Facultad de Ciencias Bioquimicas y Farmacéuticas - Universidad Nacional
de Rosario

Tesis de Doctorado

Estudios sobre la regulacion de la expresion génica por
microARNSs en plantas mediante estrategias
bioinformaticas

Presentada por: Uciel Pablo Chorostecki

Rosario, Argentina

2016



Estudios sobre la regulacion de la expresion génica por
microARNSs en plantas mediante estrategias
bioinformaticas

Uciel Pablo Chorostecki
Licenciado en Ciencias de la Computacion

Universidad Nacional de Rosario

Esta Tesis es presentada como parte de los requisitos para optar al grado académico
de Doctor en Ciencias Bioldgicas, de la Universidad de Rosario y no ha sido presentada
previamente para la obtencion de otro titulo en esta u otra Universidad. La misma contiene los
resultados obtenidos en investigaciones llevadas a cabo en el Instituto de Biologia Molecular
y Celular de Rosario (IBR-CONICET), dependiente de la Facultad de Cs. Bioquimicas y
Farmacéuticas, durante el periodo comprendido entre Abril de 2012 y Marzo de 2016, bajo

la direccion del Dr. Javier Palatnik.



111

Parte de los resultados de esta tesis fueron publicados en los siguientes articulos:

Mateos JL, Bologna NG, Chorostecki U, Palatnik JE. (2010). Identification of mi-
croRNA processing determinants by random mutagenesis of Arabidopsis MIR172a
precursor. Curr Biol. Jan 12;20(1):49-54. doi: 10.1016/j.cub.2009.10.072.

Chorostecki U, Crosa VA, Lodeyro AF, Bologna NG, Martin AP, Carrillo N, Schommer
C, Palatnik JF. (2012). Identification of new microRNA-regulated genes by conserved
targeting in plant species. Nucleic Acids Res. Oct;40(18):8893-904. doi: 10.1093/na-
1/gks625.

Bologna NG, Schapire AL, Zhai J, Chorostecki U, Boisbouvier J, Meyers BC, Palatnik
JE. (2013). Multiple RNA recognition patterns during microRNA biogenesis in plants.
Genome Res. Oct;23(10):1675-89. doi: 10.1101/gr.153387.112.

Chorostecki U, Palatnik JF. (2014). comTAR: a web tool for the prediction and charac-
terization of conserved microRNA targets in plants. Bioinformatics. Jul 15;30(14):2066-
7. doi: 10.1093/bioinformatics/btul47.



Agradecimientos

Agradezco enormemente haber tenido la posibilidad de realizar esta increible experiencia.
Pero el agradecimiento no es s6lo por las ayudas a nivel académico sino también para todos
los que me acompafiaron de una u otra manera durante esta etapa de mi vida.

A mi director, Javier Palatnik por darme la oportunidad de formar parte de su grupo.
Su confianza y apoyo en mi trabajo junto con su capacidad para guiar mis ideas ha sido un
aporte invaluable, no s6lo en el desarrollo de esta Tesis, sino también en mi formacién como
investigador.

A mis compaiieros de grupo. A Belén y Flor por su amistad y por sus aportes al desarrollo
de este trabajo. A Carla, Rama, Mati, Ara, Cami, Ana y Anto por las discusiones durante
los seminarios y los almuerzos compartidos. A los que ya no forman parte del grupo, pero
que fueron muy importante durante mi Tesis y mi formacién. En especial a Juan, Nico y
Juli por las incontables ayudas, por la amistad que formamos y por las comunicaciones a la
distancia que atin mantenemos. A Edgard, Vale, Ana y Sil por sus ayudas en el principio de
este camino. A Seba, compaiieros en el IBR, por los almuerzos y charlas compartidas. Al
grupo Libreciencia, por compartir su pasion por la ciencia.

A toda mi familia por su apoyo. En particular a mis viejos por darme la confianza y
libertad de dejarme elegir mi propio camino. A mis hermanos por bancarme en el dia a
dia y por sentir mi felicidad como propias. A mis abuelas que siempre me acompafaron y
confiaron en mi. A mi otra familia, la politica. En especial a mis cufiados, por demostrar
siempre interés por lo que hago y por estar pendientes. A mis primos politicos, por tantos
domingos juntos y tantas cenas compartidas. También a mis sobrinos que con su alegria,
sus planteos disparatados, sus frases elocuentes me alegran a diario, estando cerca o a la
distancia.

A mis amigos de siempre, los del Poli, por dejarme compartir estos afios con ustedes,

por las charlas, por los asados, por los viajes, por su tiempo, por entenderme, por dejarme



7

ser parte. A “La Balon”, por todos los sdbados de futbol, los costillares, las enriquecedoras
sobremesas y por hacerme sentir uno de los suyos.

A los doctores Lucas Daurelio y Esteban Serra por su tiempo y dedicacién como tutores,
por sus ayudas y consejos brindados. Al IBR en general y al Dr. Alejando Vila en particular,
por su generosidad para compartir su experiencia y pasion por lo que hacemos.

A el Dr. Cedric Notredame, por abrirme la puerta de su laboratorio en el CRG, Barcelona
y por compartir su amplio conocimiento y a la [IUBMB por la beca otorgada para poder
realizar la estancia.

A CONICET por el apoyo econémico.

Finalmente a Caro, por su incondicional apoyo, por su paciencia, por acompaflarme
donde sea. Por los momentos ya compartidos y porque recién empezamos a contar nuestra

historia. Por lo que se nos viene, porque sin dudas lo mejor estd(n) por llegar.



Indice general

Indice de figuras

Indice de tablas
Nomenclatura
Introduccion
1.1. Silenciamiento génico y ARN pequefios en plantas. . . . . . . ... .. ..
1.1.1. Variedades de ARN pequefios en plantas. . . . .. ... ... ...
1.2. miARNsenplantas. . . . . . . . ... ... .. ...
1.3. Biogénesisde miARNs. . . . . . . . . . ... ... ...
1.3.1. Procesamiento de miARNs en animales. . . . . . . ... ... ...
1.3.2. Procesamiento de miARNsenplantas. . . . . . ... ... .. ...
1.4. Estructuras secundarias de precursores de miARNs. . . . . . .. ... ...
1.5. Regulacién de la expresion génica por miARNs. . . . . . . ... ... ...
1.5.1. Regulacion por corte del ARN blanco. . . . . . .. ... ... ...
1.5.2. Regulacion de la traducciéon por miARNs. . . . . . . ... ... ..
1.5.3. Generacion de ta-siRNAs y siRNAs secundarios. . . . . . ... ..
1.6. Procesos bioldgicos regulados por miARNs en plantas. . . . . . . ... ..
1.7. Prediccion de genes blancode miARNs. . . . . .. .. .o 0oL

1.7.1. Interaccién de miARN-ARNm blanco.. . . . . . . . ... ... ..
1.7.2.  Métodos para prediccion de genes blanco de miARNSs en animales.
1.7.3.  Métodos para prediccion de genes blanco de miARNSs en plantas.
1.7.4. Identificacion de genes blanco regulados por miARNs mediante

técnicas de secuenciacion de alto rendimiento. . . . . . . . . . ..

XII

XIII

QU A B B o~ =

12



Indice general VII

Objetivos 18
2.1. Objetivogeneral. . . . . . .. . ... L 18
2.2. Objetivos especificos. . . . . . . . . .. 19

Materiales y Métodos 20
3.1. Me¢étodos utilizados para la prediccion de genes regulados por miARNS en

plantas. . . . . .. L 20
3.1.1. MiARNconsensos. . . . . . . . .. ... .. ... 20
3.1.2. Prediccién de genes regulados por miARNs. . . . . .. ... ... 20
3.2. ComTAR: una herramienta para la prediccion de genes blanco regulados por
miARNsenplantas. . . . . . . .. ... . 22
3.2.1. MiARNytranscriptos. . . . . . . . . . ... .o 22
3.2.2. Budsquedadegenesblanco. . . . . . ... ... ... 23
3.2.3. Herramienta web y almacenamiento de datos. . . . . . . ... ... 23
3.3. Analisis bioinformatico de los datos obtenidos de la secuenciacién por la
técnicade SPARE. . . . . . . .. 24
3.4. Desarrollo de una herramienta intuitiva para el andlisis y visualizacién de los
datos obtenidos por la ténicade SPARE. . . . . . .. ... ... ... ... 24
3.5. Andlisis estructural de precursores de miARNs en plantas. . . . . . . . .. 25
3.6. Estrategia bioinformdtica para caracterizar la relacion entre la evolucion de
los precursores de miARNSs en plantas y los mecanismos de procesamientos. 26
3.7. Cddigo fuente de los scripts y herramientas desarrolladas. . . . . . . . . .. 29
3.8. Anexo: Técnicas de Andlisis Molecular y bioquimico relacionadas al trabajo
deTesis. . . . . . . o . e 29
3.9. Obtencién de Arabidopsis transformadas. . . . . . .. .. ... ... ... 30
3.9.1. Ecotipos utilizados y condiciones de crecimiento. . . . . . . . . .. 30
3.9.2. Transformacion de Arabidopsis. . . . . . .. ... ... ... ... 30
3.9.3. Recoleccion y esterilizacion de semillas. . . . . . . . ... ... .. 31
3.9.4. Seleccién de transformantes. . . . . . .. ... 31
3.9.5. Transformacién nuclear de tabaco. . . . . . . . ... ... ... .. 31
3.10. Cuantificacion del nivel de expresion génica. . . . . . . . . . . . . ... .. 32
3.10.1. Extraccibnde ARN. . . . . . . .. ... oo 32
3.10.2. Cuantificacién y chequeo de la integridad del ARN purificado. . . . 33

3.10.3. Tratamiento del ARN preparado con ADNasa. . ... .. ... .. 33



Indice general VIII
3.10.4. Retrotranscripcion (RT). . . . . . . .. .. ... o oo 33
3.10.5. Reaccidn en cadena de la polimerasa en tiemporeal. . . . . . . .. 34
3.11. Mapeo del sitiode corte. . . . . . . .. .. .. ... ... ... ... 35
3.12. Protocolode SPARE. . . . . . . . ... 37
Capitulo 1 38
4.1. Introduccidn. . . . . . . . ... 38
4.2. ResultadosyDiscusion. . . . . . .. . ... L 40
4.2.1. Seleccion de secuencias de miARNs presentes en distintas especies. 40
4.2.2. Seleccién de las biblioteca de transcriptos de plantas. . . . . . . . . 41
4.2.3. Primera busqueda general de potenciales genes blancos. . . . . . . 42
4.2.4. Parametros empiricos y de conservacion evolutiva pueden actuar de
manera sinérgica para identificar genes blancos regulados por miARNs. 45
4.2.5. Identificacién de nuevos genes blancos en A. thaliana por conserva-
cién de la secuencia del gen blanco. . . . . . . .. ... ... 50
4.2.6. Identificacién de nuevos genes blancos permitiendo interacciones G-U. 53
4.2.7. Identificacién de genes blancos especificos de Solanaceae. . . . . . 55
4.2.8. comTAR: una herramienta para la prediccion de genes blancos regu-
lados por miARNs en plantas. . . . . ... ... ... ... .... 57
43. ConClusiones. . . . . . . . ..o e 59
Capitulo 2 61
5.1. Introduccidn. . . . . . . . . .. 61
5.1.1.  Construccién de bibliotecas de SPARE para estudios gendmicos de
biogénesis de miARNsenplantas. . . . . . ... ... ... .... 62
5.1.2.  Visualizacion de precursores que se procesan desde la base. 63
5.1.3.  Visualizacién de precursores que se procesan desde el loop. 65
5.2. Resultadosy Discusién. . . . . . . . ... .. ... .. ... .. 66
5.2.1. Desarrollo de herramienta para el anéalisis de intermediarios de pro-
cesamiento en A. thaliana. . . . . . . ... ... ... .. 66
5.2.2. Andlisis estructural de precursores de miARNs en plantas. . . . . . 71
5.3. Conclusiones. . . . . . . ... 73
Capitulo 3 75
6.1. IntroducciOn. . . . . . . . ... 75



Indice general IX
6.2. Resultadosy Discusion. . . . . . . . . .. ... L L L L 76
6.2.1. Estrategia bioinformatica para el estudio de la evolucion y biogénesis
de miARNsenplantas. . . . . . .. ... ... ... .. ...... 76
6.2.2. Visualizacion por Circos de precursores que se procesan desde la base. 82
6.2.3. Visualizacion por Circos de precursores que se procesan desde la
base en forma secuencial. . . . . . ... ... L Lo 84
6.2.4. Visualizacién por Circos de precursores que se procesan de el loop
COTEOS. « & v v v v e e e e e e e e e e e e e 86
6.2.5. Visualizacion por Circos de precursores que se procesan de arriba
secuenciales. . . . . ... L Lo 86
6.2.6. El tamafio del loop es muy variable en precursores que se procesan
desdeabajo.. . . . . . . . ... 89
6.2.7. Procesamiento mixto de miembros de la familia del miR170/miR171. 92
6.2.8. Visualizacion por Circos de precursores con mutaciones puntuales
que afectan el procesamiento de miARNs en plantas. . . . . . . . . 94
6.2.9. Visualizacién por Circos de precursores de plantas conservados en
monocotiledéneas. . . . . ... ..o L Lo 97
6.2.10. Estrategia bioinformatica para estudiar precursores de miARNs en
animales. . . . . . ... 99
6.3. Conclusiones. . . . . . . . ... 103
Conclusiones finales 104
8.1.  Aplicaciones bioinformaticas para el estudio de interacciones miARN-gen
blanco. . . . . . . L 104
8.2. Desarrollo de la herramienta comTAR. . . . . . . . ... ... ... .... 105
8.3. Determinantes mecanisticos del procesamiento de miARNSs en animales. . . 105
8.4. Desarrollo de una herramienta para el andlisis de bibliotecas de SPARE
incluyendo una interfaz gréfica. . . . . . . . ... ... 106
8.5. Andlisis de las estructuras de los precursores y su evolucién. Visualizacion
de informacién compleja por adaptacion de una herramienta Circos. 107
Bibliografia. 108
Anexo 120



Indice de figuras

1.1.
1.2.
1.3.
1.4.
L.5.
1.6.
3.1.
3.2.
3.3.
3.4.

3.5.
4.1.
4.2.
4.3.
4.4.
4.5.
4.6.
4.7.
4.8.
4.9.

5.1.
5.2
5.3.

Familias de miARNs conservadosenplantas . . . . . . .. ... ... ...
Biogénesis de miARNs enanimales . . . . ... ... ... ... .....
Biogénesis y actividad de los miARNs en plantas . . . . . ... ... ...
Tamafios de precursoresde miARNs . . . . . .. ... ... ... . ....
Estructuras de precursoresde miARNs . . . . . . ... ... ... .....
Interaccion de miARN-ARNmblanco . . . . ... .. ... ... ... ..
comTAR. Diagramade flujo . . . . .. .. ... ... ... ... ..
Andlisis informatico utilizado para procesar los datos de SPARE . . . . . .
Especies almacenadas en Phytozome . . . . . . . ... ... ... .....
Diagrama de la estrategia utilizada para la identificacion de los productos de

cortedemiARNs . . . . . .. L
Esquema general para la construccion de bibliotecas de SPARE . . . . . . .
Conservacion y divergencia de miARNSs en distintas especies . . . . . . . .
Estrategia . . . . . . . . . .
Conservacion de potenciales genes blancos en distintas especies . . . . . .
Seleccion de genes blancos por conservacion evolutiva de la secuencia . . .
Nuevos genes blancos validados en A. thaliana. . . . . . . ... ... ...
Identificacion de un nuevo gen blancode miARN . . . . . .. ... .. ..
Identificacion de genes blancos de miARN, especificos de Solanaceae . . .
Resultados del comTAR parael miR398 . . . . . . ... ... ... ....
Identificacién de genes regulados por un miARN en particular usando las

herramienta comTAR . . . . . .. .. ... o oo
Variacion en el tamaifio de precursores de miARNs de plantas . . . . . . . .
Esquema del procedimiento para analizar los datos de SPARE . . . . . ..
Técnicade SPARE . . . . . . . .. ...

o o0 N W

10
13
23
25
27



Indice de figuras XI

5.4. Identificacion y caracterizacion de precursores de miARNs procesados de

basealoop . . . . . ... 64
5.5. Identificacién y caracterizacion de precursores de miARNs procesados de

loopabase . . . . . . . ... 65
5.6. Captura de pantalla de la herramienta de SPARE para el miR165a . . . . . 68
5.7. Captura de pantalla de la herramienta de SPARE para el miR15% . . . . . 70
5.8. Estructura secundaria de precursores de basealoop . . . . . .. ... ... 72
5.9. Estructura secundaria de precursores de loopabase . . . . ... ... ... 72
5.10. Mecanismos de procesamiento . . . . . . . . ... ... oo 73
6.1. Estructura secundaria del miR172a en distintas especies . . . . . . . . . .. 78
6.2. Alineamiento del precursor del miR172a. . . . . .. ... ... ... ... 79
6.3. Circosdel miR172a . . . . . . . ... . .. ... 81
6.4. Circosdel miR172a . . . . . . . . ... ... 83

6.5. Circos de precursores con mecanismos de procesamientos secuenciales de
basealoop . . . . . ... 85
6.6. Circos de precursores con mecanismos de procesamientos cortos de loop a base 87

6.7. Circos de precursores con mecanismos de procesamientos secuenciales de

loopabase . . . . .. ... 88
6.8. Variacion del loop terminal en precursores miR160 . . . . . .. . ... .. 90
6.9. Variacion del loop terminal en precursores miR172a. . . . . .. . ... .. 91

6.10. Patron de conservacion de la familia con procesamiento mixto del miR170/miR171 93

6.11. Duplex del miR164a/miR164a* y estructura secundaria del precursor . . . 94
6.12. Circosdel miR164a . . . . . . . . ... ... ..o 95
6.13. Patrén de conservacion del precursor del miR394b . . . . . . . ... ... 96
6.14. Circosdel miR172a . . . . . . . . . ... 98
6.15. Patron de conservacion del precursor del precursor del miARN hsa-let-7a-1 100
6.16. Circos de animales vs plantas . . . . . . . . .. ... ... ... ...... 102
9.1. Circos de dicotiledoneas (en mas de 20 especies). 1/5 . . . . . . ... ... 123
9.2. Circos de dicotiledéneas (en mds de 20 especies). 2/5 . . . . . . . . .. .. 124
9.3. Circos de dicotiledoneas (en mds de 20 especies). 3/5 . . . . . . ... ... 125
9.4. Circos de dicotiledoneas (en mds de 20 especies). 4/5 . . . . . . . .. ... 126

9.5. Circos de dicotiledoneas (en mas de 20 especies). 5/5 . . . . . . . .. ... 127



Indice de tablas

3.1.
3.2
3.3.
4.1.
4.2.

4.3.
5.1.
6.1.
9.1.
9.2.

Programa de termociclado . . . . . . ... .. ... oL,
Oligos utilizados paralaRT-qPCR . . . . . . . .. .. ... ... ... ..
Oligonucleétidos utilizados para5’ RACE . . . . . . . ... ... ... ..
miARNSs y sus genes blancosen plantas . . . . . . . ... ... ... ..
Especies y base de datos utilizadas para la bisquedas de genes blancos de
miARNs conservados . . . . . .. .. ..o Lo
Deteccion de genes blancos de miARNS utilizando diferentes filtros

Bibliotecasde SPARE . . . . . . . ... .o
Especies de Metazoa utilizadas . . . . . . . .. ... ... ... ......
Genes blanco validados de familias miARNs conservados en plantas . . . .

Mecanismos de procesamiento de miARNs conservados en A. thaliana.

101
128
129



Nomenclatura

Abreviaturas y simbolos

A Adenina

ADN Acido desoxirribonucleico

ADNasa ADN Nucleasa

ADNc ADN complementario

ARN Acido ribonucleico

ARNsh ARN doble hebra

ARNsh ARN simple hebra

ATP  Adenosin trifosfato

C Citosina

Col-0 Ecotipo Columbia-0 de Arabidopsis thaliana
DCL Ribonucleasa III tipo Dicer

G Guanina

HEN1 Hua enhancer 1

HYL1 Hyponastic leaves 1

LB  Medio de cultivo para bacterias Luria-Bertani

miARN MicroARN



Nomenclatura

X1V

MS  Medio de cultivo para plantas Murashige-Skoog
nat-miARN miARNs naturales

nat-siARN siARNs naturales

nt Nucleétidos

PCR Reaccién en cadena de la polimerasa
pre-miARN Precursor de miARN

RISC Complejo de silenciamiento inducido por ARN
RT-gPCR Transcripcion reversa seguida de PCR en tiempo real cuantitativa
RT  Retrotranscripcion

SE  Serrate

siARN ARN pequefio interferente

ta-siARN trans-acting siARNs

T Timina

U Uracilo

Lenguaje Especial

bulge

contigs

dataset

loop

mismatch

scramble

script

software



Resumen

Los microARNs (o miARNs) son ARN no codificantes que regulan la expresion génica
en animales y plantas, y estdn implicados en procesos biolégicos muy variables, como
el desarrollo, la diferenciacion y el metabolismo. Con un largo de aproximadamente 21
nucleétidos, los miARNS reconocen secuencias parcialmente complementarias en los ARNm
blanco, provocando su corte o arresto de la traduccion. Los miARNSs han saltado rapidamente
a la primera plana del interés de la comunidad cientifica como un nuevo nivel en el control
de la expresion génica en eucariotas. Estudios recientes han puesto de manifiesto que los
miARNs estan implicados en distintas patologias de seres humanos. Los calculos actuales
consideran que cerca del 40 % de los genes de humanos se encuentran regulados por miARNS.

Estd generalmente aceptado que los miARNSs en plantas tienen una extensiva complemen-
tariedad con sus genes blanco y su prediccion por lo general se basa en el uso de pardmetros
empiricos deducidos de interacciones conocidas y validadas experimentalmente. En este
trabajo, primero desarrollamos una estrategia para la identificacion de genes blanco regulados
por miARNSs en plantas, basado en la conservacion evolutiva del par miARN-gen blanco.
Ademds, pudimos encontrar genes blanco especificos de Solanaceae y demostrar que la
estrategia se puede utilizar para la biisqueda de genes blanco pertenecientes a un grupo
determinado de especies. Esta estrategia fue usada para predecir nuevas interacciones no
conocidas anteriormente en Arabidopsis thaliana, que luego fueron validados experimental-
mente. Algunos de los nuevos genes identificados podrian participar de las mismas vias que
genes blanco conocidos anteriormente, sugiriendo que algunos miARNs pueden controlar
diferentes aspectos de un proceso biolégico.

A partir de estos resultados, desarrollamos una herramienta bioinformética disponible en
un servidor de acceso publico para identificar genes blanco de miARNs basada principalmente
en la conservacion durante la evolucion de la interaccion del par miARN-gen blanco en

distintas especies. La herramienta también brinda una descripcion de varios parametros de



Resumen XVI

las interacciones miARN-gen blanco en distintas especies, que puede ser util para mejorar
los sistemas de prediccion y describir la co-evolucion de los miARNSs y los genes blanco.

La biogénesis de los miARNSs es un proceso clave porque determina la secuencia exacta de
nucleétidos del ARN pequefio funcional, que luego determina los genes a ser regulados. Los
precursores de miARNSs de plantas son muy variables en forma y tamafio en comparacion con
los precursores de miARNSs de plantas. Y por lo tanto, poco se sabia sobre el reconocimiento
de los precursores por la maquinaria de procesamiento. En la segunda parte de este trabajo
presentamos una estrategia para estudiar la conservacion de los precursores de miARNs
de plantas en distintas especies identificando regiones y dominios presentes en distintas
especies. A partir de estos resultados, desarrollamos un herramienta de visualizacién para
poder analizar facilmente la conservacion de la estructura primaria y secundaria de los
precursores de miARNs. El andlisis las mismas revel6 que existe una marcada correlacion
entre la conservacion de los precursores y el mecanismo de procesamiento. Los resultados
muestran patrones de conservacion en los dominios necesarios para el procesamiento, y
permiten deducir un modelo general del reconocimiento del ARN durante la biogénesis de
miARNS.



Introduccion.

1.1. Silenciamiento génico y ARN pequeiios en plantas.

El control de la expresion génica es un proceso vital para los organismos unicelulares.
Este proceso es utilizado por las células para ajustar la expresion génica durante el desarrollo
o frente a los cambios en su ambiente. En plantas, la generacién de los numerosos tipos
celulares diferentes que forman en conjunto un organismo multicelular depende de que
los genes se activen en las células adecuadas y en los momentos precisos del desarrollo.
Muchos de los mecanismos regulatorios operan a nivel genético generando un control a nivel
transcripcional y post-transcripcional.

En los dltimos afios se ha descubierto que pequefias moléculas de 20 a 25 nucleétidos de
longitud, son reguladores criticos de la expresion génica en eucariotas. En plantas existen
distintos tipos de ARN pequefios que, por diferencias en su biogénesis y modos de accién, han

sido clasificados en distintas clases, aunque pueden compartir algunos elementos comunes.

1.1.1. Variedades de ARN pequeiios en plantas.

Los ARN pequefios provienen del procesamiento de regiones helicoidales de precursores
de ARN. Los mismos se pueden clasificar en dos grupos principales. Los derivados de
precursores de doble hebra (ARNdh) formados por hibridacion intermolecular de dos cadenas
de ARN complementarias y los derivados de precursores de RNA de una sola hebra (ARNsh)
que forman una estructura de tallo-burbuja.

Los ARN pequefios mds abundantes, derivados de precursores de ARNdh, son conocidos
como siARNs (del inglés small interfering RNAs). Estos pueden ser de origen endégeno o
exdgeno. A su vez, los siARNs se pueden clasificar en dos grupos, aquellos que producen

un silenciamiento a nivel transcripcional (TGS, del inglés: Transcriptional Gene Silencing)
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[31, 148] y aquellos que lo producen a nivel post-transcripcional (PTGS, del inglés: Post
Transcriptional Gene Silencing)[60].

El primer grupo se origina a partir de ciertas regiones gendmicas como transposones u
otras secuencias repetitivas que son transcriptos por la ARN polimerasa I'V. Estos ARNsh
se convierten en ARNdh por accion de una enzima ARN polimerasa dependiente de ARN
llamada RDR2 (del inglés RNA-DEPENDENT RNA POLYMERASE?2). A continuacién los
ARN(dh son procesados por por una ribonuclease llamada DCL3 (del inglés DICER-LIKE3)
que corta el ARNdh para liberar siARNs de 24 nt de longitud. El segundo grupo, los PTGS
son originados a partir de ARNs de virus o ARNm proveniente de un transgén. Estos ARNs
se convierten en ARNdh por accion de RDR6 y el ARNdh resultante es procesado por DCL2
0 DCLA4 para finalmente librer siARN de 21-22 nt que serdn encargados del silenciamiento
post-transcripcional [156]. Los roles biologicos del silenciamiento mediado por siARNs
incluyen resistencia contra virus [147], proteccion del genoma contra elementos moviles de
ADN y roles regulatorios sobre genes endégenos [19, 31, 148].

Existen otros ARNdh menos abundantes que han sido descubiertos posteriormente. Este
grupo esta constituido por un lado por los ta-siARN (del inglés, trans-acting siRNAs) y por
el otro lado los nat-siARNs y nat-miARNSs (del inglés, natural antisense siRNAs y miRNAs)
[31, 113, 142, 148].

Los genes que dardn lugar a ta-siARNSs son transcriptos para dar lugar a un ARN no
codificante denominados TAS. Este transcripto luego es identificado y cortado por accién
de un miARN que posee una secuencia complementaria al mismo [5]. Los fragmentos de
corte de un TAS se estabilizan y por la acciéon de RDR6, y se convierten en un ARNdh que
es procesado por DCL4, generando ARNs pequeiios de 21 nucleétidos. Finalmente, algunos
ta-siARNSs se incorporan a un complejo RISC y guian el corte de los transcriptos de otros
genes de manera similar a la accion de un miARN [5, 51, 154, 163].

En contraste con los otros tipos de siARNs, que dependen de un RDR para sintetizar
el precursor ARNdh, se cree que los precursores de ARNdh de NAT-siARNs (siARNs
asociados a ARNs antisentido naturales, del inglés “Natural Antisens Transcripts™) [25, 69].
En este caso, dos ARNs independientes pueden ser complementarios debido a que fueron
transcriptos por hebras opuestas en el mismo locus, y se denominan cis-NAT-siARNs. El
ARN(dh formado es procesado por DCL1 o DCL2 liberando siARNs primarios que inducen
el corte sobre el ARNm expresado constitutivamente. Posteriormente, una RDR sintetiza la

hebra complementaria del ARNm cortado. Esto da lugar nuevamente a un ARNdh el cual es
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procesado por DCL1 para producir una sucesion de siARN ubicados en fase de 21 nt cada
uno denominados nat-siARN secundarios [25, 69].

