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Aislamiento de microRNAs a partir de células
clorofílicas de Bouteloua gracilis y su

caracterización in silico
Isolation of microRNAs from Bouteloua gracilis

chlorophyllous cells and their in silico characterization
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RESUMEN
Bouteloua gracilis es un pasto nativo del norte de México, que es utilizado como fuente de forraje para el ganado por
su alto contenido nutritivo; tiene elevada tolerancia al estrés osmótico que le permite vivir en climas secos; sin
embargo, los mecanismos moleculares que le confieren esta tolerancia aún no se han reportado. Existe una clase de
RNAs pequeños (sRNAs) llamados microRNAs (miRNAs), que se unen por complementariedad a RNAs mensajeros
blanco, etiquetándolos para su degradación o supresión de la traducción. En este trabajo se reporta el aislamiento
de sRNAs de B. gracilis, a través de la clonación de concatámeros y su secuenciación. El análisis in silico de la
secuencias, permitió la identificación de miRNAs conservados en B. gracilis y reportados en Populus trichocarpa,Brachypodium distachyon, Oryza sativa, Sorghum bicolor, Zea mays, Malus domestica y Linum usitatissimum.
Además, se predijo la estructura secundaria de los precursores de dos miRNAs (pre-miRNAs), usando como
referencia los genomas de Glycine max, Zea mays, Sorghum bicolor y Oryza sativa. Finalmente, se identificaron
seis mRNAs blanco para uno de ellos. La identificación de miRNAs en Bouteloua gracilis, ayudará a comprender
como estas moléculas regulan la expresión genética en esta especie, y sus relaciones con los mecanismos de respuesta
a estrés ambiental.
PALABRAS CLAVE: Navajita azul, miRNAs, Regulación genética, Análisis bioinformático.
ABSTRACT
Bouteloua gracilis is a grass native to Mexico, it is used as forage source for livestock because of its high nutritional
value. It has high tolerance to osmotic stress and therefore can live in arid zones; however, regulation mechanisms
in gene expression that confer these characteristics have not been reported. There is a class of small RNAs (sRNAs)
called microRNAs (miRNAs), which regulate gene expression. They are complementary and act by binding to messenger
RNAs (mRNAs to inhibit translation or by degrading them. In this work, the isolation of sRNAs from B. gracilis through
cloning and sequencing of concatemers is reported. In silico analysis of the sequences obtained allowed to identify
conserved sequences in Populus trichocarpa, Brachypodium distachyon, Oryza sativa, Sorghum bicolor, Zea mays,Malus domestica, and Linum usitatissimum. Furthermore, the secondary structure of the miRNA precursor (pre-
miRNA) was predicted from two sequences isolated from In silico analysis using Glycine max, Zea mays, Sorghumbicolor, and Oryza sativa as reference genomes. Finally, six target mRNAs were identified for one of the miRNAs
obtained. Identification of miRNAs in Bouteloua gracilis will help to understand how these molecules regulate gene
expression and in the future will allow for the study at molecular level, providing insight on how this grass responds
to environmental stress.
KEY WORDS: Blue gramma, miRNAs, Genetic regulation, Bioinformatics analysis.
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INTRODUCCIÓN
Los miRNAs son secuencias de RNA de cadenasencilla, de 18 a 25 nucleótidos de longitud; enplantas, su biogénesis inicia cuando los genesMIRNAS son transcritos por la RNA polimerasaII, generando transcritos primarios conlongitudes de 200 a 300 nucleótidosdenominados como pri-miRNAs, que sonprocesados a una estructura única de tallo-burbuja por la acción de una ribonucleasa III(DCL), generando un dúplex de pre-miRNA; estedúplex es transportado del núcleo al citoplasmaen donde se une con el complejo Argonauta(AGO) conformando el complejo RISC;finalmente, el complejo se une porcomplementariedad a los RNAs mensajerosobjetivo, induciendo degradación o supresiónde la traducción, por que los miRNAs sonconsiderados moléculas silenciadoras de laexpresión genética(1).
En plantas, estas moléculas participan en laregulación de diferentes etapas fisiológicas,como el cambio de la fase vegetativa a la floral,en el desarrollo y crecimiento de hojas, tallos,raíces y de órganos reproductivos. También seha encontrado que los miRNAs regulan larespuesta de las plantas a distintas condicionesde estrés abiótico y biótico como la carencia denutrientes, salinidad, sequia, estrés oxidativo,frio, radiación UV y por la presencia de virus(2,3).Estudios in silico dirigidos a la ortología de losmiRNAs en plantas, han demostrado que losmiRNAs son conservados entre especies; sinembargo, también existen miRNAs específicosde especie(4). Los miRNAs maduros en plantasson conservados en mayor grado que los pre-miRNAs(2,5). La mayoría de los miRNAs que seencuentran conservados en distintas especiesregulan genes homólogos(5), esta característicapermite analizar y predecir los posibles RNAsmensajeros blancos de miRNAs de especies queno tienen su genoma secuenciado. La predicciónde mRNA blanco es indispensable para identificarla función del miRNA, por lo general, esto serealiza bioinformáticamente. El principal criteriousado es la detección de secuencias

