En este mismo estudio el incremento
de la acumulaciéon de miR159 en respuesta a la limitaciéon de agua (deshidratacién) durante la
germinacion, se asocid a la sefalizacion por ABA y a la respuesta a sequia [68]. En un estudio
independiente se encontré que MiR160 regula la expresién del factor transcripcional ARF10 (AUXIN
RESPONSE FACTOR 10), modulado también en respuesta a ABA durante la germinacién [69].
Lineas transgénicas que expresan la version mutante de ARF10, resistente al corte de miR160,
muestran un fenotipo de hipersensibilidad a ABA durante la germinacion, sugiriendo que en esta
etapa del desarrollo existe un entrecruzamiento entre las sefiales de auxinas y ABA, algunas de las
cuales estarian mediadas por miRNAs [69].

Otro ejemplo son dos miembros de la familia miR169 en A. thaliana, miR169a y miR169c, que
en condiciones 6ptimas de crecimiento regulan la expresién de un factor transcripcional llamado
NFYAL. Cuando plantas adultas de A. thaliana se tratan con ABA o se someten a sequia, se
disminuye la acumulacion de miR169a y miR169c para permitir la induccion de NFYAS y de esta
manera promover una mayor resistencia a sequia [70]. Sin embargo, en arroz el comportamiento de

esta familia de miRNAs parece ser completamente opuesto: los miembros miR169g y miR169n/o se
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inducen en respuesta a salinidad y sequia, lo que tiene como consecuencia una reduccion del nivel
del transcrito de NFYAS [71]. Curiosamente, mientras que la misma familia conservada de miRNAs
regula al mRNA blanco homélogo, parece ser que se comporta en sentidos opuestos en las dos
especies analizadas.

Por otro lado, también se han obtenido microarreglos de miRNAs provenientes de A. thaliana y
arroz para determinar sus perfiles de expresion en condiciones de estrés. Ademas de encontrar
mMiRNAs que se inducen en sequia, se determiné que los genes para estos miRNAs presentaban
elementos de respuestas en sus zonas promotoras cuya presencia es consistente con los resultados
obtenidos a partir de los microarreglos [54], [53]. Un ejemplo es el promotor de Osa-MIR169g que
por este tipo de datos se sugiere que su transcripcion se regula directamente por el factor
transcripcional CBF/DREB [53]. Recientemente, los andlisis de microarreglos o de secuenciacion
masiva muestran que existen distintos miRNAs que se regulan por condiciones de déficit hidrico en
distintas plantas; sin embargo, a la fecha no se ha definido su funcion en respuesta al estrés

(revisado en [25]).

[II.IV miRNAs conservados y no conservados

Un numero significativo de miRNAs que estan compartidos en diversas especies vegetales han
sido identificados. Algunos de estos miRNAs conservados responden a condiciones de estrés; sin
embargo, podria haber otros que todavia no se conozcan, ya que la gran mayoria de los estudios se
han enfocado a plantas modelo como Arabidopsis thaliana, entre otras. Por otra parte, miRNAs
menos conservados podrian estar participando en la regulacion de procesos fisiologicos vy
moleculares particulares de cada especie. Es probable que otras especies utilicen diferentes
estrategias para enfrentar situaciones adversas similares [25].

Actualmente, el rdpido aumento en la coleccion de genomas anotados y el avance de las
nuevas tecnologias de secuenciacion masiva, han permitido identificar miRNAs especificos de
especie, como es el caso de A. thaliana [72], Oryza sativa (arroz) [73], Populus trichocarpa (alamo)
[74], Glycine max (soya) [75] y Medicago truncatula [76].

Algunos de estos miRNAs pueden contribuir al control de la respuesta a estimulos ambientales,
y en algunos casos revelar estrategias, no descritas previamente, diferentes entre especies
vegetales, e incluso entre variedades de la misma especie. Por lo tanto, la caracterizacién de
miRNAs no conservados involucrados en la respuesta a estrés sera importante para el
descubrimiento de mecanismos que ayudaran a entender mejor esta respuesta de la planta.

Sin embargo, se ha sugerido que los miRNAs no conservados carecen de relevancia,
principalmente porque algunas de sus caracteristicas son que se expresan poco, Se procesan

imprecisamente, son mas divergentes y parecen carecer de blancos [77]. Por ejemplo, en A. thaliana
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~45% de los mMRNA blancos para miRNAs conservados aumenta sus niveles de acumulacion en
multiples mutantes de la via de biogénesis de miRNAs (hyll, hst, dcll, hen y agol) [78], [79],
mientras que los niveles de transcritos para blancos de miRNAs no conservados no se ven afectados
en estas mutantes, lo que indica que la mayoria de los miRNAs no conservados no estan integrados
en una red de regulacién tipica [80]. Una alternativa, es que estos miRNAs funcionan en patrones
espacio-temporal restringidos, en respuestas especificas a estreses hidticos o abidticos, o que su
modo de regulacién no resulte en la degradacion de su mRNA blanco [77]. Algunas de estas
alternativas son actualmente objeto de estudio de varios grupos de investigacién, incluyendo el
nuestro.
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IV. ANTECEDENTES

En la leguminosa Phaseolus vulgaris (frijol comun), recientemente se ha reportado la
identificacion de miRNAs en respuesta a estrés, en particular aquéllos inducidos por sequia y
tratamiento con ABA [81]. La estrategia se basé en la construccion de bibliotecas de RNAs
pequenios, a partir de la ligacién de adaptadores a una muestra de RNA total fraccionada por tamafio
y la amplificacion de fragmentos mediante PCR, su clonacién y secuenciacion por el método clasico
de Sanger (Fig. 2). Actualmente, los métodos de secuenciacion de nueva generacion (secuenciacion
masiva por la metodologia de illumina), permite obtener millones de lecturas de fragmentos

provenientes de bibliotecas producidas a partir de RNAs obtenidos de una condicién determinada.

RNAlTotaI s-RNA o
[T I T
Pl
r Adaptador 57 Adaptador 3"
50 nt —|
40 nt — +
30nt |+
20nt -+ | RT-PCR
- Clonacion Secuenciacion por illumina
+
Secuenciacion por el
método de Sanger

Figura 2. Construcciéon de bibliotecas de RNAs pequefios (SRNA). Panel izquierdo, en un gel de poliacrilamida
se fracciona por tamafio una muestra total de RNA, en este caso se elige el tamafio de los SRNA tipicos (21 nt + 5 nt),
después se procede a la ligacion de adaptadores a la muestra fraccionada seguida por rondas de RT-PCR panel de
la derecha, los fragmentos resultantes se clonan y secuencian por el método clasico (Sanger) o por secuenciacion

masiva (illumina).

En nuestro laboratorio estamos interesados en la identificacion de aquellos miRNAs cuya
acumulacién aumenta en condiciones estresantes y que estén conservados en otras leguminosas
como G. max y M. truncatula, aunque no en otras plantas modelo. Dentro de este grupo de
secuencias de RNAs pequefios se espera encontrar elementos regulatorios para procesos celulares
gue puedan ser exclusivos de leguminosas y permitan expandir el conocimiento del espectro de
estrategias que utilizan las plantas para contender con el déficit hidrico y/o asignar un mecanismo de
respuesta particular, ante una condicién adversa determinada, en alguna de estas leguminosas.

Ademas, siendo el frijol comdn una leguminosa que se caracteriza por haber sufrido un proceso de
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domesticacion [82] y tener interaccion endosimbidntica con bacterias fijadoras de nitrdgeno [83],
pensamos que pudiera tener respuestas especificas que creemos importantes de explorar.

Tras la caracterizacion y el andlisis de una biblioteca de RNAs pequefios de hojas adultas de
plantas de frijol sometidas a limitacion de agua, se identific6 un nuevo miRNA, llamado miR2119
[81]. Este RNA pequefio, cuya secuencia es UCAAAGGGAGUUGUAGGGGAA, cumple con las
caracteristicas que definen a un miRNA, como son: su clonacién a partir de una biblioteca de RNA
pequerios, su deteccidn en distintos 6rganos de frijol mediante analisis tipo Northern y su tamafio de
21 nt. Ademas, en estos mismos andlisis no se detect6 una sefial de hibridacién con muestras de
RNA de Arabidopsis ni arroz, lo cual es consistente con la ausencia de la secuencia de miR2119 en
estos genomas completamente secuenciados. En contraste, existe una conservacion del miRNA
maduro y de la secuencia precursora en al menos siete leguminosas: P. vulgaris, Phaseolus
acutifolius, G. max, M. truncatula, Lotus japonicum, Arachis hypogaea y Trifolium pratense (Fig. 3 y
Fig. S1) [84]. La secuencia madura de miR2119 se encuentra conservada s6lo en especies de
leguminosas, principalmente la region llamada semilla (del nucleétido 2 al 8), que es importante para
el reconocimiento del mRNA blanco [85], lo cual sugiere que existe una presion selectiva para
mantener la identidad de secuencia y conservar la funcion del miRNA a través del grupo de

leguminosas analizadas (Fig. 3a).

a) b) o
*_****_***_***_*_*_*_ -\\§
Pvu-miR2119  UCAAAGGGAGUUGUAGGGGAA Phaseolus vulgaris .§ &
Pac-miR2119  UCAAAGGGAGUUGUAGGGGAA N
Gma-miR2119a UCAAAGGGAGUUGUAGGGGAA R H P B s Y ¥
Gma-miR2119b UCAAAGGGAGUUGUAGGGGAA
Ahy-miR2119  UAAAAGUGAGGUGUAGAGUAA oni.| . ‘ - miR2119
Lja-miR2119  UAAAAGGGAGGUGUGGAGUAG .
Mtr-miR2119  UCAAAGGGAGGUGUGGAGUAG foi-| M s e s e | USSNRNA
Tpr-miR2119  UCAAAGGGAGGUGUGGAGUAG
I
Regién
Semilla

c)

Pv Gm Lj Mt Ps Ah Ac

miR2119

t/rRNA

Figura 3. Conservacion y expresion de miR2119 en leguminosas. a) Alineamiento de miR2119 maduro en
leguminosas: P. vulgaris (pvu), P. acutifolius (Pca), G. max (gma), L. japonicus (lja), M. truncatula (mtr), A. hypogaea
(ahy), T. pratense (tpr). b) Analisis tipo northern blot de miR2119 en diferentes 6rganos de frijol: raiz (R), hoja (H),

plantula (p), embrién inmaduro (El), embrion seco (ES), y muestras de hojas de A. thaliana y plantulas de arroz

12



(Oryza sativa). Se utilizaron 10ug de RNA total en cada carril y la cuantificacion de la sefial fue estandarizada con el
control de carga U6 snRNA. c) Northern blot que muestra la expresion de miR2119 en diferentes especies de
leguminosas. El RNA total (10ug) se extrajo de plantulas de: P. vulgaris (Pv), G. max (Gm), L. japonicus (Lj), M.
truncatula (Mt), Pisum sativum (Ps), A. hypogaea (Ah), Acacia cochliacantha (Ac). El gel fue tefiido con bromuro de

etidio, los tRNAs y rRNAs fueron usados como control de carga (tomado de Arenas-Huertero et al., 2009) [81].