Como contraste con los siARNSs descriptos anteriormente, que son procesados por ARNdh,
existe la posibilidad de que un ARN se pliegue sobre si mismo, formando un tallo y una
burbuja (en inglés, “stem loop™). La clase mas abundante de ARN pequefios derivados de
precursores de ARNsh (ARN simple hebra) son los miARNSs. Tienen entre 20 y 22 nt de
longitud y son originados de largos precursores con extensa estructura secundaria en forma
tallo-burbuja. Estos precursores luego son procesados por accion de DCLI1, liberando el
ARN maduro. Actdan como reguladores negativos de la expresion génica reprimiendo la
expresion de genes endogenos principalmente a nivel post-transcripcional. Esta regulacion
se puede dar a través de la inhibicidn de la traduccion o del corte de los ARN mensajeros.
Tanto en animales como en plantas, existen un gran nimero de miARNSs conservados en
distintas especies. En animales se han encontrado miARNs conservados en especies muy
distantes como gusanos hasta humanos [110]. Y en plantas sucede lo mismo, donde existen
miARNSs conservados desde musgos hasta dicotiledéneas [13, 14, 38] (Figura 1.1). No se han
encontrado miARNSs conservados en animales y en plantas, lo que sugiere que han aparecido
en forma independientes durante la evolucion [38]. Si bien los miARNs en plantas y en

animales comparten componentes basicos, su biogénesis y su modo de accién difiere entre

ellos.
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Figura 1.1: Familias de miARNSs conservados en plantas. Se muestran las familias de miARNS (columnas) y
para cada una de ella se muestra en qué especies estdn conservadas (filas). En diferentes colores se muestra el
rango de especies en el que se encuentran conservadas, para distintos grupos de familias. En negrita se marcan
las familias conservadas en angiospermas. MiR319 y miR159 que codifican para miARNs similares, fueron
considerados como familias diferentes ya que regulan a genes blanco distintos [108]. Adaptado de [38].
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1.2. miARNSs en plantas.

Los miARNSs son generados a partir de loci endégenos, tanto en animales como en plantas.
Estos ARN pequefios controlan una gran variedad de procesos bioldgicos, como el desarrollo,
la diferenciacion y proliferacion celular, y respuesta a estrés [12, 30, 38, 128, 148]

Hasta hoy, en A. thaliana se han identificado més de 300 [72] miARNSs. Se han utiliza-
do distintos enfoques para identificar los miARNSs: el clonado directo de ARN pequefios,
secuenciacion de alto rendimiento, estudios genéticos y predicciones bioinformaticas [38],
siendo esta dltima la mas comun para la mayoria de las especies.

Los miARNSs en plantas estdn codificados por familias de genes de 1 a 32 miembros que
dan lugar a miARNSs maduros idénticos o muy similares. Hasta el momento han sido definidas
unas 42 familias de miARNSs en plantas, las que regulan una amplia variedad de procesos
bioldgicos. Doce de dichas familias tienen como blanco ARN mensajeros que codifican
factores de transcripcion involucrados en el desarrollo, mientras que otras estin relacionadas
con rutas de respuesta a sefiales ambientales y hormonales, entre otros, estando la mayoria
de ellas conservadas entre mono y dicotiledéneas [67]. Muchos de estos pequefios ARNs han
aparecido recientemente en la evolucion y por lo tanto aparecen en un nimero pequefio de
especies [12, 14]. Ademas, no estd claro si estos dltimos tienen algin rol bioldgico [14, 38].

Sin embargo, existen 22 familias de miARNs que estdn altamente conservadas en las
plantas, estando presentes en angiospermas, gimnospermas y algunas de ellas atn en plantas
basales como los musgos [10, 12, 165] (Figura 1.1). Muchas de estas familias de miARNs

conservados cumplen funciones esenciales para la biologia de las plantas [67].

1.3. Biogénesis de miARN:Ss.

1.3.1. Procesamiento de miARNSs en animales.

En animales, el procesamiento de los precursores es realizado en el nicleo y el citoplasma.
Luego de la transcripcion, el complejo formado por la ribonucleasa de tipo III, DROSHA,
y la proteina DiGeorge syndrome critical region gene 8 (DGCRS8) produce un primer corte
sobre el pri-miARN para liberar una estructura de tallo y burbuja denominado pre-miARN
(Figura 1.2) [43, 56, 61, 164].

A continuacion, el pre-miARN es traslocado desde el niicleo hacia el citoplasma por la
proteina de transporte nuclear EXPORTIN-5 (EXPS) [88, 162]. En el citoplasma DICER



Introduccién 5

conjuntamente con TRPB, otra proteina de uniéon a ARNdh, produce un segundo corte sobre
el precursor para que liberar el diplex miARN/miARN*. Este segundo corte ocurre a ~21 nt
de distancia del sitio donde se habia producido el primer corte por DROSHA. Finalmente, el
miARN maduro es incorporado al complejo RISC [70] (Figura 1.2).

Ademéds de esta ruta candnica de procesamiento, recientemente se han descripto vias
alternativas. Para algunos precursores, el requerimiento de DROSHA puede ser suplantado
por la maquinaria de corte y empalme (splicing) [105, 122]. En el caso de otros, es necesaria
la interaccion de proteinas especificas con el loop terminal [58, 141]. Por dltimo, existen
casos en donde, el procesamiento de ciertos precursores puede estar especificamente inhibido

en ciertos tejidos o determinadas condiciones [64, 104, 146].

1.3.2. Procesamiento de miARNSs en plantas.

Los miARNSs se diferencian de otros ARNs pequefios por su particular biogénesis que
implica su escision de un precursor con extensa estructura secundaria localizado en un largo
transcripto primario (Figura 1.3). En general, la biogénesis de estos ARN pequefios comienza
con la transcripcion por la ARN polimerasa II [154] a partir de unidades transcripcionales
propias distribuidas en el genoma [116]. Los transcriptos primarios, llamados pri-miARNs,
pueden tener varias kilobases de longitud y sufrir modificaciones post-transcripcionales
como ser splicing, capping y poliadenilacion. Estos transcriptos contienen precursores para
miARNSs con extensa estructura secundaria en forma de tallo-burbuja (stem-loop) [67] (Figura
1.3). Donde el miARN maduro se ubica en uno de los brazos del tallo apareado con una
secuencia parcialmente complementaria denominada miARN*.

En animales, el procesamiento comienza en el nicleo por DROSHA Yy finaliza en el
citoplasma por la accion de DICER. En plantas no existe un homoélogo de DROSHA. Los
precursores son procesados completamente en el nicleo a través de la accion de una ribonu-
cleasa llamada DCL1 [116, 125] (del inglés DICER LIKE 1) en asociacién con el cofactor
proteico de unién a ARN de doble hebra HYL1 [63] (del inglés HYPONASTIC LEAVES 1)
y la proteina SERRATE [86] (Figura 1.3).

Al parecer es la estructura secundaria por sobre la secuencia primaria del precursor la
mads importante en la determinacion del correcto procesamiento del mismo [22] . El producto
generado a partir de los cortes llevados a cabo por DCLI, es un diplex miARN-miARN*

que luego continda siendo procesado por otros componentes enzimaticos hasta dar lugar
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al miARN maduro de 21 nt. El miARN* es originado por el mismo precursor y es casi
complementario al miARN.

El paso final de la biogénesis de los miARN es la incorporacion asimétrica, a partir del
diplex miARN-miARN*, del miARN maduro dentro de un complejo de silenciamiento,
mientras que el miARN* en su mayoria se degrada. Este complejo se denomina RISC (del
inglés RNAI Silencing Complex). El componente central de todos los complejos de silen-
ciamiento es un miembro de la familia de proteinas ARGONAUTA (AGO). En Arabidopsis
existen distintas proteinas AGO que participan en diferentes procesos bioldgicos [143] y la
incorporacion de los ARN pequeiios en los distintos complejos depende de la identidad del
nucleétido del extremo 5’ y de la via de biogénesis [96, 99, 138] (Figura 1.3).

En la mayoria de los miARNSs el nucléotido extremo 5’ es una U y en general la principal
efectora de la actividad es AGO1 [96, 144, 148]. Complejos RISC similares se encuentran
presentes en células animales. Mds recientemente han sido identificadas proteinas adicionales
que regularian la actividad de la maquinaria de procesamiento [22].

En animales, los miARNSs reconocen principalmente sitios blancos ubicados en la regién
3’ no codificante de ARN mensajeros blanco inhibiendo su traduccién. En cambio en plantas,
es mds comun que los miARNs se unan a secuencias complementarias que se localizan
dentro los ARNm blanco en la regién codificante sefialdndolos para su degradacion [67]. En
cualquier caso, es el miARN el que proporciona la especificidad contra las moléculas de
ARN blanco [18].

1.4. Estructuras secundarias de precursores de miARNSs.

La biogénesis de miARNs involucra el adecuado procesamiento del precursor para liberar
el miARN maduro. Para que los miARNSs puedan actuar de manera correcta en la regulacion
de la expresion génica, es necesario que el mecanismo de biogénesis sea preciso. Si el proceso
de biogénesis no fuera preciso, cambiaria la secuencia del miARN maduro y por lo tanto el
reconocimiento del sitio blanco de los ARNm por este regulado impidiendo su regulacion.

Existen diferencias durante la biogénesis y mecanismo de accién entre los miARNs en
plantas y en animales. Pero ademds, ademads existen diferencias en las estructuras secundarias
de los precursores de ambos reinos. En animales, existe una marcada homogeneidad en el
tamafio de los precursores de miARNSs, en cambio los precursores de miARNs de plantas son

muy variables en forma y tamafo (Figura 1.4).
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Figura 1.3: Biogenesis y actividad de miARNSs en plantas. Los pri-miARNSs son transcriptos por la ARN
polimerasa Il y tienen extensa estructura secundaria en forma de tallo-burbuja (stem-loop). Estas estructuras
son procesados en el nucleo a través de la accién de una ribonucleasa llamada DICER LIKE 1 (DCL1) en
asociacién con el cofactor proteico de unién a ARN de doble hebra HYPONASTIC LEAVES 1 (HYL1) y
la proteina SERRATE (SE). El producto generado a partir de los cortes llevados a cabo por DCL1, es un
diplex miARN-miARN* que luego continida siendo procesado por otros componentes enzimaticos hasta dar
lugar al miARN maduro de 21 nt. Luego el miARN maduro se asocia con una proteina Argonauta (AGO),
mayormente AGO1 y se incorpora dentro de un complejo de silenciamiento RISC. En el complejo RISC, el
miARN principalmente induce el corte de los ARNm blanco, aunque algunos miARNs también regulan la
expresion de sus genes blancos por represion traduccional.
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Figura 1.4: Tamafios de precursores de miARNSs. En linea naranja se muestra la distribucion de tamafios de
pre-miARNS en C. elegans y en verde los pre-miARNSs en A. thaliana. Figura adaptada de [21].

Trabajos previos que analizaron precursores de animales sefialaron que un pri-miARN
tipico consiste en una estructura de tallo imperfecto secundado por segmentos inestables de
ARNssh en sus extremos. El tallo imperfecto posee un tamafio de ~65 nt en total que equivale
a un diplex de ARN de ~33 pb [62] A su vez sefalaron que el pri-miARN puede ser dividido
en 4 partes: un loop terminal, un ddplex miARN/miARN*, un tallo inferior y secuencias
flanqueantes simple hebra. Donde el diplex miARN/miARN* posee una longitud de ~22
pb y el tallo inferior, que se encuentra debajo de la posicion donde DROSHA produce el
corte, posee una longitud aproximada de ~11 pb [62]. Luego del primer corte llevado a cabo
por DROSHA, el pre-miARN liberado estd conformado por el diplex miARN/miARN* y el
loop terminal.

Muchos precursores en plantas tienen un tallo de ~15 nt debajo del diplex miARN/-
miARN* seguido por un loop interno, que sirve como una sefial estructural de reconocimiento
por la maquinaria de procesamiento [62, 94, 130, 151] (Figura 1.5). Sin embargo, este de-
terminante de procesamiento no se encuentra en todos los precursores [94]. Ademas, la
biogénesis de los miARNs conservados evolutivamente como ser el miR319 y miR159
comienzan con un corte al lado del loop terminal y continda con 3 cortes adicionales en una
direccion de burbuja a base hasta que finalmente el miARN es liberado [4, 23] (Figura 1.5).
Se ha demostrado que otros precursores de plantas liberan otros ARNs pequefios ademas
del miARN [75, 167], aunque no se conoce funcién bioldgica para estos otros miARNS.
En principio, podrian ser una consecuencia secundaria del mecanismo de biogénesis del
miR319.



Introduccién 10

4 iaen L

miARN*

Tallo inferior Duplex Tallo superior

(~11pb) ~22pb + loop terminal
° : pe) (~20 nt)

pre-miARNs de animales

\L miARN \J/ \L mIARN \L N ARNL \L

e ———————— e ———
miARN* miARN*
loop Tallo inferior Duplex Tallo superior Duplex Tallo superior Loop
interno  (=15pb) (~21ph) + loop terminal (~21ph) largo terminal

(variable)

pre-miARNs de plantas

Figura 1.5: Estructuras secundarias de precursores de miARNs. Arriba se muestra la estructura secundaria
de precursores tipicos de animales. Abajo a la izquierda se muestra la estructura secundaria de precursores
procesados de abajo en plantas. Abajo a la derecha se muestra la estructura secundaria de precursores que son
procesados de arriba secuenciales en plantas. Las flechas indican los cortes necesarios para liberar el miARN
maduro.

1.5. Regulacion de la expresion génica por miARN:Ss.

1.5.1. Regulacion por corte del ARN blanco.

En animales existe un gran nimero de genes blanco mediado por miARNs y un ARNm
puede estar regulado por varios miARNSs, en cambio los miARNs en plantas regulan un
nimero limitado de genes blanco [148].

El ARN pequefio guia al complejo RISC hacia una molécula de ARNm complementario.
Luego del reconocimiento de ARNm blanco por complementariedad de bases, la proteina
AGOI del complejo RISC introduce un corte en un enlace fosfodiester del ARNm. Este corte
ocurre entre las posiciones 10y 11 desde el extremo 5’ del miARN, independientemente de
la longitud del miARN [49, 84, 89, 107, 155].

Luego del corte mediado por el miARN, los fragmentos 3’ son degradados mediante la
actividad de la enzima citoplasmatica 5°-3° EXORIBONUCLEASA4 (XRN4) en En A. tha-
liana [131] Los fragmentos 5’ también pueden ser degradados por el complejo denominado

Exosoma, el cual estd encargado de diferentes funciones de degradacién y procesamiento
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de ARNs [32]. En Arabidopsis la degradacion del fragmento 5°, puede ser acelerada por

uridilacién en el extremo 3’ por la enzima una enzima denomina HESO1 [117].

1.5.2. Regulacion de la traduccion por miARN:Ss.

Los miARNs en animales, en general, son parcialmente complementarios a uno o mas
sitios presentes en la region 3’ no traducida de los ARNm blancos [30, 46, 79] y esos ARNm
raramente sufren el tipo de corte antes mencionado. Ademads, la limitada complementariedad
de secuencia, permite que los miARNs de animales regulen generalmente la expresion de
muchos genes blanco diferentes. Un mecanismo que involucra la inhibicién de la traduccién
del ARNm blanco por el miARN explica la represion de la expresion de los blancos de
miARNs en animales [46]. En otras ocasiones, los miARNs de animales disminuyen la
vida media de los transcriptos a los que se unen [59]. Existen algunos ejemplos de miARN
de plantas también, donde se ha demostrado la existencia de un mecanismo de represion

traduccional, ademads del corte del transcripto [11, 28, 34, 45, 77, 127].

1.5.3. Generacion de ta-siRNAs y siRNAs secundarios.

El corte de un transcripto por un miARN puede inducir la generacion de ARN pequefios
secundarios [35, 33, 37, 90, 100, 100]. Existe un mecanismo por el cual se genera un ARN
pequeiio especifico en plantas que se denomina ta-siARN (trans-acting short-interfering
RNA). Los genes que dardn lugar a ta-siRNAs son transcriptos que generalmente son
denominados TAS. El transcripto es identificado y cortado por accién de un miARN que
posee una secuencia complementaria al transcripto [5]. Los fragmentos de corte de un TAS
se estabilizan y por la acciéon de ARN polimerasas dependientes de ARN, se convierten en
un ARN de doble hebra. Luego el ARN doble hebra es procesado por una Ribonucleasa de
tipo III, llamada DICER- LIKE4 (DCL4), generando ARNs pequefios de 21 nucledtidos,
los ta-siARNSs. Finalmente, estos ta-siARNs se incorporan a un complejo RISC y guian
el corte de los transcriptos de otros genes de manera similar a la accion de un miARN
[5, 51, 154, 163].
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1.6. Procesos biologicos regulados por miARNSs en plantas.

Los procesos bioldgicos regulados por miARNs en plantas son muchos, y algunos
miARNs desempefian papeles importantes en el desarollo, otros en la trasduccion de sefiales
hormonales, respuesta a estrés y respuesta a sefales del ambiente [120, 121, 148].

De las 22 familias de miARNSs conservados en plantas, 11 regulan factores de transcrip-
cién y la mayoria de ellos estdn involucrados en procesos de desarrollo o diferenciacién
célular [67] (Tabla 4.1). Por ejemplo, los genes blanco del miR172 pertenecen a la familia de
factores de transcripcion AP2 (APETALA?2) que esté involucrado en el tiempo de floracion y
en el desarrollo de la hoja [11, 34]. La familia del miR319 regula factores de transcripcion
TCP (TEOSINTE BRANCHED1,CYCLOIDEA, PCF1/2), la familia del miR165/166 fac-
tores de transccripcion HD-ZIPIII (HOMEODOMAIN-LEUCINE ZIPPER de clase I11) y
la familia del miR396 regulan factores de transcripcion GRF (GROWTH-REGULATING
FACTOR). Todas estas familias intervienen en el desarrollo de la hoja regulando distintos
factores de transcripcion [27, 107, 119]. El miR164, participa en el establecimiento del
meristema apical del tallo, en el desarollo de la raiz y definicién de los bordes de los 6rganos
mediante la regulacion de miembros de la familia de factores de transcripcion NAC (NAM,
ATAF1/2 and CUC2) [78].

Por otra parte, entre los genes blanco que no corresponden a factores de transcripcion, hay
genes involucrados en diversos aspectos de la biologia vegetal. Algunos codifican proteinas
pertenecientes a la familia F-Box o enzimas E2 conjugantes de ubiquitina, las cuales estan
implicadas en la marcacién de proteinas para la degradacion por el proteosoma [120]. Otros
genes con funcién conocida codifican para proteinas involucradas en la transduccion de
sefiales hormonales, o proteinas involucradas en el metabolismo energético, la respuesta a
estrés o déficit de nutrientes.

Por otro lado, en especies en las que se han realizados estudios de ARN pequefios por
técnicas de secuenciacion de alto rendimiento, se han encontrado miARNSs no conservados
[38, 112, 119]. Los genes blanco regulados por estos miARNs tienen funciones mds variables
que los blanco de los miARNSs conservados, no esta clara la importancia biolégica de estas
interacciones [38].

En esta tesis nos enfocaremos principalmente en las familias de miARNSs conservadas en-
tre distintas especies de plantas (Tabla 4.1). Estas familias han sido estudiadas profundamente,

por lo que su mayoria se encuentran ampliamente caracterizadas.
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1.7. Prediccion de genes blanco de miARN:S.

1.7.1. Interaccion de miARN-ARNm blanco.

Los miARNs reconocen secuencias complementarias en ARNm blancos provocando su
corte o el arresto traduccional. Originalmente, se creia que los miARNs de plantas tenian
complementariedad casi perfecta con los genes blanco regulados por ellos [17, 30, 85]. Sin
embargo, en articulos mads recientes se ha demostrado que existen genes blanco regulados
por miARNS de distintas especies, con un un mayor nimero de “mismatches” a lo que se
crefa previamente [53] (Figura 1.6).

Nos referimos como desajuste (utilizaremos el término en Inglés: “mismatches’ el resto de
la Tesis) a cualquier interaccidn entre pares de bases que no sean interacciones G-C o A-U En
el apareamiento de ARN a menudo se da una interaccion no candénica denominada “wooble”
que se forma cuando interacciona el par G-U. Este tipo de interaccion, en muchos estudios
es considerado un “mismatch” pero también puede ser considerado como un apareamiento.
Otro tipo de interaccién que se puede dar entre dos cadenas de ARN, son los denominados
“bulges” que se forman cuando hay un nucleotido extra de un lado de la interaccion que hace
que una base en particular no interacciona con ninguna base enfrentada.

Teniendo en cuenta esto, vale mencionar que recientemente se han descrito genes blanco
que tienen “bulges” de varios nucleétidos con sus miARNs que lo regulan [29]. Esto hace
que la prediccion de genes blanco regulados por miARNSs en plantas no sea trivial y que se
necesite informacion extra ademas de la interaccién del par miARN-blanco.

Por otro lado en animales, la especificidad y la funcién de los miARNSs estdn determinados
por los nucledtidos 2 a 7 de la parte 5° del miARN maduro (llamada regién “seed” o semilla
del miARN) [83]. Dichos nucleétidos deben ser complementarios al ARNm blanco (Figura
1.6).

Plantas Animales
miARN miARN
5' 3! 5' 3
33— —5' 33— — 5!
ARNmM blanco ARNmM blanco

Figura 1.6: Interaccién de miARN-ARNm blanco. A la izquierda se muestra una interaccién del par miARN-
ARNm blanco en plantas. A la derecha se muestra una interaccién del par miARN-ARNm blanco en animales.
Las lineas verticales grises representan bases apareadas, la ausencia de lineas representa “mismatches”.
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1.7.2. Métodos para prediccion de genes blanco de miARNSs en anima-

les.

Existen muchos métodos para la prediccion de genes blanco de miARNs que fueron
desarrollados por distintos grupos de investigacion. Gran parte de ellos continian mante-
niendo y actualizando sus algoritmos. El grupo de Cohen en el EMBL propuso el primer
predictor de genes blanco de miARNSs en 2003 [134] que luego fue actualizado en el 2005
[133]. TargetScan y TargetScanS fueron desarrollados por Bartel en el MIT y Burge en
Cambridge [50, 57, 81, 82]. DIANA-microT, otra herramienta popular que fue creada por
el grupo de Hatzigeorgiou, fue actualizada recientemente a la version 5.0 [91, 92, 109]. El
grupo de Rajewsky publicé su predictor de genes blanco en el 2005 y fue actualizado en el
2011 [9, 115].

Hay dos categorias de modelos predictivos: heuristicos y empiricos. Los modelos heurfs-
ticos utilizan algoritmos de deteccion que buscan posiciones a lo largo de la secuencia del
ARNm y funciones de puntajes que filtran los blanco mediante la combinacion de varios
valores de entrada. Los primeros predictores aplican enfoques heuristicos, debido a la falta
de una cantidad suficiente de datos para construir los modelos basados en el conocimiento
empirico.

Los modelos predictivos utilizan entradas que se derivan del conocimiento de los detalles
mecanisticos de las interacciones miARN-ARNm. La entrada més utilizada de los modelos
predictivos, es la complementariedad de base entre el miARN y ARNm. Los miARNs de
animales por lo general se unen al ARNm con s6lo algunas posiciones que estdn apareadas
[76], pero la complementariedad del apareamiento de bases en la region semilla (seed), que
comprende los ocho primeros nucleétidos en el extremo 5’ del miARN, es particularmente
importante. Los pardmetros de entradas de accesibilidad del sitio y de conservacion evolutiva
se utilizan para aumentar la especificidad. La mayoria de los predictores usan software
existentes, como el Vienna RNA package [87], mFold [169], DINAMelt [93] y mFold [44],
para el célculo de la energia libre. El uso de la conservacién evolutiva de los genes blanco
de miARNs estd motivada por la premisa de que las especies ’similares’ deben compartir
miARNs comunes y genes blanco comunes. Sin embargo, esto conduce a la omision de los

genes blanco no conservados [80, 139].
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1.7.3. Métodos para prediccion de genes blanco de miARNSs en plantas.

Los algoritmos mencionados anteriormente son utilizados generalmente para predecir
genes blanco de miARNs en animales. Algunos de ellos, como MiRanda, se utilizan tanto en
animales como en plantas. Existen herramientas disefiadas especificamente para la prediccion
de genes blanco de miARNs en plantas. Algunas de ellas fueron implementadas como
herramientas independientes, otras como serivdores web y algunas como ambos.

La herramienta psRNATarget [40] utiliza un enfoque de programacién dindmica, ali-
neando las secuencias utilizando el algoritmo de Smith-Waterman modificado y aplicando
el algoritmo "RNAup’. Targetfinder [20] implementa un programa “FASTA” junto con un
sistema de puntuacién para “mismatches”, “bulges” o “gaps” para alinear las secuencias.
TAPIR [24] estd integrado con dos opciones de buisqueda, el motor de bisqueda “FASTA”
(para busquedas rdpidas), y el motor de busqueda “RNA hybrid” (para obtener resultados
precisos). La herramienta Target-align [153] también emplea el método de puntuacién basado
en el algoritmo de Smith-Waterman para predecir las complementariedades entre los miARNs
y los RNAs mensajeros. Por tltimo, la herramienta p-TAREF [65] implementa un modelo de
regresion de maquinas de vectores de soporte (SVR en ingés “support vector regression”) y
utiliza la informacién de la “variacion de la densidad de dinucle6tido” alrededor del sitio
blanco de un conjunto de datos de A. thaliana, Oryza sativa, Medicago truncatula 'y Solanum
lycopersicum.

Ademéds existen otras herramientas que son utilizadas para predecir genes blanco de
miARNSs pero que no fueron especificamente disefiadas para esto. Por ejemplo, la herramienta
Web miRNA designer, WMD3 [106] es utilizada para el disefio del miARNs artificiales
para silenciar la expresion de genes blanco especificos. Pero esta herramienta también es
empleada para la prediccion de genes blanco de miARNSs en plantas. RNAHybrid [73] es una
herramienta utilizada para buscar la energia minima libre de un ARN largo y uno corto. La
secuencia corta se hibrida con la parte mas adecuada de la secuencia larga. La herramienta
estd destinada principalmente para la prediccion de genes blanco de miARNSs, pero no es su
Unico uso.

Patmatch [158] que est4 integrado en “The Arabidopsis Information Resource” (TAIR)!
permite realizar busqueda de secuencias de nucledtidos o de péptidos corto, como dominios
pequeios o motivos. Esta herramienta puede ser adaptada, para utilizarla como herramienta

de busqueda de genes blanco de miARNSs en plantas.

Ihttps://arabidopsis.org
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La mayoria de las herramientas especificas de plantas fueron desarrolladas para predecir
genes blanco con una alta especificidad en el organismo modelo A. thaliana, si se utilizan los
pardmetros de predicciones Optimos. Y los sistemas de puntajes optimizados de Arabidopsis
no se pueden utilizar como un umbral en el andlisis de organismos no modelos [132]. Ademads
estas herramientas en general detectan una gran cantidad de potenciales genes blanco (que
incluyen los validados experimentalmente), pero su debilidad radica en que predicen una

gran nimero de falsos positivos.

1.7.4. Identificacion de genes blanco regulados por miARNs mediante

técnicas de secuenciacion de alto rendimiento.

Con los avances de los métodos de secuenciacion de alto rendimiento o “next-generation
sequencing”, la identificacion sistemética de genes blanco de miARNS s especificos en un tiem-
po corto ya es un hecho. Un método denominado PARE (Construction of Parallel Analysis of
RNA Ends) [52]. La misma consiste en una combinacion de la estrategia modificada 5'RACE,
en donde se secuencian masivamente ARNs que carecen de 5° CAP. Esto implica que se
detectan ARNm fragmentados, pero no los intactos. Ademds, el proceso de secuenciacion
permite identificar el sitio exacto de fragmentacion o corte del ARNm. Por este motivo se
suele referir a las bibliotecas PARE como el degradoma del ARN de las células.

Un elemento importante es que los miARNs y siARNs guian el corte de sus ARNm
blanco entre las posiciones 10-11 del extremo 5’ del ARN pequeiio. Es decir, dada una
interaccion miARN/sitio blanco, uno puede predecir exactamente donde se produciré el
corte del ARNm. Y si este corte realmente existe en las células, los fragmentos de ARNm
detectados por PARE deberian estar enriquecidos en este lugar preciso del ARNm.

