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RESUMEN

Los microRNAs (miRNAs) son smallRNAs endbégenos cerulan la expresion de
genes en plantas y animales. Estos RNASRdenucleotidos son sintetizados a partir
de secuencias intrénicas o a partir de genes d@RNAs por la RNA pol I, cuyo
precursor forma una estructura tallo y asa, el esa@ su vez procesado por la enzima
Dicer 1 hasta secuencias mas cortas que son asupor el complejo RISC, el cual
dirige la degradacion de mRNAs blanco. Estos pegpieifianscritos han sido
descubiertos mediante predicciones bioinformatioasnediante su clonacion y
secuenciacion, y se ha visto que los miRNAs entgdamstan involucrados en
multiples procesos bioldgicos, incluyendo diferan@n celular, desarrollo de
organos, cambios de fases, sefializacion, respaess&rés biotico y abidtico, entre
otros. Por otro lado, la yucMénihot esculent&rantz) es considerada como uno de
los cultivos mas importantes en las regiones tedpscdel mundo. En este sentido,
este estudio representa el primer esfuerzo potifidan miRNAs en yuca a través de
una aproximacion experimental (clonacion y secuem@n) y posterior analisis
bioinformatico, en el cual se obtuvieron secuenea$ familias diferentes, una de
las cuales, fue validada como candidato a microREgada en el genoma Reinus
communis Esta secuencia puede ser un transcrito cuyo rorgge a partir de
transposones, por lo que se explicaria el porqgté mesente en la mayoria de los
clones secuenciados y podria estar involucrada mmtesos asociados a la
fotosintesis.

Palabras claves:

MicroRNAs, Desarrollo y crecimiento de plantas, ®Ragion de genes,
Silenciamiento de RNA.
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ABSTRACT

MicroRNAs (miRNAs) are endogenous smallRNAs tha@utate gene expression in
plants and animals. These RNAs [@1 nucleotides are synthesized from intron
sequences or microRNA’s genes for the RNA pol Ihich form a precursor stem-
loop structure, which is in turn processed by theyene Dicer 1 to shorter sequences
who are loaded into silencing complex RISC, whereats the degradation of target
MRNAs. MiRNAs have been discovered using two basgigroaches: bioinformatic
prediction and direct cloning and sequencing, ansl 6f investigations indicate that
are involved in multiple biological processes, utthg stem cell differentiation,
organ development, phase change, signalling angomes to biotic and abiotic
environmental stresses. In other hand, cass&®fanifiot esculentaCrantz) is
considered one of the most important crops in t@pegions of the world. Thus, this
study represents the first effort to identify miR&IANn cassava through an
experimental approach (cloning and sequencing)éridformatic analysis, in which
were obtained sequences in 6 different familieg, dnly one, was validated as a
candidate microRNA based drRicinus communigenome. This sequence could be
transcribed from transposons, which explain whysifpresent in the majority of
clones sequenced and this sequence might be irdvatvprocesses associated with

photosynthesis.

Key words:
MicroRNAs, plant development and growth, gene ragoih, RNA silencing.
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1. INTRODUCCION

Desde el momento en que Francis Crick en 1958 fidrraidogma central de la
biologia molecular, que describe la transmision xpresion de la informacion
genética, es decir, que el DNA se transcribe a Rhsajero y este a su vez es
traducido a proteinas (Crick 1970) se observo queada nivel de expresion existian
mecanismos de regulacion génica: a nivel trandonpt, post-transcripcional y
traduccional. A nivel posttranscripcional se crei@ la regulacién génica solo estaba
asociada a las modificaciones en el RNA mensagpemm a partir de 1993, se observé
gue cientos de transcritos pequefios podian seorégctmuy importantes en la
regulacion génica a este nivel. Estas especies rdesctitos denominados
microRNAS, que fueron inicialmente descubiertoaenorhabditis elegansniden
alrededor de 20 nucleédtidos (nt) de longitud y l@gumportantes procesos en
plantas y animales (Jones-Rhoadets al. 2006) debido a que producen el
silenciamiento de la expresion génica mediante ni@raccion con secuencias

complementarias en el RNA mensajero blanco (Zletrad. 2006).