Para estudiar el patron de acumulacion de miR2119 en respuesta a limitacion de agua se
realizd una cinética con plantas adultas de frijol. El experimento consistié en crecer plantas adultas
de la variedad Negro Jamapa durante cuatro semanas en condiciones Optimas de irrigacion,
después se aplico el tratamiento de restriccion de agua, al crecer a las plantas en sustrato con 1/12
del contenido de agua correspondiente a la capacidad de campo (sustrato saturado en agua). Hojas
y raices de plantas mantenidas en estas condiciones fueron recolectadas a los 0, 2, 5, 10 y 20 dias
del tratamiento. Durante el tratamiento se determiné el peso de las macetas y el contenido relativo
de agua en hojas (Fig. S2 y Fig. S3, respectivamente). Las muestras provenientes de diferentes
drganos de la planta fueron procesadas y utilizadas para realizar andlisis tipo Northern (Fig. 4a), tras
lo cual, la sefal de hibridacion fue cuantificada (Fig. 4b). Los resultados obtenidos indicaron que la
acumulacién de miR2119 es mayor conforme aumenta la duracién del tratamiento, tanto en hoja

como en raiz, lo que demostré que miR2119 se acumula en respuesta a déficit hidrico (Fig. 4) [84].

a) Control Sequia
0 2 5 10 20 2 5 10 20 dias
H ' .
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J
Al | #ilk M 46 S & 5w 8 W | RN
R [ | - 2
A
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Figura 4. Andlisis de expresion de miR2119 en condiciones de sequia. a) Andlisis tipo Northern que muestra la
acumulacion de miR2119 en respuesta a sequia. El RNA total (10ug) se extrajo de hojas y raices de plantas adulta
crecidas en Optimas condiciones (control) y expuestas a sequia en diferentes puntos 0, 2, 5, 10 y 20 dias. La
hibridacion con U6 snRNA fue usada como control de carga. b) Las graficas muestran la cuantificacion de la
acumulacién de miR2119 en la cinética con respecto al dia inicial (0 dias) de los tratamientos (valor=1), normalizadas
respecto a la sefial de U6 snRNA.

Con la finalidad de estudiar la funcién regulatoria de miR2119 se planted la identificacion de
su(s) mMRNAs blanco(s). Para ésto, se realizé una busqueda mediante herramientas bioinformaticas
de los posibles blancos a través del apareamiento complementario de bases Watson y Crick. Se
emplearon dos programas para la prediccion de blancos: miRanda [86] (Tabla I) y Web MicroRNA
Designer 3 application (WMD3) [87]. El primer programa fue adaptado para busqueda de mRNAs
blancos en plantas, el segundo se encuentra disponible en el sitio web: http://wmd3.weigelw
orld.org/cgi-bin/webapp.cgi. Los dos programas de analisis llevaron a la conclusién de que el mMRNA
blanco mas probable para miR2119 es el transcrito uno de los genes que codifican para la enzima
alcohol deshidrogenasa (ADH1). Ademas, este mRNA no sélo se encontré como el blanco mas
probable para el miR2119 de frijol, sino también como el blanco para el miR2119 de P. acutifolius,
G. max, M. truncatula, A. hypogaea y L. japonicus (Fig. 5). A pesar de encontrar algunos cambios
entre el miR2119 de estas diferentes especies (Fig. 3a), existen cambios compensatorios que le
permiten al mMRNA de ADH1 conservar el apareamiento con miR2119 en las distintas leguminosas
(Fig. 5).

Este trabajo se dirigio a la caracterizacién funcional del miR2119 en la respuesta a la limitacion
de agua, con la finalidad de ampliar nuestro conocimiento de los mecanismos que regulan la

respuesta de frijol ante este ambiente adverso.
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Tabla I. Prediccién de mRNA blancos para Pvu-miR2119 mediante el programa miRanda [81].

** Apareamiento

microRNA * EST (gi) MRNA-MIiRNA AG Descripcion del EST
Pvu-miR2119 170753931 -NEN-mnnmn- -31.9 ADH1
171648484 =N -31.2 Peptidyl-prolyl cis-trans isomerasa
171648483 (=TT -31.2
171608126 =N0--10mmm -31.0 C2-H2 zinc finger protein [G. max]
171608123 == -31.0
171638482 =N:H=000EN -29.9 subtilisin-like protease[A.hypogaea]
171588015 ERIRIRIEINE -28.5 hypothetical protein [T. pratense]
171525368 ERIENEIRIE -28.5

* corresponde al nimero de acceso en la base de datos de NCBI. ** Apareamiento de bases Watson-Crick es

“.n

indicado por “|”, wooble (G:U) por “:

y desapareamiento por

“ »

Phaseolus vulgaris (AG=-36.21 kcal/mol) Medicago truncatula (AG=-37.77 kcal/mol)
PUT-181a-24834 (ADH1) 5’ AUCCUCUUCAACUCCCUUUGC 3’ Medtr3gl25230 (ADH1) 5’ AUACUCUUCACCUCCCUUUGU 3’
SR rr=rtrerrerrerre-= SHEEEE=Pr =
Pvu-miR2119 3’ AAGGGGAUGUUGAGGGAAACU 5’ Mtr-miR2119 3’ GAUGAGGUGUGGAGGGAAACU 5’
kkk kk kkkkkkkkkkkk kkkkk  kkkkkkkkkkkk
Phaseolus acutifolius (AG=-36.21 kcal/mol) Arachis hypogaea (AG=-33.59 kcal/mol)
PUT-181a-34634 (ADH1) 5’ AUCCUCUUCAACUCCCUUUGC 3’ PUT-171a-10168 (ADH1) 5’ AUCCUCUACACCUCACUUUGC 3’
SR rr=rtrerrrerrerre-= SI=10ererr ==
Pca-miR2119 3’ AAGGGGAUGUUGAGGGAAACU 5’ | Ahy-miR2119 3’ AAUGAGAUGUGGAGUGAAAAU 5’
kkk kk hhkkkhkkhkkkhkkk * khkkhkkhkkhkkhkkhkhkkkk
Glycine max (AG=-36.21 kcal/mol) Lotus japonicus (AG=-39.92 kcal/mol)
Glymal3g09530 (ADH1) 5’ AUCCUCUUCAACUCCCUUUGC 3’ PUT-171a-37083 (ADH1) 5’ AUACUCUACACCUCCCUUUGC 3’
SR r=reerrrrrenre-= SRRt --
Gma-miR2119a/b 3’ AAGGGGAUGUUGAGGGAAACU 5’ Lja-miR2119 3’ GAUGAGGUGUGGAGGGAAAAU 5’
kkk kk kkkkkkkkkkkk kkkkk Kkkkkkkkkkkok

Figura 5. Resultados de WMD3 para el analisis del mRNA blanco de miR2119. Se muestra el apareamiento para

seis especies de leguminosas: P. vulgaris, P. acutifolius, G. max, M. truncatula, A. hypogaea y L. japonicus. En gris se

resaltan los cambios nucleotidicos en el miRNA y en verde los cambios que existen en ADH1 con respecto a frijol.
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V. HIPOTESIS:
miR2119 es un microRNA que participa en la regulacion de los mecanismos de respuesta a déficit

hidrico mediante la modulacién de la actividad de sus blancos.

VI. OBJETIVOS:

o Evaluar la estructura génica de MIR2119 en frijol y otras leguminosas.

o Evaluar la expresion del gen MIR2119 en respuesta a déficit hidrico en frijol.

o Analizar la funcionalidad del gen MIR2119 en respuesta a déficit hidrico en frijol.

o Determinar si miR2119 posee blancos regulatorios en frijol.

o Explorar la expresion de los potenciales blancos de miR2119 en respuesta a condiciones

de estrés.
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VIl. MATERIALES Y METODOS

VIIL.I Extraccion de RNA
La obtencidn de RNA total se realizd6 usando el protocolo de Trizol (Invitrogen, Carlsbad, CA),
con las siguientes modificaciones: el lavado final de la pastilla de RNA se hizo con etanol al 100% y

se resuspendié en 40 ul de formamida 50%.

VILII Sintesis de DNA complementario (CDNA)

Uno a dos ng del RNA total se trataron con DNAsa | utilizando 1 pl de Buffer 10X con MgCl, y
agua libre de RNAsas para llevarlo a un volumen de 9 pl. Después se agregd 1 ul de la enzima
DNAsa | (Fermentas) y se incubd a 37° por 30 min. La reaccion se finaliz6 agregando 1 ul de EDTA 'y
calentando por 10 min a 65°C. Este RNA se utilizé para la sintesis de cDNA que se describe a
continuacion.

Para la obtencion de cDNA se utilizé el protocolo de la enzima transcriptasa reversa SuperScript
Il (Invitrogen). Se utilizaron 500 ng — 1 ug de RNA total al cual se le afadieron 1 ul de dNTPs
(10mM), 1 ul de Random Primers (250 ng) y agua estéril en un volumen de 12 ul y se incub6 a 65°
por 5 min con la finalidad de linearizar el RNA y evitar estructuras secundarias. Después la muestra
se paso a hielo y se afadieron 4 ul de buffer 5X first-Strand, 2 ul de DTT (0.1 M), 1 ul de RNAasa
OUT y 1 ul (200 U/ul) de enzima SuperScript 11l para obtener una reaccién en un volumen final de 20
pl que se incubd a 50 °C durante 1 hr. Para realizar una reaccion de PCR de 25 pl se utilizé 1 pl del
cDNA.

VILIII Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

Para realizar la reaccién de PCR se prepard una mezcla con los reactivos siguiente reactivos:
PCR Buffer 1X (10mM Tris.HCI, 50 mM KCI; pH 8.3), MgCl, (1.5 mM), dNTP’s (0.2 mM),
oligonucleétido Forward (0.2 uM), oligonucleétido Reverse (0.2 uM). Ademas, se utilizé soélo el 10%
de la reaccion de cDNA como templado y se le afiadi6 1l de la enzima Taq DNA polimerasa (5U/ulL)
a la reaccion en un volumen final de 50 pl. La concentracion optima del Mg*™* se ajusté de acuerdo al
templado y al par de oligonucleétidos. El protocolo utilizado para iniciar la reaccion de PCR
contempla la desnaturalizacion de la muestra del DNA a 94°C por 2 min. Realizar de 15 a 40 ciclos

de PCR bajo las condiciones adecuadas para la enzima en la extensién y en el alineamiento.
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VIL.IV Amplificacion del precursor de pre-miR398a-2119

Para amplificar el precursor de pre-miR398a-2119 se disefiaron oligonucleétidos (ver Tabla I,
en anexos) en base a un alineamiento de las secuencias de este precursor de soya (gi: 27808890 en
NCBI, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) con el contig de frijol No. 90538 (Proyecto Genoma-CYTED,
Phaslbeam, http://www.genoma-cyted.org/index.html), eligiendo regiones del alineamiento altamente
conservadas. Los oligonucleétidos que se utilizaron en la reacciéon de RT-PCR se sintetizaron en la
Unidad de Sintesis del Instituto de Biotecnologia, UNAM. Se utiliz6 RNA proveniente de hojas de
plantas adultas de frijol variedad Negro Jamapa sometidas a 20 dias de sequia para la sintesis del
cDNA. En el programa de la reaccién de RT-PCR el apareamiento de los oligonucleétidos se realizé
a 58°C.

VII.V Purificacion de DNA a partir de geles de agarosa (protocolo de Fermentas)

Se escindié el fragmento del gel con la banda de interés, se peso y se le afadieron 100 pl de
solucién Binding Buffer por cada 100 mg de agarosa < 2 %. Se incubd a 50-60°C por 10 min, para
gue se disuelva la agarosa en la solucion, se transfirié a una columna y se centrifugd a 212,000 rpm
por 1 min. Se lavo la columna agregando 700 ul de solucién Wash Buffer (solucién de lavado que
contiene etanol) y se centrifugd a 212,000 rpm por 1 min. Para la elucién de DNA, la columna se
transfirid a un tubo eppendorf limpio de 1.5 ml y se le agregaron 50 pul de buffer de elucion caliente
(65°C) directamente al centro de la columna, se incub6 por 2 min. a temperatura ambiente y se
centrifugd a 212,000 rpm por 2 min, para recolectar la muestra. Se determiné la concentracién

mediante el uso del espectrofotometro (Nanodrop).

VII.VI Clonacién del producto de PCR

Para la clonacion del producto de PCR se utiliz6 el vector TOPO-TA (Invitrogen). Se preparo la
siguiente reaccion: 1 ul del PCR purificado (~10ng/ul), 1 ul solucién de sales diluidas (1/4), 1 ul del
vector y 3 ul de H,O para tener un volumen final de 6 pl. La reaccion se incub6é a temperatura
ambiente durante una hora. Una vez transcurrido el tiempo, se realizé la transformacion de las

células, para lo cual se utilizaron 1.5 pul de la reaccién de clonacién.