A partir de las bibliotecas de PARE, se han desarrollado diferentes herramientas como
SeqTar [168], que es un método para la identificacién de corte guiado por miARNs de degra-
doma de transcriptos de plantas. Por otro lado, CleaveLand [3] es un pipeline computacional
para la deteccion de cortes de miARNSs en datos de degradoma. Esta herramienta toma como
entrada secuencias de degradoma, ARNs pequefios y una base de datos de ARNm y devuelve
los potenciales genes blanco de esos ARNs pequeiios. SPARTA (small RNA-PARE target
analyzer) [68] es un pipeline paralelizado, para el andlisis integrado de miARNs en plantas y
un conjunto de ARNm. Este pipeline incluye un software de identificacion de nuevos genes

blanco regulados por miARNSs y utiliza datos de PARE.
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Por otro lado, la herramienta PAREsnip permite realizar busqueda de potenciales genes
blanco de todos los ARN pequefios obtenidos de técnicas de secuenciacion de alto rendi-
miento. Mediante la bisqueda de genes blanco de todo el “sRNAome” se pude facilitar

identificacion de genes blanco de ARN pequeios a grande escala.



Objetivos.

2.1. Objetivo general.

Las interacciones ARN-ARN son esenciales durante la regulacion de la expresion génica
por miARNS, y en los procesos de silenciamiento génico en general. La identificacion de
los genes blanco por miARNS se basa en la interaccidon de dos moléculas de ARN donde
la interaccion no es necesariamente perfecta. En principio, se puede hipotetizar que cierto
numero de bases desapareadas en determinadas posiciones permitirdn la actividad del ARN
pequeio en el contexto de la interacciéon miARN-gen blanco.

Por otro lado, la secuencia exacta del miARN depende del procesamiento de precursores
mads largos con extensa estructura secundaria. Este proceso es preciso en plantas, pese a que
los precursores de miARNS son variables en secuencia, forma y tamafo.

El primer objetivo de esta Tesis se basa en disefiar estrategias para identificar genes
regulados en miARN en plantas, tratando de seleccionar aquellas interacciones que tengan
una mayor probabilidad de tener un impacto significativo en la biologia de las plantas. En
este proceso hemos elegido una combinacion de herramientas bioinforméticas, incluyendo la
conservacion de la interaccion miARN-gen blanco en distintas especies.

Un segundo objetivo busca encontrar patrones comunes y dominios de ARN que sirvan
de guia durante el proceso de biogénesis de miARNs. Aqui también hemos elegido una
combinacién de elementos incluyendo el andlisis de experimentos de secuenciacion de alto
rendimiento y el andlisis de la conservacion evolutiva de precursores de miARNSs.

Se espera que los resultados de esta Tesis sirvan no solo para alcanzar los objetivos de
investigacion planteados sino también para promover el desarrollo de la Bioinformética como
una disciplina que brinda una oportunidad tnica para que, a partir de investigaciones en
las ciencias bésicas, pueda hallarse el camino hacia el desarrollo de aplicaciones de interés

estratégico para el pais.
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2.2. Objetivos especificos.

1. Identificar genes regulados por miARNSs en plantas.

= Diseflar una estrategia para la identificaciéon de genes blanco regulados por
miARNSs en plantas, basado en la conservacion evolutiva del par miARN-gen

blanco.
= Desarrollar una herramienta web para la prediccion de genes blanco de miARNs
en diferentes especies de plantas.

2. Estudiar la biogénesis de los miARNSs en plantas.

= Desarrollar herramientas que permitan el andlisis de los intermediarios de proce-
samiento de miARNs en plantas a partir de bibliotecas de secuenciacion masiva
de ARN.

= [dentificar y caracterizar de precursores de miARNs en distintas especies que

tengan mecanismos de procesamiento distintos.

= Caracterizar la relacién entre la evolucién de los precursores de miARNs en

plantas y los mecanismos de procesamiento determinados previamente.



Materiales y Métodos.

3.1. Métodos utilizados para la prediccion de genes regulados por miARNs

en plantas.

En la primer parte de esta tesis disefiamos una estrategia para la identificacién de genes
blanco regulados por miARNs basado en la conservacion evolutiva del par miARN-gen

blanco. La metodologia aplicada es la siguiente.

3.1.1. MiARN consensos.

Las 22 familias de miARNSs conservadas en angiospermas fueron consideradas para
esta parte del trabajo [14, 48]. MiR319 y miR159 que codifican para miARNs similares,
fueron considerados como familias diferentes ya que regulan a genes blanco distintos [108].
Consideramos todos los miembros de estas familia, obtenidos de miRBase?, pertenecientes
a A. thaliana, Populus trichocarpa 'y Oryza Sativa. Variaciones en las posiciones 1, 20 y
21 son muy comunes en las familias de miARNs [42]. Por esto, definimos como secuencia
consenso, a las secuencias mas comunes (posiciones 2-19) de distintos miembros de cada
familia (tabla 4.1).

3.1.2. Prediccion de genes regulados por miARN:Ss.

Conjunto de datos de plantas.

Los datos de las secuencias pertenecen a bibliotecas extraidas de “Gene Index Project’™>,

que consiste en una base de datos de ESTs ensamblados. Seleccionamos un conjunto de datos

pertenecientes a Angiospermas. Ademds, utilizamos secuencias de ARNm completos de A.

Zhttp://mirbase.org
3http://compbio.dfci.harvard.edu/tgi/
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thaliana* y Oryza Sativa® (ver tabla 4.2). La biisqueda la realizamos utilizando PatMatch
[158], que es un programa de busqueda de patrones de nucledtidos cortos o péptidos. El
programa puede ser usado para encontrar coincidencias con un patrén de secuencia especifico
y permite el uso de cédigos de secuencias ambiguas y expresiones regulares y por esto
se puede utilizar la busqueda con “mismatches”, inserciones y deleciones. Realizamos
la primera buisqueda de potenciales genes blanco permitiendo tres “mismatches” con las
secuencias consensos, mientras que las interacciones G:U y los bulges fueron considerados
“mismatches”. Para realizar el alineamiento del par miARN-gen blanco, desarrollamos una
version modificada del algoritmo de programacion dindmica Needleman-Wunsch [101],
utilizando el lenguaje Perl®. Ademds, desarrollamos scripts para integrar los médulos de
Blastx [8] utilizando el proteoma de Arabidopsis y el médulo RNAhybrid [54] que es una
herramienta que permite encontrar la menor energia libre de hibridaciéon (MFE) de dos

secuencias de ARN.

Filtros.

Las secuencias candidatas fueron etiquetadas con el identificador del locus (locus ID)
con mejor puntuacion (best hit) en A. thaliana, utilizando el médulo de Blastx (Corte del
evalue de 10e™>). De este modo, genes blanco de distintas especies que tenfan la misma
etiqueta fueron agrupados juntos, ya que tendrian el mismo homdlogo en A. thaliana. El filtro
de conservacion evolutiva hace referencia al nimero minimo de especies donde la misma
etiqueta estaba presente para un miARN particular. El filtro empirico estd basado en trabajos
previos [127] y hace referencia a la energia de interaccién MFE (minima energia libre de
hibridacién de al menos 72 % del apareamiento perfecto). El otro filtro empirico requiere que
entre el par miARN-gen blanco, solamente estd permitido un “mismatch” entre la posicién 2

y la 12 del miARN (1-11 de nuestra bisqueda modificada con las secuencias consenso).

Controles.

Como control, realizamos las bisquedas del mismo modo que lo hicimos para los
miARNs conservados, pero utilizando secuencia al azar. Para cada miARN conservado,
generamos 20 secuencias al azar (scramble) dividiendo las secuencias originales de a di-

nucledtidos y luego generando nuevas secuencias al azar conservando esa composicion

“http://arabidopsis.org
>http://rice.plantbiology.msu.edu
Ohttp://perl.org
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de los di-nucleétidos como fue descrito previamente [66]. De estas 20 secuencias al azar,
elegimos las 10 que tenian el nimero mas similar del total de genes blanco para el miARN
real correspondiente. La relacion sefial/ruido fue calculada como el cociente entre el nimero
de genes blanco para los miARNs y el nimero de genes blanco del promedio obtenido para
las secuencias al azar. Como un control adicional, seleccionamos dos miARNs que no estan

conservados durante la evolucion, que son el miR158 y el miR173.

3.2. ComTAR: una herramienta para la prediccion de genes blanco

regulados por miARNS en plantas.

A partir de los resultados positivos obtenidos de la estrategia descrita anteriormente,
decidimos desarrollar una herramienta web y dejarla disponible para la comunidad cientifica
denominada comTAR que esté disponible en un sub-dominio de la pdgina web institucional

del IBR: http://rnabiology.ibr-conicet.gov.ar/comtar.

3.2.1. MiARN y transcriptos.

Como las secuencias del maduro del miARN puede variar en distintas especies, especial-
mente en la posicién 1, 20 y 21 ([35], utilizamos secuencias del 2-19 (18nt) para realizar
las bisquedas. Como ademads existen variaciones en las secuencias en los distintos miARNs
de las mismas familias, utilizamos la més representativa teniendo en cuenta los genomas
de Arabidopsis, dlamo y arroz. De este modo comTAR contiene datos pre-calculados, de
potenciales genes blanco para 22 miARNSs conservados en plantas (ver tabla 4.1) donde el
usuario puede navegar los resultados y cambiar los pardmetros de entrada. Ademads, el usuario
puede realizar la busqueda de nuevos ARNs pequenos teniendo en cuenta esta consideracion.
El célculo se hace en el cluster del CCT-Rosario y los datos se obtienen luego de unas horas.
Como la herramienta web la realizamos tiempo después de haber hecho la estrategia para
prediccion de genes blanco, utilizamos una nueva base de datos mds actualizada y completa
denominada Phytozome’ [55]. La misma corresponde a secuencias de transcriptos de plantas
formado por archivos de nucleétidos en formato FASTA de transcriptos de ARNm (UTR,

exones) con variantes de splicing.

"http://phytozome.jgi.doe.gov
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3.2.2. Biusqueda de genes blanco.

La busqueda de genes blanco la realizamos de la misma manera que la descrita anterior-
mente con algunos cambios. Ademads de actualizar la base de datos y utilizar la de Phytozome,
actualizamos la base de datos de A. thaliana por la del TAIR10. Las secuencias candidatas
fueron etiquetadas con el mejor hit del locus ID del Arabidosis TAIR10, utilizando los
archivos de anotacién de Phytozome, y lo utilizamos como “TAG” (etiqueta). Por dltimo,
cada TAG de Arabidopsis fue indexado con una breve descripcién funcional y computacional
obtenida del TAIR10 y los genes blanco candidatos fueron agrupados por familias teniendo

en cuanta la clasificacion de familias del TAIR10.

3.2.3. Herramienta web y almacenamiento de datos.

ComTAR fue disefiado como una aplicacién web con un framework open-source en PHP
denominado Codeigniter para la interfaz grafica, pero el anélisis estd basado en un back-end
escrito en Perl. Los datos que surgen de ese anélisis fueron almacenados en una base de datos
en MySQLS3. El back-end es el encargado de realizar la bisqueda de secuencias y ademds ahi
es donde se integraron las herramientas y scripts para aumentar la especificidad y sensibilidad
de comTAR. También el back-end es el encargado de generar los resultados finales. Mientras
el front-end es el responsable de mostrar los resultados (Figura 3.1). El TAG del mejor hit en
Arabidopsis es el que determina el niimero de especies donde un gen blanco esta presente, y

el nimero minimo de especie es un pardmetro que es definido por el usuario.

miARNs conservados Funcién del gen blanco
(secuencias consensos) Descripcién funcional del TAIR
y informacién de familias

Blsqueda de
genes blanco

Conservacion del par

Identificador gen blanco miARN-gen blanco

Homdlogo en Arabidopsis

Patmatch BD: Phytozome
Transcriptos de plantas Andlisis miARN-gen blanco comTAR
(Phytozome) Needleman-Wunsch

Figura 3.1: comTAR. Diagrama de flujo que describe la herramienta

8http://mysql.com
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3.3. Analisis bioinformatico de los datos obtenidos de la secuenciacion
por la técnica de SPARE.

Una vez obtenidos los datos crudos de la secuencias se procedié a hacer el procesamiento

de los datos siguiendo los siguientes pasos:
= Comprobar la calidad de las secuencias.
= Remover secuencias adaptadoras (trimming).

= Agrupar secuencias iguales y determinar abundancia (conversion de archivos fastq file

a archivos tag-count).
= Mapear las secuencias tinicas con las secuencias de precursores (sub-genoma definido).
= Combinar los resultados del mapeo con la abundancia de cada secuencia.

= Analizar y comparar los intermediarios de procesamiento para plantas silvestres y

mutantes de procesamiento.

El control de calidad de las secuencias fue realizado con la herramienta FastQC ? (Versién
v0.10.1). Luego removimos las secuencias adaptadores con la herramienta cutadapt'® (Ver-
sién 1.9). A continuacién, mediante scripts desarrollados por nosotros utilizando comandos

de bash en Linux, agrupamos las secuencias y determinamos la abundancia de cada una.

3.4. Desarrollo de una herramienta intuitiva para el analisis y visuali-

zacion de los datos obtenidos por la ténica de SPARE.

La herramienta fue desarrollada para facilitar el anélisis de la identificacion de los
intermediarios de procesamiento en bibliotecas de SPARE. En total se obtuvieron cerca de
150 millones de secuencias sumando todas las bibliotecas. Esos fragmentos son agrupados y
mapeados contra las secuencias tnicas de los precursores de A. thaliana. Nos quedamos con
7158 secuencias dnicas, que luego fueron filtradas por largo de la secuencia, quedandonos

con las de largo mayor o igual a 30 nt (Figura 3.2).

“http://bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/
1Ohttp://cutadapt.readthedocs.org/
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151.924.213
secuencias totales

Removimos
adaptadores

Mapeamos contra
DB precursores

2.751.878
secuencias que
mapean DB precursores

Agrupamos en
secuencias Unicas

7158
secuencias unicas
que mapean DB precursores

< Wz 30 Filtramos por Igrgo
de secuencia
3912 3246

Figura 3.2: Analisis informatico utilizado para procesar los datos de SPARE. Las secuencias tnicas ma-
peadas contra los precursores son las que se utilizan en la herramienta para analizar los intermediarios de
procesamiento.

Esa informacion ya procesada fue almacenada en una base de datos, y es la que utilizamos
en la herramienta para analizar y comparar los intermediarios de procesamiento para plantas

silvestres y para las mutantes de procesamiento.

3.5. Analisis estructural de precursores de miARNSs en plantas.

Obtuvimos las estructuras secundarias para cada precursor calculada a partir de la herra-
mienta Mfold [169] con los pardmetros por default a 37 °C de temperatura. El lado proximal
del daplex miARN/miARN* fue definido como la posicidn +1. Analizamos la estructura
secundaria y consideremos las posiciones que habia un match como un 0, mientras que
bulges y “mismatches” los consideramos como 1. Ademds, hicimos un promedio para todos
los precursores siguiendo la misma estrategia. Implementamos un pipeline bioinformatico
utilizando “in-house” scripts y datos publicos de miRBase, para asistir con el andlisis de las
bibliotecas de secuenciacion masiva. Las secuencias de los ARN pequefios fueron obtenidas
de la base de datos de nueva generacién de Arabidopsis'' [68] y de la base de datos de
miRBase [72].

Uhttps://http://mpss.udel.edu/
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Los datos para el primer andlisis de SPARE fueron realizados por Nicolds Bologna y
Arnaldo Schapire sobre plantas silvestres y mutantes fiery. Los mismos estan accesibles
mediante el NCBI Gene Expression Omnibus (GEO!? con el c6digo de acceso GSE46429.

Ademads, analizamos datos de nuevas bibliotecas de SPARE realizadas por Belén Moro,

para precursores de A. thaliana de plantas silvestres (Col-0) y en hyll, se y fiery.

3.6. [Estrategia bioinformatica para caracterizar la relacion entre la
evolucion de los precursores de miARNSs en plantas y los mecanis-

mos de procesamientos.

Busqueda de ortélogos y extension de la secuencia.

De la base de datos bioldgica miRBase (release 19), obtuvimos las secuencias de 92
precursores que incluye cada miembro de las familias de A. thaliana conservados en dicotile-
déneas. Ademads, obtuvimos las secuencias de 117 precursores que incluye cada miembro
de las familias de O. Sativa conservados en monocotiledéneas. Con estas secuencias de
A. thaliana y de O. Sativa, buscamos los ortélogos en dicotiledoneas y monocotileddneas
respectivamente. Esto lo hicimos utilizando la técnica de Blast reciproco, mediante un script
desarrollado por nosotros que utiliza el blast del paquete de BLAST+ del NCBI (versioén
2.2.25). El Blast reciproco es un método computacional para predecir ortélogos putativos. Se
realiza tomando un gen de interés y luego se realiza un Blast de dicho gen sobre una base
de datos de un organismo donde se quiere buscar el ortélogo. Luego, se toma el gen que se
obtiene con mejor puntuacion por Blast, y se utiliza para hacer un Blast sobre una base de
datos del mismo organismo del gen de interés inicial. Si este Blast devuelve con el mejor
puntaje al mismo gen inicial, entonces estos dos genes son considerados ortélogos putativos.

Los datos gendmicos para la bisqueda de ortélogos, fueron extraidos de la base de datos
de Phytozome y utilizamos 30 especies de dicotiledoneas y 6 especies de monocotiledéneas
(Figura 3.3). Ademds, extendimos las secuencias obteniendo mds bases de las que original-
mente estdn definidas en miRBase y empezamos nuestro andlisis con una definicion arbitraria
de los precursores de plantas incluyendo 150 nt fuera del par miARN/miARN*. Esta defi-
nicién se basa en que todos los determinantes estructurales validados experimentalmente

necesarios para el procesamiento de miARNs estdn dentro de este rango.

2http://mcbi.nlm.nih.gov/geo
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Alineamientos de precursores y determinacion de estructura secundaria.

Los alineamientos de precursores en base a su secuencia primaria se realizaron utilizando

la herramienta T-coffee (version 11.00.8cbe486) [103] como se muestra a continuacion :

t_coffee —in=miR. fasta —mode=regular —method=slow_pair —output=fasta_aln —quiet=stdout —out=miR. aln

Por defecto, T-coffee colorea los alineamientos en base a un puntaje de las bibliotecas
construida a partir de distintos algoritmos de alineamiento. Como a nosotros nos interesa
poder visualizar las diferencias en base a la conservacion de los precursores, utilizamos

T-Coffee para colorear el alineamiento en base a el nivel de conservacion

t_coffee —other_pg seq_reformat —in miR.aln —in3 miR.aln —action +3evaluate idmat —out=miR_T_Coffee.pdf

Los alineamientos de precursores, considerando su estructura secundaria, fueron realiza-

dos con la herramienta R-coffee [146] como se muestra a coninuacion.

t_coffee —in=miR.aln —mode=rcoffee —method=slow_pair —output=score_pdf score_ascii —run_name=miR_R_Coffee

Y para colorear los alineamientos en base a su conservacion, utilizamos el siguiente

comando:

t_coffee —other_pg seq_reformat —in miR.aln —in3 miR.aln —action +3evaluate idmat —out= miR.aln_R_Coffee. pdf

El plegamiento de los precursores para determinar la estructura secundaria lo realizamos
utilizando el paquete RNAfold (version 2.1.1) [87].

Biusqueda de motivos conservados.

La busqueda de motivos conservados la realizamos utilizando la herramienta MEME
(version 4.10.1) [16]. Hicimos dos busquedas de motivos, la primera para encontrar como
maximo 2 motivos conservados en los precursores, de alrededor de 20nt. Utilizamos el

comando y los pardmetros como se muestra a continuacion:

meme miR. fasta —dna —oc miR —nostatus —time 18000 —mod zoops —nmotifs 2 —minw 20 —maxw 23 —revcomp

Y luego hicimos otra biisqueda de motivos, pero esta vez con tamafio més variable (de
5 a 50 nt) y permitimos encontrar hasta 10 motivos con un umbral de corte por e-value.
Esto lo realizamos para encontrar otros motivos conservados ademads de los ARN pequeiios.

Utilizamos el comando y los pardmetros como se muestra a continuacion:

meme miR. fasta —dna —oc miR —nostatus —time 18000 —mod anr —nmotifs 10 —minw 5 —maxw 50 —revcomp —evt le—3
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Representacion grafica de los precursores.

En base a la informacién de los alineamientos y estructuras secundarias, representamos
los datos utilizando el paquete Circos [74]. Por simplicidad en la representacioén de los
precursores, eliminamos los gaps y so6lo estdn representadas las bases dentro del precursor. El
archivo de configuracion principal se muestra en el anexo en 9.1 y los archivos de configura-
cion del histograma y las relaciones se muestran en el anexo en 9.2 y 9.3 respectivamente. Los
archivos karyotype.txt, highlight.txt y link.txt son distintos para cada precursor en particular

y se realizaron mediante un script, con el formato que se especifica en http://circos.ca/.

3.7. Cédigo fuente de los scripts y herramientas desarrolladas.

Para todo este trabajo de Tesis se utilizaron la mayoria de programas de Software libre
y varios de ellos de cddigo abierto en un entorno Linux. Algunos de los programas, scripts
y algoritmos desarrollados en esta Tesis estdn disponibles para su uso en los siguientes

repositorios:

= La herramienta para la prediccion de genes blanco regulados por miARNs en plantas

comTAR, se encuentra alojada en https://github.com/ucielp/cluster_comtar.

= [a herramienta para el andlisis y visualizacidn de los datos obtenidos por la ténica de
SPARE, se encuentra alojada en https://github.com/ucielp/SPARE_tool.

= Los scripts para caracterizar la relacion entre la evolucion de los precursores de
miARNSs en plantas y los mecanismos de procesamiento, se encuentran alojados en
https://github.com/ucielp/miRNAs_evolution.

3.8. Anexo: Técnicas de Analisis Molecular y bioquimico relacionadas

al trabajo de Tesis.

Si bien esta Tesis es de cardcter bioinformatico, el trabajo realizado también fue in-
terdisciplinario interactuando con otros miembros del grupo para concretar objetivos mas
generales. Parte de este trabajo en biologia molecular y bioquimica fue realizado para va-
lidar las predicciones aqui descriptas. Alternativamente, el trabajo aqui presentado tratd
del andlisis informadtico de datos gendémicos como los de las biblitoecas SPARE realizadas

experimentalmente por otros miembros del grupo. Si bien estas secciones no son parte de los


http://circos.ca/
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materiales y métodos propiamente realizados, consideramos relevantes mencionarlos ya que

contribuyen a un entendimiento general del problema que aqui se trata.

3.9. Obtencion de Arabidopsis transformadas.

3.9.1. Ecotipos utilizados y condiciones de crecimiento.

Las plantas de A. thaliana utilizadas para los experimentos en esta parte del trabajo
corresponden a el ecotipo Columbia-0 Col-0. Las plantas fueron cultivadas en una cdmara de
crecimiento con un régimen de 16 h de luz (100 uE.m.~2s~!) y 8 h de oscuridad (condicién
dia largo). La temperatura de crecimiento fue de 23°C durante el ciclo luz/oscuridad, mientras
que la humedad fue mantenida en 65 % de humedad relativa. Las plantas fueron regadas
2 veces por semana con agua. Para el crecimiento directo en tierra, las semillas fueron
estratificadas a 4°C por 2 dias en tubos de microcentrifuga con 1ml de 0,1 % (p/v) agar,
y luego sembradas en tierra. Las plantas de Nicotiana tabacum (cv Petit Havana) fueron
crecidas en condicion dia largo durante 8 semanas y la segunda hoja fue utilizada para el
andlisis de ARN.

3.9.2. Transformacion de Arabidopsis.

La transformacién de plantas de Arabidopsis se realizé mediante la técnica de “floral-
dip”. Se cultivo las cepas de A. tumefaciens ASE transformadas con los distintos pldsmidos
binarios en 100 ml de LB conteniendo 50 pg/ml de espectinomicina, 50 ttg/ml de kanamicina
y 25 ng/mg de cloranfenicol a 28 °C hasta llegar a una DO600 cercana a 2. Se cosechd las
células por centrifugacién a 5.000 g durante 10 min a temperatura ambiente y se resuspendié
en un medio con 5% (p/v) sacarosa 'y 200 ul/l de Silwet L-77. Las inflorescencias de plantas
de Arabidopsis regadas el dia anterior se sumergieron en la suspension de células durante
30 segundos. Luego de escurrir el exceso de medio de cultivo, se colocaron las plantas en
posicion horizontal dentro de bolsas plasticas para conservar la humedad. Luego de 24 hs se
sacaron de las bolsas y se prosigui6 con el cultivo de las plantas en la cdmara de crecimiento

hasta la maduracion de las semillas.
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3.9.3. Recoleccion y esterilizacion de semillas.

La recoleccion de semillas se realiz6 a partir de plantas que finalizaron su ciclo de vida
y que presentaban semillas maduras. Se retir6 las plantas del pote de tierra y frotando las
mismas con las manos se dejo caer las semillas sobre una hoja de papel. Se eliminaron los
restos de silicua y hojas por tamizado. Las semillas se almacenaron en bolsas de papel en un
recipiente seco hasta su posterior utilizacion.

Para la esterilizacion de las semillas, las mismas se incubaron con una solucién de 70 %
(v/v) etanol, 0,1 % (v/v) triton-X-100, durante 8 min. Luego se realizé un enjuague con 96 %
(v/v) etanol y finalmente se las dej6 secar en el flujo laminar.

La manipulacién del material vegetal en condiciones de esterilidad se realiz6 en una

cabina de flujo laminar.

3.9.4. Seleccion de transformantes.

Para la seleccion de plantas transformadas, las semillas esterilizadas se sembraron en
placas de Petri con medio MS-agar suplementado con 25 pg/ml de kanamicina. Las placas
se mantuvieron en oscuridad a 4 °C por 48 hs. Transcurrido este periodo se transfirieron las
placas a la camara de cultivo y en estas condiciones las plantas se dejaron crecer 5-10 dias.
Luego se analizaron las placas y aquellas plantas que presentaban un fenotipo de resistencia
al agente de seleccidn, evidenciado por el desarrollo de la raiz primaria y del primer par de
hojas verdaderas, se transfirieron a potes con tierra. Los potes se ubicaron en bandejas con
agua las cuales se cubrieron con papel de nylon transparente, de modo de evitar la pérdida de
humedad. En estas condiciones se cultivaron en la cdmara durante 2 dias, momento en el que

se retird el nylon y se continud con su cultivo.

3.9.5. Transformacion nuclear de tabaco.

Las plantas transgénicas de tabaco fueron preparadas por el método de transformacion
de discos de hojas por co-cultivo con A. tumefaciens. Se cultivo la cepa de A. tumefaciens
GV3101 pMP90 transformada con los distintos plasmidos binarios en 10 ml de 2YT conte-
niendo los antibidticos necesarios (100 pg ml-1 rifampicina, 50 g ml-1 gentamicina, 60 ug
ml-1 cloranfenicol) a 28 °C hasta llegar a una DO600 entre 0,5 y 1. Se utilizaron plantas de
tabaco (N. tabacum cv Petit Havana) crecidas en medio de cultivo s6lido de Murashige-Skoog

con 3 % (p/v) sacarosa (MS-0) en condiciones estériles. Las hojas fueron cortadas en piezas
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de aproximadamente 1 cm? usando un bisturf estéril. Las porciones de hoja fueron colocadas
en una caja de Petri conteniendo 100 ml de medio MS liquido, al que se agregaron 10 ml del
cultivo de A. tumefaciens, y se incubd entre 15 y 30 min. El exceso de liquido de las porciones
de hoja fue eliminado con papel de filtro estéril y luego se las coloc6 en placas de Petri
conteniendo medio MS-10 (MS-0 suplementado con 1 mg I-1 kinetina 'y 0,1 mg 1-1 4cido
naftalenacético). Tras 4 dias de incubacién a 28 °C, los discos de hoja fueron cambiados a
cajas de Petri con medio MS-10 suplementado con 100 pg I-1 kanamicina, para seleccionar
células vegetales transformadas, y 100 g ml-1 cefotaxima, para eliminar el Agrobacterium.
Luego de 3 a 4 semanas de crecimiento en cdmara de cultivo, se generaron vastagos que
fueron transplantados a medio MS-0 suplementado con los mismos antibidticos, para que
desarrollen raices y contintien con su crecimiento. Después de 6 a 8 semanas de crecimiento,
las plantulas que desarrollaron raices fueron transplantadas a tierra y aproximadamente 12

semanas después se cosecharon las semillas.

3.10. Cuantificacion del nivel de expresion génica.

3.10.1. Extraccion de ARN.

La extraccion de ARN de tejido vegetal de Arabidopsis se realiz6 utilizando el reactivo
TRIzol (Invitrogen). La recoleccion de las muestras de tejido se realizé en tubos de micro-
centrifuga que inmediatamente fueron sumergidos en N2 liquido. El material fue reducido a
un polvo fino utilizando un pilén. A continuacién, sobre este polvo se adicioné TRIzol (1 ml
de reactivo para un mdximo de 100 mg de tejido) y se agité de modo de resuspender el tejido
mortereado. El homogenado se centrifugé a 12000 g a 4 °C durante 10 min y finalmente se
transfirio el sobrenadante a un tubo de microcentrifuga nuevo.