INTRODUCTION
Sequences of miRNAs are single stranded RNAin 18 to 25 nucleotides in length; on plants,their biogenesis starts when miRNAs genes aretranscribed by RNA polymerase II, generatingprimary transcripts with lengths of 200 to 300nucleotides referred to as pri-miRNAs, whichare transcripts containing a short internal stem-loop structure near the ribonuclease III (DCL),generating a pre-miRNA duplex. This duplex istransported from the nucleus to the cytoplasmwhere it joins the complex Argonauta (AGO)forming the RNA-induced silencing complex(RISC); finally, the complex binds to messengerRNAs complementary to the target, inducingdegradation or suppression of translation, themiRNAs are considered silencing molecules ofgene expression(1).
In plants, these molecules are involved in theregulation of different physiological stages, asthe change of the vegetative to the floraldevelopment and growth of leaves, stems, rootsand reproductive organs. It has also been foundthat miRNAs regulate plant response to variousabiotic and biotic stress such as lack of nutrients,salinity, drought, oxidative stress, cold, UVradiation and the presence of virus(2,3). In silicostudies aimed at orthologous plant miRNAs haveshown that miRNAs are conserved betweenspecies; however, there are also species-specificmiRNAs(4). Mature miRNAs in plants arepreserved to a greater extent than pre-miRNAs(2,5). Most miRNAs that are conservedin different species homologous genesregulate(5), this feature allows to analyze andpredict potential targets messenger RNAs ofmiRNAs in species that have its genomesequenced. Predicting target mRNA is usuallyessential to identify the role of miRNA, this isdone by bioinformatics analysis. The maincriterion used is the detection of complementarysequences between the miRNA and its target(6).This is possible because the complementaritybetween them is perfect or nearly perfect,allowing quick identification and reliable targetmRNAs(2,7).
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complementarias entre el miRNA y su blanco(6);esto es posible ya que la complementariedadentre ellos es perfecta o casi perfecta, lo quepermite una identificación de mRNAs blancorápida y confiable(2,7).
Bouteloua gracilis (Willd. ex Kunth) Lag. exGriffiths es un pasto perenne perteneciente a lafamilia Poaceae con metabolismo C4, de tallodelgado que crece en bosques, pastizales ymatorrales(8,9). Se localiza en las regionessemiáridas de los Estados Unidos y México(10).Esta gramínea es de gran importanciaeconómica, ya que es fuente de forraje para laalimentación de ganado bovino y fauna nativa,por su alto contenido de proteína y alto gradode digestibilidad, además de su capacidad deadaptación a climas adversos como sequía yfrío(11,12). Debido a las características anteriores,este pasto ha sido sujeto de diversasinvestigaciones ecológicas y fisiológicas. Sinembargo, a la fecha no existe información acercade los miRNAs expresados en B. gracilis y porlo tanto, se desconoce su relación con laregulación de la expresión genética en estepasto. En el presente trabajo se aislaron ycaracterizaron secuencias de RNAs pequeños apartir de células clorofílicas de Bouteloua gracilis,con el objetivo de identificar miRNAs. Además,se realizó un análisis in silico para laidentificación de los potenciales mRNAs blancode los miRNAs encontrados, así como labúsqueda de los procesos biológicos en los queparticipan estos genes.
MATERIAL Y MÉTODOS
Crecimiento de células clorofílicas de B. gracilis
La línea celular se desarrolló en INIFAP-Celaya(13). Se agregó un inóculo de célulasclorofílicas de Bouteloua gracilis (H.B.K.) Lag.ex Steud., TIANSJ98,  a 25 ml de medio MPClíquido, el cual contiene medio basal para plantasMurashige-Skoog, 2,4-D, bencilaminopurina,adenina y sacarosa a pH de 5.8. Los cultivos semantuvieron en agitación a 90 rpm, con luzcontinua fluorescente (77 mols-1 m-2) a unatemperatura de 33 ± 1 °C durante cinco días.