Recientes estudios han revelado el importante @olod microRNAs en diversos
procesos en las plantas, tales como crecimientsgrbllo (Leest al. 2004). Amén
de lo anterior, el desconocimiento que aun tenesutse estos transcritos y sus
funciones, en especial en plantas cultivadas @ted. 2003, Bohnsackt al. 2004,
Lund et al. 2004, Krolet al. 2006), exige que se desarrollen mas trabajos astus

para identificar secuencias y en trabajos futuasaaterizarlas funcionalmente.

En este sentido, en Colombia este estudio represamtesfuerzo por identificar
candidatos a miRNAs en yuca a través de una apazkim experimental (clonacion
y secuenciacion de miRNAs). La aproximacion expental es necesaria debido a

qgue el genoma de la yuca no se encuentra dispomribie complicando la



identificacion de microRNAs propios de la yuca naedté métodos computacionales.
Debido a lo mencionado, se usara el genoma&Ridawus communiy los ESTs
(expressed sequence tags) (Zhahgl. 2005) disponibles para esta variedad de yuca
obtenidos por Sakurat al. (2007).

Asi pues, el objetivo del presente trabajo es zaalla extraccion, clonacién y
secuenciacion de los microRNAs expresados en péntle yuca cultivadas-vitro

y en campo. Las primeras, sometidas a tres coméisidiferentes: normal, calor y
sequia. Con el fin de caracterizarlos bioinforn#tiente, esto es, determinar su
similitud con MIRNAs reportados para otras espedles plantas, calcular sus
estructuras secundarias, encontrar sus elemerdosofores y predecir sus posibles

roles en regulacion de genes.

2. MARCO TEORICO Y REVISION DE LITERATURA

2.1. Manihot esculentaCrantz

La yuca Manihot esculent&rantz) es un arbusto lefioso perenne que pertenkece
familia Euphorbiaceae. A esta familia perten®&einus communjsla planta mas
cercanamente emparentada a la yuca (Ceballos 2082 genoma secuenciado, en

base a las cuales se realiz6 la validacion deslasesicias obtenidas para yuca.

La yuca es originaria del continente americano y éaddencias arqueoldgicas que
indican que ha sido cultivada desde hace aproximante 5000 afios en una extensa
region geogréafica comprendida entre México y el driBrasil. Esta especie es de
gran importancia socioeconémica para los agricestgrconsumidores en el mundo a
nivel del trépico, ocupando el cuarto lugar entr® dlimentos con mas contenido de
calorias en el mundo, después del arroz, la caf@@ear y el maiz (Alvarez 1972,

Dominguezt al. 1979).



Esta planta se caracteriza porque tiene una gmatupeion de carbohidratos y su
valor nutricional es muy alto. Tanto sus raices @@ms hojas pueden ser utilizadas
para el consumo humano, alimentacion animal y adémente para la industria.
Ademaés del valor econdémico y productivo, este volie destaca por adaptarse a una
gran diversidad de ambientes y su tolerancia arfestbidticos y abidticos adversos
(Ceballos 2002).

2.2. SmallRNAs y MicroRNAs

Los smallRNAs son secuencias de RNA cortas de3%r# de longitud, importantes
en la regulacién post-transcripcional. Hasta el exm se distinguen los microRNAs
y tres clases de smallRNAs de interferencia talm®oc trans-acting SiRNA (ta-
SiRNA), heterochromatic siRNA (hc-siRNA) y natuealtisense siRNA (nat-siRNA)
(Phillips et al.2007).

Los microRNAs (miRNAs) son una clase de smallRNAscodificantes de cadena
sencilla, de aproximadamente 19 a 25 nt de longigsherados a partir de un
transcrito enddgeno que incluye una estructuraaa y asa. La mayoria de los
MiRNAS estan conservados entre especies relacisriyag@gan importantes roles de
regulacién en animales y plantas, reprimiendo [@esion de genes que codifican a
proteinas o a factores de transcripcion (Barteld2@@nes-Rhoadest al. 2006).
Muchos precursores de miRNAs de animales son apemamente de 70 nt de
longitud mientras que en plantas las longitudes loe precursores varian

ampliamente, algunos se extienden hasta los 3Q0arget al.2004b).