A continuacién se agregd 0,2 volimenes de cloroformo por cada volumen de TRIzol
original. Esta mezcla se invirti vigorosamente por 15 segundos y se centrifugd a 12000 g
a 4 °C durante 15 min. Se transfiri6 la fase superior a un nuevo tubo de microcentrifuga y
se precipité el ARN mediante el agregado de un volumen de isopropanol. Esta mezcla se
incubd por 2 hs a -20 °C. Luego se centrifugd a 12000 g a 4 °C durante 10 min. Finalizada la
centrifugacion se descarto el sobrenadante.

Se lavo el precipitado de ARN mediante el agregado de 1 ml de 70 % (v/v) etanol frio

y agitacion con vortex. Luego se centrifugd a 7500 g a 4 °C durante 5 min, descartando el
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sobrenadante una vez finalizada la centrifugacion. Este paso de lavado se repitié una vez
mas.
El precipitado de ARN obtenido se seco en estufa 37 °C por 10 min y luego se resuspendi

en 50 ul de agua Milli-Q esteril.

3.10.2. Cuantificacion y chequeo de la integridad del ARN purificado.

Se determind la absorbancia a 230, 260 y 280 nm. Se estimé la pureza de la preparacion
a partir de la relacion de las medidas de absorbancia a Abs260/ Abs230 y Abs260/ Abs280.
La integridad del ARN purificado se determiné mediante la electroforesis en geles de 1,5 %
(p/v) agarosa de 5 ul del ARN preparado. Las bandas de ARN ribosomal se visualizaron por

tincion de los geles con bromuro de etidio.

3.10.3. Tratamiento del ARN preparado con ADNasa.

Se prepar6 la siguiente mezcla de reaccion: En un volumen final de reaccion de 20 ul se
adiciond: 0,5 a 1 ug de ARN total, 2 ul de buffer “RQ1 RNase-Free DNase” (Promega), 1 U
“RQ1 RNase-Free DNase” (Promega) y agua Milli-Q para completar el volumen de reaccién.

La mezcla de reaccion se incub6 30 min a 37 °C. Luego se inactivo la ADNasa mediante
la adicion al tubo de reaccion de 1 ul de “DNase Stop Solution” (Promega) e incubacién por
10 min a 65 °C. De los 21 ul de reaccidn finales, 12 ul se utilizaron para sintetizar ADN
complementario (ADNCc). Los 9 ul restantes se utilizaron como control negativo en la PCR

en tiempo real.

3.10.4. Retrotranscripcion (RT).

La sintesis del ADNc a partir del ARN preparado se llevd cabo segtin el siguiente
protocolo. En una primera etapa se preparé la siguiente mezcla: en un volumen final de
13,5 ul se adicion6 0,25 pg de oligo dT, 12 ul de ARN tratado con ADNasa, dNTPs a una
concentracion final de 0,4 mM cada uno. El volumen de la mezcla se complet6 con agua
Milli-Q.

La mezcla de reaccién se incubd durante 5 min a 65 °C y a continuacién en hielo
durante al menos un minuto. Luego se realiz6 una centrifugacién répida y se adicioné a
cada tubo de reaccion 4 ul de “5X First Strand Buffer”, 1 ul de 0,1 M DTT, 1 ul “Rnase
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OUT Recombinant Ribonuclease Inhibitor” (Invitrogen) y 100 U de “SuperScript III Reverse
Transcriptase” (Invitrogen).

Se mezcl6 por inversion y se incubd 60 min a 50 °C. Luego se realizé una centrifugacién
rapida y se inactivé la reacciéon mediante la incubacion a 70 °C durante 15 min. Finalmente
el ADNc a usar como molde en la reacciones de amplificacion se diluy6 al menos 40 veces

en agua Milli-Q.

3.10.5. Reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real.

La cuantificacién relativa de los niveles de expresion génica se llevo a cabo mediante la
técnica de PCR en tiempo real (Real-Time PCR) segiin el método 2744 [111].

Como calibrador se utilizé un gen de expresion constitutiva que codifica por la Ser/Thr
proteina fosfatasa 2 (PP2A; Atlg13320) [39]. Un aspecto importante que se tuvo en cuenta
para la aplicacién del método de cuantificacion 222" es que las eficiencias de amplificacién
de los fragmentos del gen de interés y del gen de referencia sean similares y préximas a 2
[111].

Para el disefio de los oligonucle6tidos para la cuantificacién de blancos de miARNs
se tuvieron en cuenta las siguientes consideraciones. Los miARNs en plantas regulan la
expresion de sus blancos principalmente mediante el corte del ARNm. De esta manera para
cuantificar el nivel de expresion de un gen que es blanco de un miARN es fundamental
distinguir el ARNm completo del cortado. Dado que en la RT se sintetizan las hebras de ADNc
a partir del oligo dT que hibrida en el extremo 3’ de los ARN mensajeros, la secuencia que
se ubica 5’ del sitio complementario al miARN solamente serd retrotranscripta en aquellos
ARNmMm que no hayan sido cortados por el miARN. De esta manera si los oligonucledtidos
utilizados en la PCR en tiempo real hibridan en esta region se amplificard especificamente un
fragmento presente en el ADNc generado de ARNm intactos.

Las reacciones se realizaron en un equipo de qPCR “Mastercycler® ep realplex” (Eppen-
dorf) en microtubos apropiados para esta técnica. Para determinar el perfil de amplificacién
durante la PCR se utiliz6 el colorante fluorescente “SYBR Green I Nucleic Acid Gel Stain”
(Roche).

Las reacciones de amplificacion se llevaron a cabo bajo las siguientes condiciones. Para
un volumen final de reaccion de 20ul se adicion6 a cada tubo: 2 ul de “10X PCR Buffer”
(Invitrogen), 3mM MgCl2, 0,2mM de cada dNTP, 5 ul de ADNc, 0,5 U de “Platinum Taq
DNA Polymerase” (Invitrogen), 20 pmol de cada cebador, y 0,8 ul de una dilucién 1000X en
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agua del “SYBR Green I Nucleic Acid Gel Stain (Roche)” original. El volumen se complet6é
con agua Milli-Q.

Como control negativo se prepar6 un tubo de reaccion para cada muestra en el cual se
agregaron los mismos componentes en las mismas condiciones, pero en lugar de utilizar
ADNc como molde se colocé 5 ul del ARN sobrante luego del tratamiento con ADNasa,
diluido en la misma proporcion.

El termociclado de las mezclas de reaccion se llevd a cabo segun el programa que se

muestra en la tabla 3.1.

Tabla 3.1: Programa de termociclado

Etapa Temperatura (°C) | Tiempo | N° de ciclos
Desnaturalizacién 95 1 min 1
95 15 seg
. 55 30 seg 40
Ciclos 7 20 seg
Lectura de fluorescencia

Se incluyé una etapa final de determinacidn de la temperatura de fusion de los productos
amplificados, lo que permite conocer la especificidad de la reacciéon. Ademads, la primera vez
que se utilizaron los oligonucle6tidos el producto de la reaccion de amplificacion se analizd
en un gel de agarosa para confirmar la especificidad de la reaccion.

Los oligonucledtidos utilizados en este estudio son que se detallan en la Tabla 3.2.

Tabla 3.2: Oligos utilizados para la RT-qPCR

Gene Locus ID  Forward primer Reverse Primer

PAA2  At5g21930 GTCCTCTTATCAGGGGACAGG CATAGTTGCTTGTGCAAGACTCAG
MYB33 At5g06100 CTATGGAAACCGACATTCACCTG CTTGGCTTCCAGAAGCAACATATCG
NZZ At4g27330 TCGGGTCAGGTTATGATCGA AGGGTTTCCTTCCATGTAGCTCC
PP2A  Atlgl3320 CCTGCGGTAATAACTGCATCT CTTCACTTAGCTCCACCAAGCA

tMT2A tobacco TACCCAGATTTGAGCTACAACGAG GCAGGAGATTCACCCATTTCCATA
tMT2B tobacco TACCCAGATTTGAGCTACAACGAA AGGGGATTCACCCATTTCCATT

3.11. Mapeo del sitio de corte.

En la Figura 3.4 se muestra un esquema para la identificacion de los productos de corte de
miARN:Ss. Inicialmente, se realizé una extracion 50mg de ARN total de plantulas de Col-0 y
se realizé una purificaciéon de ARN utilizando el kit comercial “PolyATract®” de (Promega).

El ARNm contenido en un volumen de 100 ul de agua se precipité mediante el agregado de
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2 ul 10 mg/ul glucégeno, 10 ul de 3M Acetato Sodio pH 5.2 y 220 ul de etanol absoluto, e
incubacioén toda la noche a -20 °C. Luego se centrifugé 20 min a 4 oC a 20000 g. Se lavo
con etanol 80 %, y se centrifugd 5 min a 4 °C a 20000 g. Se removi6 el sobrenadante y se
sec6 10 min a 37 °C. Finalmente se resuspendi6 en 10 ul agua.

A continuacion se realiz6 la ligacion del Oligo Adaptador ARN (5 CAGCUGGAGCAC-
GAGGACACUGACAUGGACUGAAGGAGUAGAAA 3’) mediante el siguiente protocolo.
Se mezcl6 250 ng de ARNm con 0,25 ul de oligo ARN (100 M), y se incub6 5 min a 65 oC.
Luego se incub6 en hielo 2 min. Se agregd la mezcla de reaccion: 1 pl 10X Buffer Ligasa, 1
ul 10mM ATP, 1 ul BSA, 40 U RNAseOut (Invitrogen), S U T4 RNA ligasa (Invitrogen),
agua para completar 10ul. Se incub6 a 37 °C durante 1 hora, luego se centrifugé y se dejé en
hielo. Se precipité el ARNm mediante el protocolo antes descripto. Posteriormente se realizé
una retrotranscripcion y finalmente se eliming el exceso de oligo ARN GeneRacer incubando
30 min a 37 °C con 0,04 g/ul de RNAsa A.

Duplex miARN-gen blanco

CAP AAAN

Corte del ARNm

AAAN

Ligaciéon oligo ARN
------- — AAAN

Retrotranscripcidn
------- — AAAN
------- TTTn

Oligo genérico

- - = =
------- ———————— AAAn
------- —T7T1In

<= = = -

Oligo especifico del gen

Figura 3.4: Diagrama de la estrategia utilizada para la identificacion de los productos de corte de
miARNSs.
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Para identificar los productos de corte especificos del gen en estudio se realiz6 una PCR
con un oligo que hibrida sobre la secuencia del Oligo Adaptador ARN (oligogenérico) y
otro oligo que hibrida sobre la secuencia del gen en una regién 3’ del sitio putativo de
corte del miARN. Los productos de la PCR se clonaron y se secuencié al menos 15 clones
independientes para determinar la secuencia del extremo 5°.

Los oligonucleétidos utilizados en este estudio son que se detallan en la Tabla 3.3.

Tabla 3.3: Oligonucleétidos utilizados para 5> RACE

Gen Locus ID 5 RACE 5’ RACE nested
General CGACTGGAGCACGAGGACACTGA GGACACTGACATGGACTGAAGGAGTA
PAA2 At5g21930 GACTTATGGAGCTGCAGAAGTAATG CATAGTTGCTTGTGCAAGACTCAG
IAR3 At1g51760 ATCTTCTGATCCCATTAATGGTTGCATCTCG CATATTCACGCTCGCTTGCCTTGTGATAACC
NZZ Atd4g27330 CATTTAAAGCTTCAAGGACAAATCAATGGTATTAGG AGGGTTTCCTTCCATGTAGCTCC
MMG4.7 At5g43060 ATGGTAACAACCTTAGCATTTTTCC CTTCGGTATCAATACCWCCATT
UDP At2g47650 AATGGGCCGACATGTTCTCC CCTCGGTGATAGTCCATGGT
SVP At2g22540 GCAACTTTCCTTCATTCATC TTTCATCTGCCTCAGCTCAC
loricrin-related AT5g64550 ACCATGAGCTTTGCAGTAGT CCTCAGCACTTCGTGTACAG
At3g14110 CGGAAGGATCAGTCAGTCTC CCCAGCTCGGTATAACAGTC
At3g22110 GTTTCATCGCCAAAGGTAAC CCAGGCGAATAAGACTAGAG
AVA-P2 Atl1g19910 CTCTAGACTGACCAGCTCGA GGATGATACCAACAATGAGA

3.12. Protocolo de SPARE.

La técnica de SPARE (del inglés Specific Parallel Analisys of 5> RNA Ends) fue desa-
rrollada con el objetivo de caracterizar el procesamiento de los precursores de miARNs de
A. thaliana. El esquema de la técnica se muestra en la Figura 3.5 y el protocolo se prepar6

como se describe en Methods[124]

5

corte de DICER

3 adaptador
5

21} 20.nt
miARN. Primer
3"-AA nA- especifico (41 nt) 100 nt
cDNA 3 — — 5
20 nt 100 nt 220
lra PCR — [E—
2int 7
P5 primer
(44 nty
20 nt 100 nt L~
2do PCR —
primer indexado
L Puente — 20 nt 100 nt «———— Ppuente
Secuenciacién de — T
alto rendimiento Index Oligo
especifico

Figura 3.5: Esquema general para la construccién de bibliotecas de SPARE.
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Aplicaciones bioinformaticas para el estudio de in-
teracciones miARN-gen blanco.

4.1. Introduccion.

En plantas, los miARNs generalmente regulan mds de un gen de una misma familia [67],
asi por ejemplo, miR319 regula a cinco factores de transcripcion de la familia TCP, mientras
que el miR172 hace lo mismo con seis factores de transcripciéon con dominio AP2. A su vez,
los miARNSs conservados en plantas se encuentran generalmente codificados como pequefias
familias de genes que codifican ARN pequefios de secuencias similares o idénticas (Figura
4.1). En el caso de miR319, hay tres genes diferentes que codifican para miARNSs similares,
en dos casos son idénticos (ath-miR319a, ath-miR319b), mientras que un tercero difiere en
la base 20 (ath-miR319c, Figura 4.1).

Una de las posibles ventajas de tener familias génicas con multiples miembros es que
proporciona flexibilidad en la manera en la que cada uno de ellos es regulado [120, 121].
Estas diferencias pueden ser por variaciones en elementos regulatorios en los promotores o
en las estructuras de los precursores de miARNSs que llevan a eficiencias de procesamiento
diferenciales [120].

Por otro lado, las diferencias en las secuencias de los miARNs maduros podrian causar
que miARNs de una misma familia regulen diferentes conjuntos de genes. Esto se ha
demostrado previamente para la superfamilia que incluye a los miARNs miR319 y miR159.
Estos dos miARNSs son muy similares en secuencia, al punto que varios autores los consideran
miembros de una misma familia [67]. Sin embargo ha sido demostrado que regulan genes
diferentes [107, 108, 127]. Asi, mientras el miR319 puede reprimir la expresion de factores de
transcripcion de la familia TCP y MYB, diferencias de secuencia en 4 nucledtidos previenen
la actividad del miR159 sobre los TCP [108].
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BAD AVG GODD: miR319 BAD AVG 600D miR160
ath miR319a UUGGACUGAAGBGAGCUCCT U ath miR160a  UGCCUGGCUCCCUGUAUGCCA
ath miR319h UUBGACUGAAGEEACUCCC U ath miR160b  UGCCUGGCUCCCUGUAUGCCA
ath miR319c AAGGGAGCUCCUU ath miR160c  UGCCUGGCUCCCUGUAUGCCA
bdi miR319h uumcuamessuacuccc u bdi miR160a  UGCCUGGCUCCCUGUAUGCCA
cpa miR319 AUUGGACUGAAGGGAGCUCT bdi miR166b  UGCCUGGCUCCCUGUAUGCCA
csi miR319 UUUGGACUGAAGGGAGCUCCU bdi miR166c usccusacucccueumecm
me i R bt ninieed [
gna miR319  UUGGACUGAAGGEAGCUCCC bai miRigof H&Sﬂ:&ﬂ%ﬁ%ﬂ:ﬂ:ﬂzw
gma miR319, UUGBACUGAAGGBAGCUCCUUC cpa miR166a  UGCCUGECUCCCUGUAUGCCA
gma miR319| UUGGACUGAAGGGAGCUCCC l-' cpa miR166b  UGCCUGGCUCCCUGUAUGCCA
gma miR319j UUGBACUGAAGGGAGCUCCC cpa miR166c  UGECUGGCUCCCUGUAUGCCA
gma miR319 UUGGACUGAAGGEAGCUCCC '-' cpa miR166d  UGCCUGECUCCCUGAAUGCCA
gma miR3191 UUGBACUGAAGGEAGCUCCUUC cpa miR1606e  UGCCUGBCUCCCUGUAUGCCA
gma miR319m UUGGACUGAAGGEAGCUCCC U cpa miR166f  UGCCUGGCUCCCUGUAUGCCA
gma miR319p  UUNUSEACUGRAGAEAGCUCE csi miR160 GCCUGGCUCCCUGUAUGCCAU
gma miR319q e e ma miRicoa  WECCUSEENCCCUCUANBEEA
mdm miR319a UUGGACUGAAGGGAGCUCCC U g I Ricon e L eI URCE
mdm miR319b UUGGACUGAAGGGAGCUCCC U g iR160 ueccuescucccueumecc
mer miRdi%a  [iESene mEemnoElErC gma miR16ed veccusecucceucUaUect
mtr miR319b UUGGACUGAAGGGAGCUCCC g N Rltee ocairtiuiices
mtr miR319c UUGGACUGAAGGGAGCUCCCA g e
mtr miR319d  UUGBACUGAAGGBAGCUCCC U fna miRior  UeccUeocGCCUGUAUGCEA
osa miR319a UUGEACUGAAGGEUGEUCEE mdm miR160a  UGCCUGGCUCCCUGUAUGCCA
osa miR319b UUGBACUGAAGGGUGCUCEE mdm miR160b  UGCCUGGCUCCCUGUAUGCCA
Die miRaloa  UUGGACUGRAGGEAGCUCEE mim miRlood  UGCCUBSCUCCCUGUAUGEEA
Cc mi a
gtc miR319b UUGGACUGAAGGGAGCUCCC mdm miR160e  UGCCUGGCUCCCUGUAUGCCA
pte miR319¢ UUGBACUGAAGBBAGCUCCE mtr miR166a  UGCCUGGCUCCCUGUAUGCCA
ptc miR319d UUGGACUGAAGGGAGCUCCC mtr miR166b  UGCCUGECUCCCUGUAUGCCA
ptc miR319e UUGGACUGAAGGGAGCUCCU mtr miR160¢  UBCCUGGCUCCCUGAAUGCCA
ptc miR319f UUGGACUGAAGGGAGCUCCU mtr miR160d ECCUGGCI.ICCCUGUAUGCCA
ptc miR319: UUGGACUGAAGGBAGCUCCU mtr miR160e GCCUGGCUCCCUGUAUGC!
ptc miR319 UUGGACUGAAGGGAGCUCCU osa miR160a ueccusscucccueu.t\ueccn
ptc miR319i UUGGGCUGAAGGGAGCUCCC osa miR166b  UGCCUGGCUCCCUGUAUGCCA
sly miR319a  CUUGGACUGAAGGGAGCUCC osa miR160¢  UGCCUGGCUCCCUGUAUGCCA
sly miR319b UUGGACUGAAGGGAGCUCCCU osa miR160d  UGCCUGGCUCCCUGUAUGCCA
sly miR319c UUGGACUGAAGGGAGCUCCUU osa miR160e  UGCCUGGCUCCCUGUAUGCCG
stu miR319b UUGGACUGAAGGGAGCUCCU osa miR160f  UGCCUGGCUCCCUGAAUGCCA
stu miR319a UUGGACUGAAGEGAGCUCCCY ppe miR166a  UGCCUGGCUCCCUGUAUGCCA
vvi miR319b UUGGACUGAAGGGAGCUCCCU ppe miR160b  UGCCUGGCUCCCUGUAUGCCA
vvi miR319¢c UUGEACUGAABEGAGCUCCCY ptc miR1606a  UGCCUBGCUCCCUGUAUGCCA
vvi miR319f UUGGACUGAAGGGAGC ptc miR166b  UGCCUGGCUCCCUGUAUGCCA
vvi miR319g Ugﬂgwﬂmggggg%ﬁa ptc miR160c  UGCCUGGCUCCCUGUAUGCCA
zma miR319a  UUGBACUGAAGGGUGCUCCC B Mihieny  [EcEMtesnancames
zma miR319c UUGGACUGAAGGGUGCUCCC ptc miR1i6ef UGCCUGGCUCCCUGAAUGCCA
zma miR319b UUGGACUGAAGGGUGCUCCC ptc miR166: UGCCUGGCUCCCUGGAUGCCA
zma miR319d UUGGACUGAAGGGUGCUCCT ptc miR166h  UGCCUGECUCCCUGCAUGCCA

sly miR160a UGCCUGGCUCCCUGUAUGCCA
stu miR160a UGCCUGGCUCCCUGUAUGCCA
stu miR160b UGCCUGGCUCCCUGUAUGCCA
vvi miR160a UGCCUGGCUCCCUGAAUGCCAUC
vvi miR166b UGCCUGGCUCCCUGAAUGCCAUC
vvi miR160c UGCCUGGCUCCCUGUAUGCCA
vvi miR16ed UGCCUGGCUCCCUGUAUGCCA
vvi miR160e UGCCUGGCUCCCUGUAUGCCA
zma miR160a UGCCUGGCUCCCUGUAUGCCA
zma miR160c UGCCUGGCUCCCUGUAUGCCA
zma miR160d UGCCUGGCUCCCUGUAUGCCA
zma miR160b UGCCUGGCUCCCUGUAUGCCA
zma miR160e UGCCUGGCUCCCUGUAUGCCA
zma miR1606f  UGCCUGGCUCCCUGUAUGCCG
zma miR160g UGCCUGGCUCCCUGUAUGCCA
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Figura 4.1: Conservacion y divergencia de miARNs en distintas especies Se muestra miembros de la familia
del miR319 y del miR160 en distintas especies. En colores se muestra la conservacion de las bases y el consenso
(cons) se indica con asteriscos. Puede notarse que existe poca variabilidad de la secuencia del miARN maduro
en distintas especies, pero aun asi pueden observarse algunos cambios.
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La identificacion de genes blancos regulados por miARNSs en plantas es muy importante
para poder conocer el rol de los miARNs. En general esta identificacion, se obtiene de
diferentes estrategias computacionales donde tienen en cuenta la complementariedad con sus
mensajeros blanco. Uno de los mayores desafios es predecir los genes regulados por estos
ARN pequefios con una baja frecuencia de predicciones falsas.

A partir de interacciones miARN-ARNm blanco validadas experimentalmente, se han
determinado algunos pardmetros empiricos para la identificacién de genes blancos. Por un
lado, el hecho de que determinados genes con un nimero de “mismatches” fuesen blancos de
regulacién por miARNSs mientras que otros con igual nimero no, sugeria que debian existir
otros factores que afectaran la interaccion de los miARN con los ARNm blanco. A partir
de aqui es que algunas estrategias tienen en cuenta la posicion relativa de los “mismatches”
[127]. Es por esto que se han utilizado otros enfoques para abordar este problema, por
ejemplo el requerimiento de que el sitio complementario al miARN en los ARNm estuviera
conservados entre genes homologos de Arabidopsis y arroz [149].

Mis recientemente se desarrollé una tecnologia, en este caso experimental, conocida
como “degradoma”, que permite obtener el perfil global de los productos de degradacién
de los ARN mensajeros [1, 53]. Este enfoque permiti6 detectar in vivo y a nivel gendmico
la actividad de los miARNSs al identificarse los productos de corte de los ARNm mediado
por estos ARNSs pequefios. Dicha informacién es muy util para la identificacién de nuevos
posibles blancos.

En esta parte de la Tesis se profundizoé esta cuestion y se desarrollé un método bioinfor-

matico para la prediccion de genes regulados por miARNs conservados en plantas.

4.2. Resultados y Discusion.

4.2.1. Seleccion de secuencias de miARNs presentes en distintas espe-

cies.

Enfocamos nuestro andlisis en 22 miARNs que estdn conservados en Angiospermas
[38, 42] (Tabla 4.1). En general estos miARNSs estdn codificados por pequeiias familias de
hasta 32 miembros. En los genomas completos de Arabidopsis, poplar y arroz es comun
encontrar variaciones en la secuencia de los miARNs pertenecientes a una misma familia,

especialmente en el primer nucledtido y los nucleétidos 20 y 21 [42].
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Tabla 4.1: miARNSs y sus genes blancos en plantas

miARN Consenso (18 nt) Targets conocidos(¢?)

miR156 GACAGAAGAGAGTGAGCA factores de transcripcion SPL

miR159 TTGGATTGAAGGGAGCTC factores de transcripcion MYB, NOZZLE (NZL)
miR160 GCCTGGCTCCCTGTATGC factores de transcripcion ARF

miR162 CGATAAACCTCTGCATCC DCLI

miR164 GGAGAAGCAGGGCACGTG factores de transcripcion NAC

miR166 CGGACCAGGCTTCATTCC factores de transcripcion HDZip

miR167 GAAGCTGCCAGCATGATC factores de transcripcion ARF, IAA-ALANINE RESISTANT 3 (IAR3)
miR168 CGCTTGGTGCAGGTCGGG AGO1

mirl69 AGCCAAGGATGACTTGCC factores de transcripcion CCAAT-HAP2

mirl71 TTGAGCCGTGCCAATATC factores de transcripcion GRAS

miR172 GAATCTTGATGATGCTGC factores de transcripciéon AP2

miR319 TGGACTGAAGGGAGCTCC factores de transcripcién TCP

miR390 AGCTCAGGAGGGATAGCG TAS RNA

miR393 CCAAAGGGATCGCATTGA TIR1 proteins, F-BOX proteins

miR394 TGGCATTCTGTCCACCTC proteinas F-BOX

miR395 TGAAGTGTTTGGGGGAAC ATP-sulfurilasas, transportadores de sulfato

miR396 TCCACAGCTTTCTTGAAC factores de transcripcion GRF, MMG4.7, FLUORESCENT IN BLUE LIGHT (FLU)
miR397 CATTGAGTGCAGCGTTGA Laccases

miR398 GTGTTCTCAGGTCACCCC Cu/Zn SODs, CytC oxidase protein subunit, Chaperona de cobre (CCS)

miR399 GCCAAAGGAGATTTGCCC Enzima E2 de conjugacién de ubiquitina

miR408 TGCACTGCCTCTTCCCTG Blue copper proteins, Laccases, P-TYPE ATPase (PAA2), PAC1 (Proteasome component)
miR827 TAGATGACCATCAGCAAA SPX proteins

a Los genes blancos fueron agrupados segtin sus funciones.

b Nuevos genes blancos validados experimentalmente en este estudio estdn indicados en negrita.

Sin embargo, observamos que la regién entre la posicion 2 y 19 estd relativamente
conservada y pudimos encontrar una secuencia consenso presente en la mayoria de los
miembros de cada familia de miARNSs en esas tres especies (Tabla 4.1). Curiosamente, las
bases variables fuera de esta region conservada son propensas a tener “mismatches” con
genes blancos conocidos, lo que indica que podria existir una correlacion entre la interaccion
miARN-gen blanco y la conservacion de la secuencia del miARN.

Nos enfocamos entonces en estas secuencias de 18 nt (entre las posiciones 2 y 19) en
Arabidopsis, poplar y arroz que cuentan con sus genomas totalmente secuenciados. Vimos
que si consideramos a estas especies podiamos encontrar una secuencia consenso de 18 nt
correspondiente a cada una de las 22 familias de miARNs conservados y que a su vez exista
como tal en todas las especies (Tabla 4.1). Dada la conservacion de estas secuencias consenso
de 18 nt en al menos estas tres especies distanciadas evolutivamente, y debido a que las
bases de los extremos tienden a no interaccionar con las secuencias blanco, decidimos hacer

nuestras bisquedas de blancos conservados evolutivamente con estos consensos.

4.2.2. Seleccion de las biblioteca de transcriptos de plantas.

Para estudiar la regulacién por miARNs de genes en distintas especies vegetales, deci-
dimos recurrir a la informacién disponible piiblicamente en el “Gene Index Project”!3. El
proyecto es mantenido y administrado por la universidad de Harvard y contiene un catédlogo

completo de genes en una amplia gama de organismos incluyendo plantas. En este proyecto

Bhttp://compbio.dfci.harvard.edu/tgi/
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las bibliotecas de EST (secuencias parciales de genes que se expresan) son ensambladas
en “contigs” de tal manera de construir los ARNm que son expresados en las distintas
especies. Estas bibliotecas cuentan por lo tanto con transcriptos cuya expresion estd validada
empiricamente.