Bouteloua gracilis (Willd. Ex Kunth) Lag. exGriffiths is a perennial grass belonging to thePoaceae family with C4 metabolism are of thinstem that grow in forests, grasslands andthickets(8,9). They are found in semi-arid regionsof the United States and Mexico(10). This grassis of great economic importance, because it isa source of fodder for feeding cattle and nativewildlife, for its high protein content and highdigestibility, and its ability to adapt to adverseweather conditions such as drought andcold(11,12). Due to the above features, this grasshas been subject to various ecological andphysiological investigations. However, to datethere is no information about the miRNAsexpressed in B. gracilis and therefore itsrelationship with the regulation of geneexpression in this grass is unknown. In thiswork sequences of small RNAs from cellschlorophyll Bouteloua gracilis were isolated andcharacterized, with the aim of identifyingmiRNAs. In addition, an in silico analysis wascarried out to identify potential target mRNAsof miRNAs, as well as a search of the biologicalprocesses in which these genes involved wasperformed.
MATERIAL AND METHODS
Growth of chlorophyll cells of B. gracilis
The cell line was developed in INIFAP-Celaya(13).An inoculum of chlorophyll cells Boutelouagracilis (HBK) Lag added. ex Steud., TIANSJ98,25 ml of liquid medium MPC, the basal mediumcontaining Murashige-Skoog plant, 2,4-D, BAP,adenine and sucrose at pH 5.8. Cultures weremaintained under stirring at 90 rpm, withcontinuous fluorescent light (77 mol-1 m-2) ata temperature of 33 ± 1 °C for 5 d.Subsequently, cells were harvested by filtrationand the excess medium was removed. Theywere frozen in liquid nitrogen and stored at-70 °C until used.
Extraction of total RNA
Approximately 150 mg of B. gracilis cells werelysed by maceration with the Sample Grinding
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Posteriormente, las células se cosecharon porfiltración y se eliminó el exceso de medio. Secongelaron en nitrógeno l íquido y sealmacenaron a -70 °C hasta su uso.
Extracción de RNA total
Aproximadamente 150 mg de células de B.gracilis se lisaron por maceración con el sistema“Sample Grinding Kit™ (GE Healthcare, Suecia)y posteriormente, el RNA se aisló con el usodel método de extracción con Trizol™, (Ambion,EUA) y Plant RNA Isolation Kit™ (Ambion, EUA)de acuerdo a las especificaciones de losfabricantes.
Clonación de sRNAs
La clonación de los sRNAs por concatemerizaciónse realizó con el kit miRCat™ (Integrated DNATechnologies, EUA) de acuerdo a lasrecomendaciones del fabricante. Losconcatámeros obtenidos se clonaron en el vectorPCR-TOPO 4 (Invitrogen™, EUA) paraposteriormente introducirlo en bacteriasquímicamente competentes de E. coli One ShotTOP10™ (Invitrogen, EUA). A partir de lascélulas transformadas, se realizó extracción deDNA plasmídico por minipreparación por lisisalcalina. Las secuencias de sRNAs insertadasen el sitio del polilinker del vector PCR-TOPO 4se amplificaron con los oligonucleótidos T7™(5’-TAA-TAC-GAC-TCA-CTA-TAG-GG-3’) y T3™ (5’-ATT-AAC-CCT-CAC-TAA-AGG-GA-3’) queflanquean los sitios de clonación del vector. Elprograma de amplificación utilizado fue dedesnaturalización inicial 94 ºC por 1 min, 35ciclos de desnaturalización a 94 ºC por 1 min,alineamiento 55 ºC 1 min, extensión 72 ºC por1 min y al finalizar los ciclos, una extensiónfinal a 72 °C durante 10 min. Los productos dePCR se separaron en gel de agarosa al 1.5% ylas bandas de 190 a 400 pares de bases (pb)se recuperaron del gel y se purificaron con eluso de minicolumnas Wizard SV Gel and Clean-Up System™ de acuerdo a las especificacionesdel proveedor. El DNA amplificado y purificadose envió a la unidad de síntesis y secuenciación