VILVII Transformacién de células competentes de E. coli
Como método de transformacién se utilizé la electroporacién, sometiendo a las bacterias de E.

coli, cepa XL1 BLUE, a un choque eléctrico de 2.5 kV en presencia de la reaccién de ligacion.
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Posteriormente se le agregé 1 ml de LB a las células y se recuperaron durante 1 hr a 37°C con
agitacion constante. Una vez transcurrido el tiempo, se centrifugd 1 min a 14000 rpm, se elimind 800
ul de sobrenadante y se dispersaron 150 ul de células en una caja Petri con LB soélido con

kanamicina (25 pg/ml), que se incubaron a 37°C durante toda la noche.

VILVIII Extraccién de DNA plasmidico (GeneJET Plasmid miniprep kit Fermentas)

Para el cultivo de las bacterias, se inocularon 4 ml de medio LB con la cepa de interés al cual se
le agregd el antibidtico correspondiente para el cual la cepa es resistente, y las bacterias se
crecieron a 37°C toda la noche. Al dia siguiente, el cultivo se centrifugd durante 3 minutos, el
sobrenadante se desechd y la pastilla se resuspendié en 250 pul de solucién |, después se le
afadieron 250 pl de solucion I, para lisar las células, mezclando por inversion de 4-6 veces hasta
obtener una solucién viscosa. En seguida, se agregaron 350 ul de Solucion lll, para neutralizar la
reaccion, mezclando por inversion de 4-6 veces para posteriormente centrifugar 5 min y transferir el
sobrenadante a una columna para fijar el DNA. Se lavé la columna en dos ocasiones, agregando 500
ul de solucién IV (solucién de lavado) y, nuevamente, se centrifugd de 30-60 segundos y 1 min mas
para limpiar la columna. Después la columna se transfirié a un tubo limpio (1.5 ml) agregando 50 pl
de solucién V (buffer de elucion), para eluir el DNA plasmidico, incubando por 2 min a temperatura
ambiente. Se centrifugd 2 min y se recolecté la muestra. La concentracion se determiné en el
espectrofotdbmetro (Nanodrop) y el DNA (500 - 750 ng/ul de DNA en un volumen de 15 ul) se

secuenci6 en la Unidad de Secuenciacién y Sintesis del Instituto de Biotecnologia, UNAM.

VILIX Analisis tipo Northern blot para miRNAs

Para el andlisis tipo Northern, se realiz6 una electroforesis en gel de poliacrilamida 15%
(PAGE/8 M urea/0.5x TBE) a 20 mA durante 45 min, con muestras de 10 pug de RNA total. Después
se transfirio el RNA del gel a una membrana de nitrocelulosa Hybond N* (Amersham, Piscataway,
NJ) en una condicion semi-seca a 100 mA por 35 min con buffer TBE 0.5X. Posteriormente, el RNA
se fij6 a la membrana con luz UV (Stratalinker Stratagene) en tres ocasiones bajo condiciones
predeterminadas. La membrana se pre-hibridé con soluciéon Ultrahyb-Oligo (Ambion, Austin, TX)
(10ml de solucion por cada membrana de 10 x 10cm) al menos 30 min a 42°C, a la cual se agrego la
sonda marcada radioactivamente para hibridar por lo menos 10 horas a 42°C. La membrana se lavo
dos veces con 2XSSC/0.1%SDS durante 30 min a 42°C y se expuso a una pantalla de phosphor

Imager. La sefial se detectd usando el Typhoon (Amersham) y se cuantificd con el software Image
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Quant. Para el reuso de la membrana, ésta se lavo con 0.1XSSC/0.1%SDS hirviendo 2 veces por 10
min para eliminar la sonda.

Para el marcaje de la sonda se utilizdé un oligonucle6tido de DNA que contiene la secuencia
complementaria al miRNA candidato (ver Tabla Il, en anexos). Para ésto, se preparé la siguiente
reaccion: 3 ul yP#-ATP (10 pmol de ATP), 1 ul oligonucleétido (10 pmol), 1 ul 10X buffer, 1 pl T4
polinucléotido cinasa (Fermentas, Hanover, MD) y 4 ul H,O para tener un volumen final de 10 pl, la
reaccion se incubd a 37°C durante una hora. La sonda se purificé6 usando una columna de Sephadex

G25 (Roche, Indianapolis, IN), de acuerdo a las instrucciones del fabricante.

VII.X Construccion y Sobreexpresion de precursores en vector binario pBA-DC.
1) Clonacion del producto de PCR en el vector pENTR-TOPO (Invitrogen).

Se inici6 amplificando cada uno de los precursores con Platinum Pfx DNA polimerasa
(Invitrogen) usando como templado el plasmido (Vector TOPO-Pvu-pre-miR398a-2119) que contiene
el fragmento completo de pre-miR398a-2119. Es necesario para la clonacion en pENTR que el
oligonucledtido del extremo 5 disehado inicie con los nuclettidos “CACC” para clonar el inserto en
orientacion correcta. Se prepar6 la siguiente reaccion de PCR para amplificar los precursores como
producto: PCR Buffer 1X (10mM Tris.HCI, 50 mM KCI; pH 8.3), MgCl, (2 mM), dNTP’s (0.2 mM),
oligonucleétido Forward “CACC” (1 uM), oligonucleétido Reverse (1 uM); ademas, se le afiadieron a
la reaccion como templado 2 ul de DNA plasmidico (~10 ng/ul), 0.4 ul de la enzima Platinum Pfx
polimerasa (1 unidad) y se adicion6 agua hasta un volumen final de 40 pl.

Una vez finalizada la reaccién de PCR, la muestra se resolvié en un gel de agarosa 2% para
purificar la banda correspondiente al tamafio del precursor, esta banda fue purificada, cuantificada
mediante Nanodrop y usada para ligarla al vector pENTR en la siguiente reaccién: 1 ul de banda de
PCR purificada (~ 5ng/ul), 1 ul de solucién salina (dilucién 1:4), 1 ul de vector pENTR-TOPO y 3 ul
de agua estéril para tener un volumen final de 6 pl.

La reaccién se ligd por 1 hr a temperatura ambiente y se utilizé 1 ul del volumen final para la
transformacién de bacterias E. coli TOP10 por electroporacion. Inmediatamente después de la
electroporacién se le afiadieron 250 ul de medio S.0.C y se incubé a 37°C con agitaciéon constante
durante 1 hr. Finalmente, se dispersaron 100ul en una caja Petri con LB sélido mas kanamicina (25
ug/ml) y se incubaron a 37°C toda la noche. Las colonias transformadas se verificaron por PCR y se

seleccionaron para purificar el plasmido de la manera descrita.

2) Construccion del vector binario pBA-Pvu-premiR398a-2119 y sus derivados.
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La construccion en pENTR se utilizé para realizar una recombinacién con el vector pBA-DC con
la finalidad de intercambiar el fragmento de interés (contenido en pENTR) por el gen ccdB vy el
cassette de resistencia a cloranfenicol (Cm®), presentes en el vector binario. El vector binario pBA-
DC disefiado para dirigir la expresion del inserto con el promotor viral 35S de CaMV, contiene un gen
que confiere resistencia al herbicida BASTA y otro que permite la seleccion de bacterias con
espectinomicina. La reaccion de recombinacién se prepar6 de la siguiente manera: 1 ul de vector
binario pBA-DC (~100ng/ul), 1 ul del plasmido con el precursor clonado en pENTR (~100ng/ul), 2 ul
de H,0 y por ultimo, 1 ul de la enzima Gateway LR clonase Il (Invitrogen).

El volumen final de la reaccion de recombinacién fue de 5 ul y se incubd 1 hr a temperatura
ambiente. Para la transformacién se utilizaron bacterias E. coli cepa XL1-Gold gquimiocompetentes,
de las cuales se utiliz6 una alicuota de ~100 ul a la que se le afiadieron 2.5 ul de la reaccién y se
incubé por 30 min en hielo, después se congelaron en nitrdgeno liquido durante 2 min y se
descongelaron a 37°C por 2 min en dos ocasiones. Después se agregd 1 ml de LB y las células se
recuperaron por 1 hr a 37°C con agitacion constante. Una vez transcurrido este tiempo, se centrifugé
1 min a 14000 rpm y se eliminaron 900 pul de sobrenadante de LB liquido, posteriormente se
dispersaron ~200 ul de células resuspendidas en una caja Petri de LB sdélido con espectinomicina
(50 ug/ml) y se incubaron a 37°C durante toda la noche. Las colonias transformadas se verificaron
por PCR y las que contenian el fragmento integrado en el plasmido de seleccién se utilizaron para

extraer el DNA del plasmido recombinante.

3) Transformacién de Agrobacterium tumefaciens cepa C58C1 GV3101 con el vector binario

Para transformar Agrobacterium se afiadié 1 pug de plasmido pBA-DC purificado a una alicuota
de bacterias de ~100 ul que se incubaron durante 30 min en hielo. Después se congelaron en
nitrégeno liquido durante 2 min y se descongelaron a 37°C por 5 min, transcurrido este tiempo, se
agreg6 1 ml de LBy las células se recuperaron 2 hr a 28°C, para posteriormente, dispersar 100 ul de
la suspension celular en medio LB sélido adicionado con espectinomicina y rifampicina (50 ug/ml

cada uno de los antibiéticos) e incubar a 28°C de 2 a 3 dias.

4) Infiltracién de Nicotiana benthamiana con Agrobacterium

Con la cepa transformada con el plasmido, se inocularon 5 ml de LB con los respectivos
antibiéticos y se crecieron a 28°C por 48 hr, con agitacion constante (300 rpm). Se tom6 1 ml del
cultivo y se transfirié6 a 50 ml de LB con 10 mM de MES pH 5.6 y 20 ul de acetosyringona (100 mM).
Se crecieron las bacterias ~16 hr a 28°C hasta que alcanzaron una densidad 6ptica de 1 (OD600=1).
Las bacterias se centrifugaron a 4000 rpm durante 10 min y la pastilla se resuspendié en 50 ml de

MgCl, (10 mM). Se les afiadié a las bacterias 75 ul de acetosyringona (100 mM) y se incubaron al
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menos 3 hr a temperatura ambiente sin agitaciéon. Una vez transcurrido el tiempo, se procedio a la
infiltracién en hojas de Nicotiana benthamiana, de 6 semanas de edad, por el lado abaxial utilizando
una jeringa sin aguja. Las hojas fueron recolectadas a las 48 hr después de la infiltracion y se

congelaron en nitrégeno liquido para su posterior extraccion de RNA.

VII.XI 5"RACE modificado

La reaccién de 5’RACE maodificado se realiz6 de acuerdo al protocolo de FirstChoice RLM-
RACE (Ambion), iniciando con la ligacion del adaptador 5° (ver Tabla I, en anexos) al extremo 5" del
RNA y omitiendo los pasos de desfosforilacion con CIP y la eliminacion de 5-CAP con TAP. Se
preparé la reaccion de la ligacién del adaptador 57, donde se utiliz6 RNA de hojas sometidas a 20
dias de sequia y se describe a continuacion: 3 pl de RNA (1.7ug/ul), 1 ul del adaptador 5"RACE (0.5
ng/ul), 1 ul de buffer 10X RNA ligasa con ATP, 1 ul T4 RNA ligasa (2.5 U/ul) y 4 ul de agua libre de
nucleasas para tener un volumen final de 10 pl.

La reaccién se mezcl6 y el volumen final de 10 pul se incub6 37°C por 1 hr. En el siguiente paso,
se utilizé6 20% de la reaccion de ligacion del adaptador para realizar la sintesis de cDNA siguiendo
los mismos pasos mencionados anteriormente. Se utilizaron dos reacciones de PCR anidados (ver
Tabla Il, en anexos). El producto de PCR se introdujo en el vector TOPO y se utilizaron clonas
independientes para la obtencién del plasmido. La secuenciacion del inserto se llevo a cabo en la

Unidad de Secuenciacion y Sintesis del Instituto de Biotecnologia, UNAM.