De este catalogo elegimos 41 especies de angiospermas (plantas con semillas) para hacer
la busqueda. Ademas, utilizamos ARNm completos para las especies de A. thaliana y Oryza
Sativa que se encuentan caracterizados en detalle (para ver la lista completa de especies, ver
Tabla 4.2).

4.2.3. Primera buisqueda general de potenciales genes blancos.

Utilizando las secuencias consenso de 18nt y permitiendo 3 “mismatches” (Tabla 4.1), la
busqueda de genes blancos en las 43 especies seleccionadas (Tabla 4.2) arroj6 como resultado
38.597 genes (Figura 4.2, bin 1). En esta biisqueda las interacciones G-U y los “bulges”
fueron considerados como “mismatches”. Todos los genes blancos de A. thaliana conocidos
hasta ese momento fueron identificados usando esta estrategia con la excepcion de CSD2, un
gen blanco del miR398 que contiene 4 “mismatches” (tabla 4.2).

Teniendo en cuenta que la mayoria de los genes blancos arrojados presentan una escasa
descripcién del tipo gendmica funcional, realizamos un BLASTx contra el proteoma de
A. thaliana. El “locus ID” obtenido como “best hit” se utilizé como “tag” (etiqueta) para
identificar al candidato en distintas especies (Figura 4.2). A pesar que esta estrategia no nece-
sariamente identifica el gen ort6logo de Arabidopsis, sirve como propdsito de clasificacion de
cada potencial gen blanco de miARN. Aunque la mayoria de los potenciales genes blancos
pudieron ser facilmente asignados con una etiqueta, algunos pocos casos, que incluye a los
genes que representan ARNs no codificantes, fueron perdidos en este paso. Dado que ahora
los genes de las distintas especies tienen una etiqueta comun, podemos saber para cada gen,
en cuales especies detectamos una interaccién con un miARN.

Este enfoque permite la seleccion de los mejores candidatos basdndose en la presencia de
los genes blancos en un nimero minimo de especies. Utilizando 4 especies como el minimo
de especies requeridas (ya que tiene una buena especificidad), dio como resultado 3.781
genes que corresponden a 533 etiquetas diferentes (Figura 4.2, bin 2). Esto significa que hay
alrededor de 533 genes diferentes (etiquetas) dan interaccion positiva en un promedio de 7

especies cada uno (es decir, detectamos 3.781 genes en el total de las bibliotecas analizadas).
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Tabla 4.2: Especies y base de datos utilizadas para la bisquedas de genes blancos de miARNs conservados

Especie

Base de datos

Allium cepa
Aquilegia
Arabidopsis thaliana
Beta vulgaris
Brassica napus
Capsicum annuum
Citrus clementina
Citrus sinensis
Coffea canephora
Euphorbia esula
Festuca arundinacea
Glycine max
Gossypium
Gossypium raimondii
Haseolus vulgaris
Helianthus annuus
Hordeum vulgare
Ipomoea nil

Lactuca sativa
Lactuca serriola
Lotus japonicus
Malus x domestica
Medicago truncatula
Mesembryanthemum crystallinum
Nicotiana benthamiana
Nicotiana tabacum
Oryza sativa

Panicum virgatum
Petunia hybrida
Phaseolus coccineus
Populus

Prunus persica
Saccharum officinarum
Secale cereale
Solanum lycopersicum
Solanum tuberosum
Sorghum bicolor
Theobroma cacao
triphysaria
Triphysaria versicolor
Triticum aestivum
Vitis vinifera

Zea mays

http://compbio.dfci.harvard.edu/tgi/
http://compbio.dfci.harvard.edu/tgi/
http://arabidopsis.org/
http://compbio.dfci.harvard.edu/tgi/
http://compbio.dfci.harvard.edu/tgi/
http://compbio.dfci.harvard.edu/tgi/
http://compbio.dfci.harvard.edu/tgi/
http://compbio.dfci.harvard.edu/tgi/
http://compbio.dfci.harvard.edu/tgi/
http://compbio.dfci.harvard.edu/tgi/
http://compbio.dfci.harvard.edu/tgi/
http://compbio.dfci.harvard.edu/tgi/
http://compbio.dfci.harvard.edu/tgi/
http://compbio.dfci.harvard.edu/tgi/
http://compbio.dfci.harvard.edu/tgi/
http://compbio.dfci.harvard.edu/tgi/
http://compbio.dfci.harvard.edu/tgi/
http://compbio.dfci.harvard.edu/tgi/
http://compbio.dfci.harvard.edu/tgi/
http://compbio.dfci.harvard.edu/tgi/
http://compbio.dfci.harvard.edu/tgi/
http://compbio.dfci.harvard.edu/tgi/
http://compbio.dfci.harvard.edu/tgi/
http://compbio.dfci.harvard.edu/tgi/
http://compbio.dfci.harvard.edu/tgi/
http://compbio.dfci.harvard.edu/tgi/
http://www.jcvi.org/
http://compbio.dfci.harvard.edu/tgi/
http://compbio.dfci.harvard.edu/tgi/
http://compbio.dfci.harvard.edu/tgi/
http://compbio.dfci.harvard.edu/tgi/
http://compbio.dfci.harvard.edu/tgi/
http://compbio.dfci.harvard.edu/tgi/
http://compbio.dfci.harvard.edu/tgi/
http://compbio.dfci.harvard.edu/tgi/
http://compbio.dfci.harvard.edu/tgi/
http://compbio.dfci.harvard.edu/tgi/
http://compbio.dfci.harvard.edu/tgi/
http://compbio.dfci.harvard.edu/tgi/
http://compbio.dfci.harvard.edu/tgi/
http://compbio.dfci.harvard.edu/tgi/
http://compbio.dfci.harvard.edu/tgi/
http://compbio.dfci.harvard.edu/tgi/
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miARNs conservados
(22 familias)

Seleccion de consenso
de 18nt para cada
familia de miARN

Busqueda inicial de
potenciales genes blanco

38.597 con 3 mismatches.
genes Base de datos: Gene Index

Asignacion de una etiqueta Filtros empiricos
para cada gen 4 9.375
(Blastx best hit en A. thaliana) genes

]

Conservacién del gen blanco
en al menos 4 especies

533 etiquetas + filtros empiricos

2 5 146 etiquetas
(3781 genes) (1563 genes)
iCandidato presente en
A. thaliana?
. + filtros empiricos
3 114 etiquetas 6 74 etiquetas

{1531 genes) (1103 genes)

Validacién por RACE
y otros estudios

Figura 4.2: Esquema de la estrategia para la identificacién de nuevos genes blancos. El nimero de genes
blancos estd identificado en cada paso. Luego de aplicar el andlisis de conservacion, todos los genes que
tienen el mismo hit en Arabidopsis, fueron considerados como un solo gen blanco. El lado derecho muestra
la bisqueda hecha con filtros empiricos: bin 5 y 6 incluyen genes blancos seleccionados con ambos filtros,
empiricos y de conservacién. Mientras que el bin 2 y 3 muestra los potenciales genes blancos seleccionados
s6lo con el filtro de conservacion.
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La busqueda también se puede hacer en combinacion con filtros empiricos de interaccion
el par miARN-gen blanco que tienen en cuenta la energia de interaccién (minima energia libre
de hibridacion de al menos 72 % del apareamiento perfecto) y la posicidn de los “mismatches”
(no mds de un “mismatch” entre la posiciéon 1 y 11) (para mds detalles ver Materiales y
métodos seccion 3.1.2). De los 38.597 candidatos iniciales, 9.375 pasan estos filtros (Figura
4.2, bin 4). Combinando filtros de energia y filtro de conservacion evolutiva, la busqueda

arroj6 como resultado 563 candidatos correspondientes a 146 etiquetas (Figura 4.2, bin 5).

4.2.4. Parametros empiricos y de conservacion evolutiva pueden ac-
tuar de manera sinérgica para identificar genes blancos regu-

lados por miARN:S.

Potenciales genes blancos de miARNSs fueron clasificados de acuerdo al minimo nimero
de especie en donde fueron detectados (Figura 2A-E). Como control para cada miARN
generamos 10 secuencias “scramble” (al azar), dividiendo las secuencias originales de los
miARN consensos en di-nucledtidos y luego generando nuevas secuencias al azar conser-
vando la composicion de los di-nucleétidos. Estas secuencias al azar fueron utilizadas para
realizar bisqueda de genes blancos del mismo modo que lo hicimos para las secuencias
originales. Luego, la relacion sefial/ruido fue calculada como el cociente entre el nimero de
genes blancos para los miARNSs y el nimero promedio obtenido de las secuencias al azar.
Detectamos una relacion sefial/ruido de 1,2 para todos los miARNSs juntos, utilizando como
condiciones de interaccidn tres “mismatches” para los miARN consenso.

A continuacién, empezamos a requerir que haya conservacién de la interaccién en
distintas especies, es decir, que el mismo par miARN/gen blanco (“tag”), sea detectado en
un nimero minimo de especies. A partir de aqui, observamos que la relacion sefal/ruido
incrementa con el nimero de especie en donde los genes blancos fueron detectados (Figura 4.3
A, recuadro). Los datos para todos los miARNSs y sus potenciales genes blancos conservados
en al menos 4 especies estdn incluidos en la tabla 4.3.

Luego estudiamos la seleccion de candidatos teniendo en cuenta los filtros empiricos. Para
esto aplicamos una version modificada de los filtros descritos anteriormente, y requiriendo (1)
una energia minima de hibridacién (MFE) de al menos 72 % del apareamiento perfecto que
tendria cada secuencia consenso y (ii) que sélo un “mismatch” pudiera estar presente entre

la posicion 1 y la 11 de la secuencia consenso (2-12 del miARN). De la busqueda inicial
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Figura 4.3: Conservacion de potenciales genes blancos en distintas especies. Todos los miARNs (A),
miR396 (B), miR408 (C), miR398 (D), miR162 (E), miR158 (F). Puntos naranja representan los genes
blancos de miARNs usando filtro evolutivo. Puntos amarillos representan los genes blancos de las secuencias al
azar usando filtro evolutivo. El cuadrado azul muestra los genes blancos de miARNs luego de aplicar filtros
empiricos y evolutivos, mientras que el cuadrado celeste representa los genes blancos de las secuencias al azar
en las mismas condiciones. Los recuadros muestran la relacién sefial/ruido.
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9.375 genes pasaron estos filtros conteniendo el 97 % de los genes validados anteriormente
de Arabidopsis. (Figura 4.2, bin 4).

Al aplicar solamente este filtro empirico, dio como resultado una relacién seial/ruido
de 1,7 cuando agrupamos todos los miARNSs juntos (Figura 4.3 A). Observamos que aplicar
simultdneamente los filtros empiricos y de conservacion aumenté significativamente la
relacion sefnal/ruido para todos los miARNSs juntos (Figura 4.3 A recuadro) y también de
cada miARN individualmente (Figura 4.3 B-E, recuadros y tabla 4.3). En varios casos, esta
relacion es de hasta 10 veces cuando se requiere de que el gen blanco esté presente en mas de
5 especies y que pase los filtros empiricos (Figure 4.3 A-D). Este efecto sinérgico indica que
el filtro de conservacion evolutiva y los pardmetros empiricos pueden estar seleccionando
aspectos diferentes de la interaccién miARN-gen blanco.

Observamos que el nimero de genes blancos candidato y la relacién sefial/ruido es
variable entre los distintos miARNs. El miR396 tiene la mayor cantidad de potenciales genes
blancos, 92 de ellos presentes en al menos 4 especies y 26 de ellos pasan ademas los filtros
empiricos (Tabla 4.3 y Figura 4.3 B). El miR408 y el miR398 también tienen un nimero alto
de potenciales genes blancos y buenas relaciones de sefial/ruido (Figura 4.3 C-D).

En contraste, ciertos miARNs como el miR162, miR168 y miR399 tienen un solo
potencial gen blanco conservado en al menos 4 especies de acuerdo con nuestra bisqueda
(Tabla 4.3 y Figura 4.3 E). Al menos en el caso del miR162 y del miR168 este resultado podria
estar reflejando su rol especifico en la regulacién por retroalimentaciéon de la biogénesis
del miARN, ya que controlan los niveles de expresion DCL1 y AGO1 respectivamente
[145, 155].

Como control adicional para nuestra estrategia, realizamos la biisqueda de genes blancos
del miR158 y miR173, que son miARNSs presentes solamente en A. thaliana y especies bien
cercanas (17). Como era esperado, estos miARNs no generaron mds candidatos que sus
versiones al azar cuando los analizamos en las bibliotecas correspondientes a angiospermas
en general (Tabla 4.3 y Figura 4.3 F).

Luego chequeamos si los pares miARN-gen blanco altamente conservados tenian una
interaccion més fuerte que los que estin presentes en pocas especies. Para esto calculamos
la energia minima de hibridacion para cada interaccion detectada en nuestro trabajo. Ob-
servamos que los pares miARN-gen blanco presentes en muchas especies tienden a tener
energia de interaccion mayores que los que estdn presentes en menos especies (Figure 4.4 A).

De todos modos, la correlacion no fue notoria y algunas interacciones miARN-gen blanco



Capitulo 1 48

tuvieron una baja energia de hibridacion (Figure 4.4 A). Estos resultados muestran que una
alta conservacidn podria no ser necesariamente equivalente a una fuerte interaccion, la misma
podria proporcionar una explicacién para los efectos sinérgicos causados por los filtros de

evolucién y empiricos sobre la relacion sefial/ruido.
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Figura 4.4: Seleccion de genes blancos por conservacion evolutiva de la secuencia. (A) Relacion entre MFE
y el nimero de especies en donde cada gen blanco fue detectado. (B) Sensibilidad de la estrategia, analizado
de dos modos distinto. Verde clarito: evaluando la presencia de genes validados en Arabidopsis y en verde
oscuro teniendo en cuenta la presencia de por lo menos un gen blanco de cada familia regulada por miARNS.
(C) Clasificacién de los potenciales genes blancos presentes en al menos 4 especies.



miR156
miR159
miR160
miR162
miR164
miR166
miR167
miR168
miR169
miR171
miR172
miR319
miR390
miR393
miR39%4
miR395
miR396
miR397
miR398
miR399
miR408
miR827
Total

Control
miR158
miR173

miARN
3915
1663
793
1191
2486
879
1777
962
1540
884
3007
1363
873
986
1569
1472
4641
1426
935
1192
2782
2261
38597

1364
1386

Tabla 4.3: Deteccion de genes blancos de miARNS utilizando diferentes filtros

Sin filtros
scramble
39944 41499
12837 +47.8
695.6  +30.5
930.2 +£139.5
1480.2 +60.4
8155 +450
13642  +146.6
7975 +£485
10472  +69.7
7234  +32.1
1693.7 £+ 124.7
12742 +113.6
8144 +643
8446 +£58.7
15314 +575
1226.7 +66.7
29793  +246.6
10509 +279

834 +£345
11376  +£72.0
25029 +103.6
2000.1 +119.8

31021.7 +1859.8
1462.8  +69.1
1232.1 +101.7

ratio
1.0
1.3
1.1
1.3
1.7
1.1
1.3
1.2
1.5
1.2
1.8
1.1
1.1
1.2
1.0
1.2
1.6
1.4
1.1
1.0
1.1
1.1
1.2

0.9
1.1

miARN
890
472
2717
108
678
231
478
209
464
202
540
324
335
276
188
426
1246
368
376
275
695
317
9375

170
243

Filtros empiricos

scramble

7047 +£452
2549 £219
1575 +28.8
1647 +24.1
3332 +£322

129 +145
2148 +£275

185 +14.2
181.4 +15.6
113.8 +134
288.1 +403
2492 £223

173 +£22.5
1246 +£11.1
237.1  +£25.0
217.6 +£16.5
390.5 +38.8
236.5 +23.5

144  +18.1
207.8 +249
468.7 £50.8
297.1 +45.0

54732 +576.3
+

208.7 +15.8
2156 +£234

a Sin filtros, busqueda inicial utilizando los miARN consenso de 18nt y 3 “mismatches”.
b Filtros empiricos, energia de al menos 72 % del apareamiento perfecto y 1 “mismatch” en la posicion 2-12 del par miARN-gen blanco.

¢ Conservacion del ID “tag” en al menos cuatro especies.

ratio
1.3
1.9
1.8
0.7
2.0
1.8
2.2
1.1
2.6
1.8
1.9
1.3
1.9
2.2
0.8
2.0
3.2
1.6
2.6
1.3
1.5
1.1
1.7

0.8
1.1

Conservacion 4 especies

miARN scramble
34 39.7  +3.1
20 10.1 1.1
5 44 +09
18 13.5 +35
39 124 +1.9
16 106 +14
22 202 +3.6
6 44 +0.38
26 1.1 +2.1
7 66 +14
34 177 +1.7
18 15 +£28
8 47 +12
14 71 +£1.2
26 214 +£22
11 88 +£1.3
92 514 +£59
26 9.7 +£08
11 75 +1.6
5 13.6 +1.7
51 351 +£3.0
44 234 +39
533 3484 +£470
15 16 +1.7
11 12 +24

d Todos los filtros, combinacion de los filtros empiricos y de conservacion en al menos cuatro especies.

e miARN, genes blancos para cada miARN especifico.
f scramble, promedio de los genes blancos de 10 versiones al azar de cada miARN = error estdndar.

ratio
0.9
2.0
1.1
1.3
3.1
1.5
1.1
14
2.3
1.1
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1.7
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1.5 =£0.5
05 +03
1.8 +05
1.5 +05
09 +04
1.8 +05
1.1 £0.5
1.2 +02
07 +03
22 +06
1.8 +0.5
07 +05
05 +02
29 +0.5
1.3 +03
54 +1.0
1.6 =+03

1 £03
1.5 +07
46 +038
23 +£0.8

422 +£11.3
1.9 =+04
1.5 +£04

ratio
1.9
4.0
8.0

8.0
6.7
22
0.9
8.3
2.9
2.3

43
10.0
1.0
4.6
4.8
6.3
6.0
0.7
3.0
1.7
35

0.5
0.7
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4.2.5. Identificacion de nuevos genes blancos en A. thaliana por conser-

vacion de la secuencia del gen blanco.

Para encontrar nuevos genes blancos nos enfocamos en los genes potenciales que fueron
seleccionados por nuestra estrategia utilizando solamente conservacion evolutiva, debido
a que los pardmetros empiricos ya fueron utilizados extensamente en trabajos anteriores
[5, 66, 127]. En primer lugar, analizamos la deteccion de genes blancos validados previamente
en A. thaliana [basado en [48]]. Usando nuestra estrategia encontramos que el 84 % de ellos
estaban presentes en al menos 4 especies (Figura 4.4 B). Consideramos esto como un buen
resultado ya que puede ser que no todos los genes blancos de Arabidopsis estén conservados
evolutivamente.

Generalmente los miARNs en plantas regulan genes que codifican para proteinas de
la misma familia (Tabla 4.1), es por esto que evaluamos si por lo menos un miembro de
cada familia era detectado en nuestro enfoque. Encontramos genes blancos pertenecientes
a casi todas las familias de genes codificantes para proteinas presentes en cuatro especies
(Figura 4.4 B), con la excepcion de TAS3, que es regulado por el miR390, al ser un ARN no
codificante no es detectado por Blastx.

Para encontrar nuevos genes blancos regulados por miARNs, nos enfocamos Gnicamente
en los potenciales genes blancos conservados en 4 especies, donde una de ellas es A. thaliana
(Figura 1, bin 1). Genes blancos de miARNs que no estin presentes en A. thaliana podrian
incluir genes que perdieron su regulacion durante la evolucidn o genes que hayan adquirido
control por un miARN conservado mds reciente en otras especies. La conservacion en cuatro
especies fue elegida como filtro evolutivo porque provee buena sensibilidad para genes
blancos conocidos.

Identificamos 114 potenciales genes que satisfacen este criterio. Donde 76 de ellos son
genes validados anteriormente o genes muy relacionados (Figura 4.4 C). Curiosamente
encontramos 38 genes que no tienen relacion con genes blancos conocidos de miARNs y
decidimos estudiar este grupo con mayor detalle. Nos enfocamos primero en los genes que
estaban presentes en un gran nimero de especies para tener mejor especificidad (Figura 4.3).

Un potencial gen blanco del MiR408 era At5g21930 que codifica para P-TYPE ATPase
OF ARABIDOPSIS 2 (PAA2) y estaba presente en 22 especies distintas incluido monocotile-
doneas y dicotiledéneas. MiR408 es inusual debido a que tiene un 5’-A, sin embargo >30 %
de las secuencias maduro del miR408 corresponden a una variante corrida 1 nt que empieza

con 5’-U [95] (Figura 4.5 A). La validacion experimental fue realizada por la técnica “5’
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RACE PCR?” (ver Materiales y Metodos seccion 3.11) por Valeria Crosa, y la misma revel6
fragmentos de ARNm compatible con este ultimo sitio de corte (Figura 4.5 A). PAA2 es
necesaria para el transporte de iones de cobre a plastocianina [102], y su regulacion por el
miR408 esta relacionada con el rol de este miARN en la homeostasis de cobre [157].

Otro potencial candidato del miR408 era At3g22110 que codifica para PROTEASOME
ALPHA SUBUNIT C1 (PAC1) y estaba presente en 20 especies. Por medio de 5 RACE
PCR se observé que este gen es gen blanco del miR408 (Figura 4.5 A). Curiosamente la
interaccion del par miARN-gen blanco tiene 3 “mismatches” en la regién 5°, y se hubiera
perdido como potencial gen blanco si se aplicaban solamente los filtros empiricos.

Luego estudiamos los genes blancos del miR396, donde los genes SVP y SUII estaban
presentes en 29 y 19 especies respectivamente. Pero en ambos casos fallamos al obtener
producto de la PCR utilizando 5° RACE PCR modificada. La falta de regulacién de este gen
por el miR396 podria estar relacionado a la débil energia de hibridacién del par miARN-gen
blanco, aunque no podemos descartar que el miR396 esté controlando su traduccion. Mds
recientemente, se ha propuesto que miR396 regularia a SVP disminuyendo la vida media del
transcripto, en vez de guiar el corte directamente [159].

Otros dos potenciales genes blancos del miR396 eran At5g43060 y At3g14110 que codifi-
can para la proteasa MMG4.7 y FLUORESCENT IN BLUE LIGTH (FLU), respectivamente.
Y en ambos casos se pudo detectar el corte (Figura 4.5 C y D).

En contraste con el miR408 y miR396, donde tienen varios potenciales genes blanco,
obtuvimos un solo potencial gen blanco para el miR159, un factor de transcripcion MYB
que regula desarrollo del estambre y polen [98]. El otro potencial gen blanco era At4g27330,
conocido como NOZZLE/SPOROCYTLESS. Este factor de trascripcién, que participa en
desarrollo del estambre y 6vulo [126, 161], fue también validado por 5° RACE PCR (Figura
4.5 E). Es interesante notar que al menos las funciones de NOZZLE y PAA2 pueden estar
directamente relacionadas con el rol de genes blanco, ya descritos anteriormente, del miR159
y miR408 respectivamente.

PAA2, FLU y NOZZLE fueron detectados en mono y dicotiledéneas mientras que PACI
y MMGA4.7 fueron detectadas solamente en dicotiledoneas (Figura 4.5 A-E). Las posiciones
del sitio de unién del miARN-gen blanco estdn altamente conservadas y muchas de las
posiciones variables corresponden a “mismatches” con el miARN o variaciones del tipo
G-C/G-U. Ademas este método no requiere que el sitio del gen blanco esté conservada, sino

mas bien que haya una interaccion predicha con el miARN en distintas especies. De esta
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Figura 4.5: Nuevos genes blancos validados en A.

Valeria Crosa).

Arabidopsis thaliana CAGGGAAGGGGCAGUGGCA
Capsicum annuum CAGCGAAGAAGCAGUUGCA
Glycine max CAGGGAAGAGGCAGUUGCA
Gossypium raimondii CAGGGAAGAGGCAGUUGCA
Haseolus vulgaris UAGGGAAGAGGCAGUUGCA
Ipomoea nil CAGGGAAGAGGCAGUUGCA

Lactuca sativa CAGGGAAGAGGCAGUUGCA
Medicagotrunc atula CAGGGAAGAGGCAGUUGCA
Saccharum officinarum UAGGGAAGAAGCAGUGACA
Solanum lycopersicum CAGGGAAGAGGCAGUUGCA
Solanum tuberosum CAGGGAAGAGGCAGUUGCA
Sorghum bicolor UAGGGAAGAAGCAGUGACA
Theobroma cacao CAGGGAAGAGGCAGUUGCA
Vitis vinifera CAGGGAAGAGGCAGUUGCA

Arabidopsis thaliana CAGGGAAGAAGCAGUCGA
Capsicum annuum AAGGGAAGAGGCCGUUCA
Citrus clementina AAGGGAAGAAGCAGUUCA
Glycine max AAGGGAAGAAGCAGUUCA
Helianthus annuus CAGAGAAGAGGCAGUCCA
Lotus japonicus UAGAGAAGAAGCAGUGCA
Medicago truncatula AAGGGAAGAAGCAGUUCA
Nicotiana tabacum AAGGGAAGAGGCCGUUCA
Petunia hybrida AAGGGAAGAGGCUGUUCA
Phaseolus coccineus AAGGGAAGAAGCAGUUCA
Prunus persica AAGAGAAGAGGCAGUUCA
Solanum tuberosum AAGGGAAGAGGCCGUUCA
Theobroma cacao GAGGGAAGAAGCAGUCCA
Triphysaria versicolor CAGGGAGGAGGCUGUUCA

Arabidopsis thaliana GAUCAAGGAAGCUGUGGG
Citrus clementina GAUCAAGGAAGCUGUGGG
Citrus sinensis GAUCAAGGAAGCUGUGGG
Helianthus annuus GAUCAAGGAAGUUGUGGA
Ipomoea nil GAUCAAGGAAGCUGUGGG
Medicago truncatula GAUCAAGGAAGUUGUGGA
Nicotiana benthamiana GAUCAAGGAAGCUGUGGG
Nicotiana tabacum GAUCAAGGAAGCUGUGGG
Petunia hybrida GAUCAAGGAAGCUGUGGG
Triphysaria versicolor AUUGAAGAAAGCUGUGGC
Vitis vinifera CUUGAAGAAAGCUGUGGC

Arabidopsis thaliana GUUCAAGAUAGCUUUGGA
Brassica napus GUUCAAGACAGCUUUGGA
Festuca arundinacea GUUCACGACAGCUCUGGA
Hordeum vulgare GUUCAAGAUAGCUCUGGA
Ipomoea nil GUUCAAGAAAGCCCUUGA

Panicum virgatum GUUCAGGACAGCUCUGGA
Triticum aestivum GUUCAAGACGGCUCUGGA

Arabidopsis thaliana GAGCUCUCUUCAAUCUCAA
Brassica napus GAGCCCUCUUCAAUC -CCA
Lactuca sativa GAACUCUCUUCAAUC - CCA
Lactuca serriola GAACUCUCUUCAAUC - CCA
Oryza sativa GAGCCCCCUUCAAAC - CAA

Vitis vinifera GAGCUCUCUUCAAUGCCAA

thaliana. El alineamiento entre el miARN y los nuevos
genes blancos identificados se muestran en la izquierda. La conservacién evolutiva de la secuencia del sitio
reconocido por el miARN en las especies seleccionadas se muestra a la derecha. La figura muestra las
interacciones del miR408 con PAA2 (A), miR408 con PAC1 (B), miR396 con MMG4.7 (C), miR396 con
FLU (D), miR159 con NOZZLE (E). Las flechas marcan el sitio de corte determinado por 5’RACE-PCR y
los nimeros indican la frecuencia de clonado de cada fragmento (la validacién experimental fue realizada por
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manera el sitio de NOZZLE, donde la secuencia cambia en diferentes especies (Figura 4.5

E), pudo ser detectado por este enfoque.

4.2.6. Identificacion de nuevos genes blancos permitiendo interaccio-
nes G-U.

Los genes blancos identificados utilizando la estrategia descrita anteriormente, tienen
varios “mismatches” y “bulges” con sus miARNSs, lo que puede ayudar a explicar por qué
no fueron detectados en trabajos anteriores. También notamos que muchas de estas nuevas
interacciones miARN-gen blanco contenian posiciones que variaban alternadamente entre
G-C y G-U en distintas especies. Como consideramos G-U como “mismatch” en nuestra
busqueda inicial, decidimos realizar nuevamente la busqueda con los miARNSs consenso de
18nt pero permitiendo ahora 4 “mismatches”, donde al menos uno de ellos tiene que ser
del tipo G-U. Esta btisqueda permitiria interacciones miARN-gen blanco con s6lo 14 bases
apareadas perfectamente.