Kit™ (GE Healthcare, Sweden) system andsubsequently RNA was isolated using theextraction method Trizol™ (Ambion, USA) andPlant RNA Isolation Kit™ (Ambion, USA)according to the manufacturers specifications.
Cloning of sRNAs
The cloning of the sRNAs by concatemerizationwas performed with the miRCat™ (IntegratedDNA Technologies, USA) kit according to themanufacturer’s recommendations. Concatemersobtained were cloned into the PCR 4-TOPO(Invitrogen™, USA) vector for later insertioninto chemically competent bacteria E. coli TOP10One Shot™ (Invitrogen, USA). From thetransformed cells, by extraction of plasmid DNAby the alkaline lysis miniprep was performed.SRNAs sequences inserted at the site of thepolylinker of four PCR-TOPO vector was amplifiedwith T7™ (5’-TAA-TAC-GAC-TCA-CTA-TAG-GG-3’) andT3™ (5’ oligonucleotides -ATT-AAC-CCT-CAC-TAA-GA-AGG-3’) flanking the cloning sites ofthe vector. The amplification program used a94 °C initial denaturation for 1 min, 35 cyclesof denaturation at 94 °C for 1 min, alignmentat 55 °C for 1 min, extension at 72 °C for 1min and at the end of the cycles, a final 72 °Cextension for 10 min. The PCR products wereseparated on agarose gel 1.5% and the bands190 to 400 base pair (bp) were recovered fromthe gel and purified using minicolumns byWizard SV Gel and Clean-Up System accordingto fabricant specifications. The purified DNA wasamplified and sent for synthesis and DNAsequencing at the Institute of Biotechnology ofthe UNAM located at Cuernavaca, Morelos,Mexico. Sequencing was performed on a PerkinElmer Model 3730 (Applied Biosystems, USA).
Bioinformatics analysis
The obtained sequences were downloaded forFASTA alignment analysis and by using theBLASTn program through NCBI platform (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) with thealgorithm for alignment two or more sequences,and preset parameters for an alignment of highsimilarity (MegaBLAST). Sequences corresponding
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de DNA del Instituto de Biotecnología de laUNAM, ubicado en Cuernavaca, Morelos, México.La secuenciación se realizó en un equipo PerkinElmer modelo 3730 (Applied Biosystems,EUA).
Análisis bioinformático
Las secuencias obtenidas se descargaron enformato FASTA y mediante anál is is dealineamiento utilizando el programa BLASTn, através de la plataforma del NCBI (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi), con elalgoritmo de alineamiento de dos o mássecuencias, y parámetros preestablecidos paraun alineamiento de alta similitud (Megablast).Se eliminaron secuencias correspondientes alvector, así como las de los conectores (5’-ACC-TTG-GTG-CCT-ACA-G-3’) presentes entresecuencias de los posibles miRNAs.
Las secuencias candidato de 18 a 25 nucleótidosse analizaron en la base de datos miRBase(14),comparándose con los miRNAs maduros delreino Viridiplantae ahí reportados, de acuerdoal algoritmo y parámetros preestablecidos. Lassecuencias candidatas también se analizaron enla plataforma UEA Workbench(15) con laherramienta miRCat, para obtener la secuenciaprecursora, así como su estructura secundaria.Se usaron como referencia los genomas deOryza sativa, Zea mays, Sorghum bicolor yGlycine max con los parámetros preestablecidos.Además, todas las secuencias se compararoncon la base de datos Rfam(16) para buscarposibles anotaciones dentro de los diferentestipos de RNAs (rRNAs, tRNAs, mRNAs, ncRNAs,etc.) con los parámetros preestablecidos.
Finalmente, a las secuencias que tuvieronsimilitud con miRNAs conocidos se les realizó labúsqueda de mRNA objetivo con el programapsRNATarget(17). Debido a que el genoma deBouteloua gracilis no se ha reportado, se utilizóla base de datos de anotación de transcritos dearroz MSU versión 7(18). Los parámetros usadospara la búsqueda mRNAs objetivo fueron másrestrictivos que los preestablecidos, el “E value”

to vector were eliminated, as well as theconnector (5'-ACC-TTG-CCT-GTG-ACA G-3') thatare present in sequences possible miRNAs.
The candidate sequences of 18 to 25 nucleotidswere analyzed in the miRBase(14) database andcompared with mature miRNAs Viridiplantaekingdom there reported, according to thealgorithm and preset parameters. Candidatesequences were also analyzed in the UEAWorkbench(15) with platform miRCat tool for theprecursor sequence and secondary structure. Theywere used as reference genomes of Oryza sativa,Zea mays, Sorghum bicolor and Glycine max withpreset parameters. Moreover, all sequences werecompared to the Rfam(16) database for possibleannotations within the different types of RNAs(rRNAs, tRNAs, mRNAs, ncRNAs, etc.) withpreset parameters.
Finally, the sequences similar to known miRNAsin order to find target mRNA was carried outusing the psRNATarget(17) program. Becausethe genome of Bouteloua gracilis has not beenreported, the database annotation of transcriptsrice MSU version 7(18) was used. The parametersused for searching for target mRNAs were morerestrictive than the default values, “E value”(maximum expectation) maximum used was 2.0(3.0 default) and “UPE” value (accessibility to thebinding region) up to 20 (25 default); bydecreasing the maximum values of bothparameters fewer false positives are obtained(17).Sequences of potential target genes weredownloaded, and functional analysis of these,with Blast2GO program(19) was performed.
RESULTS
Identification of miRNAs in Bouteloua gracilis
Ten (10) plasmids were amplified, four wereselected to generate PCR products ranging from400 to 150 nucleotides. Sequencing and analysisof the amplified DNA showed the existence ofnine sequences with lengths of 18 to 25nucleotides of the miRNAs characteristic (Table1). These sequences were analyzed on the basisof data Rfam observed lack of similarity with