VII.XII PCR cuantitativo (QPCR) o de tiempo real

La preparacién del cDNA que se utiliza para la PCR de tiempo real de microRNAs se inicia con
la poliadenilacion de la muestra de RNA total en el extremo 3". Después se procede a la obtencién
de cDNA con un oligonucleétido universal RT primer que es complementario a la cola de poliA
adicionada, para lo cual se utilizé el kit Ncode (Invitrogen). La mezcla de The Maxima® SYBR®
Green/Flourescein qPCR Master Mix (2X) (Fermentas) esta lista para ser utilizada en la reaccion RT-
gPCR de tiempo real para maquinas de Bio-Rad iCycler iQ5™, sélo se necesita afiadir el
oligonucleétido especifico para el miRNA y el cDNA de la condicion a evaluar.

En cambio, al cDNA utilizado para medir expresion de mRNAs no se necesita someter a
poliadenilacion, dado que el transcrito ya la contiene; sin embargo, es importante tratar el RNA total
con DNAsa (descrito previamente en la parte de sintesis de cDNA) para evitar cualquier
contaminacion de DNA que pueda ser sumado a la amplificacion del transcrito. Para el uso del

templado de cDNA en la reaccion se hacen diluciones de cDNA (1:5 6 1:10) para la amplificacién del
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fragmento. A continuacion se describe la preparacion de la reaccién de gPCR con master mix: 7.5 pl
de Maxima® SYBR® Green/Flourescein gPCR Master Mix (2X), 0.6 ul de oligonucleétido forward (10
uM), 0.6 ul de oligonucleétido reverse (10 uM), 3 ul de cDNA templado (dilucion 1:5 o 1:10) y por
ultimo, afadir agua libre de nucleasas hasta un volumen final de 15 ul. Las condiciones de
amplificacion son enlistadas en la Tabla Ill, en anexos.

Para realizar la medicion del transcrito de un mRNA por PCR de tiempo real es importante el
disefio de los oligonucledtidos, mismos que deben ser especificos para amplificar solamente el
MRNA que se desea. En el caso del mRNA de ADH1 sélo se tenia clonado hasta el sitio de corte del
miR2119, por lo que se llevé a cabo la clonacion de un fragmento de ADH1 mas extenso corriente
arriba del sitio de corte basados en las secuencias de EST’s de P. vulgaris. Este fragmento se utilizd
de guia para disefiar los oligonucleétidos del PCR de tiempo real de ADH1. Se disefiaron los
oligonucleétidos para abarcar el sitio del miRNA y asi analizar la abundancia del transcrito completo.

Se verificaron cuatro oligonucle6tidos (ver Tabla Il, en anexos), los cuales fueron previamente
analizados en RT-PCR semicuantitativo y verificados en geles de agarosa para determinar si la
amplificacién producia solamente el producto predicho. Sé6lo un par de oligonucleétidos ADHFwd-RT
y ADHRev-RT2 (ver Tabla Il, en anexos) fueron elegidos para realizar la qPCR; de éstos se analizé
su curva de renaturalizaciéon (melting curve), la cual mostrd6 mayoritariamente un pico, consistente
con una amplificacién especifica (Fig. 6a). En este experimento, se utilizaron diluciones de cDNA de
1.5y 1:10, y temperaturas en el paso del alineamiento del oligonucleétido de 55°, 60° y 65° (Fig. 6b).
Sin embargo, analisis realizados con otras muestras de cDNA al final del trabajo, mostraron la
presencia de un segundo transcrito de ADH. Queda como perspectiva disefiar oligonucledtidos que
nos permitan detectar especificamente el transcrito de ADH1 regulado por miR2119.
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Figura 6. Verificacion de amplificacion de ADH1 por qPCR. a) Curva de renaturalizacién de ADHL1 utilizando el par
de oligonucledtidos ADHFwd-RT y ADHRev-RT2. b) Expresién relativa de la amplificacion de ADH1 en diferentes
TmP°s y en dos distintas diluciones de cDNA (1:10 y 1:5).
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Al igual que para ADH1, con CSD1 se sigui6 el mismo procedimiento para poder elegir el par de
oligonucleétidos que se utilizarian para el gPCR. Previamente, se evaluaron cuatro oligonucleotidos
por RT-PCR semicuantitativo y al final, se eligio el par de oligonucleétidos CSD1-Fwd y CSD1-qRev2
(ver Tabla Il, en anexos) para detectar el transcrito de CSD1. En el experimento de gPCR, se
observd que la curva de renaturalizacion de CSD1 solo mostraba un pico, consistente con una
amplificacion especifica (Fig. 7a); utilizando una dilucion de cDNA (1:10) y temperaturas en el paso
del alineamiento del oligonucleétido de 55°, 60° y 65° (Fig. 7b). Ademas, se realizé una curva de
calibracion para este mismo par de oligonucleétidos, donde se obtuvo una eficiencia de 97.9% y
R?=0.991.
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Figura 7. Verificacion de amplificacion de CSD1 por qPCR. a) Curva de renaturalizacion de CSD1 utilizando el
par de oligonucleétidos CSD1Fwd-RT y CSD1Rev-RT2. b) Expresion relativa de la amplificacion de CSD1 con dos

diferentes Tm°s y usando una dilucion de cDNA de 1:10.
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VIIl. RESULTADOS

VIII.I miR398a y miR2119 estan codificados en un mismo precursor.

Recientemente se llevé a cabo la secuenciacion del genoma completa del frijol en el Laboratorio
Nacional para la Biodiversidad (Langebio)-CINVESTAV, el cual se encontraba en el proceso de
ensamblaje de secuencias (contigs) y anotacidn del genoma durante la elaboracién de este trabajo.
Sin embargo, se pudo tener acceso a las secuencias ensambladas para realizar comparacion a
través de uso del programa BLAST en el sitio web (http://mazorka.langebio.cinvestav.mx/blast/blast.h
tml). Se realizé una bldsqueda utilizando la secuencia del precursor de miR2119 antes publicada [81]
donde se encontré el contig No. 90538 con longitud de 794 nt, el cual contenia al miR2119. Del
andlisis de secuencia que se llevd a cabo, sorpresivamente se encontré que el mismo contig
contenia la secuencia de miR398a obtenida de los datos de secuenciacion masiva publicados para
frijol [88]. El programa mfold para la prediccion de estructura secundaria de RNA (http://mfold.rna.alb
any.edu/?q=mfold), determiné que el contig No. 90538 adopta dos estructuras caracteristicas de
precursores de miRNAs, las cuales contenian a miR398a y miR2119 espaciadas por ~100 nt (Fig.
8a). Esto nos indico que posiblemente el mismo transcrito podria ser procesado por la maquinaria de
mMiRNAs y de esa manera producir dos miRNAs maduros que regularian mRNAs blancos diferentes.
Asi, conociendo las secuencias precursoras de miR2119 en siete leguminosas, se realizé una
busqueda en estos EST’s para ver si también contenian la secuencia de miR398a. El andlisis
obtenido mostr6 que los EST's que contenian los dos miRNAs maduros fueron Phaseolus

acutifolius, Glycine max, Medicago truncatula y Lotus japonicus (Fig. 8b, c, d y e, respectivamente).
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Figura 8. Secuencias de pre-miR398-2119 en leguminosas. Se muestra las estructuras secundarias predichas por
Mfold para las secuencias de a) contig N0.90538 de Phaseolus vulgaris, b) EST de Phaseolus Acutifolius (gi:
308787600) c) EST de Glycine max (gi:27808890), d) EST de Medicago truncatula (gi:7261602) y e) EST de Lotus
japonicus (gi:29970356).

El gen MIR398 codifica un miRNA conservado que inicialmente fue identificado en A. thaliana
por métodos computacionales y después en bibliotecas de RNAs pequefios en condiciones de
estrés. La familia de MIR398 se encuentra conservada en plantas como arroz, L. japonicus y M.
truncatula [60], [61]. En A. thaliana, la familia de MIR398 esta constituida por tres loci: MIR398a,
MIR398b y MIR398c. Los miRNAs maduros de MIR398b y MIR398c son idénticos en secuencia,
mientras que el miRNA maduro de MIR398a soélo difiere en un nucleétido en el extremo 37, con
respecto a miR398b y miR398c (Fig. 9) [89].

En el genoma de G. max hay dos loci anotados para MIR398 en los cromosomas 1y 2 (gma-
MIR398a y gma-MIR398b, respectivamente, miRBase version 18.0, Fig. 9) con la misma secuencia
del miRNA maduro. En nuestro analisis correspondiente a la secuencia genémica de soya,
encontramos a miR2119 corriente abajo de miR398 en ambos cromosomas, a una distancia de 250
nt en el cromosoma 1y a 244 nt en el cromosoma 2. La secuencia precursora encontrada en el EST
descrito para G. max (gi: 27808890) en la Fig. 8, corresponde al locus ubicado en el cromosoma 1.
Ademas, existen otros dos loci mas de MIR398 en soya, uno en el cromosoma 8 (MIR398c, miRBase

version 18.0) y uno mas en el cromosoma 2 que no ha sido anotado, el cual fue designado en este
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trabajo como MIR398d. miR398c y miR398d comparten la misma secuencia y varian en dos
posiciones con respecto a miR398a y miR398b, y no incluyen algun otro precursor para miR2119.
Una situacion similar se encontré6 en M. truncatula, otra leguminosa cuyo genoma se encuentra
completamente secuenciado, cuenta con tres loci para MIR398. miR398a nuevamente se encontré
ligado a miR2119 (miRBase version 18.0) y se encuentra anotado en el cromosoma 5, mientras que
otros dos loci mas de MIR398 se encontraron en los cromosomas 5 y 7 codificados por MIR398b y
MIR398c, respectivamente. miR398b y miR398c son de 21 nt con la misma secuencia del miRNA
maduro y difieren de miR398a en dos bases (Fig. 9). En comparacion, las secuencias de miR398a,
miR398b y miR398c en A. thaliana, mostraron un grado similar de conservacion (Fig. 9), sélo que no
parecen tener ninguna estructura potencial tipo tallo-asa 0 secuencia precursora cercana, excepto
por MIR398b y MIR398c, los cuales estan separados entre si por 3.5 Kb en el cromosoma 5.
Entonces, basados en la secuencia genémica de P. vulgaris (version 1.0, http://www.phytozome.net/
commonbean) y en los datos provenientes de G. max y M. truncatula, se concluy6 que frijol posee
dos loci para MIR398: uno donde MIR398 esta ligado con MIR2119 y otro, donde MIR398
permanece independiente, designados como pvu-MIR398a y pvu-MIR398b, respectivamente. En
general, en leguminosas existen dos tipos de loci para MIR398, uno donde una unidad
transcripcional genera un solo precursor y es similar a la de otras especies fuera de la familia de
leguminosas, por ejemplo Arabidopsis. El otro, es un arreglo que genera dos precursores que
codifican para MIR398, seguido de MIR2119; hasta el momento, este tipo de arreglo se ha

encontrado exclusivamente en leguminosas.
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Figura 9. Conservacion de la familia miR398. Referencia a la especie: P. vulgaris (Pvu), G. max (Gma), M.
truncatula (Mtr) y A. thaliana (Ath).
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VIILII Clonacidon del precursor pre-miR398a-2119 y andlisis de su expresion.