Para compensar el uso de estos pardmetros relajados en términos de “mismatches”,
requerimos que el gen blanco aparezca en al menos 10 especies distintas para aumentar la
especificidad (Figura 4.6 A). Encontramos 125 potenciales genes blancos en A. thaliana
teniendo en cuenta este criterio (Figura 4.6 A) y 34 de ellos no aparecian en las bisquedas
anteriores. El gen blanco CSD2 regulado por el miR398, que no aparecié anteriormente, fue
detectado con estos pardmetros.

Luego examinamos el dltimo grupo de potenciales genes regulados por miARNs que
estaban realizando funciones auxiliares a los genes blancos ya descritos para cada miARN.
Y encontramos que el miR167 que regula factores de respuesta a auxina (ARFs), también
regulaba potencialmente a un gen denominado IAA-ALANINE RESISTANT 3 (IAR3)
(Figura 4.6 B y C), que esta involucrado en el control de niveles libre de auxina [41, 114].

IAR3 en Arabidopsis tiene 3 “mismatches” con respecto al miR167, pero en la posicién
12 de la interacciéon miARN-gen blanco, hay una interacciéon G-U en varias especies (Figura
4.6 By C). La técnica de 5 RACE PCR confirmé que el gen realmente era gen blanco del
miR167 (Figura 4.6 C).
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familia de miARN . .
Arabidopsis th. GATCCGATACTGGCAGCTTC
Brassica napus GATCCGATACTGGCAGCTTC
Citrus clementina GATCCAATATTGGCAGCTTC
Citrus sinensis GATCCAATATTGGCAGCTTC

Busqueda de potenciales Lotus japonicus GATCCCATATTGGCAGCTTC
genes blanco con Populus trichocarpa GATCCAATACTGGCAGCTTC
4 mismatches (uno G-U) Prunus persica GACCCGATACTGGCAGCTTC

Base de datos: Gene Index Solanum lycopersicum GATCCAATTCTGGCAGCATC
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Figura 4.6: Identificacién de un nuevo gen blanco de miARN, relajando los parametros de interaccion
pero incrementando el parametro de conservacion evolutiva. (A) Esquema de la estrategia modificada
para identificar genes blancos de miARNSs. (B) Conservacion del sitio blanco reconocido por el miARN en
distintas especies. La flecha indica una variaciéon de G-C o G-U con el miARN dependiendo de la especie. (C)
Alineamiento en A. thaliana del gen blanco IAR3 con el miR167. La flecha indica la posicién del corte indicada
por 5’RACE-PCR y el nimero indica la frecuencia de clonado de cada fragmento.
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4.2.7. Identificacion de genes blancos especificos de Solanaceae.

Pensamos que la estrategia mostrada también se puede utilizar para encontrar genes
blancos presentes especificamente en un grupo de especies relacionadas. Por lo tanto, inten-
tamos demostrar esto, encontrando potenciales genes blancos especificos de la familia de
Solanaceae.

Elegimos esta familia en particular, ya que 6 especies estaban bien representadas en la
biblioteca utilizada. La relacion sefial/ruido entre los genes blancos y las secuencias al azar
era mas de 2 cuando el filtro empirico o de conservacion (en al menos 3 de las 6 especies
Solanaceae) fueron aplicados (Figura 4.7 A). Curiosamente, al aplicar ambos filtros dio como
resultado una relacion sefial/ruido por encima de 6 (Figura 4.7 A), confirmando nuestros
previos hallazgos de que ambos filtros mejoran la deteccion de genes blancos de miARNS.

Encontramos 132 potenciales genes blancos presentes en al menos 3 especies Solanaceae.
De este grupo, 41 genes no fueron detectados en otras especies (Figura 6B). El gen blanco
mads comun fue la metalotioneina MT2A, presente en las 6 Solanaceae, como potencial gen
blanco del miR398, mientras que MT2B, homdlogo de este gen, fue detectado en 5 especies
(Figura 4.7 B-D).

Luego, aprovechamos las plantas transgénicas de tabaco que contienen un transgén
35S:miR398 (A.F. Lodeyro, N. Carrillo y J.F. Palatnik resultados no publicados) y che-
queamos la expresion de estos genes. Encontramos que CSD2, un gen blanco conservado
del miR398, disminuia su expresiéon >10 veces en las plantas transgénicas 35S:miR398
comparadas con la planta salvaje (Figura 4.7 E). Curiosamente, observamos que tanto MT2A
como MT2B disminuyeron sus niveles de transcripcion >5 veces en estas plantas (Figura 4.7
E).

Estos resultados concuerdan con la regulacion de MT2A y MT2B por el miR398, aunque
no necesariamente demuestra una interaccion directa. Ademas, estos resultados demuestran
que los genes blancos presentes en un grupo especifico de especies pueden ser encontrados
utilizando esta estrategia. Estos experimentos en tabaco los realiz6é la Dra. Anabella F.

Lodeyro, que pertenece al grupo del Dr. Nestor Carillo del IBR.



Capitulo 1 56

A o B
° miARN
g 40000 miARN al azar Genes blanco de miARNs
3 I M relacién candidatos
@ 30000
c
[
: |
& 20000
o
@ Genes blanco presente
E 10000 en al menos tres
= especies de Solanacea
04
Busqueda Filtros
inicial empiricos 132 ‘
o 631 genes
2
2 Genes blanco
a especificos de
c ?
8 41 Solanacea?
k= genes
o
[
E
=]
= Conservacién Conservacion y
en 3 especies filtros empiricos
C ,
Capsicum annuum GGGGUGGGACCUGAGAAGAC
Nicotiana benthamiana GGGGUGGGACCUGAGAAGAC
Nicotfanal Iabacqm GGGGUGGGACCUGAGAAGAC
Petunia hybrida 6GGGUGGGACCUGAGAAGAC
Solanum lycopersicum GGGGUGGGACCUGAGAAGAC
Solanum tuberosum GGGGUGGGACCUGAGAAGAC
D MT24 E
—l I
5°...GGUGCUUGGGEUGGGACCUGA °
FEELE=“ LT et 2 1
miR398 UUCCCCA - -CUGGACUCUUGUGU-5' B 0.8
-35.9 kcal/mol v
- 1
b=l
MT2B 8
—_— e — 5 04 7
Iﬁ [
1le I
57...6GUGCUUGGGEUGGGEACCUGAGAACACCCGCU. . . wt 35S wt 35S wt 35S
FLCEE==TELTELT T miR398 miR398 miR398
miR398 UUCCCCA- -CUGGACUCUUGUGU -5 CcSD2 MT24 MT2B

-37.7 kcal/mol

Figura 4.7: Identificacion de genes blancos de miARN, especificos de Solanaceae. (A) Prediccion de genes
blancos de miARN en cinco especies de Solanaceae. El nimero de genes blancos de todos los miARNs
conservados juntos se muestra luego de aplicar distintos filtros. También se muestran los genes blancos
obtenidos a partir de las secuencias al azar. (B) Esquema que muestra la estrategia para identificar genes blancos
especificos de Solanaceae. (C) Conservacion del sitio reconocido por el mir398 con MT2A especifico de
Solanaceae. (D) Esquema que muestra el sitio de unién entre el miR398 y MT2A y MT2B. (E) Niveles de
transcriptos de CSD2, MT2A y MT2B en plantas salvajes y plantas transgénicas de tabaco (cv Petit havana)
que sobreexpresan el miR398.
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4.2.8. comTAR: una herramienta para la prediccion de genes blancos

regulados por miARNSs en plantas.

A partir de la estrategia descrita en el capitulo anterior, que fue utilizada para encontrar y
validar experimentalmente genes blancos regulados por miARNs en A. thaliana, desarrolla-
mos una herramienta web denominada comTAR (Conserved plant miRNA target prediction
tool) (http://rnabiology.ibr-conicet.gov.ar/comtar) [36]. La misma se puede utilizar para
predecir potenciales genes blancos regulados por miARNSs en plantas y estd basada en la
conservacion evolutiva del par miARN-gen blanco con un nimero relajado de “mismatches”.
ComTAR permite distintas opciones/parametros de busqueda que pueden ser modificados

por el usuario:

= Filtro de “mismatch”: Solamente un “mismatch” estd permitido entre la posicion 1 y la

11 de la secuencia del miARN consenso (Si/No).

= Corte por energia de hibridacion: Se define que un gen blanco es predicho si la minima

energia de hibridacion estad por debajo del corte elegido.

= El nimero minimo de especies donde una misma etiqueta esta presente para un miARN

particular.

Ademas, con la herramienta comTAR se pueden realizar diferentes busquedas, pudiendo
elegir entre distintas opciones que mds se ajustan a la necesidad del usuario. Estas opciones

de busqueda se detallan a continuacién.

Realizar la bisqueda de potenciales genes blancos a partir de un miARN.

Esta es la busqueda por defecto. El usuario puede realizar la busqueda de genes blancos
de miARNs conservados. En la primer pantalla se muestra los potenciales genes blancos
para un miARN dado (Figura 4.8), con una breve descripcion del gen, la familia a la que
pertenece y ademads en cuantas y cudles especies estd presente. También, para cada especie
detectada, se tiene acceso por pantalla al alineamiento del miARN-gen blanco, la energia de
hibridacién y los filtros empiricos de interacciones conocidas del par miARN-gen blanco
(Figura 4.9).
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¢comTAR

nserved plant miRNA target prediction tool
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miRNA targets Targets

Find potential miRNA: miR398_GTGTTCTCAGGTCACCCC
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MM Filter: Yes
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Tag [E] Count 7 Species [7 Target description [7] Gene family (7] Alignments [7)
AT1G12520 16 Show/Hide copper chaperone for SOD1 View
AT1G08830 9 Show/Hide copper/zinc superoxide dismutase 1 View
AT3G15640 4 Show/Hide Rubredoxin-like superfamily protein View
AT1G80230 3 Show/Hide Rubredoxin-like superfamily protein View
AT2G26975 3 Show/Hide Ctr copper transporter family View
AT2G40340 3 Show/Hide Integrase-type DNA-binding superfamily protein AP2-EREBP Transcription Factor Family View
AT3G27200 3 Show/Hide Cupredoxin superfamily protein Miscellaneous Membrane Protein View

Families
AT3G43860 3 Show/Hide glycosyl hydrolase 9A4 Glycoside Hydrolase Gene Families View
AT4G00050 3 Show/Hide basic helix-loop-helix (bHLH) DNA-binding basic Helix-Loop-Helix (bHLH) View
superfamily protein Transcription Factor
AT5G12220 3 Show/Hide las1-like family protein View

Figura 4.8: Resultados de la bisqueda de comTAR, con parametros por defecto para el miR398
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Figura 4.9: Identificacion de genes regulados por un miARN en particular usando las herramienta com-
TAR Captura de pantalla que muestra parte de la salida de comTAR del par miR398/SOD1 (Atl1g12520) en
diferentes especies
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Realizar la bisqueda de familias de potenciales genes blancos de un miARN.

Debido a que los miARNSs en plantas en general regulan genes que codifican a proteinas
de una misma familia, la herramienta tiene otra funcionalidad donde permite la bisqueda
de genes agrupados por familias en vez de agruparlos por etiquetas. De este modo genes en
distintas especies con diferentes etiquetas, pero que pertenecen a la misma familia pueden

ser detectados como familias de potenciales genes blancos de miARNs conservados.

Realizar la bisqueda de un gen de interés para ver si es potencial gen blanco de algin

miARN conservado.

El usuario puede introducir una etiqueta de locus en particular (tanto de Arabidopsis
como el “gene ID” del Phytozome) y se identifica si este gen en particular puede ser un
potencial gen blanco de algiin miARN y ademads se muestra en cuantas especies se detecta.
En Arabidopsis se utiliza el LocusID como identificador, mientras que en Phytozome este
identificador varia segun la especie y se puede ver la precedencia de cada especie en el sitio

de Phytozome.

Realizar la bisqueda de un miARN nuevo.

En esta parte del programa el usuario puede realizar la bisqueda de nuevos ARNs
pequeiios teniendo en cuenta que la secuencia introducida tiene que ser de 18nt de largo
(posiciones 2-19). Luego de la busqueda, se da un link al usuario y después de unas horas,
cuando haya sido procesado el célculo, el usuario puede entrar a ese link y navegar los

resultados por pantalla.

4.3. Conclusiones.

En este primer capitulo disefiamos una estrategia para identificar genes blancos regulados
por miARNSs en plantas, basado en la conservacion evolutiva del par miARN-gen blanco. El
enfoque requiere que la interaccion miARN-gen blanco, pueda ocurrir en el contexto de un
conjunto minimo de pardmetros que interactuan en diferentes especies pero la secuencia del
gen blanco en si, no necesariamente tiene que estar conservada. Ademds, nuestro enfoque
permite ajustar el nimero de especies requeridas como un filtro para realizar la bisqueda con

diferentes sensibilidades y relaciones sefial/ruido.
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Utilizando esta estrategia identificamos nuevos genes blancos potenciales en A. thaliana, a
pesar de que este sistema ya habfia sido estudiado en detalles en distintos enfoques gendmicos
a gran escala ([2, 5, 53, 66, 112, 127]) y se validaron experimentalmente varios de ellos.

Varios de los nuevos genes blancos presentan funciones bioldgicas relacionadas con
genes blancos ya conocidos. El miR159 regula factores de transcripcion de la familia MYB y
y encontramos que también lo hace con NOZZLE (validado por nosotros en [35]). Ambos
tipos de genes estdn involucrados en el desarrollo del estambre y polen[7, 98, 126, 161].
Vimos que el miR408 regula el transportador de cobre PAA2 (validado por nosotros en [35]),
ya era conocido que lo hacia con proteinas de unién a cobre [53, 66, 127, 137]. Esto sugiere
un rol general del miR408 en la homeostasis del cobre. El miR167 regula a la familia ARFs
[118, 152] y vimos que también lo hacia con IAR3 (validado por nosotros en [35]). Estos
genes participan en el control de niveles y actividad de auxinas [41, 150].

Ademés, tres de los nuevos genes blancos validados tienen “bulges” y los pardmetros
empiricos desarrollados por otros grupos de investigacion usualmente le otorgan una gran
penalidad a ellos, que puede llegar a ser el doble que un “mismatch” regular [66]. Sin
embargo es probable que genes blancos con “bulges’” asimétricos sean més frecuente de lo
que se pensaba previamente en plantas. Es por esto que el enfoque ofrece una estrategia
alternativa a otras predicciones que se basan en pardmetros empiricos del par miARN-gen
blanco [5, 38, 47, 66]. Una ventaja de la estrategia presentada es que la interacciones miARN-
gen blanco conservadas probablemente participen en procesos bioldgicos relevantes. Ademas,
esta estrategia puede ser facilmente modificada para incorporar datos de otras bibliotecas,
y/o para realizar la busqueda de genes blancos presentes en un grupo especifico de especies
de plantas como se demostrd para Solanacea.

Por tltimo desarrollamos una herramienta web denominada comTAR para predecir
potenciales genes blancos regulados por miARNSs en plantas. Esta herramienta, es intuitiva
y flexible, y se puede utilizar también para predecir potenciales genes blancos para nuevo
ARN pequefios o para buscar familias de potenciales genes blancos de miARNSs en plantas.

Esta parte del trabajo de Tesis fue publicado en la revista Nucleic Acid Research [35] y
en la revista Bioinformatics [36]. La validacion experimental de los genes blancos regulados
por miARNSs detectados con la estrategia, fueron realizadas por colegas del laboratorio. En
particular, la validacién de los genes blancos de A. thaliana por 5° RACE PCR modificada,

las realiz6 Valeria Crosa. Y los experimentos en tabaco los realizé la Dra. Anabella Lodeyro.
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Estudios genomicos sobre la biogénesis de precur-
sores de miARNs en plantas.

5.1. Introduccion.

En nuestro grupo se estd estudiando la biogénesis de miARNSs, especificamente como
los precursores son reconocidos y procesados en plantas [23]. La biogénesis de los miARNs
depende del reconocimiento de claves estructurales ubicadas en los precursores de miARN
[15, 22, 38]. Estos precursores tienen estructuras de tallo-burbuja caracteristicas [67], que se
cree que proporciona las claves para el procesamiento del mismo y la liberacion de los ARN
pequeios de 21 nt.

Los precursores de miARNSs en plantas son muy variables en tamafio y forma [23, 38].
Esa variabilidad se puede observar entre distintas familias de precursores, pero a veces
también entre una misma familia de precursores en distintas especies (Figura 5.1).

Ademds, en las plantas, las mutaciones que impiden la biogénesis o actividad de los
miARNS, tales como hyll, henl y agol, conducen al aumento en los niveles de los transcriptos
de muchos de los genes blanco de miARNSs (aproximadamente un 45 % de todos los blancos)
[5, 26, 63, 160]. Esto sugiere que el mecanismo que involucra el corte y degradacion de los
ARNmMm es un componente importante de la represion inducida por los miARNSs en plantas
[67, 148].

En particular, la biogénesis de los miARNs es un proceso clave porque determina la
secuencia exacta de nucledtidos del ARN pequefio funcional. En animales, los precursores
poseen un tallo inferior de aproximadamente 11 pb, que se encuentra debajo de la posicion
donde DROSHA produce el corte. Luego del primer corte llevado a cabo por DROSHA, el
pre-miARN liberado estd conformado por el diplex miARN/miARN* y el loop terminal.



Capitulo 2 62

=1
3 -
© o
o]
—_ o
£ &7
e o]
w
g
] -
w |
; I
g 8 4 :
g «
a
8 T o]
- ———
]
_
T o T
o 0 — |
e o |
© |
£ :
2 o .
8 :
S 4
=
o] T
—_—
o]
[=)
L{') —_
T T
miR319 miR160

Figura 5.1: Variacién en el tamaiio de precursores de miARNSs de plantas. Se muestra el tamafio (nt) de dos
familias de precursores en distintas especies.

Estos pre-miARN son luego procesados a miARN maduros en el citoplasma mediante la
interaccidn con la ribonucleasa Dicer.

Si bien en el caso de animales esta claro cudles elementos estructurales son reconocidos
en los precursores durante su procesamiento, poco se sabia sobre el reconocimiento de los

precursores de plantas por la maquinaria de procesamiento.

5.1.1. Construccion de bibliotecas de SPARE para estudios genomicos

de biogénesis de miARNSs en plantas.

En el marco de una colaboracién con el grupo del Dr. Blake Meyers (Delaware,USA), el
cual se especializa en secuenciacion y andlisis de ARN pequefios, nos propusimos entender
como se procesan los precursores de miARNSs en plantas. Colegas del laboratorio realizaron
una estrategia para analizar sistematicamente intermediarios de procesamiento de miARNs
y caracterizar la biogénesis de los miARNs presentes en A. thaliana mediante técnicas de
secuenciacion de alto rendimiento, utilizando los equipos de ultima generacion disponibles

en Delaware (USA). Esta técnica desarrollada en el laboratorio se conoce como SPARE
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[124] (del inglés Specific Parallel Amplification of RNA Ends). La estrategia utilizada a
partir de los datos de bibliotecas de SPARE se muestra en la Figura 5.2.

Biblioteca
SPARE

ldentificacion de
fragmentos de ARN
de precursores

Mapeo de los cortes
en la estructura de
los precursores

miARMN/ corte distal
mMiARN*

corte proximal
5 — ]

Figura 5.2: Esquema del procedimiento para analizar los datos de SPARE.

La técnica de SPARE, permite identificar los intermediarios de procesamiento de pre-
cursores de miARNSs, y uniendo la informacién brindada por los diferentes fragmentos es
posible dilucidar tanto la direccién, como el nimero de cortes requeridos para la biogénesis
de cada miARN (Figura 5.3). Es decir que no s6lo se puede detectar la direccion de procesa-
miento, sino que también la técnica permite identificar precursores que requieren mds de dos
cortes para liberar el miARN maduro. Se utiliz6 esta técnica de SPARE para determinar el

mecanismo de procesamiento cada uno de los precursores de A. thaliana.

5.1.2. Visualizacion de precursores que se procesan desde la base.

En el caso de los precursores que se procesan de base a loop, el tinico corte que puede
ser detectado es el corte proximal (Figura 5.4). En la Figura se puede ver el primer corte
producido por DCL1 de los precursores del miR168a, miR172a y miR395b. Las flechas
indican la posicion en la que terminan los fragmentos secuenciados y, debajo de la misma,
se representa el nimero de veces que ese fragmento se secuencid, y por lo tanto indica la
abundancia de ese fragmento en la célula. Se puede observar que este corte se da en una
region de ARNdh ubicada a ~15 nt desde el loop interno. Por lo tanto se concluye que estos

precursores de miARN tienen un tallo de ARNdh inferior a la region donde se ubica el propio
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Figura 5.3: Técnica de SPARE para diferenciar mecanismos de procesamiento de precursores. Detalle
donde se muestra a nivel molecular como la técnica permite diferenciar entre dos direcciones de procesamiento
opuestas. Mediante la técnica se puede detectar un solo corte en los precursores procesados de base a loop.
Mientras que para los precursores procesados de loop a base, la técnica permite detectar todos los cortes.

miARN. Puede verse que la gran mayoria de los cortes estan ubicados en este sitio (Figura

5.4).
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Figura 5.4: Identificacion y caracterizacion de precursores de miARNs procesados de base a loop. Es-
quema donde se muestra la estructura secundaria del miR168a, miR172b y miR395b. Las flechas indican la
posicién y nimero de lecturas de los cortes del precursor identificado. Flechas en verde muestra el corte més
abundante, que también coincide con al corte proximal del miARN/miARN*. Flechas en negro muestran otros
cortes con al menos 5 % de abundancia del nimero total de cortes, mientras que otros cortes minoritarios se
muestran con una flecha gris. En rosa se resalta el tallo de 15nt debajo del corte proximal. En celeste se resalta
el “loop” interno. EI miARN se indica en color rojo y el miARN* en color azul. La imagen de la derecha
muestra el patrén de corte tipico detectado en la biblioteca de SPARE para estos precursores.
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5.1.3. Visualizacion de precursores que se procesan desde el loop.

Para los precursores que se procesan de loop a base, la técnica de SPARE permite detectar
tanto el corte distal como el proximal, que son los necesarios para liberar al miARN maduro
(Figura 5.5). Ademas, en los precursores que necesitan mas de dos cortes para liberar el
miARN maduro, como la familia del miR319, los cuatro cortes pueden ser detectados por
esta técnica. En la figura se pueden ver los dos cortes por DCL1 de miembros de la familia

del miR156 y del precursor del miR160a, que son procesados desde el loop a la base.
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Figura 5.5: Identificacion y caracterizacion de precursores de miARNs procesados de loop a base. Esque-
ma donde se muestra la estructura secundaria del miR156a, miR156c, miR156d y miR160a. Las flechas indican
la posicién y nimero de lecturas de los cortes del precursor identificado. Flechas en verde muestra el corte mas
abundante, que también coincide con al corte proximal del miARN/miARN*. Flechas en negro muestran otros
cortes con al menos 5 % de abundancia del nimero total de cortes, mientras que otros cortes minoritarios se
muestran con una flecha gris. Con gris se resalta el tallo superior del miR156 y miR160. El miARN se indica
en color rojo y el miARN* en color azul. La imagen de la derecha muestra el patrén de corte tipico detectado
en la biblioteca de SPARE para estos precursores.
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5.2. Resultados y Discusion.

5.2.1. Desarrollo de herramienta para el analisis de intermediarios de

procesamiento en A. thaliana.

Andlisis de las bibliotecas de SPARE y disefio de la herramienta.

En una primera serie de experimentos, Nicolds Bologna y Arnaldo Schapire realizaron
bibliotecas de SPARE en Col-0 y mutantes en fiery para estudiar los intermediarios de
procesamiento en A. thaliana. De esta técnica, se obtienen una gran cantidad de datos para
cada biblioteca secuenciada y los primeros andlisis se hicieron manualmente.

Por lo tanto, se decidi6 en el laboratorio generar un protocolo bioinformético para
el andlisis de bibliotecas SPARE. Como material de partida, Belén Moro realizé nuevas
bibliotecas de SPARE para precursores de A. thaliana de plantas silvestres (Col-0) y en
hyll, se y fiery. El procesamiento y andlisis de los datos se hizo a partir de los datos
crudos y se detallan en Materiales y Métodos (ver seccion 3.3). El andlisis de estas nuevas
bibliotecas permitié estudiar a plantas mutantes y también permitié aumentar el nimero de
precursores de miARNs de Arabidopsis caracterizados. La tabla completa con la direccion de
procesamiento de miARNSs conservados en A. thaliana determinados a partir de los resultados
de las bibliotecas de SPARE realizadas por Schapire, Bologna y Moro, se muestra en el
Anexo (Tabla ).

Para ayudar a analizar estos datos complejos, desarrollamos una herramienta intuitiva
para el analisis y visualizacion de los datos obtenidos por la técnica de SPARE. Esto nos
permite facilitar el andlisis de la identificacion de los intermediarios de procesamiento en
de este tipo de bibliotecas. Brevemente, en total se obtuvieron cerca de 150 millones de
secuencias sumando todas las bibliotecas (Tabla 5.1). Los datos de la secuenciacién son
procesados y las secuencias correspondientes a fragmentos de precursores son agrupados y
mapeados contra la totalidad de los precursores de miARN de A. thaliana.

Esa informacion ya procesada es la que utilizamos en la herramienta para analizar y
comparar los intermediarios de procesamiento para plantas silvestres y para las mutantes de
procesamiento.

La herramienta disefiada permite seleccionar un precursor en particular y luego seleccio-

nar una o varias mutantes y controles que se quieren analizar. Ademads, la herramienta permite
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Tabla 5.1: Bibliotecas de SPARE

. Secuencias Secuencias inicas
- Secuencias
Bibliotecas Muestras que mapean que mapean
totales
los precursores  los precursores
col_2AB Col-0 réplica 1. Control de fiery y hyll 13911694 80166 308
col_3AB Col-0 réplica 2. Control de fiery y hyll 16618008 126556 426
Col_AD Col-0 réplica 1. Control de se 13758567 119368 496
Col_BC Col-0 réplica 2. Control de se 14648459 241973 553
FIERY_1AB fiery réplica 1 9832923 470789 1655
FIERY_4 fiery réplica 2 23529725 821562 1752
HYL_1 hyll réplica 1 10171629 45653 316
HYL_2 hyll réplica 2 8864406 35860 320
SE_BD se réplica 1 15291993 299513 639
SE_CE se réplica 1 25296809 510438 693

modificar otros pardmetros como la longitud y abundancia de los fragmentos secuenciados a

considerar.

Precursores procesados desde la base.

Primero, vemos la salida de la herramienta para el precursor del miR165a, analizando
distintas mutantes de procesamiento al mismo tiempo (Figura 5.6). La posicion final del
duplex miARN/miARN* fue considerada como la posicion 0, y las posiciones positivas son
bases hacia el loop del diplex mientras que las posiciones negativas son bases hacia abajo
del daplex. Los fragmentos se muestran en forma porcentual tomando cada biblioteca de
forma independiente y en distintos colores se representan las distintas bibliotecas. Ademads,
se muestra una tabla con los valores absolutos de cada fragmento y con flechas verdes se
marcan las posiciones con los fragmentos de mayor abundancia en promedio de todas las
bibliotecas (Figura 5.6).

En la Figura 5.6 se muestra un precursor que es procesado con un mecanismo corto de
base a loop, donde segtin se muestra en la Figura 5.3, los fragmentos detectados corresponden
tnicamente al primer corte por DCL1. Se pueden observar también cortes en las posiciones
42 con respecto a las esperadas por actividad “sloopy” (poco rigurosa) de DCL1 [123].
Ademds, se observa que en la posicion -5 aparecen fragmentos en todas las bibliotecas
aunque en muy baja abundancia (Figura 5.6). Por el momento, no hay una clara explicacion
para el origen mecanistico de estos cortes, pero muestra la utilidad de la herramienta para
poder facilmente visualizar e identificar elementos comunes e inesperados en distintas

bibliotecas.
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Precursores procesados desde el loop.

Para el caso de los precursores cortos de loop a base, los fragmentos del corte por
DCL1 detectados, pueden ser mds de uno segin muestra la técnica de SPARE (Figura 5.3).
Lo mismo sucede con los precursores de loop a base que son cortados méas de dos veces
por DCL1. Para ilustrar esto, mostramos el caso del miR159, que al igual que todos los
precursores que son procesados secuenciales de loop a base, los cuatros fragmentos mas
abundantes corresponden a los cuatro cortes realizados por DCL1 que son requeridos para
procesar este precursor (Figura 5.7). El primer corte se da en la posicion 71, que de los cuatros
cortes es el que tiene fragmentos menos abundantes, y luego DCL1 corta a 21 nucleétidos
liberando otros ARN pequeios. Luego se pueden observar los fragmentos correspondientes
al tercer corte (posicion 21) y cuarto corte (posicion 0), que son los necesarios para liberar el
miARN maduro (Figura 5.7). En este caso se pueden ver otros fragmentos, aunque nunca
son tan abundantes como los correspondientes a los cortes por DCL1. Estos otros cortes
posiblemente sean el resultado del corte improductivo del precursor por ribonucleasas y
quizds sean parte de un proceso de degradacion de los precursores. Los origenes de estos
fragmentos del precursor estdn en estudio en el laboratorio. Por cuestiones de simplicidad,
en la tabla solo se muestra los fragmentos con mayor abundancia en promedio de todas las

bibliotecas.
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5.2.2. Analisis estructural de precursores de miARNs en plantas.