268

Perla Lucía Ordóñez-Baquera, et al. / Rev Mex Cienc Pecu 2016;7(3):263-274

(máxima expectación) máximo usado fue 2.0(3.0 preestablecido) y el valor “UPE”(accesibilidad a la región de unión) comomáximo 20 (25 preestablecido); al disminuir losvalores máximos de ambos parámetros se
obtienen menos falsos positivos(17). Se
descargaron las secuencias de los genes objetivo
potenciales, y se realizó un análisis funcional
de estos, con el programa Blast2GO(19).
RESULTADOS
Identificación de miRNAs en B. gracilis
De 10 plásmidos que fueron amplificados, se
seleccionaron cuatro que generaron productos
de PCR en un rango de 400 a 150 nucleótidos.
La secuenciación y análisis del DNA amplificado
demostró la existencia de nueve secuencias con
longitudes de 18 a 25 nucleótidos característicos
de los miRNAs (Cuadro 1). Estas secuencias se
analizaron en la base de datos Rfam,
observándose la ausencia de similitud con los
RNAs ahí reportados (rRNA, tRNA snRNA,
snoRNA). El análisis de homología de las
secuencias con los miRNAs depositados en
miRBase(14), demostró que las secuencias uno

reported there RNAs (rRNA, tRNA snRNA,snoRNA). Analysis of sequence homology withthe miRNAs deposited in miRBase(14) showedthat sequences 1 to 4 had the best alignmentwith the miRNAs miR7828-5p of Populustrichocarpa(20); the miR319 reported inBrachypodium distachyon(21), Oryza sativa(22),Sorghum bicolor(23) and Zea mays(24); themiR397-3p from Malus(25) and the miR397-5preported in Linum usitatissimum(26) andBrachypodium distachyon(23). However, five tonine sequences did not show similarity topreviously reported miRNAs.
In order to characterize these sequences, theUEA miRCat Workbench tool(15) was used whichis a platform for predicting new miRNAs, aswell as for performing mapping studies ofpotential miRNAs in a genome of interest. Ifthe mapping of such genome is positive, it allowsfor determining whether the miRNA precursorsequence has a stem-loop (pre-miRNAs)secondary structure. The analysis was performedwith all the obtained sequences and the resultsdemonstrated that only miRNAs andcharacterized (miR397 and miR319) generatedpre-miRNAs. So the sequence two (miR319)

Cuadro 1. Análisis in silico de las secuencias de sRNAs obtenidas a partir de concatámeros de B. gracilis
Table 1. In silico analysis of sRNAs sequences obtained from B. gracilis concatemers
No Sequence 5'-3' Lg miRBase Species
1 GATCAGATGGAGGCTAAAATC 21 miR7828-5p Ptr
2 AGGGAGCACCCTTCAGTCCAA 21 miR319 Bdi Osa Sbi Zma
3 TTTCATCAACGCTGCACTCAA 21 miR397-3p Mdm
4 ATTGAGTGCAGCGTTGATGAA 21 miR397-5p Lus Bdi
5 ACCAACTAACCTTAGGCA 18 NF NA
6 AAACCCCAGTTTCACACCTCCGCT 24 NF NA
7 GTACACACATCGATCAGTCTTATT 24 NF NA
8 TGTACATCACTAAGGTAACAAAA 23 NF NA
9 CAATGACATCGCAAACAAGTGCCT 24 NF NA
MiRBase database(14) was used to identify mature miRNAs.
Lg= Length of the sequence; Ptr= Populus trichocarpa; Bdi= Brachypodium distachyon; Osa= Oryza sativa; Sbi=
Sorghum bicolor; Zma= Zea mays; Mdm= Malus domestica; Lus= Linum usitatissimum.
NF=Not found; NA= Not apply.
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a cuatro tuvieron el mejor alineamiento con losmiRNAs miR7828-5p de Populus trichocarpa(20);el miR319 reportado en Brachypodiumdistachyon(21), Oryza sativa(22), Sorghumbicolor(23) y en Zea mays(24); el miR397-3p de

was located in the genomes of Zea mays, Oryzasativa and Sorghum bicolor where the structureof the pre-miRNA (Table 2, Figure 1) wasobtained. With respect to sequence four(miR397-5p) it was also possible to identify their

Cuadro 2. Análisis in silico de las secuencias de sRNAs obtenidas a partir de concatámeros de B. gracilis, con la
plataforma miRCat(15), con los genomas de soya, maíz, sorgo y arroz

Table 2. In silico analysis of sRNAs sequences obtained from concatemers of B. gracilis, with miRCat platform (15), with
the genomes of soybean, corn, sorghum and rice