Con el objetivo de amplificar la secuencia precursora de miR2119 de P. vulgaris, incluyendo a
mMiR398a, localizados en el cromosoma 2, se disefiaron oligonucleétidos que abarcaran a ambos
precursores. Se procedié a realizar reacciones de RT-PCR usando como templado cDNA de las
muestras de la cinética (Fig. 4) para los puntos de 20 dias, control y sequia, tanto de raiz como de
hoja. Consistente con la baja acumulacién de miR2119 detectada en las muestras control en los
experimentos tipo Northern (Fig. 4), la amplificacion del precursor fue dificilmente detectada en las
muestras control, sin embargo, se pudo observar un incremento en su acumulacién en las muestras
de RNA tanto de raiz como de hoja de plantas sometidas a limitacibon de agua. En estos
experimentos, interesantemente, se detectaron dos transcritos de diferente tamafio en las muestras
de hoja y, sélo uno correspondiente al fragmento més corto predominantemente en las muestras de
raices. Los dos transcritos amplificados mostrados en el carril +RT 20 dias de sequia de hoja (Fig.
10) fueron purificados, clonados y secuenciados. Los resultados demostraron que el transcrito de
428 nts corresponde exactamente a la secuencia gendmica de P. vulgaris que incluye a miR398 y a
miR2119, confirmando que ambos miRNAs proceden del mismo transcrito. Relativo a la secuencia
gendmica de frijol, el fragmento més corto del cDNA amplificado también contiene a miR398a y
miR2119, so6lo que carece de 76 nucledtidos presentes en la region espaciadora entre los
precursores miR398a y miR2119 (Fig. 11b). La secuencia que se elimina cuenta con las
caracteristicas de secuencia necesarias para ser considerado como un intrén (Fig. S4), incluyendo
los sitios consenso conservados en plantas requeridos para el procesamiento del mRNA [90].
Ademas, no pudimos encontrar otro locus en el genoma de P. vulgaris (Phytozome, version 1.0) que

explicara la obtencion de este fragmento como otro transcrito mas corto.

RAIz HOJA

Control 20 dias Sequia 20 dias Control 20 dias Sequia 20 dias

+RT -RT +RT -RT +RT -RT +RT -RT

600 nt -
500 nt -
400nt- pre-miR398a-2119

Figura 10. Amplificacion del transcrito pre-miR398a-2119 en raiz y hoja de P. vulgaris. Gel de agarosa 2%

300 nt-

tefiido con Bromuro de Etidio con las muestras de PCR de la amplificacién del precursor utilizando como templado
cDNA de frijol (+RT) y control Negativo (-RT). Se utilizé6 como control de carga, muestras de RT-PCR semicuantitativo
para el transcrito del gen EF1a/Tu (Factor de elongacion 1 alfa con dominio Tu) de P. vulgaris mostrado en la parte

inferior.
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En nuestro andlisis de la secuencia obtenida utilizando el programa de prediccidén de estructura
secundaria Mfold (sitio web: http://mfold.rna.albany.edu/?q=mfold), se confirmd que la presencia o
ausencia del intrén no deberia de afectar la estructura secundaria de los precursores de miR398 y
miR2119 (Fig. 11a y 11b). Basados en las secuencias de EST’s previamente descritas, el intrén
predicho para frijol no se encuentra presente en los precursores de G. max (gi:27808890) y M.
truncatula (gi:7261602). Estos datos junto con las estructuras de los precursores encontradas en
otras especies demuestran que estos dos miRNAs maduros proceden del mismo transcrito en P.
vulgaris, asi como en otras leguminosas.

Con respecto a la Fig. 10, podemos observar que en hoja se acumulan de igual manera los dos
precursores pre-miR398a-2119 descritos, mientras que en raiz se expresa preferencialmente el
precursor “procesado” en la condicién de sequia. Por lo tanto, los precursores pre-miR398a-2119
tienen acumulacién diferencial entre dos érganos, raiz y hoja, lo que sugiere que estos transcritos se
procesan diferencialmente lo que representa un nivel de regulacion adicional, previo a la
acumulacion de los miRNAs maduros.

a) o b)

o |mir2119 N = | mir2119

miR398a -

; MR
i
i
pre-miR398a-2119 pre-miR398a-2119
428 nt 352 nt

Figura 11. Estructura del pre-miR398a-2119 en Phaseolus vulgaris clonado. Estructura secundaria del precursor
a) pre-miR398a-2119 y b) pre-miR398a-2119 (precursor procesado). En b) las flechas perpendiculares a la estructura

secundaria denotan los sitios de reconocimiento para escindir el intron predicho (representado en color verde).
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VIILIII Expresion heteréloga del precursor Pvu-pre-miR398-2119 en Nicotiana benthamiana.

Para explorar el procesamiento del precursor pre-miR398a-2119, se llevo a cabo la construccion
de vectores de expresion en el plasmido binario pBA-DC bajo la regulacion del promotor CaMV 35S.
Para ello, se obtuvieron el precursor correspondiente a la secuencia genémica de pre-miR398a-2119
clonado en pBA-DC, la version de pre-miR398a-2119 “precursor procesado” de 352 nts y, de manera
independiente, los segmentos correspondientes so6lo a los precursores de pre-miR398a y pre-
miR2119 (Fig. 12). Cada uno de los vectores movilizados a Agrobacterium tumefaciens se utilizaron
para infiltrar hojas de Nicotiana benthamiana. Después de 48 hr de la infiltracién, las hojas fueron
recolectadas para extraer RNA total y se determind la expresion de los transcritos maduros de
mMiR398a y de miR2119, mediante PCR cuantitativo.

a) | p35S ] ! miR398a 2 mmam . [WiR2119) 3

b) | p35S J 1 miR398a > miR2119 3

c | p35S ] 1 miR398a 2

/I R

Figura 12. Construccidn de vectores de expresion. Se muestran los fragmentos que quedaron bajo la regulacién
del promotor CaMV 35S (p35S) en el vector binario para los precursores: a) pre-miR398a-2119 version secuencia
gendmica, b) pre-miR398a-2119 “precursor procesado”, ¢) pre-miR398a y d) pre-miR2119. En a) (*) hace referencia a
la secuencia intronica predicha de 76 nts. Los ndmeros 1, 2 y 3 denotan dentro del precursor las secuencias

espaciadoras entre los dos miRNAs maduros.

Como control negativo se infiltraron hojas de N. benthamiana con el vector vacio, en las cuales
no se detectd expresion de miR398a y miR2119. Ademas, se utilizé el gen de resistencia BASTA
presente en el vector pBA-DC como gen de referencia para la infiltracion de Agrobacterium. Los
resultados indican el procesamiento de ambos miRNAs procedentes de la construccion de los
vectores con el precursor pre-miR398a-2119 versién secuencia genomica y el precursor pre-
miR398a-2119 procesado (Fig. 13). La expresion de miR398a y miR2119 en la construccion que
contiene a la secuencia genémica mostré niveles similares para ambos miRNAs. Sin embargo, es
interesante notar que esta construccién que incluye al intron predicho, genera una mayor

acumulacién de miR398a y miR2119, comparado con la construcciéon que no lo contiene. Entonces,
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es posible que la presencia del intrén ayude al procesamiento del transcrito y favorezca la
producciéon de miRNAs maduros. En lo que respecta a las construcciones individuales de pre-
miR398a y pre-miR2119, ambas mostraron eficiencias similares en procesamiento del miRNA
maduro de manera independiente para miR398a y miR2119, respectivamente (Fig. 13). Estos
experimentos indican que la presencia de dos precursores en un mismo transcrito no afecta el
procesamiento de miRNAs individuales, sugiriendo que esta organizacién génica permite coordinar
la actividad de los miRNAs.
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Figura 13. Procesamiento de miR398a y miR2119 en sistema heterbélogo. La grafica muestra la expresion de
miR398a y miR2119 (qPCR) en las construcciones de pre-miR398a-2119, en sus versiones secuencia genémica y
pre-miR398a-2119 procesado, pre-miR398a, pre-miR2119 y vector vacio. Ademas, en el eje de las Y, la expresion de
los miRNAs se indica en unidades arbitrarias (U.A.). En la parte de abajo, se muestra el gel de agarosa 1.5% con los
productos de RT-PCR del gen BASTA (BAR), que sirve como referencia a la infiltracion de A. tumefaciens en las
hojas de N. benthamiana.
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VIII.IV Deteccidon de expresion de miRNAs mediante gPCR

Para poder determinar adecuadamente la acumulacién de miR398a y miR2119 fue necesario
tener en cuenta que en P. vulgaris existen dos copias de miR398 (a y b), y que miR398a se
encuentra en el mismo transcrito que miR2119 y difiere de miR398b en sélo dos posiciones (Fig.
14a). Dado que el andlisis tipo Northern no es lo suficientemente sensible para distinguir entre las
dos isoformas de miR398 en P.vulgaris, se utilizd la técnica de gPCR para detectar los niveles de
expresion de las dos copias de miR398. Estos experimentos fueron realizados con la asesoria de la
Dra. Cecilia Contreras-Cubas. Inicialmente se verificaron los productos amplificados a través de una
curva de renaturalizacion, donde se detectaron dos picos correspondientes a miR398a y miR398b
(Fig. 14b). Esto se logré detectar gracias a que se fue aumentando 0.1 grados la temperatura donde

el cambio de fluorescencia es medido.

Pvu-miR398b UGUGUUCUCAGGUCGCCCCUG

a) b) ..E miRB9%a ———
CLUSTAL 2.1 multiple sequence alignment lﬁve miR398b
**************.*****. ; r‘fN I
R “JJ/-,\;\'«V -
Pvu-miR398a UGUGUUCUCAGGUCACCCCU- 5 opue / m ’ Yl Uﬁ b ypode) "

7 : : al :
Temperature, Celsius

Figura 14. Deteccion de miR398a y miR398b en P. vulgaris por PCR tiempo real. a) Alineamiento ClustalX de
pvu-miR398a y pvu-miR398b. b) Curva de renaturalizcion obtenida en el gPCR de las dos copias de miR398.

Una vez que fue posible distinguir entre las dos copias de miR398, determinamos los niveles de
expresion de miR398a, miR398b y miR2119. Para ésto, se utilizaron las mismas muestras de la
cinética (Fig. 4), eligiendo Unicamente las muestras de raiz en las condiciones control y sequia a los
dias 0, 10 y 20. Como gen de referencia se utilizd la amplificacion de miR2118, el cual se ha
establecido como un microRNA de referencia bajo estas condiciones (Contreras-Cubas, et. al, datos
no publicados). Los resultados obtenidos muestran un incremento significativo de la expresion de
miR2119, miR398a y miR398b, en la condiciéon de sequia 20 dias con respecto al control de 20 dias,
obteniendo una mayor acumulacién de miR2119 (Fig. 15). En este experimento, la expresion
observada de miR2119 es consistente con la induccién detectada en el analisis tipo Northern de la
Fig. 4. Con este experimento se puede concluir que a pesar de que miR398a y miR2119 se

producen a partir del mismo transcrito, presentan una acumulacion diferencial. Por otro lado, la
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expresién de miR398a y b es similar en las condiciones analizadas, a pesar de provenir de dos loci
independientes. La expresion de miR2118 no cambid en estas condiciones y se utilizé para

normalizar adecuadamente la expresion de miR398a/b y miR2119.

H miR2119
B miR398a
miR398b
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Control Sequia Control Sequia
0 dias 10 dias 20 dias

Acumulacion Relativa

Figura 15. Patrones de acumulaciéon de miR2119, miR398a y miR398b en raiz. Los niveles de acumulacién de
miR2119, miR398a y miR398b fueron normalizados en base a la acumulacion de miR2118 (miRNA que mantiene su
acumulacioén constante en diferentes tejidos y condiciones. Contreras-Cubas, et al, datos no publicados) y relativos al
punto inicial de la muestra control O dias (con valor de 1).
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VIILV Validacion de mRNA blancos

Previamente, mediante programas de prediccion de mRNA blancos como miRanda [86], WMD3
[87] y, posteriormente, en base a los datos del degradoma de M. truncatula [91], se encontré que el
mejor candidato a ser regulado por miR2119 es el transcrito del gen para alcohol deshidrogenasa 1
(ADH1). Para demostrar que ésto era cierto, se llevaron a cabo experimentos de 5 RACE
modificado. Esta técnica se emplea para conocer el sitio de corte de un miRNA en su mRNA blanco.
Una de las caracteristicas que presentan los mRNAs blancos que han sido cortados es que
contienen un fosfato en su extremo 5. Entonces, el ensayo de 5 RACE consiste en ligar un
adaptador de RNA a los extremos 5 de una poblacién de RNAs obtenidos de cierta condicion. Se
realiza una reaccion de transcriptasa reversa para generar cDNA conteniendo el adaptador en su
extremo 5. Los oligonucledtidos 5’ RACE “Outer” y 5'RACE “Inner” comparten identidad de
secuencia con el adaptador y son utilizados por separado para dos rondas de PCR. Adicionalmente,
se disefian oligonucleétidos especificos complementarios para el mRNA blanco candidato, que son
utilizados para amplificar un fragmento del transcrito cortado en dos reacciones de PCR anidadas.
Se utilizan primero los oligonucle6tidos mas externos y después los mas internos para darle
especificidad al fragmento que se busca amplificar. El fragmento amplificado del tamafio esperado
se purificd, se clond en un vector y se verificd por secuenciacion. El resultado esperado es que el
sitio de corte esté presente después de la secuencia del adaptador.