Una vez que se pudo clasificar a los precursores de acuerdo a su tipo de procesamiento,
ya sea desde el loop o desde la base, y sea con dos o mas cortes de DCL1, decidimos ver si
habia diferencias estructurales para cada grupo. Los datos para este primer andlisis fueron el
SPARE realizado sobre las plantas silvestres y mutantes fiery.

Primeramente, obtuvimos las estructuras secundarias para cada precursor utilizando el
programa Mfold[169] (Ver Materiales y Métodos seccidn 3.5) y realizamos un andlisis estruc-
tural conjunto de los precursores correspondientes a los dos mecanismos de procesamiento,
los que se procesan en direccién base a loop (Figura 5.8) y los que se procesan loop a base
(Figura 5.9). Definimos a una coincidencia en cada posicién con un 0, mientras que “bulges”
y “mismatches” los consideramos como 1. El lado proximal del diplex miARN/miARN* fue
definido como la posicion +1 y analizamos desde la posicion -25 a la posicion +40 (Figura
5.8y5.9).

Estructuras secundarias de precursores procesados desde la base.

El andlisis de los precursores que se procesan de base a loop mostré que todos ellos
tienen un claro tallo inferior de 15 nt de largo (Figura 5.8). Este tallo se pudo observar tanto
para los precursores validados experimentalmente en esta parte del trabajo, como para todos
los precursores conservados que se procesan desde la base (Figura 5.8 en violeta). También,
pudimos observar que las bases inmediatamente debajo del diplex miARN/miARN* (posi-
cién -2 y -1) tienden a estar desapareadas (Figura 5.8). Ademas, las posiciones -3y -4 y las 3
ultimas posiciones del tallo inferior (-13,-14 y -15) estan apareadas casi siempre (Figura 5.8).
En general, nuestros resultados muestran que los precursores procesados en una direccion

base a loop son mds uniformes de lo que se pensaba previamente.

Estructuras secundarias de precursores procesados desde el loop.

Con la excepcion de dos miARNs (miR396a y miR162b) estos precursores procesados
desde el loop, no tienen una estructura obvia debajo del duplex miARN/miARN* (Figura
5.9). En cambio, estos precursores tienen una region terminal estructurada (Figura 5.9), que
tiene un tamafio homogéneo de 42nt que incluye un loop corto en contraste con la misma

region en los precursores que se procesan de base a loop donde es mas variable (Figura 5.8 y
5.9).
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Figura 5.8: Estructura secundaria de precursores detectados que se procesan en direccion base a loop.
Los matches en cada posicién los consideramos como 0, mientras que “bulges” y “mismatches” fueron

considerados como 1. La estructura secundaria considerando todos los miARNSs conservados se indica con
color violeta.
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Figura 5.9: Estructura secundaria de precursores detectados que se procesan en direccion loop a base.

Los matches en cada posicién los consideramos como 0, mientras que “bulges” y “mismatches” fueron
considerados como 1.
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5.3. Conclusiones.

En esta segunda parte del proyecto de Tesis presentamos una estrategia y para el andlisis
sistematico de las bibliotecas de SPARE y la identificacion de la biogénesis de precursores
de miARNSs desde un punto de vista genémico. Utilizando esta técnica encontramos que los
miARNSs son procesados por cuatro mecanismos, dependientes de la direccion secuencial de
la maquinaria de procesamiento y del nimero de cortes requeridos para liberar el miARN
(Figura 5.10). Y con esto, pudimos determinar la direccion de procesamiento para la mayoria

de los miARNs conservados en A. thaliana (Anexo, Tabla ).

D

tallo superior
largo
estructurado
‘ tallo superior

estructurado
tallo estructurado

| (~42nt) a
(~21nt) ’
tallo inferior @ tallo inferior @

(~15nt) (~15nt)

loop interno loop interno

Corto Secuencial Corto Secuencial

Base a loop Loop a base

Figura 5.10: Distintos mecanismos de procesamientos de miARNSs en plantas A la izquierda se muestra los
precursores que son procesado de base a loop. A la derecha se muestra los precursores que son procesado de
loop a base. En ambos casos se muestran los precursores cortos y los secuenciales. Se identifica en azul el corte
por DCL y con flechas la direccién de procesamiento.

La clasificacion de los precursores, teniendo en cuenta los mecanismos de procesamiento
y el andlisis consiguiente para cada grupo, revel6 determinantes estructurales especificos
para cada grupo.

Integrando los resultados que se muestran en la introduccién junto a los resultados
obtenidos en esta Tesis, se pudo demostrar que los precursores de miARNSs en plantas se
pueden agrupar por cuatro mecanismos de procesamiento con distintas caracteristicas (Figura
5.10).
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= En los precursores con un mecanismo corto de base a loop, un loop interno seguido
por un tallo inferior de ~15nt especifica la posicion del primer corte. Esta estructura se
encuentra en la mayoria de familias de miARNs [94, 129, 151]. A pesar de que el tallo
puede contener bulges, la transicion de un loop interno (simple hebra) al tallo inferior
es bastante marcada, y tres pares de bases apareadas generalmente definen el comienzo
del tallo inferior del precursor [23]. El segundo corte procede a una distancia fija de

~21 nt desde la posicion del primer corte.

= En los precursores con un mecanismo secuencial de base a loop (ej: familia del
miR169), el primer corte procede como en los cortos de base a loop, pero luego son
necesario dos cortes mds para liberar el miARN, generando en el proceso niveles bajos

de RNA pequefios adicionales [23].

= En los precursores con un mecanismo cortos de loop a base (ej: familia del miR156 y
miR160), el procesamiento es guiado por un tallo superior, y son necesarios dos cortes
para liberar el miARN maduro. La regién terminal de estos precursores tienen una

largo conservado de ~42 donde incluye un loop pequeiio [23].

= En los precursores con un mecanismo secuencial de loop a base (ej: familia del
miR319 y miR159), cuatro cortes secuenciales por DCL1 son los encargados de
procesar los precursores de miARNs. En general muestran un tallo largo superior, del

cual otros ARNs pequefios son generados [4, 21, 23]

Estos resultados fueron publicado en la revista Genome Research [23]. Los resultados
ofrecen una explicacion para la diversidad estructural de los genes de precursores de miARN
en plantas y nuevas perspectivas hacia la comprension de la biogénesis de los ARNs pequefios
[23].

Ademads, pudimos encontrar determinantes estructurales distintos para precursores que se

procesados desde la base y precursores procesados desde el loop.
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Enfoque bioinformatico para el estudio de la evolu-
cion y biogénesis de miARNSs en plantas.

6.1. Introduccion.

En el capitulo anterior vimos que los precursores de plantas pueden ser procesados
por cuatro mecanismos con distintas caracteristicas (Figura 5.10). Esto contribuye a la
complejidad del sistema de procesamiento, respecto al de animales.

Los estudios que dan origen a estos modelos de procesamiento se basan principalmente
en datos de secuenciacion masiva de ARN en los que se detectan los intermediarios de
procesamiento de los distintos precursores. Como se mostré anteriormente, a partir de los
intermediarios de procesamiento es posible definir cudl es el mecanismo al que es sometido
cada precursor.

En estudios previos que consideran a los precursores de miARNs en plantas como un
solo grupo de moléculas se han encontrado pocos elementos comunes en sus estructuras [94].
En este capitulo, aprovechamos los datos genémicos generados por nuestro laboratorio a
partir del estudio del procesamiento de miARNs en plantas, y agrupamos los precursores
por mecanismo de procesamiento y estudiamos en detalle a cada precursor en forma indivi-
dual. Ademas, incluimos en el andlisis distintas especies de plantas para poder estudiar el
procesamiento de miARNs mediante un enfoque evolutivo.

Que los precursores de miARNs en plantas sean procesados de diferentes maneras [23],
nos llevo a especular que su patrén de evolucion también puede ser diferente y podrian estar
vinculados a su mecanismo de procesamiento. El objetivo es deducir los patrones de los
precursores de plantas que sirvan de guia durante el proceso de biogénesis de miARNSs. Es

por esto, que elaboramos una estrategia bioinformdtica para caracterizar la relacién entre



Capitulo 3 76

la evolucion de los precursores de miARNs en plantas y los mecanismos de procesamiento

determinados previamente.

6.2. Resultados y Discusion.

6.2.1. Estrategia bioinformatica para el estudio de la evolucion y bio-
génesis de miARNSs en plantas.

La metodologia utilizada para el estudio de la evolucién y biogénesis de miARNs en

plantas se detalla en la Materiales y Métodos (seccion 3.6). En una primera parte, la utilizamos

para estudiar precursores de miARNs conservados en dicotiledoneas. Brevemente, la misma

consta de los siguientes pasos:

= Bisqueda de ortélogos para cada miembro de cada familia de Arabidopsis de precurso-

res de miARNs conservados en plantas.

Extension de las secuencias.

Alineamiento de secuencia primaria.

Alineamiento de secuencia teniendo en cuenta estructura secundaria.

Busqueda de motivos conservados.

Representacion grafica de los precursores.

Bisqueda de ortologos de precursores de miARNs.

Las secuencias de los precursores de miARNs en miRBase!* (base de datos biolégica que
contiene secuencias y anotaciones de miARNs) rara vez son validadas experimentalmente, y
de hecho muchas de ellas son el resultado de predicciones computacionales de estructuras en
forma de tallo y burbuja que incluye el miARN maduro, pero que no se extiende muchas
bases mads alld del mismo [72]. Por esto, los determinantes estructurales pueden no estar
incluidos en las secuencias mostradas como precursores en miRBASE, en especial si son
procesados desde la base. Por lo tanto, empezamos nuestro anélisis con una definicién

arbitraria de los precursores de plantas incluyendo 150 nt fuera del par miARN/miARN*. En

http://mirbase.org
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ese sentido, extendimos la secuencia de los precursores para el posterior anélisis utilizandos
datos genémicos de plantas extraidos de Phytozome! para 30 especies de dicotiledoneas.

En segundo lugar, para cada miembro de cada familia de A. thaliana no es trivial asignarle
un ortélogo en otra especie teniendo en cuenta la anotacién de miRBase. Por esto, realizamos
una busqueda de ortélogos para cada miembro de cada familia de A. thaliana utilizando
como criterio la técnica de Blast reciproco. Esta técnica consiste en utilizar Blast cruzado
para predecir ortélogos putativos (Ver Materiales y Métodos seccion 3.6).

Algunos familias de miARNSs se han diversificado durante la evolucién, donde en algunas
especies un miARN puede encontrarse como un unico gen y en otras especie el mismo
miARN puede encontrarse en multiples miembros. Por ejemplo, el miR396 en Arabidopsis
estd constituido por dos miembros, miR396a y miR396b mientras que en en el caso de arroz
existen 8 miembros, nombrados del miR396a al miR396h. Este variacion en el ndmero de
genes de miARNSs en distintas especies implica que no necesariamente existe un ortélogo
a un determinado miARN de Arabidopsis en cada una de las especies. Sin embargo, no
podemos descartar que estemos perdiendo de encontrar miARNs ort6logos por la propia

limitacién en la busqueda que hacemos utilizando el blast reciproco.

Alineamiento de los precursores en base a su secuencia primaria.

Como resultado de la busqueda de ortélogos de precursores de miARNs de los 93
precursores de Arabidopsis encontramos 1819 precursores en total en las 30 especies de
dicotileddoneas. En la Figura 6.1 se muestran las estructuras secundarias de los ort6logos del
precursor de miR172a utilizando el programa RNAfold [87]. Como puede verse, si bien hay
una similitud entre las estructuras es dificil deducir informacidn concreta a partir de esta
Figura.

A continuacién, comenzamos con los alineamientos multiples de cada miembro de las
familias de precursores de miARNSs conservadas en dicotiledéneas. Primero, realizamos el
alineamiento en base a su secuencia primaria utilizando la herramienta T-Coffee [103].

En la Figura 6.2 se muestra el alineamiento del precursor del miR172a en distintas
especies, coloreado en base a la conservacién evolutiva de la secuencia primaria. Se puede
observar que el miR172a maduro y el miR172a* estdn muy conservados en las distintas
especies, pero ademds se puede ver una cola de conservacion hacia la izquierda del miARN

y hacia la derecha del miARN* (Figura 6.2 en lineas de puntos).

Bhttp://phytozome.jgi.doe.gov
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Figura 6.1: Estructura secundaria del miR172a en distintas especies. Se muestra la estructura secundaria de los precursores del miR172a en distintas especies,

calculados con la herramienta RNAfold. Se puede observar que existe un patrén estructural que comparten los precursores, en la regiéon inmediata por debajo del

diplex miARN/miARN*.
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Figura 6.2: Alineamiento del precursor del miR172a. Se muestra el alineamiento del precursor del miR172a en distintas especies. En colores se muestra la
conservacion de la secuencia primaria, donde azul mds oscuro denota mayor conservacion y naranja menor conservacion. Se muestran ~60 bases por debajo del
diplex miARN/miARN* y los alineamientos estdn separados en dos lineas para una mejor representacion. Se puede observar conservacion en el miARN y el
miARN*. Ademas, se marca en linea de puntos una cola de conservacion.
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Esta cola de conservacion se corresponde al tallo inferior del precursor. Sin embargo, esta
forma de visualizacién no hace facil correlacionar conservacion con estructura secundaria.

Después de estos primeros andlisis, llegamos a la conclusién de que el andlisis de la
conservacion evolutiva de cada precursor era valioso ya que permitia identificar regiones
conservadas que tienen una funcion en el procesamiento. Sin embargo, también notamos
que la forma de representacion de esta informacion no era del todo conveniente, en especial,

teniendo en cuenta la cantidad de precursores estudiados en esta parte del trabajo de Tesis.

Diseiio de una implementacion grafica para la visualizacion integral de los precursores.

Para poder reconocer facilmente la regién conservada dentro del precursor y poder anali-
zar més en detalle estos patrones de conservacion, decidimos agrupar toda esta informacién
generada a partir de los alineamientos de secuencia primaria y estructura secundaria en un
grafico circular como se muestra en la Figura 6.3. Estos graficos se hicieron utilizando el
paquete Circos [74], que adaptamos para visualizar los precursores de miARNSs.

En dicha Figura, se muestra el Circos del precursor del miR172a a modo de ejemplo.
Para representar el precursor, se tomaron 60 nt por debajo del ddplex miARN/miARN*. En
el anillo exterior se representa, en colores azules y marrones, el grado de conservacién de la
secuencia consenso a partir de los alineamientos en base a su secuencia primaria. Ademas,
se muestran las bases del precursor de A. thaliana que corresponden a la posicion consenso.
Luego en el anillo interior se representa, mediante un histograma, la frecuencia de bases
apareadas y desapareadas para cada posicion del precursor en las distintas especies, donde una
barra verde indica que la posicion tiende a estar apareada formando una estructura secundaria,
mientras que la barra violeta indica que la base tiende a estar desapareada. Con lineas de
distinto espesor se muestra la interaccion entre pares de bases del precursor considerando
la estructura secundaria. Finalmente por fuera del anillo exterior se marca la secuencia del
miARN y miARN*.

Estos gréficos denominados Circos, los adaptamos y los realizamos, para visualizar de
manera simple los precursores de miARNS s en distintas especies de plantas. Y luego fueron
utilizados para caracterizar la relacion entre los patrones de conservacion y los mecanismos

de procesamiento en plantas determinados previamente.
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Figura 6.3: Circos del miR172a. En el anillo exterior se representa en colores el grado de conservacion de
la secuencia consenso a partir de los alineamientos en base a su secuencia primaria. Ademads, se muestran
las bases del precursor de A. thaliana. Luego en el anillo interior se representa, mediante un histograma, la
frecuencia de bases apareadas y desapareadas para cada posicion del precursor en las distintas especies, donde
una barra verde indica que la posicion tiende a estar apareada formando una estructura secundaria, mientras
que la barra violeta indica que la base tiende a estar desapareada. Con lineas de distinto espesor se muestra la
interaccion de las bases del precursor considerando la estructura secundaria. Fuera del anillo exterior se marca
la secuencia del miARN y miARN*.
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6.2.2. Visualizacion por Circos de precursores que se procesan desde

la base.

De acuerdo al andlisis de las bibliotecas SPARE, en los precursores con un mecanismo
corto de base a loop, un loop interno seguido por un tallo inferior de ~15nt especifica la
posicion del primer corte por debajo del miARN. El segundo corte procede a una distancia
fija de ~21 nt desde la posicién del primer corte.

Para la mayoria de los precursores procesados con este mecanismo, pudimos observar
el mismo patrén de conservacion de estructura primaria y similares patrones de estructura
secundaria que se muestra para el caso del precursor del miR172a (Figura 6.3) y del precursor
del miR390a (Figura 6.4). En ambos casos los graficos representan, ortélogos en las 30
especies utilizadas. También, se pudo observar que la regién con mayor conservacién coincide
con el duplex miARN/miARN*, pero ademds, se puede ver una region conservada por debajo
del duplex, que coincide con el tallo inferior del precursor. Se puede observar que esta region
esta relativamente conservada a nivel de estructura primaria como secundaria.

Otra ventaja de esta forma de representar a los precursores con la conservacion entre
especies, es que visualmente se puede reconocer facilmente las posiciones donde existen
“mismatches” conservados. Por ejemplo, en el Circos del miR172, se puede observar que la
primera base del miARN tiende a estar desapareada junto con la posiciéon 19 del miARN*
(Figura 6.3, flecha naranja). Esta interaccion es A-A y se mantiene sin variaciones en todas
las especies analizadas (Figura 6.3). Un caso similar detectamos para el miR390a (Figura
6.4, flecha naranja).

Esto podria ser interesante estudiarlo en detalle, donde se podria generar un precursor
mutante con esas bases en particular estén apareadas y luego ver si esto afecta o no el

procesamiento del precursor.
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Figura 6.4: Circos del miR390a. Se puede observar que la regién con mayor conservacion coincide con
el diplex miARN/miARN*. Ademds, se puede observar una regién conservada por debajo del diplex, que
coincide con el tallo inferior.



Capitulo 3 84

6.2.3. Visualizacion por Circos de precursores que se procesan desde

la base en forma secuencial.

En estos precursores, con un mecanismo secuencial de base a loop, el primer corte procede
como en los precursores cortos de base a loop, pero luego son necesario dos cortes mas para
liberar el miARN, generando en el proceso niveles bajos de ARN pequefios adicionales [23].
Este es el caso de algunos miembros de la familias del miR169, que tiene en total 14 miembros
siendo la familia mds grande de A. thaliana. Un estudio en detalle de los precursores del
miR169b/d/e/f/g mostré que los sitios de cortes del precursor estaban localizados 21 nt por
debajo del lado proximal del duplex miARN/miARN*. Esta es la distancia esperada entre
dos cortes de DCLI1, sugiriendo que estos precursores eran procesados por més de dos cortes
de la encima [23].

Ademas. la familia del miR394 también es procesada de la misma manera y comparten
similares patrones de estructura secundaria, donde se ve el tallo inferior largo bien estructura-
do (Figura 6.5 B). Si observamos el patrén de conservacion de secuencia primaria podemos
ver que la regién del diplex miARN/miARN* estd muy conservada, pero ademds podemos
observar que debajo del duplex existe otra region conservada y estructurada, que coincide con
el tallo inferior largo estructurado que presentan estos precursores (Figura 6.5). Es decir, que
en estos precursores podemos también correlacionar su procesamiento con la conservacion

evolutiva.
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Figura 6.5: Circos de precursores con mecanismos de procesamientos secuenciales de base a loop (A) Circos del precursor del miR169b. (B) Circos del
precursor del miR394b. (C) Estructura de precursores procesados secuenciales de base a loop. En (A) y (B) se puede observar que la regién del diplex
miARN/miARN* estd muy conservada, pero ademds podemos observar que debajo del duplex existe otra region conservada que coincide con el tallo inferior
largo. Con lineas verde fuera del Circos se muestra la regién que corresponde al miARN y al miARN*. Con lineas verde claro fuera del Circos se muestran otros
ARN pequefios generados a partir del primer y segundo corte por DCL1. Con lineas de puntos se muestra fuera del Circos la regién que corresponde al tallo

inferior de ~15nt.
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6.2.4. Visualizacion por Circos de precursores que se procesan desde

el loop cortos.

En los precursores con un mecanismo cortos de loop a base, el procesamiento es guiado
por un tallo superior, y son necesarios dos cortes para liberar el miARN maduro. La region
terminal de estos precursores tienen una largo conservado de ~42, donde incluye un loop
pequeiio [23] a diferencia de los precursores procesados de base a loop, donde esta regién es
variable en tamafio, como vimos en el capitulo anterior.

En este caso mostramos los Circos para el precursor del miR157a, que fue encontrado
en 30 especies, y para el precursor del miR160a también encontrado en 30 especies (Figura
6.6). En los precursores que se procesan cortos de base a loop observamos que presentan una
regién conservada que corresponde al tallo superior ademads de la regién que comprende al
duplex miARN/miARN* (Figura 6.6). A diferencia de los precursores que se procesan de la
base al loop, estos precursores no presentan el tallo inferior ni estructurado ni conservado y
esto se puede observar en ambos casos; en el miR157a (Figura 6.6 A) y del miR160a (Figura
6.6 B).

6.2.5. Visualizacion por Circos de precursores que se procesan desde

el loop en forma secuencial.

En los precursores con un mecanismo secuencial de loop a base, cuatro cortes secuenciales
por DCLI1 son los encargados de procesar los precursores de miARNs. En general, estos
precursores muestran un tallo largo superior, del cual otros ARNs pequefios son generados
[4, 21, 23].

En este caso se muestra a la familia del miR319 y la familia del miR159, y en particular
mostramos al miR319a (Figura 6.7 A) y al miR159b (Figura 6.7 B). Observamos que la region
que coincide con el tallo superior estd conservada y ademds el tallo superior es estructurado.
Ademads observamos que los ARNs pequeios, que se originan del procesamiento de estos

precursores, estdn conservados en la estructura del precursor (Figura 6.7).
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Figura 6.6: Circos de precursores con mecanismos de procesamientos cortos de loop a base (A) Circos del precursor del miR157a. (B) Circos del precursor
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la misma manera que el miARN y el miARN*. Con lineas verde fuera del Circos se muestra la regiéon que corresponde al miARN y al miARN*. Con lineas de
puntos se muestra fuera del Circos la regién que corresponde al tallo superior.
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6.2.6. El tamaio del loop es muy variable en precursores que se proce-

san desde abajo.

Una vez que hemos identificado los distintos precursores provenientes de estas 30 es-
pecies, decidimos hacer estudios adicionales sobre las dominios de los mismos. Para cada
precursor en distintas especies, realizamos una buisqueda de motivos conservados con la
herramienta MEME [87] (Figura 6.8 y 6.9). Hicimos esto para poder ver de manera visual
cudles eran los patrones comunes entre las distintas especies y donde se localizaban dentro
del precursor. La busqueda se hizo sobre elementos conservados de 20-23 nucleétidos y los
pardmetros utilizados se detallan en Materiales y Métodos (seccion 3.6).

De acuerdo a la literatura, esperabamos que los motivos mds conservados dentro del
precursor sean el miARN y el miARN*. Si bien las secuencias que encontramos como las
conservadas se superponian tanto con el miARN y el miARN*, en ocasiones observamos que
estaban desfasada por uno o dos nucledtidos. Nuestra interpretacion es que es posible que el
sitio de corte de DCL1, que se extiende por fuera de la secuencia del miARN y el miARN*
tenga ciertos requisitos de estructura primaria y secundaria y de ahi su conservacion.

Cuando visualizamos la localizacion de las secuencias conservadas en el contexto de
los precursores que se procesan desde el loop observamos que las caracteristicas del mismo
estaban conservadas en las distintas especies. Vemos que el precursor del miR160a el tamaio
de la region que comprende al tallo superior y al loop estd conservada en tamafio y varia
entre 35-40 nt (Figura 6.8).

Sin embargo cuando visualizamos los precursores que se procesan desde la base, pudimos
observar que el tamaiio de la region que comprende al tallo superior y al loop es muy variado
en un mismo precursor en distintas especies. Para el miR172a esta region puede variar
entre 40nt hasta 115nt (Figura 6.9). Interpretamos que esta variacion se debe a que los
determinantes estructurales para su procesamiento estin en la base del precursor, mientras

que la estructura del loop es proclive a variaciones sin afectar el procesamiento del mismo.
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Figura 6.8: Variacion del loop terminal en precursores miR160 Se muestra el MEME donde se pueden observar los motivos conservados dentro de los
precursores del miR160a en distintas especies. En color rojo el primer motivo conservado comprende parte del miR160 (logo 1). El segundo motivo mas
conservado comprende parte del miR160* (logo 2). Se puede observar que la el tamafio de la regiéon que comprende al tallo superior y al loop no varia en distintas
especies.
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Figura 6.9: Variacion del loop terminal en precursores miR172a Se muestra el MEME donde se pueden observar los motivos conservados dentro de los
precursores del miR172a en distintas especies. En color rojo el primer motivo conservado comprende parte del miR172 (logo 1). El segundo motivo mas
conservado comprende parte del miR172* (logo 2). Se puede observar que la el tamafio de la regién que comprende al tallo superior y al loop es muy variado en
distintas especies.
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6.2.7. Procesamiento mixto de miembros de la familia del miR170/miR171.

En general, se considera que diferentes miembros de una misma familia de miARNs
comparten la misma via de biogenésis ya que se cree que las familias de miARNSs se expanden
por eventos de duplicacion de un gen ancestral [6]. Sin embargo, ciertos el procesamiento de
miembros de ciertas familias pueden variar de uno a otro [23]. Esto sucede, por ejemplo, en
la familia del miR171 donde en A. thaliana existen tres miembros. El precursor del miR171a
es procesado de base a loop, mientras que los precursores del miR171b y miR171c son
procesados de loop a base.

Nos pusimos a analizar esta familia en detalle para ver si los patrones de conservacion y
estructura secundaria eran similares o diferentes (Figura 6.10). Observamos que el miR171a,
que es procesado corto de base a loop, tiene un patrén de conservacién similar a los precurso-
res procesados de base a loop, donde el tallo inferior es estructurado y conservado, como era
de esperarse (Figura 6.10 B). Por el contrario, el miR171c, que es procesado corto de loop a
base, muestra conservacion en el tallo superior, que ademas es estructurado, y no asi el tallo
inferior (Figura6.10 A).

Esta familia mixta, presenta dos patrones claros y diferentes de conservacion de secuencia
primaria y de estructura secundaria. Demostrando que este andlisis es sensible a la seleccion
de ort6logos para miembros de una misma familia. Donde para el Circos del precursor del
miR171a se incluyen 24 especies y para el Circos del precursor del miR171c se incluyen las

30 especies estudiadas.
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6.2.8. Visualizacion por Circos de precursores con mutaciones puntua-

les que afectan el procesamiento de miARNs en plantas.

Se ha demostrado recientemente que un polimorfismo de origen natural que ocurre en el
gen del miR164a afecta a la forma de la hoja y la arquitectura del vastago en A. thaliana,
debido a una mutacion presente en ecotipo C24, con los efectos de ser modificados por loci
adicionales en el genoma [140]. Una sustitucion tnica en un par de bases en la secuencia
complementaria del miARN altera la estabilidad predicha del diplex miARN/miARN*. Se
reduce con ello, en gran medida, la acumulaciéon del miARN maduro, probablemente porque
interfiere en el procesamiento del precursor. Ademads, se demostrd en ese mismo articulo
que no es una rara excepcion y que las cepas naturales de A. thaliana albergan decenas de
polimorfismos similares que afectan al procesamiento de una amplia gama de precursores de
miARN:Ss.

A nivel de secuencia los alelos de Col-0 y C24 son diferentes s6lo por un par de poli-
morfismos simples. Uno de ellos afecta a una C en el miARN* que aparea con una G en la

posicion dos del miARN (nos referimos a esta posicion como *2) (Figura 6.11 A).