Spe Loc Start End St Sec 5'-3' Lg Lg Pre % G/C MFE
Zma chr3 210558024 210558044 - AGGGAGCACCCTTCAGTCCAA 21 170 54 -66.5
Osa Os01g46984 541 561 - AGGGAGCACCCTTCAGTCCAA 21 192 50 -80.1
Sbi chro_3 1240353 1240373 - AGGGAGCACCCTTCAGTCCAA 21 200 56 -94.3
Gma Gm08 4639122 4639142 - ATTGAGTGCAGCGTTGATGAA 21 179 39 -67.3
Gma Gm13 34383089 34383109 - ATTGAGTGCAGCGTTGATGAA 21 136 37 -56.4
Spe= Species; Loc= location in the genome; Start= Location of start of sequence in the genome; End= Location of end of the
sequence in the genome; St= string where sequence is located: Sec 5'-3‘= sequence in the 5’ to 3 ‘ direction; Lg= length of
the sequence; Lg Pre= length precursor sequence; %G/C= percentage of the content of guanine and cytokines in the pre-
miRNA sequence; MFE= minimum free energy of the structure of pre-miRNA; Zma= Zea mays; Osa= Oryza sativa; Sbi=
Sorghum bicolor; Gma= Glycine max; Gm08= Cromosome 8; Gm13= Cromosome 13; chro_3= Cromosome 3; Os01g46984=
location number of the rice genome sequence.

Figura 1. Estructura secundaria de los pre-miRNAs predichos bioinformáticamente para la secuencia dos (miR319-
3p). En verde, se señala la secuencia del miRNA identificado. A) Localización en el cromosoma uno de
Oryza sativa. B) Localización en el cromosoma tres de Sorghum bicolor. C). Localización en el cromosoma
tres de Zea mays

Figure 1. Secondary structure bioinformatically predicted of pre-miRNAs for sequence two (miR319-3p). Green indicates
the miRNA sequence identified. A) Location of chromosome one of Oryza sativa. B) Location of chromosome
three of Sorghum bicolor. C). Location of chromosome three of Zea mays

AGGGAGCACCCTTCAGTCCAA_LOC_Os01g46984_541-561 AGGGAGCACCCTTCAGTCCAA_chromosome_3_1240353-1240373 AGGGAGCACCCTTCAGTCCAA_chr3_210558024-210558044
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Malus domestica(25) y el miR397-5p reportadoen Linum usitatissimum(26) y en Brachypodiumdistachyon(23) (Cuadro 1). Sin embargo, lassecuencias cinco a nueve, no mostraron similitudcon miRNAs reportados previamente.
Con el fin de caracterizar estas secuencias, seutilizó la herramienta miRCat de la plataformaUEA Workbench(15) que tiene como función lapredicción de miRNAs nuevos, ya que realizaun mapeo de los potenciales miRNAs en estudioa un genoma de interés, y en caso de que elmapeo sea positivo a dicho genoma, determinasi el miRNA tiene una secuencia precursora conestructura secundaria tallo-burbuja (pre-miRNAs). El análisis se realizó con todas lassecuencias obtenidas y los resultadosdemostraron que sólo los miRNAs yacaracterizados (miR397 y miR319) generaronpre-miRNAs. Así la secuencia dos (miR319) selocalizó en los genomas de Zea mays, Oryzasativa y Sorghum bicolor donde se obtuvo laestructura de su pre-miRNA (Cuadro 2; Figura1). Respecto a la secuencia cuatro (miR397-5p)

secondary structure, but only in the genome ofGlycine max (Table 2; Figure 2). Regardingsequences one, five, six, seven, eight and nine,none could be identified in any of the referencegenomes.
MRNA target identification
Using the psRNATarget(17) program, predictedtarget mRNAs were used to identify potentialtargets of all sequences based on the degreeof complementarity and the ability to accessthe complementary region. The analysis showedthat only miR397-5p predicted six possible targetmRNAs, which encode proteins laccases (Table3). Functional analysis of target genes showedthat encode proteins involved in metabolicprocesses and catabolic processes of ligninphenylpropanoids. In addition to these functions,each gene has different annotation involved inother processes. Five (Os01g63190, Os01g63200, Os05g38420, Os11g48060 and Os12g15680) have copper binding annotation. Two(Os01g63200 and Os12g15680) participate in

Figura 2. Estructura secundaria de los pre-miRNAs predichos bioinformáticamente para la secuencia cuatro (miR397-
5p). En verde se señala la secuencia del miRNA identificado. A) Localización en el cromosoma ocho de
Glycine max. B) Localización en el cromosoma 13 de Glycine max