En nuestro caso, se realizaron dos reacciones de PCR anidadas con una diferente combinacion
de oligonucleétidos que se disefiaron para la amplificacion del posible transcrito cortado de ADH1. El
RNA utilizado como sustrato para preparar el 5’"RACE fue sequia 20 dias de hoja, el mismo usado
en la Fig. 4. En la primera reaccion de PCR que se realizé se utilizaron los oligonucleétidos 5"RACE
“Outer” y ADH1-Rv4, el producto amplificado de esta region sirvio como templado para hacer los
segundos PCRs anidados. Las diferentes combinaciones de oligonucledtidos para los segundos
PCRs fueron: 5"RACE “Inner”:ADH1-Rv1, 5’"RACE “Inner”:ADH1-Rv3 y 5"RACE “Inner”’: ADH1-Rv6
(Fig. 16ay 16b).

Los productos de PCR se analizaron en un gel de agarosa con las muestras de 5’RACE, de
donde se obtuvieron varios fragmentos como se muestra en la Fig. 16b, la banda amplificada de
~200 pb en el carril 2, sefialada en un circulo rojo corresponde al tamafio predicho para el producto
de 5'RACE. Este fragmento, para el cual se utilizaron el par de oligonucleétidos “Outer”:Rv4 para el
ler PCR vy los oligonucleétidos “Inner”:Rv1 en el 2do PCR, se purificd, se cloné y se secuencio. El
resultado obtenido fue que las 10 clonas independientes que se analizaron coincidieron con el sitio
de corte predicho para ADH1 (Fig. 16c). Con este resultado se comprueba que el blanco del
mMiR2119 es el mensajero de ADH1 en P. vulgaris.

Con respecto a miR398, en A. thaliana se conocen al menos cuatro mRNA blancos regulados

por este miRNA. Entre los mRNAs blancos se incluyen dos superéxido dismutasas (Cu/Zn-SOD),
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CSD1 citosolica y CSD?2 localizada en el cloroplasto, la proteina COX5b-1, que es una subunidad de
la citocromo C oxidasa mitocondrial y, por Ultimo a CCS1, una chaperona que entrega el cobre como
cofactor a las superoxido dismutasas (CSD1, CSD2 y CSD3) [60], [61], [92].
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Figura 16. 5’RACE de ADH1. a) Disefio del ensayo 5’RACE para el transcrito ADH1 y sitio de unién de miR2119.
Ligacion del Adaptador (rectangulo naranja) en el extremo 5’ del transcrito ADH1 procesado y localizacion de los
oligonucledtidos utilizados para los dos PCRs anidados. b) Gel de agarosa 1.5% con las muestras de los PCRs
anidados. Se realiz6 el 1ler PCR utilizando los oligonucledtidos “Outer” y Rv4, el producto amplificado sirvi6 como
templado para los siguientes PCRs. Se utilizaron una combinacién de oligonucleétidos para realizar los 2do PCRs:
“Inner’-Rv1 (carril 2), “Inner”-Rv3 (carril 3) y “Inner’-Rv6 (carril 4). “M” indica el marcador de peso molecular (carril 1).
¢) Validacion del blanco para miR2119 en frijol. Los signos utilizados como “ | ” indican complementariedad en bases
Watson y Crick, “ : ” apareamiento tipo Wooble y “ - ” desapareamiento (mismatch) entre las bases del blanco con el
miRNA. La flecha indica el extremo 5’ de los productos cortados y el nimero de clonas independientes que mapearon

con la posicién del sitio de corte.

En este trabajo, también se realiz6 el 5’"RACE para el transcrito de superoxido dismutasa 1
(CSD1) de frijol. Cabe destacar que el sitio de union del miR398a en CSD1 cae en la region 5’UTR
(en inglés Un-Translated Region) (Fig. 17a). Se disefiaron oligonucle6tidos complementarios a la
region codificante de CSD1 para realizar las reacciones de PCRs anidados. Se amplificé una banda
de ~200 pb, la cual se purificé, se cloné y se secuencio6 (Fig. 17b). El resultado obtenido del analisis

de secuencia fue que 5 clonas de 7 en total presentaron el sitio de corte predicho para CSD1 (Fig.
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17c). Como se ha descrito para otras plantas, este resultado comprueba que en frijol el mensajero de
CSD1 es blanco de miR398.
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Figura 17. 5’RACE de CSD1. a) Disefio del ensayo 5RACE para el transcrito CSD1 vy sitio de unién de miR398a.
Ligacion del Adaptador (rectangulo naranja) en el extremo 5’ del transcrito CSD1 procesado y localizacion de los
oligonucleétidos utilizados para los dos PCRs anidados. b) Gel de agarosa 1.5% con las muestras de los PCRs
anidados. Se realizé el ler PCR utilizando los oligonucleétidos “Outer” y SOD-Rv2, el producto amplificado sirvio
como templado para los siguientes PCR donde se utilizaron los oligonucleétidos “Inner”: SOD-Rv1 (carril 2). “M”
indica el marcador de peso molecular (carril 1). ¢) Validacion del blanco para miR398 en frijol. Los signos utilizados
como “ | ” indican complementariedad de bases Watson y Crick, “ : ” apareamiento tipo Wooble y “ - ”
desapareamiento (mismatch) entre las bases del blanco con el miRNA. La flecha indica el extremo 5’ de los productos
cortados y el nimero de clonas independientes que mapearon con la posicién del sitio de corte.

Ademas se realiz6 el 5’RACE para COX5b-1, otro posible mRNA blanco de miR398
mencionado anteriormente, sin haber obtenido productos de amplificacién. Es importante tomar en
cuenta algunos detalles como utilizar la condicion adecuada para amplificar el producto predicho, el
disefio y el uso de oligonucledtidos dado que en esta técnica se estan tratando de amplificar
fragmentos de degradacién de RNA. Asi que queda por revisar el experimento debido a las

complicaciones que conlleva realizar el 5’RACE.
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VIIIL.VI Niveles de acumulacion de los mRNAs de ADH1 y CSD1 en P. vulgaris

Para detectar la acumulacion del mRNA de ADH1 se utilizé la técnica de gPCR para evaluar la
abundancia del transcrito en las muestras de la cinética mostrados en la Fig. 4, donde miR2119
aumenta su acumulacién en condiciones de sequia. El punto inicial del tratamiento es control 0 dias,
después se ve un incremento significativo del transcrito de ADH1 en sequia 10 dias con respecto al
control. Posteriormente, a los 20 dias el mRNA de ADH1 en sequia continla en un nivel mas
elevado que el control, pero inferior al de sequia 10 dias (Fig. 18). Ahora si comparamos los
resultados de gPCR de miRNAs (Fig. 15), la expresion de miR2119 se induce significativamente en
sequia 20 dias, probablemente produce un efecto en los niveles de expresion de ADH1 evitando un
incremento drastico del transcrito. Esto sugiere la participacion de este miRNA ajustando y
modulando la expresion de su mRNA blanco en respuesta a déficit hidrico.

Sin embargo, hacia el final del trabajo nos percatamos de que el ensayo de gPCR detecta dos
diferentes transcritos de ADH. Esto nos impide determinar cual es la regulacion de miR2119 sobre
uno de estos dos transcritos, por lo que queda como perspectiva refinar este experimento, mediante
el disefio de oligonucleétidos que nos permita distinguir el transcrito de ADH1 que es blanco de
miR2119.

W ADH1

Acumulacion relativa

N . '
0 J

Control Sequia  Control Sequia
0 dias 10 dias 20 dias

Figura 18. Niveles de acumulacién de ADH1 en P. vulgaris. Resultados del analisis de PCR de tiempo real. El eje
de las X muestra las condiciones de control y sequia, asi como el tiempo del tratamiento donde fue evaluado el
transcrito de ADH1 correspondiente a las muestras 0, 10 y 20 dias de la cinética (Fig. 4). La cuantificacién de los
niveles de expresion del transcrito de ADH1 fueron normalizados con el gen de referencia Pvu-EFla. La gréfica

muestra la acumulacion relativa respecto al valor de la muestra 0 dias, marcada como 1.

De la misma manera se evaluaron los niveles de acumulacion del transcrito de CSD1, mRNA

blanco de miR398a y b. Se utilizaron las mismas condiciones donde se detecto el transcrito de ADH1
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y, nuevamente, el punto inicial fue control 0 dias. La expresion de CSD1 se incrementé conforme
transcurrié el tratamiento control teniendo una mayor acumulaciéon a los 20 dias. Por otro lado, los
niveles de acumulacién de CSD1 disminuyen significativamente en las condiciones de sequia 10 y
20 dias (Fig. 19). Si contrastamos los niveles de acumulacion de miR398a y miR398b de la Figura
15, quizas los aumentos de expresion no son significativos en sequia 10 dias en comparacion al
control, so6lo en sequia 20 dias se tiene un incremento de acumulacién de miR398a y miR398b, el
cual correlaciona con la disminucién de CSD1 en esta condicion. Ademas, cabe resaltar que a pesar
de tener dos nucledtidos de diferencia miR398a y miR398b reconocen al mismo blanco, por lo que

estos miRNAs podrian regular el transcrito de CSD1 de manera cooperativa.
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Figura 19. Niveles de expresién de CSD1 en P. vulgaris. Resultados del andlisis de PCR de tiempo real. El eje de
las X se muestra las condiciones de control y sequia, asi como el tiempo del tratamiento donde fue evaluado el
transcrito de CSD1 correspondiente a las muestras 0, 10 y 20 dias de la cinética (Fig. 4). La cuantificacion de los
niveles de expresion del transcrito de CSD1 fue normalizado con el gen de referencia Pvu-EF1la. La grafica muestra

la acumulacion relativa respecto al valor de la muestra 0 dias, marcada como 1.
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IX. DISCUSION

IX.I Precursores policistronicos en plantas

En plantas y animales los genes MIR difieren en su organizacién y localizacién genémica. Los
miRNAs en plantas son principalmente generados por unidades independientes que se transcriben y
se localizan en zonas intergénicas [93]. En cambio, los miRNAs en animales frecuentemente se
generan dentro de intrones de genes que codifican para proteinas [94]. En Drosophila, nemétodos,
pez cebra y mamiferos ademas se ha encontrado que alrededor del 40-50% de los genes de
miRNAs predichos se encuentran conservados y se localizan en “clusters” [95], [96], [97]. En
animales usualmente estos “clusters” llegan a codificar de dos hasta ocho miRNAs y pueden ser
simultdneamente transcritos como un transcrito policistrénico [97].

Algunos reportes han mostrado precursores policistronicos de miRNAs en plantas que contienen
multiples copias de un mismo miRNA conservado (miR156, miR166, miR169, miR395 o0 miR399), en
contraste con animales, donde miRNAs con secuencias no relacionadas son frecuentemente
incluidos en el mismo precursor [97], [98].