A °°%

B .
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CA ¢
5' AUGUUGGAGAAG GGG ACGUGCAAA 3'
3' UACAACCUCUUC UUC UGCACGUUU 5'
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AA A
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hﬂ \i ™
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Figura 6.11: Diplex del miR164a/miR164a* y estructura secundaria del precursor. (A). Se muestra el
apareamiento de bases en el precursor del miR164a. El miARN se muestra en rojo y el miARN* en azul. En la
posicion *2, el alelo alternativo C24 se muestra en naranja. (B). Se muestra la estructura secundaria predicha
del precursor del miR164a. La barra gris horizontal indica el polimorfismo, un G:C en Col-0 y un G:U en C24.
Los colores indican probabilidad de pares de bases.
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Se puede ver que el remplazo de una G:C en el miR 16440

por un par no canénico
G:U en el miR164a“?*, incrementa ligeramente la energia libre del plegado del precursor
que cambia de -41.58 kcal/mol a -39.28 kcal/mol. Pero se observa que no se modifica la
estructura secundaria del miR164a si aceptamos que el par canénico G:U se forme en esta
region (Figura 6.11 B).

Realizamos el Circos del miR164a en distintas especies para ver como era la conservacion
de la base en la posicién 2* que hace que el precursor no pueda ser procesado de manera
correcta. Lo que pudimos observar es que dicha posicién del miR164a* estd conservada en
dicotiledoneas y se mantiene sin cambios en todas las especies (Figura 6.12). Ademas esa
base estd siempre apareada con la base correspondiente del miARN maduro, formando un
G:C (Figura 6.12).

También se puede observar que en la secuencia del miR164a* existen mutaciones en

distintas bases en distintas especies, pero no en la base que estamos estudiando. Esto su-

giere que esa base en particular es importante para la estabilidad del precursor y su buen

procesamlento.
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Figura 6.12: Circos del miR164a. (A) Se representa el Circos del miR164a. (B) Se representa El alineamiento
del miR164a en distintas especies. Con una flecha naranja se destaca la posiciéon *2 a estudiar, en el Circos y en
el alineamiento.
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Figura 6.13: Patrén de conservacion del precursor del miR394b. (A) Se muestra el Circos del miR394b. (B)
Se muestra el alineamiento del miR394b en distintas especies. Con una flecha naranja se destaca la posicién a
estudiar, en el Circos y en el alineamiento. (C) Apareamiento de bases en el precursor del miR394b. El miARN
se muestra en rojo y el miARN* en azul. En naranja se muestra la posicién de la mutacién G por A en el tallo
inferior del precursor del mir394b-1.

En otro trabajo, se estudi6 un alelo mutante del miR394b, llamado mir394b-1, que tiene
un “mismatch” en el tallo inferior del precursor del miR394b [71]. La mutante incrementa
draméticamente la terminacion del meristema apical. En la figura 6.13 C, se muestra el
apareamiento de bases en el precursor del mir394b y mir394b-1, donde el miARN se muestra
enrojo y el miARN* en azul. Y en naranja se muestra la posicién de la mutacién del precursor
del mir394b-1 donde la G es reemplazada por una A con respecto al mir394b. En este caso
se mostro que los niveles de maduro en el precursor del mir394b-1 se ven fuertemente
disminuidos aunque no completamente ausentes [71].

Para varios precursores de plantas hemos visto anteriormente que esa region que co-
rresponde al tallo inferior es crucial para su procesamiento. En este caso mostramos el
Circos correspondiente al miR394b, para poder visualizar que es lo que sucede con esta
mutacion puntual fuera del diplex miARN/miARN* (Figura 6.13). Vemos, como en el caso
del miR164a, esta mutacién que afecta al procesamiento del precursor y a la acumulacién
del miARN maduro, estd conservada en todas las especies estudiadas. Esto sugiere que esta

base es importante para el procesamiento y que no s6lo mutaciones de una base dentro del
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duplex miARN/miARN* pueden afectar el procesamiento, sino que mutaciones simples en
el precursor puede afectar el reconocimiento de DCL1.

La metodologia empleada y la visualizacién por medio de los Circos permite deducir
cuales son las bases o apareamientos conservados en distintas especies. Pensamos ademas
que estas bases son importantes por se para el procesamiento del precursor y la liberacion
del miARN maduro , ya que puede observarse una correlacion entre la conservacién y las
mutaciones puntuales descriptas. Esta informacién también podria ser utilizada para ayudar

en el disefio de miARNSs artificiales en distintas especies y aumentar su eficiencia.

6.2.9. Visualizacion por Circos de precursores de plantas conservados

en monocotiledoneas.

Se conocen muchas familias de precursores conservados en plantas, algunos de ellos
conservados desde musgos hasta dicotiledéneas [13, 14, 38]. Si bien la mayoria de los pre-
cursores de plantas utilizados hasta esta parte del trabajo estdn conservados en dicotiledéneas
y monocotiledéneas, muchos fueron evolucionando encontrandose nuevos miembros de
algunas familias en especies mds recientes y perdiendose otros. Es por esto que separamos a
los precursores de plantas en dicotiledéneas y monocotileddneas, y en esta parte del trabajo
nos enfocamos en estas ultimas. Las especies utilizadas de monocotiledéneas se pueden ver
en la Figura 3.3 de Materiales y Métodos.

Existe una variante del miR396 que fue detectada por primera vez en arroz [135] y
estudios posteriores indicaron que la misma es especifica de monocotiledéneas [136, 166]. El
sitio complementario al miR396 de los GRFs (genes blanco del miR396) en dicotiledoneas
posee un nucledtido, que en el apareamiento entre el miARN y el ARNm genera un bulge.
Es muy interesante que la G extra (entre la posicion 7-8 del miARN) presente en la variante
de monocotileddneas elimina este bulge en el apareamiento con el sitio blanco de los GRFs.

Realizamos el grafico del Circos del miR396e de Arroz, donde pudimos detectar orto-
logos en todas las plantas monocotiledéneas estudiadas en nuestro trabajo (Figura 6.14).
Observamos que el nucledtido extra, que le da identidad a la variante de monocotiledoneas,
estd conservado en todas las especies. Se observa que a nivel de secuencia primaria el pre-
cursor estd conservado, pero el patréon de conservaciéon no coincide exactamente con los
patrones de conservacion vistos anteriormente para los precursores que se procesan desde
la base como los que se procesan desde el loop. En particular se observa conservacion de

secuencia primaria y secundaria por arriba y por debajo del diplex (Figura 6.14).
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Este andlasis en monocotiledoneas, demuestra que el enfoque bioinformaético para el
estudio de la evolucion de precursores de miARNs en plantas también puede ser utilizado
para encontrar determinantes estructurales en un grupo de especies cercanas evolutivamente.
Ademds, el mismo permite poder comparar patrones de evolucién en distintos grupos de

especies.
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Figura 6.14: Circos del miR396e de monocotiledéneas Se puede observar que el nucledtido extra, que le da
identidad a la variante de monocotiledéneas, esta conservado en todas las especies. Este nucleétido extra que se
marca con una flecha naranja.
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6.2.10. Estrategia bioinformatica para estudiar precursores de miARNs

en animales.

En animales existe un gran nimero de miARNs que estdn conservados en un gran rango
de especies, incluso se han encontrado algunos miARNs conservados en humanos hasta
gustanos [110]. Si bien los miARNs en plantas y en animales comparten componentes
basicos, su biogénesis y su modo de accion es diferente. Una de las grandes diferencias con
las plantas radica en que en animales el procesamiento de los precursores ocurre en dos pasos
separados en tiempo y espacio (Figura 1.2), mientras que en plantas ocurre integramente en
el nacleo (Figura 1.3).

Ademads de las diferencias en la biogénesis, otra de las grandes diferencias entre plantas
y animales consiste en las estructuras de los precursores de miARNs. Los precursores de
animales se caracterizan por presentar una estructura relativamente homogénea, que consta
de un tallo imperfecto de una longitud de ~65 nt, flanqueado por dos regiones desapareadas.
Estas dos regiones son un bucle terminal en un extremo y ARNsh en el otro. En animales, la
especificidad en la seleccién de la secuencia del miARN dentro del precursor estd dada por
el primer corte realizado por el complejo microprocesador. Por otro lado, los precursores de
miARNSs de plantas presentan tamafios que varian desde los 50 a 900 nt, lo que se traduce en
un amplio abanico de estructuras diferentes.

Para esta parte del trabajo de Tesis, utilizamos genomas de especies de Metazoa entre ellos
humano, mono, sapo, vaca y pez (Tabla 6.1) y estudiamos que sucede con los precursores
de miARNs conservados en animales. Para esto partimos de los precursores de humanos
definidos en miRBase y realizamos la bisqueda de ort6logos en otras especies al igual que lo
hicimos en plantas.

En la Figura 6.15 se muestra el Circos del precursor del miARN hsa-let-7a-1, un miembro
de la familia let-7. El precursor del miARN let-7 identificado en un estudio en C. elegans fue
uno de los primeros miARNSs en ser descubiertos. Actualmente ha sido predicho y validado
en un gran nimero de especies.

En un articulo publicado en Nat. Struct. Mol. Biol., se encontré una ribonucleoproteina
(hnRNP A1) que actia como regulador negativo de let-7-a [97]. HnRNP Al se une al loop
terminal del precursor de let-7-a e inhibe su procesamiento por Drosha. En el Circos se puede
observar que este loop terminal estd conservado en las especies utilizadas (6.15).

La variacion de los precursores de miARNSs de plantas se debe en gran parte a la variacion

en el tamafio del loop. Observamos el tamafio del loop terminal en precursores de plantas
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Figura 6.15: Patrén de conservacion del precursor del precursor del miARN.
Se puede observar que loop terminal (marcado en linea de puntos) estd conservado en las

especies utilizadas.
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Tabla 6.1: Especies de Metazoa utilizadas

Animales
Bos taurus
Canis familiaris
Equus caballus
Gallus gallus
Gorilla gorilla
Homo sapiens
Macaca mulatta
Monodelphis domestica
Mus musculus
Ornithorhynchus anatinus
Petromyzon marinus
Sus scrofa
Xenopus tropicalis

procesados cortos de base a loop o de loop a base y lo comparamos con el tamaifio del loop
terminal en precursores conservados en animales. Se puede notar que el tamafio del loop en
los precursores de plantas cortos de base a loop son més variables ademds de mds grande. En
cambio el tamafio del loop terminal de los precursores de humano son pequefios y similares
al tamafio del loop terminal de precursores de plantas loop a base.

En animales, la estructura secundaria del loop terminal de precursores de miARNSs, es
irrelevante durante el procesamiento e inclusive se demostré que la presencia del mismo es
innecesaria para el procesamiento por DROSHA [62]. Sin embargo, la estructura del loop
es importante para que los pre-miARNs sean exportados del nucleo al citoplasma, donde
DICER produce el segundo corte que libera a los miARNs en animales. El mecanismo de
procesamiento en animales es similar al mecanismo de procesamiento de los precursores
de plantas cortos de base a loop. Sin embargo, podemos observar que estructuralmente los
precursores en animales comparten patrones similares a los precursores de plantas cortos
de loop a base y también a los cortos de la base al loop (Figura 6.16) . Esto se deberia a
que en animales existen determinantes para guiar a DROSHA (por debajo del miARN) y
otros determinantes necesarios para que se exporte el precursor al citoplasma, donde DCL1

produce el segundo corte.
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6.3. Conclusiones.

En esta parte del proyecto de Tesis presentamos un enfoque bioinformadtico para el
estudio de la evolucién y biogénesis de miARNs en plantas. Para esto desarrollamos una
implementacion gréfica para visualizar de manera simple los precursores de miARNs en
distintas especies de plantas. Y fueron utilizados para caracterizar la evolucién de precursores
de miARNS en plantas con distintos mecanismos de procesamiento. En el Anexo (Figuras
9.1,9.2,9.3,9.4 y 9.5) se muestran los Circos de dicotiledéneas donde se detectan ort6logos
en mas de 20 especies de las 30 analizadas.

Esta metodologia y visualizacién con Circos, la utilizamos para comparar precursores de
miARNSs de distintas familias y ademads en precursores de miARNs de distintos reinos. En
particular, estudiamos precursores con mutaciones puntuales que afectan al procesamiento
de miARNSs en plantas. Y vimos, que la informacion obtenida de estos estudios, podria ser
utilizada para ayudar en el diseno de miARNSs artificiales en distintas especies y aumentar su
eficiencia.

Si bien la biogénesis y modo de accién de precursores de animales es diferente a la de
los precursores de plantas, pudimos utilizar este mismo enfoque para estudiar precursores de
miARNSs en animales. Y pudimos observar que estructuralmente los precursores en animales
comparten patrones similares a los precursores de plantas cortos de loop a base y también a
los cortos de la base al loop. Esto podria ser debido a que en animales existen determinantes
para guiar a DROSHA (por debajo del miARN) y otros determinantes para que el exporte al

citoplasma (por encima del miARN).



Conclusiones finales.

8.1. Aplicaciones bioinformaticas para el estudio de interacciones miARN-

gen blanco.

En cuanto a la primera parte de la Tesis, disefiamos una estrategia para identificar genes
blanco regulados por miARNS en plantas, basada en la conservacién evolutiva del par miARN-
gen blanco. Los estudios previos sobre la identificacion de genes blanco de miARN se
basaban en que la interaccion entre el ARN pequefio y el ARNm tenga ciertos requerimientos
en cuanto al nimero de “mismatches”, su posicion relativa y la energia de interaccion
[17, 30, 85]. En algunos casos, se analizaba la conservacion del par miARN/miARN*,
fundamentalmente entre Arabidopsis y arroz [149], como elemento confirmatorio. En este
caso, nosotros hemos basado la biisqueda en la conservacion evolutiva como elemento central,
haciendo la bisqueda en més de 40 especies, aunque este nimero es facilmente ampliable
en la medida que haya disponible informacién genémica de otras especies. Si bien nosotros
nos hemos enfocado en transcriptos validados experimentalmente, también podria utilizarse
como elementos de busquedas en genomas secuenciados y predicciones de genes tedricos.

El enfoque desarrollado requiere que la interaccion miARN-gen blanco, pueda ocurrir en
el contexto de un conjunto minimo de parametros en diferentes especies. La secuencia del
gen blanco en si, no necesariamente tiene que estar conservada. Ademads, nuestro enfoque
permite ajustar el nimero de especies requeridas como un filtro para realizar la busqueda con
diferentes sensibilidades y relaciones sefial/ruido. Utilizando esta estrategia identificamos
y validamos experimentalmente nuevos genes blanco en A. thaliana, a pesar de que este
sistema ya habia sido estudiado en detalles en distintos enfoques genémicos a gran escala
([2, 5,53, 66, 112, 127]). Tres de los nuevos genes blanco validados tienen bulges. Pardmetros
empiricos usualmente le otorgan una gran penalidad a ellos, que puede llegar a ser el doble
que un “mismatch” regular [66], sin embargo es probable que genes blancos con bulges

asimétricos sean mas frecuente de lo que se pensaba previamente en plantas. El enfoque
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ofrece una estrategia alternativa a otras predicciones que se basan en paraimetros empiricos
del par miARN-gen blanco [35, 38, 47, 66]. Una ventaja de la estrategia presentada es que
la interacciones miARN-gen blanco conservadas probablemente participen en procesos
bioldgicos relevantes, ya que esta en duda el rol bioldgico de la regulacién por miARNs en

interacciones de aparicion reciente [14, 38].

8.2. Desarrollo de la herramienta comTAR.

Como parte del estudio de las redes de miARNs y genes blanco de esta Tesis, desarro-
llamos una herramienta web denominada comTAR para predecir potenciales genes blanco
regulados por miARNs en plantas. Esta herramienta, es intuitiva y flexible, y puede ser
utilizada para buscar familias de potenciales genes blanco de miARNSs en plantas e incluso
para predecir potenciales genes blanco para nuevos ARN pequefios. La herramienta cuenta
con datos pre-analizados para los miARNSs conservados, pero el usuario puede hacer bus-
quedas con cualquier secuencia. Asi por ejemplo, un miARN recientemente descubierto
en monocotiledéneas puede ser usado para buscar blancos presentes en esas especies. En
este caso seria de esperar que los blancos para este miARN estén conservados solamente
en monocotiledoneas, por lo que busqueda una busqueda de potenciales blancos en general
puede servir como validacion general de la red regulatoria.

La busqueda de blancos de miARNs también da como resultado la captura de multiples
interacciones en distintas especies. Asi por ejemplo la busqueda de genes blanco de miR319
arroja como resultados genes blanco con homologia a TCP4 (At3g15030, TAG de Arabidop-
sis) en 31 especies. Si bien las interacciones entre el miR319 y TCP4 estan relativamente
conservadas, existen variaciones. Estas variaciones parecen estar localizadas en posiciones
especificas. El andlisis de estas variaciones es algo que podrd hacerse en el futuro y podria
servir para mejorar el conocimiento sobre el apareamiento miARN gen blanco en general, asi

como ayudar a comprender la co-evolucion de las secuencias de miARNSs y sus genes blanco.

8.3. Determinantes mecanisticos del procesamiento de miARNSs en ani-
males.
En la segunda parte de esta Tesis, desarrollamos un enfoque genémico a gran escala

para estudiar el procesamiento de miARNs en plantas y determinamos, de esta manera, el

mecanismo de procesamiento de la mayoria de los miARNSs de A. thaliana conservados evo-
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lutivamente [23]. Encontramos que los miARNSs en plantas pueden ser procesados por cuatro
mecanismos, dependientes de la direccién secuencial de la maquinaria de procesamiento
y del nimero de cortes requeridos para liberar el miARN [23]. Cuando los precursores de
miARNSs de plantas tratan de ser analizados en forma conjunta resultan ser muy heterogéneos
y sin dominios comunes claros. Pudimos observar que cuando los precursores procesados
con el mismo mecanismo son analizados como un grupo, entonces vemos que comparten
determinantes estructurales claros. La co-existencia de distintos mecanismos cada uno con
perfiles de procesamiento particulares explicaria el rango de tamafios y formas observados
en precursores de miARNs en plantas [23].

Cuando los precursores se procesan desde la base hacia el loop vemos que existe un
ARN(dh de aproximadamente 15 bases por debajo de la regién del miARN/miARN*. Sin
embargo, si el procesamiento comienza desde el loop, vemos que por arriba de la regién
del miARN/miARN* existe una region estructurada doble hebra de aproximadamente 17
bases. La situacion se hace aun mas compleja con la posibilidad de multiples cortes de DCLI,
existiendo una o dos regiones estructuradas similares al miARN/miARN* localizadas en

forma continua.

8.4. Desarrollo de una herramienta para el analisis de bibliotecas de

SPARE incluyendo una interfaz grafica.

Ademds, desarrollamos una estrategia bioinformatica para analizar las bibliotecas de
SPARE y luego una herramienta para visualizar los resultados. Esto permite estudiar a los
intermediarios de procesamiento en plantas silvestres y/o en plantas mutantes en proteinas de
procesamiento o crecidas en distintas condiciones. Esta herramienta puede ser utilizada para
determinar la direccidn de procesamiento de precursores de miARNs y ademads para buscar
diferencias en los cortes determinados por DCL1 en distintas condiciones o la precision de la

maquinaria en determinadas en mutantes.
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8.5. Analisis de las estructuras de los precursores y su evolucion. Vi-
sualizacion de informacion compleja por adaptacion de una he-

rramienta Circos.

También, realizamos un enfoque bioinformatico para el estudio de la evolucién y biogé-
nesis de miARNs en plantas, capturando precursores de miARN ortélogos de 40 especies
diferentes. Para analizar la conservacion de la estructura secundaria de los distintos pre-
cursores y poder comparar entre precursores de distinto procesamiento, disefiamos una
implementacion grafica. Utilizando estos gréficos llamados Circos, estudiamos y caracte-
rizamos la evolucion de precursores de miARNs en plantas con distintos mecanismos de
procesamiento. Ademds, mostramos que este enfoque puede ser utilizado también para

estudiar precursores de miARNs en animales.
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Anexo

Codigo fuente 9.1: circos.conf

<<include etc/colors_fonts_patterns.conf>>
<<include etc/housekeeping.conf>>

<image>
angle_offset= = 114.5
<<include etc/image.conf>>
</image>

# Chromosome name, size and color definition

karyotype = data/karyotype. txt

<ideogram>
<spacing>
default = 0.001r
<pairwise last first>
spacing = 200r
</pairwise >

</spacing >

label_format = eval( if(var(label) =~ /(\d=)(\w=*)/){if($2 eq 'x’){ sprintf "%d —",$1;}else{sprintf "%d %",$1,$2:;}})
radius = 0.80r

thickness = 35p

fill = yes

stroke_color = dgrey

stroke_thickness = Op

show_label = yes
label_font = semibold
label_radius = 1r + 15p
label_color = grey
label_size = 20
label_parallel = no

</ideogram>

<<include data/links.conf>>

<highlights >
<highlight >

file = data/highlight.txt
fill_color = 96,122,66

r0 = 1.10r

rl = 1.12r

</highlight >
</highlights >

<plots >
type = text
color = black

label_font = default
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label_size = 40p

<plot>
file = data/text_5p_3p.txt
r0 = 1r+80p
rl = 1r+200p

label_parallel = yes

show_links = yes
link_dims = 4p,4p,8p.4p.4p
link_thickness = 2p
link_color = black
</plot>

<<include data/histogram.conf>>

</plots >
Cédigo fuente 9.2: histogram.conf
<plot>
type = histogram
file = data/histogram. txt
rl = 097r
r0 = 0.8r
max = 0.5
min = —-0.5
stroke_type = outline
thickness =0
color = vdgrey
extend_bin = no

<backgrounds >
<background >
color = 231,231,231
</background>
</backgrounds >

<axes>
<axis>
spacing = 0.2r
color = lgrey
thickness = 1
</axis>

</axes>

<rules >
<rule >
condition =1
fill_color = eval(sprintf("circos_hist —14—div—%",remap_int(var(value),—0.5,0.5,1,14)))
</rule >

</rules >

</plot>

Codigo fuente 9.3: links.conf

<links >
z = 10
radius = 0.79r

<link >
bezier_radius = undef
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show = yes
color = 197,197,197
file = link. txt
<rules >
<rule >
condition = var(thickness) ==

thickness = 3

color = circos_hist —14—div—14
z =15

</rule >

<rule >
condition = var(thickness) <= 4
show = no

</rule>

<rule >
condition =1
thickness = 3
z =10

</rule>

</rules >

</link >

</links >
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Figura 9.1: Circos de dicotiledoneas donde se detectan ortélogos en mas de 20 especies de las 30 analizadas. Fig 1/5.
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Figura 9.2: Circos de dicotiledéneas donde se detectan ortélogos en mas de 20 especies de las 30 analizadas. Fig 2/5.
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Figura 9.3: Circos de dicotiledéneas donde se detectan ortélogos en mas de 20 especies de las 30 analizadas. Fig 3/5.
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Tabla 9.1: Genes blanco validados de familias miARNs conservados en plantas

microRNA
miR156/miR157
miR156/miR157
miR156/miR157
miR156/miR157
miR156/miR157
miR156/miR157
miR156/miR157
miR156/miR157
miR156/miR157
miR159/miR319
miR159/miR319
miR159/miR319
miR159/miR319
miR159/miR319
miR159/miR319
miR159/miR319
miR159/miR319
miR159/miR319
miR159/miR319
miR160
miR160
miR160
miR162
miR164
miR164
miR164
miR164
miR164
miR164
miR164
miR166/miR165
miR166/miR165
miR166/miR165
miR166/miR165
miR166/miR165
miR167
miR167
miR168
miR169
miR169
miR169
miR169
miR169
miR169
miR170/miR171
miR170/miR171
miR170/miR171
miR172
miR172
miR172
miR172
miR172
miR172
miR390/miR391
miR390/miR391
miR390/miR391
miR393
miR393
miR393
miR393
miR393
miR394
miR395
miR395
miR395
miR395
miR396
miR396
miR396
miR396
miR396
miR396
miR396
miR397
miR397
miR397
miR398
miR398
miR398
miR399
miR399
miR408
mir408
miR827

Target
SPL
SPL
SPL
SPL
SPL
SPL
SPL
SPL
SPL
TCP
TCP
TCP

MYB
TCP
TCP
MYB
MYB
MYB
MYB
ARF
ARF
ARF
DCL
NAC
NAC
NAC
NAC
NAC
NAC
NAC
HD-ZIPIII
HD-ZIPIII
HD-ZIPIII
HD-ZIPIII
HD-ZIPIII
ARF
ARF
AGO

HAP2

HAP2

HAP2

HAP2

HAP2

HAP2
SCL
SCL
SCL
AP2
AP2
AP2
AP2
AP2
AP2

TAS3
TAS3
TAS3
TIR1/AFB
bHLH
TIR1/AFB
TIR1/AFB
TIR1/AFB

F-Box
APS
AST
APS
APS
GRF
GRF
GRF
GRF
GRF
GRF
GRF
LAC
LAC
LAC
CSD
CSD

CytC oxidase
E2-UBC
E2-UBC

LAC
PLC
SPX

D
At1g27370
Atlg53160
A2g33810
At3g15270
At5g43270
Atlg69170
A2g42200
At3g57920
At5g50670
At1g30210
At1g53230
At2g31070
At3g11440
At3g15030
At4g18390
At5206100
A12g26950
A2g32460
At555020
Atlg77850
A2g28350
At4g30080
Atlg01040
Atlg56010
ABgl5170
At5207680
At5g53950
At5g61430
At3g12977
At5¢39610
Atlg30490
At1g52150
A2g34710
At5260690
At4g32880
At1g30330
At5g37020
Atlgd8410
Atlg17590
Atlg54160
Atlg72830
At3g05690
At3220910
At5206510
At2g45160
A13g60630
At4g00150
A12g28550
At4g36920
At5g60120
At5g67180
A12g39250
At3g54990
A3gl7185
At5g49615
At5g57735
At1g12820
At3223690
A3226810
At3262980
At4g03190
At1g27340
At3222890
At5g10180
At5g43780
Atdg14680
A2g22840
A2g36400
A2g45480
At4g24150
At4g37740
A1553660
At3g52910
A2g29130
A2g38080
At5260020
At1g08830
A2g28190
At3g15640
A2g33770
At2g33770
At2g30210
A12g02850
Atl 02860
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Tabla 9.2: Mecanismos de procesamiento de miARNSs conservados en A. thaliana.

miARN
miR156a
miR156b
miR156¢
miR156d
miR156e
miR156h
miR157a
miR157b
miR157¢
miR159a
miR159b
miR160a
miR160b
miR160c
miR162a
miR164b
miR164c
miR165a
miR165b
miR166a
miR166b
miR166f
miR167a
miR167b
miR167¢
miR167d
miR168a
miR168b
miR169a
miR169b
miR169d
miR169¢
miR169f
miR169h
miR169i
miR169j
miR169k
miR1691
miR169m
miR169n
miR170
miR171a
miR171b
miR171¢
miR172a
miR172b
miR172¢
miR172d
miR172e
miR319a
miR319b
miR319¢
miR390a
miR390b
miR391
miR393a
miR393b
miR394a
miR394b
miR395a
miR395b
miR395¢
miR395d
miR395f
miR396a
miR396b
miR397a
miR397b
miR397c
miR398b
miR398c
miR399a
miR399b
miR399¢
miR399d
miR408
miR827

Mecanismo

Corto de loop a base
Corto de loop a base
Corto de loop a base
Corto de loop a base
Corto de loop a base
Corto de loop a base
Corto de loop a base
Corto de loop a base
Corto de loop a base
Secuencial de loop a base
Secuencial de loop a base
Corto de loop a base
Corto de loop a base
Corto de loop a base
Corto de loop a base
Corto de base a loop
Corto de base a loop
Corto de base a loop
Corto de base a loop
Corto de base a loop
Corto de base a loop
Corto de base a loop
Corto de base a loop
Corto de base a loop
Corto de base a loop
Corto de base a loop
Corto de base a loop
Corto de base a loop
Corto de base a loop
Secuencial de base a loop
Secuencial de base a loop
Secuencial de base a loop
Secuencial de base a loop
Secuencial de base a loop
Secuencial de base a loop
Secuencial de base a loop
Secuencial de base a loop
Secuencial de base a loop
Secuencial de base a loop
Secuencial de base a loop
Corto de base a loop
Corto de base a loop
Corto de loop a base
Corto de loop a base
Corto de base a loop
Corto de base a loop
Corto de base a loop
Corto de base a loop
Corto de base a loop
Secuencial de loop a base
Secuencial de loop a base
Secuencial de loop a base
Corto de base a loop
Corto de base a loop
Corto de base a loop
Corto de base a loop
Corto de base a loop
Secuencial de base a loop
Secuencial de base a loop
Corto de base a loop
Corto de base a loop
Corto de base a loop
Corto de base a loop
Corto de base a loop
Corto de base a loop
Corto de base a loop
Corto de base a loop
Corto de base a loop
Corto de base a loop
Corto de base a loop
Corto de base a loop
Corto de base a loop
Corto de base a loop
Corto de base a loop
Corto de base a loop
Corto de base a loop
Corto de base a loop
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