Figure 2. Secondary structure bioinformatically predicted of pre-miRNAs for sequence for four (miR397-5p). In green
the miRNA sequence identified is shown. A) Location of chromosome eight of Glycine max. B) Location of
chromosome 13 of Glycine max
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también fue posible identificar su estructurasecundaria, pero únicamente en el genoma deGlycine max (Cuadro 2; Figura 2). Respecto alas secuencias uno, cinco, seis, siete, ocho ynueve, no fue posible identificarlas en ninguno
de los genomas de referencia.
Identificación de RNAm blancos
Con el uso del programa psRNATarget(17) quepredice mRNAs  objetivo con base en el gradode complementariedad y en la capacidad de
acceso a la región complementaria, se procedióa la identificación de los posibles blancos detodas las secuencias. El análisis demostró quesólo a miR397-5p fue posible predecirle seismRNAs  objetivo, los cuales codifican paraproteínas lacasas (Cuadro 3). El análisis funcionalde los genes blanco demostró que las proteínasque codifican participan en procesos metabólicos
de lignina y procesos catabólicos defenilpropanoides. Además de estas funciones,cada gen tiene anotación distinta involucrada
en otros procesos. Cinco (Os01g63190,Os01g63200, Os05g38420, Os11g48060 yOs12g15680) tienen anotación de unión a
Cobre. Dos (Os01g63200 y Os12g15680)participan en el desarrollo del sistemareproductivo. Mientras que Os11g48060 tiene
funciones involucradas en la formación depared celular y Os05g38420 participa durantela respuesta por falta de agua.

the development of the reproductive system.While Os11g48060 has functions involved incell wall formation and Os05g38420 is involvedin responses due to lack of water.
DISCUSSION
Obtaining similar sequences to mature miRNAs
reported in miRBase for Bouteloua gracilis
indicates that synthesizes these molecules for
the regulation of their gene expression. Nine
isolated sequences, only four were similar to
miRNAs conserved in miRBase; while the
remaining five, no records of orthologous
sequences in other plant species found. Mapping
analysis with miRCat program indicated miRNAs
potential, with genomes of other plant species
showed clear correlation of miRNAs reported in
miRBase and mapping the genomes of the
species in which they were identified, and the
generation of stable stem-loop secondary
structures; however, the rest did not show any
selected genome mapping. Together, these
results confirm the high degree of conservation
of miRNAs, miR319 and miR397 found in grasses
such as Zea mays, Oryza sativa and Sorghumbicolor, in addition to the legume Glycine max,
as well as in B. gracilis. It is interesting that
although the number of sequences obtained is
low, it was possible to detect the presence of
both miR397-5p since it is complementary to

Cuadro 3. mRNAs blanco predichos para la secuencia cuatro (miR397-5p) identificados con el programa psRNATarget(17)
Table 3. Predicted target mRNAs for four string (miR397-5p) identified with psRNATarget program(17)
Name Target Ev UPE Target start Target end Target Alignment 5'-3' Target Description
Os05g38420 1.0 17.7 746 765 UCAUCAACGCUGCACUCAAC Protein Precursor laccase
Os12g15680 1.5 13.1 748 767 UCAUCAACGCUGCGCUCAAC Protein Precursor laccase
Os01g63180 1.5 17.4 1087 1106 UCAUCAACGCUGCGCUCAAC Precursor laccase6
Os01g63200 1.5 19.7 665 684 UCAUCAACGCUGCAGUCAAU Protein Precursor laccase
Os11g48060 1.5 14.5 1179 1198 UCAUCAACGCUGCACUGAAU Precursor laccase 22
Os01g63190 2.0 17.5 753 772 UCAUCAACGCUGGACUCAAC Protein Precursor laccase
Database annotation of rice transcripts MSU version 7(18) was used as reference.
Ev= Expectation value; UPE= Accessibility to the target value.
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DISCUSIÓN
La obtención de secuencias similares a miRNAsmaduros reportados en la miRBase indica queBouteloua gracilis sintetiza estas moléculas parala regulación de su expresión genética. De lasnueve secuencias aisladas, sólo cuatro tuvieronsimilitud con miRNAs conservados en lamiRBase; mientras que en las cinco restantes,no se encontraron registros de secuenciasortólogas en otras especies de plantas. El análisisde mapeo con el programa miRCat de nuestrospotenciales miRNAs, con genomas de otrasespecies de plantas demostró clara correlaciónde los miRNAs reportados en la miRBase y sumapeo en los genomas de las especies en lasque fueron identificadas, así como la generaciónde estructuras secundarias tallo-burbujaestables; sin embargo, el resto no mostró mapeoa ningún genoma seleccionado. En conjunto,estos resultados confirman el alto grado deconservación de los miRNAs, miR319 y miR397encontrados en gramíneas como Zea mays,Oryza sativa y Sorghum bicolor, además de laleguminosa Glycine max, así como en B. gracilis.Es interesante comentar que aunque la cantidadde secuencias obtenidas es baja, fue posibledetectar la presencia tanto del miR397-5p, comode su complementario miR397-3p, por lo quees posible que este miRNA tenga participaciónactiva en B. gracilis. Con respecto a lassecuencias cinco a nueve, la ausencia deortólogos así como el mapeo negativo a algunode los genomas de referencia empleados, indicala posibilidad de que estas secuencias seanespecíficas a B. gracilis. Respecto a la secuenciauno, a pesar de que tuvo similitud con elmiR7828-5p de Populus trichocarpa, ésta fuemuy baja, ya que tuvo cinco incomplementa-riedades.
Los potenciales mRNAs blanco detectados fueronpredichos a partir de la secuencia cuatro(miR397-5p); por tanto, es posible que laexpresión de este miRNA regule de maneranegativa la expresión de las lacasas, que sonenzimas glicoprotéicas que tienen la función deoxidar compuestos fenólicos presentes en la