Merchan y colaboradores [99] encontraron en arroz un precursor policistronico de miR395 que
mostré un alto nimero de miRNAs homélogos en tdndem, cada uno codificado en un precursor
independiente y proponen que probablemente fueron generados a partir de un evento sucesivo de
duplicacion de un precursor ancestral. En este mismo estudio, al comparar tres especies,
Arabidopsis, arroz y Populus, cuyos genomas estan completamente secuenciados, también se
encontraron grupos de miRNAs correspondientes a miRNAs no conservados a una distancia de
separacion entre cada precursor de 81-670 pb (con una media de 114 pb). En la mayoria de los
casos, los miRNAs no homélogos del transcrito policistrénico codifican dos miRNAs, con excepcién
del precursor en arroz Osa-MIR1876-1862d-1884b, que codifica tres miRNAs no conservados.
Ademas, el dato mas interesante es que para los diferentes miRNAs del mismo “cluster” todos los
MRNA blancos predichos correspondientes codifican para proteinas de la misma familia [99].

Se ha propuesto que la transcripcion de varios miRNAs idénticos o similares presentes en un
mismo transcrito resulta en una mayor acumulacién del miRNA y consecuentemente un mayor efecto
sobre la expresion del mRNA blanco, comparado con transcritos que codifican un sélo precursor
[100]. En cambio, diferentes miRNAs que se unen a un s6lo mRNA blanco en animales regulan
cooperativamente su expresion [93], [101], es decir, la co-expresion de diferentes miRNAs puede
servir para coordinar la eficiencia en el proceso regulatorio. En el caso de las plantas, los
precursores de miRNA policistrénicos pueden ademas codificar miRNAs no homélogos y esta
organizacion genomica puede servir para co-regular diferentes mRNAs blancos a nivel

postranscripcional [99].
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Los precursores policistronicos que se han descrito en plantas generalmente pueden ser de dos
tipos: uno que genere mdltiples copias del mismo (como miR395) y otro, que genera varias copias de
mMiRNAs no conservados [99]. Sin embargo, cabe resaltar que el precursor de frijol pre-miR398a-
2119 contiene uno que es un MIRNA conservado (miR398a) y el otro que es un miRNA no
conservado (MmiR2119).

En los genomas de leguminosas explorados, incluyendo a P. vulgaris, G. max y M. truncatula,
encontramos que existen dos versiones para el gen MIR398: uno acompafiado por MIR2119, y otro
que se encuentra como unidad transcripcional independiente y es equivalente a los otros genes de
MIR398 presentes en especies no relacionadas a leguminosas, como A. thaliana.

Se ha sugerido que los microRNAs jévenes 0 no conservados, debido a su recién surgimiento
en la evolucion, no son funcionales, principalmente porque ha sido dificil demostrar su actividad
regulatoria sobre los mMRNAs blancos predichos. Por lo que se cree que desde sus origenes no les
ha dado tiempo suficiente para seleccionar a un mRNA blanco regulatorio o que se encuentran en
camino a la extincion [77], [102]. Sin embargo, mediante 5’RACE modificado nosotros hemos
demostrado que miR2119 es un MiRNA no conservado, pero funcional que regula al mMRNA que
codifica para la enzima ADHL1. En A. thaliana se implementé una estrategia llamada degradoma o
PARE (por sus siglas en inglés, Parallel Analysis of RNA Ends) para identificar mRNAs cortados a
escala gendmica, mediante secuenciacibn masiva de fragmentos de mRNAs [103], [104].
Recientemente se han reportado degradomas para micorrizas de raiz de M. truncatula y plantulas
de G. max, indicando que ADH1 es regulada por miR2119 [91], [105]. Entonces, existen reportes de
la actividad regulatoria de miR2119 sobre el transcrito de ADH1 en al menos dos leguminosas

modelos y en este trabajo ha sido confirmada experimentalmente para P. vulgaris.

IX.Il Regulacion de CSD1 y su posible relacién con la regulacion de ADH1

En organélos como mitocondrias, cloroplastos y peroxisomas, se producen especies reactivas de
oxigeno (ROS) como consecuencia de distintos procesos celulares [106]. Ademas, los niveles
elevados de ROS han sido asociados a diferentes estreses, como radiaciéon por UV, intensidad de
luz, temperaturas extremas, metales pesados, estrés salino, sequia y estrés mecénico [106]. La
generacién de ROS como el superédxido (Oy7), peroxido de hidrogeno (H,O,) y radicales hidroxilo
(OH"), ocasionan deterioro en la membrana, peroxidacion de lipidos y modificaciones en el DNA que
conllevan a dafios irreparables en funciones metabdlicas y estructurales, provocando la muerte
celular [107]. Para controlar los niveles de ROS y mantener la proteccion celular bajo condiciones
estresantes, las plantas utilizan un grupo de enzimas desintoxicantes como la superoxido dismutasa
(SOD), catalasa (CAT) y la ascorbato peroxidasa (APX). Ademdas producen un amplio nUmero de

antioxidantes, como el acido ascérbico (AA), glutation (GH) y los compuestos fendlicos [108]. El anion
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superoxido es convertido en oxigeno molecular y peréxido de hidrégeno, por la enzima superéxido
dismutasa. El peréxido es subsecuentemente convertido en O, y H,O por la catalasa [107]. En A.
thaliana existen tres genes CSD1, CSD2 y CSD3, que codifican para Cu-Zn SODs [67]. Se ha
predicho y confirmado que los mRNAs blancos para miR398 son CSD1, CSD2 y COX5b en A.
thaliana [60]. Bajo condiciones de estrés oxidativo, la acumulacion de miR398 disminuye por lo que
permite que los transcritos de CSD1 y CSD2 se incrementen reduciendo la acumulacién de radicales
libres superéxido, que son altamente toxicos para la planta [67]. En este contexto, la participacion de
superéxido dismutasa es para limitar la acumulacion de ROS que pudieran ser dafiinos para la célula.
Aunado a esto, los niveles de peréxido de hidrégeno son regulados por diferentes enzimas, las dos
mas importantes son la catalasa y la peroxidasa. La catalasa se encuentra localizada en los
peroxisomas, que en comparacion con las peroxidasas, no requiere de un sustrato reductor para su
actividad. En cambio, la ascorbato peroxidasa utiliza como sustrato acido ascérbico y contrarresta los
niveles de peréxido de hidrégeno en el citosol y en cloroplastos. Este proceso forma parte del ciclo
conocido como el ciclo de Halliwell-Asada o de ascorbato-glutation [107], [109]. Los antioxidantes
como el ascorbato, glutatién, tocoferol, flavonoides, alcaloides y carotenoides, constituyen el mayor
amortiguador del estado redox de la célula. En respuesta a altas y bajas temperaturas, ataque por
patdégenos y sequia, las plantas incrementan la actividad de las enzimas de la biosintesis de
glutation, asi como los niveles de glutatién. Los altos niveles de ascorbato y glutation reducidos son
esenciales para desintoxicar de ROS a la célula. Los estados reducidos de los antioxidantes se
mantienen por la accién de la glutation reductasa (GR), de la mono-deshidro-ascorbato reductasa
(MDAR) y de la deshidro-ascorbato reductasa (DHAR), utilizando NADPH como poder reductor. El
balance entre diferentes antioxidantes debe controlarse estrechamente. La importancia de este
balance es evidente cuando las células incrementan la biosintesis de glutatiébn en cloroplastos
mostrando un dafio por estrés oxidativo, posiblemente debido a los cambios en el balance redox. Por
lo tanto, el equilibrio entre la produccion de ROS y las enzimas que desintoxican de estas moléculas,
se puede ver afectado causando un dafio oxidativo severo al DNA, a proteinas y lipidos.

En los ultimos afios, los estudios de ROS como moléculas sefalizadoras (entre ellas el oxigeno
singulete (*O,), superéxido y peréxido de hidrégeno) han mostrado que éstas son utilizadas para
controlar un amplio espectro de procesos bioldgicos, desde la regulaciébn del crecimiento v,
desarrollo y de las respuestas a estimulos biéticos o abidticos [110]. La clave para usar ROS como
moléculas sefializadoras, parece ser la capacidad de las células para contender y neutralizar estas
moléculas utilizando una red de enzimas secuestradoras de ROS presentes en casi todos los
compartimentos celulares. Esta red mantiene los niveles de ROS en un estado estable no toxico
para la célula, permitiendo asi una acumulacién transitoria de ROS en una localizacion subcelular
particular que le permite actuar como sefial ante un estimulo dado [106]. En plantas se ha

encontrado la participacion de enzimas especializadas en la produccién ROS, como las enzimas
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NADPH oxidasas codificadas por los genes RboH, que son las responsables de la generacion del
superéxido a partir de oxigeno [111]. El superéxido es una molécula cargada que no puede difundir
facilmente a través de la membrana, sin embargo, el superéxido puede ser convertido rapidamente
en peréxido de hidrégeno, el cual se transfiere pasivamente a través de la membrana o a través de
los canales de agua. Las propiedades moleculares de ROS ofrecen una ventaja al utilizarlas como
sefializadoras, porque permiten la movilidad célula-célula pudiendo actuar a larga distancia como
una sefial de autopropagacion en toda la planta. Entonces, de acuerdo con los resultados obtenidos
en este trabajo, podemos especular que una manera de utilizar la via de sefializacién mediada por
ROS podria ser a través de la participacion de miR398. Un incremento en la acumulacion de miR398
ocasionaria la disminucion de la expresion de CSD1 provocando un aumento en la acumulacion de
superéxido, ésto permitiria mantener los niveles elevados de ROS para prolongar la sefializacion de
alerta al estrés que ocasiona, en este caso la sequia, o alternativamente, modificando el estado de
oxido-reduccion de moléculas como AA, GH, o algunas otras que pudieran sefalizar el estado de
estrés celular.

La proteina ADH1 participa en la produccién de etanol a través de la via de fermentacion. Esto
ha sido mejor estudiado cuando las células vegetales se ven sometidas a estrés por limitacién de
oxigeno (hipoxia o anoxia), inhibiendo la entrada de piruvato al ciclo de los acidos tricarboxilicos
(TCA). Una alternativa para la produccion de ATP en estas condiciones es la via anaerdbica, que
produce la acumulacion de lactato a través de la enzima lactato deshidrogenasa. Sin embargo,
cuando el pH citoplasmatico se vuelve mas acido, una forma de prevenir la acidosis citoplasmatica
es mediante la produccion de etanol por la enzima ADH1, tomando como precursor acetaldehido y
regenerando el NAD" para utilizarlo nuevamente en la glucolisis [2]. Sin embargo, el estudio de
mutantes de adhl en A. thaliana ha demostrado que la fermentacion alcohdlica tiene un papel
importante en condiciones aerébicas, debido a que estas mutantes muestran un incremento en el
piruvato comparado con las plantas silvestres, por lo cual la produccién de etanol no es exclusiva de
condiciones de limitacion de oxigeno [112]. Una posible funcion de la regulaciéon de ADH1 por
miR2119, es que durante la sequia se restrinja el flujo del carbono hacia la fermentacién aerébica,
inhibiendo o modulando la expresién de ADH1, asi la cantidad del piruvato destinado a la produccion
de etanol seria canalizada hacia el TCA para la obtencién de energia en una condicion adversa
como lo es la sequia.