miR397-3p, so this miRNA might be active in B.gracilis. Regarding sequences five to nine, the
absence of orthologs and the negative to one
of the reference genomes employees mapping
indicates the possibility that these sequences
are specific to B. gracilis. Regarding sequence
one, although it was similar with miR7828-5p
of Populus trichocarpa, it was very low, since it
had five mismatches.
The detected potential target mRNAs were
predicted from the sequence four (miR397-5p);
therefore, it is possible that the expression of
this miRNA negatively regulates expression of
laccases, which are glycoprotein enzymes having
the function of oxidizing phenolic compounds
present in the lignin(27). Inhibition of expression
of these enzymes may be due to the fact that,
as the chlorophyll cells are undifferentiated, in
which there is the presence of lignin, the
presence of laccases oxidize to such phenolic
compounds are required. On the other hand, in
the absence of lignin present, laccases could
oxidize other phenolic compounds, which could
affect the proper functioning of cells. Further,
these genes had also functional annotations
involved in the development of the reproductive
system, formation of cell wall and response to
lack of water, so it is expected that these genes
are being muted because it is possible that
none of these biological processes occur in
undifferentiated cells, from which this study was
done. On the other hand, miR319 is a much
characterized miRNA, and although it was not
possible predict a target in this analysis, it has
been reported that one of its main objectives is
in TCP transcription factors class II; which
participate in the negative regulation of cell
growth as reported in Arabidopsis(28).
The fact that other sequences did not present
potential targets does not mean they do not
exist; the above, it may be due to the fact thatthe selected parameters for analysis were veryhigh to avoid false positives, or that targets arespecific sequences of B. gracilis.
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lignina(27). La inhibición de la expresión de estasenzimas puede ser debida al hecho de que,como las células clorofílicas son indiferenciadas,en las que no existe la presencia de lignina, no
se requiere la presencia de lacasas para queoxiden a dichos compuestos fenólicos. O bien,al no haber lignina presente, las lacasas pudieran
oxidar otro tipo de compuestos fenólicos, loque podría afectar el buen funcionamientocelular. Además, estos genes también tuvieron
anotaciones funcionales involucradas en eldesarrollo del sistema reproductivo, en formaciónde pared celular y respuesta a falta de agua,
por lo que también es de esperarse que estosgenes estén siendo silenciados, ya que esposible que ninguno de estos procesos biológicos
ocurra en las células indiferenciadas, a partirde las cuales se realizó este estudio. Por otrolado, el miR319 es un miRNA muy caracterizado,y aunque no fue posible predecirle algún blancoen este análisis, se ha reportado que tiene comoobjetivos principales los factores de transcripciónTCP clase II; los cuales, participan en laregulación negativa del crecimiento celular
reportado en Arabidopsis(28).
El hecho de que el resto de secuencias nopresentaran posibles blancos no significa queestos no existan; lo anterior, se puede deber a
que los parámetros seleccionados para realizarel análisis fueron muy elevados para evitar almáximo falsos positivos, o que los blancos sean
secuencias específicas de B. gracilis.
CONCLUSIONES E IMPLICACIONES
En el presente estudio fue posible identificarcuatro miRNAs reportados en miRBase; dos deellos, altamente conservados. Estos resultadosconfirman la presencia de RNAs pequeños comolos miRNAs en B. gracilis. La identificación delmiR397-5p, miR397-3p, así como sus potencialesmRNAs objetivo, que codifican a enzimas conactividad de lacasas, es un indicio de que estamolécula participa muy activamente en estascélulas. La evaluación de la expresión de estemiRNA en diferentes tejidos de la planta, así

como en células y plantas desarrolladas bajocondiciones de estrés hídrico, permitirá conocerla relevancia fisiológica que tiene este miRNAen B gracilis.
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