En la respuesta a estrés, estan involucradas por un lado la via de sefializacion mediada por
ROS vy por otro la regulacion de ADH1, ambos casos mediados por miRNAs. En este trabajo,
sugerimos que la regulacién coordinada de la acumulacién de especies reactivas de oxigeno y el
metabolismo de la fermentacion, son requeridos para la apropiada respuesta ante una condicion
como es la limitaciébn de agua. Por el momento no sabemos si existe alguna relacién entre estos

procesos, aparte de la co-expresion de los miRNAs. Sin embargo, podria existir alguna relacion
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directa o consecuente del efecto de miR398 y miR2119 sobre sus mRNAs blancos. La accion
represora de miR398 sobre CSD1, ayudaria a mantener los niveles elevados de ROS, lo que podria
afectar la expresion de ADH1. Se ha visto en A. thaliana que en condiciones de limitacion de
oxigeno, la expresién de ADH1 se induce por la acumulacién de peréxido de hidrogeno (H.0,), que
actla como mensajero secundario. La expresion de ADH1 es regulada positivamente por un
mecanismo que depende de la GTPasa Rop, pero también es modulada negativamente por
RopGAP4, que limita la sefial confiriéndole tolerancia a la planta ante dicha situacion [113]. En
plantulas de A. thaliana mutantes en ropgap4-1 sometidas al tratamiento de limitacién de oxigeno,
resultdé en un aumento drastico en la expresiéon de ADH1 y mayor sensibilidad al tratamiento; si
continda el tratamiento por un tiempo mas prolongado, las mutantes terminan muriendo, mientras
gue las silvestres sobreviven, indicando que la atenuacion de la sefial de Rop es necesaria para la
tolerancia a la limitacion de oxigeno [113]. No sabemos si en frijol la sefial de ROP podria estar
participando en la respuesta a estrés, aunque una manera analoga de modular la expresién de
ADH1 en presencia de ROS (al disminuir los niveles de CSD1 por la actividad de miR398), seria a
través de la participaciéon de miR2119. Es decir, miR2119 podria ser importante para modular la
expresion de ADH1 y evitar asi una dramética acumulacion del transcrito en la condicién de sequia.
Sin embargo, nuestro ensayo de qPCR para el transcrito de ADH1, detecté dos transcritos diferentes
para esta enzima, por lo que aun no podemos determinar con precision cual es la contribucién de
mMiR2119 en este proceso.

Por otra parte, se ha visto involucrada la participacion de miR398 como un regulador clave en la
homeostasis de Cobre (Cu). Cuando el Cu es limitado, miR398 incrementa su expresion para
disminuir la sintesis de CSD1, CSD2 y COX5b, y dirigir la disponibilidad de Cu hacia otros procesos
esenciales [114]. Estudios recientes, encontraron la participacion de miR398a involucrado en la
homeostasis de cobre en plantas de Medicago truncatula sometidas a déficit hidrico [115]. Cuando
las plantas fueron sometidas a déficit hidrico, se indujo la acumulacion de miR398a, que fue
inversamente correlacionada con la acumulacién de los transcritos de sus blancos CSD1 y COX5b,
cuyos niveles claramente disminuyeron. La represion de CSD1 y COX5b por miR398 en estrés
hidrico, se sugiri6 como una estrategia para proporcionar el cobre a proteinas que lo necesitan como
cofactor, como las plastocianinas que son proteinas fundamentales para la fotosintesis [115]. Esto es
al menos una evidencia de que miR398 se induce en respuesta a déficit hidrico en una leguminosa
como M. truncatula, por lo que no podemos descartar que este mismo escenario suceda en P.
vulgaris. Sin embargo, un factor en comun entre CSD1 y ADH1 es que ambas utilizan como cofactor
zinc (Zn), por lo que la regulacién de estas dos proteinas ante condiciones de sequia, podria
involucrar el mantenimiento de los niveles basales de zinc. Se ha reportado que en levadura ADH1 y
ADH3 sirven como proteinas de almacenamiento de zinc, entonces, cuando existe una deficiencia

del micronutriente, ADH1 y ADH3 inhiben su expresion y dejan disponible el zinc para otros procesos
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importantes [116]. Ademas, estudios realizados en plantas de P. vulgaris bajo deficiencia de zinc
encontraron la reduccién en la actividad de CSD1, misma que fue restablecida y recuperada al
suministrar nuevamente zinc [117]. En plantas, el zinc es particularmente necesario dentro del
ambiente de la membrana plasmatica para mantener su integridad estructural y funcional,
protegiendo asi los dafios ocasionados por ROS [118]. Finalmente, plantas de trigo crecidas en
condiciones de deficiencia de Zn, son mas sensibles a sequia en comparacién con las plantas
suministradas con Zn [119], por lo que no se puede descartar alguna asociacion importante entre la
regulacién de los niveles de zinc y condiciones estresantes como la sequia. La regulacion de los
niveles de zinc podria entonces aunarse a otros procesos regulados por miR398 y miR2119, como
los descritos anteriormente.
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X. CONCLUSIONES

=  miR2119 es un microRNA funcional cuyos niveles se inducen ante déficit hidrico.

= miR2119 esta conservado en leguminosas.

= ADH1 es el mMRNA blanco de miR2119.

* Enleguminosas, miR398a y miR2119 estan codificados en un mismo precursor bicistronico.

=  El precursor bicistronico regula a dos blancos diferentes, los transcritos para ADH1 y CSD1.
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Xl. PERSPECTIVAS

- Determinar por gPCR la expresion de las tres ADHs paralogas de frijol.

- Evaluar si el mensajero de ADHL1 es regulado por miR2119 en otras especies.

- Explorar la regulacion de otros blancos de miR398a en condiciones de sequia: COX5b,
CCS1 y MtN19-like protein.

- Obtencién de la secuencia promotora del gen MIR398a-2119.

- Medir la expresién de miR2119 en hipoxia y miR398a en estrés oxidativo y viceversa.

- Evaluar el fenotipo de la sobre-expresion de miR2119 o ADH1 en el sistema de raices
peludas de frijol.

- Evaluar el papel de ROS en la respuesta a sequia.

- Evaluar el papel de la fermentacion en la respuesta a sequia.
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Figura Suplementaria 1. Estructuras secundarias de los precursores de miR2119. Se muestran las estructuras predichas utilizando
mFold para los EST's de Phaseolus vulgaris (Pv pre-miR2119), Glycine max (Gm, gi:27808890), Arachis hypogaea (Ah, gi: 72201540), Lotus

japonicus (Lj, gi:29970356), Medicago truncatula (Mt, gi:11896359) y Trifolium pratense (Tp, gi: 86099354).
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Figura suplementaria 3. Contenido relativo de agua (CRA) para los tratamientos de control y sequia. En el
eje “X” los dias 0, 2, 5, 10 y 20 en que fueron recolectados y medido el CRA en hojas de diferentes tratamientos.
El eje “Y” muestra el contenido relativo de agua (CRA). Estadistica de analisis de varianza realizada para los
tratamientos que muestra los niveles de significancia son representados por * P < 0.05, *** P < 0.001. Diferentes

grupos estadisticos (a, ab, b, bc, c) generados en el andlisis.
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CLUSTAL 2.1 multiple sequence alignment

pre-miR398a-2115% (36G) CAGAGGAGUGARAUUIGAGARACACAAGGCUGGUUUGIARUTUCAUAUTAUCAUTUUGUAGEUR 60
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miR398a
pre-miR398a-2119 (3G) UUUGGUGUGARUCULCUYUGUGUUCUCAGGUCACCOCUYUGAGCCAMTCUGUUGACAUGE 120
pre-miR338a-2113 (pro) UUUGGUGUGARUCURACUYUGUGUUCUCAGEUCACCCCUYUGAGCCARTCUGUUGACAUGE 120
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Sitio 5” del splicing Punto de ramificacién
pre-miR398a-2119 (3G) vazaccaraaccaarACEUGRAUcvuccuvcuucunououn CUCAUcovuuuac2y. 176
pre-miR398a-2119 (pro) URRRCCRARRCCRAAAG - —-———- —— 137

e e e e e e e e e b e abe e e e

sitio 3" del splicing

pre—miRSBEa—QllB (8G) CCUUUUGCAUGUUUUCBGAUUUCAGAAAAUQﬂJGCIU;GUUGUCUUUCUGCACGUAU%G 234
pre-miR398a-2119 (pro) —_——— —_———————————— GUUGUCUUUCUGCACGURUAG 164
e e e e b ke ke e e e e e e el e e ke ke e
pre—miR398a-2113% (36G) ANAUCAAUGUUGUUACUTUUACACTUUATUUUCUAUGCTUUTCCUCTUACA R CUCUCTUUT 254
pre—miRSBEa—EllB (pro) AAAUCAAUTGUUGUUACTIUUACACUTATTUTCUAUGCUUUUC CUCTACA A CTCT U 224
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pre—miR39Ea—2119 (pxo) TUOUUUICARUCAALGEGEAGUUIGUAGGGEARR R GOUTAGRAR LA TTGALGUIUAL GRATGATTR 344
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pre-miR398a-2119% (sG) UCAUUGUGGCAUAC 428

pre-miR398a-211% (pro) UCAUUGUGGCRAULC 352
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Figura Suplementaria 4. Alineamiento del precursor pre-miR398a-2119. Se muestra la comparacion entre las
versiones secuencia genomica (SG) y precursor procesado (pro). En color se resaltan las secuencias de los

miRNAs maduros y secuencias consensos que se tiene para la prediccion de un intrén en plantas [90].
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XIV. ANEXOS

Tabla Il. Tabla de oligonucleétidos utilizados en este trabajo.

Precursor miR398a-2119

PremiR2119Fwd

CAGAGGAGTGAATTTGAGAAC

Pre2119Rev

GTATGCCACAATGATATCATTC

Precursores para pENTR

CACC-pre398-2119

CACCCAGAGGAGTGAATTTGAGAAC

CACC-pre2119

CACCTGTTGCAGGTTGTCTTTCTGC

Pre-miR398a-rev

TGCAGAAAGACAACCTGCAAC

Gen Control

5 BAR-Sall

CGGCCGAGTCGACCGTGTAC

3 BAR-BglII

TCAGATCTCGGTGACGGGCAG

Pvu-EFla Fwd

GGTCATTGGTCATGTCGACTCTGG

Pvu-EFla Rev

GCACCCAGGCATACTTGAATGACC

5’RACE

Adaptador 57

GCUGAUGGCGAUGAAUGAACACUGCGUUUGCUGGCUUUGAUGAAA

5’ RACE Outer

GCTGATGGCGATGAATGAACACTG

5’ RACE Inner

CGCGGATCCGAACACTGCGTTTGCTGGCTTTGATG

ADH1-Rv1l GCACTTCACACAGGTTGCTC
ADH1-Rv3 CATAACTCCTCTGTCACTGTTG
ADH1-Rv4 GTGTATTCACTGAATGTAGAGG
ADH1-Rv6 CATCACTCAGCATAACTCCTC
SOD-Rv1 GGCTTCCATGTCCATGCCTT
SOD-Rv2 AAGGCATGGACATGGAAGCC
Northern Blot

As-miR2119 TTCCCCTACAACTCCCTTTGA
PCR Tiempo Real

ADHFwd-RT GAAGTGGCACCACCAGAGGCT
ADHRev-RT GTCTGGCCCTTGGCTTCCCAG

ADHfwd-rt2

ACCACCAGAGGCTGGTGAAGTGCG

ADHrev-rt2

CTCTCCACAATCCCTCCAGCC

CSD1-Fwd TCTTCTTGTGCTACTTCTAGAC
CSD1-Fwd2 AACCTCACTGTTTCTATCACTG
CSD1l-gRev TGAAGTAAACAGTTCCAGTGAC
CSD1-gRev2 TCACTGCTGCCAAGAACTGC
CSD1-gRev3 CCACAGCCTTCACCATTGC
CSD1-gRev4 CCCTCCTGACTGAAGTAAAC

Pvu-EFla Fwd

GGTCATTGGTCATGTCGACTCTGG

Pvu-EFla Rev

GCACCCAGGCATACTTGAATGACC

miR2119 TCAAAGGGAGTTGTAGGGG
miR2118 TTGCCGATTCCACCCATTCC
pvu-miR398a-sh TGTGTTCTCAGGTCACCCCT

pvu-miR398Db

TGTGTTCTCAGGTCGCCCCTG

Tabla lll. Condiciones de amplificaciéon para gPCR

Pasos Temp. °C Tiempo No. de ciclos
Desnaturalizacion inicial 95°C 10 min 1
Desnaturalizacion 95°C 15s

Alineamiento 55-65 °C 30s 40
Extension 72°C 30s
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