Existen dos tipos de RNAs que podrian confundicse unos con los otros: los
MicroRNAs y los siRNAs, los dos representan unailiande RNAs pequefios que

son criticos en la regulacién de genes, ambosrtideel9 a 25 nt de longitud, estan



sujetos a un procesamiento similar mediante DICER ynen al mismo complejo de
silenciamiento para regular los mMRNAs. Estos tratoscdifieren en la naturaleza de
sus precursores: los siRNAs son procesados de RiMAsloble cadena y los
microRNAs a partir de RNAs de cadena sencilla goem&n una estructura
secundaria en tallo y asa (Jones-Rhoates. 2006). MiRNAs y siRNAs también se
diferencian por su origen genémico y la naturaldzaus genes diana (Dugstsal.
2004); los siRNAs derivan de sus genes diana enissnos, si dicho gen diana es un
transgen, un virus o un transposon, por el contran el caso de los microRNAs los
genes diana son aquellos genes propios que cadiicanRNAs o factores de
transcripcion (Dugast al. 2004, Nagvet al.2009). Por dltimo, tenemos la diferencia
relacionada a su conservacion evolutiva (Dueiaal. 2004), esto es, que muchos
microRNAs estan conservados entre especies reltagnmientras que los siRNAs
no lo estan (Kidneet al. 2003, Jones-Rhoadetal.2006).

Aunque, muchas familias de miRNAs conocidos, estérservados entre las especies
de plantas (Bartel 2004), la gran mayoria de ds#wscritos son encontrados como
Unicos para cada especie (Jones-Rhoatlals2006).

2.2.1.Biogénesis

La biogénesis de los miRNA presenta varios pas@s {Mura 1). El primer paso

ocurre en el ndcleo, donde la RNA polimerasa Itetina a partir de genes de
microRNAs una estructura secundaria de aproximadgar@0 - 80 nt de longitud,

denominada pri-miRNA, precursor de microRNA con eapb’ y una cola poli A en

el extremo 3’ (Bonnett al. 2006).

Secuencialmente, la endonucleasa RNAsa de tip®ITER (DCL1) remueve la
region en tallo y asa de los pri-miRNAs para libdranscritos mas pequefios (pre-

mMiRNA), que son procesados nuevamente por DCL1 pareerar un daplex de
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microRNA-microRNA* que es exportado al citoplasmar pa proteina HASTY
(exportina) (Zhangt al.2007).

Posteriormente, la secuencia complementaria albRNMA denominado microRNA*
es rapidamente degradado y luego el miRNA maduliaaesporado a un complejo
proteico RISC (RNA induced silencing complex), ehkcse encarga de guiar a este
complejo hacia mRNAs diana que son complementarigyentualmente,
RISC+microRNA inhibe la traduccion afectando dieesénte a los genes o a
aquellos que codifican a factores de transcrip¢iartel 2004). En la actualidad se
conoce que cerca del 50 % de los genes diana deniRBIAs son factores de
transcripcion (Bartel 2004, Jones-Rhoaekal. 2006, Zhanget al. 2006, Yanget al.
2007, Yinet al.2008).

Segun Rubyet al. (2007) y Nagviet al. (2009) existe una ruta alternativa (Ver figura
1) para generar microRNAs en plantas, en el ceastad intrones que presentan las
mismas caracteristicas estructurales de los presRIMAs, son reconocidos por
DICER 1 para generar pre-miRNAs, a los cuales sedmominan “mirtrons” (Ruby
et al.2007, Nagviet al. 2009).

Existen al menos 4 tipos de enzimas DICER (DCL) Amabidopsis thaliana
funcionales que se expresan en respuesta a esti@ignsal y en condiciones
normales en todos los tejidos pero diferencialmentee estos durante el desarrollo.
DCL 1 se encarga solamente de producir microRNAsrRa 24 nt) a partir de
estructuras en tallo y asa y a partir de secuemneetidas o transposones (laual.
2009). Por otro lado, DCL2, DCL3 y DCL4 generanetghtes tipos de siRNAs
(RNAs de interferencia cortos) de 22, 24 y 21 speetivamente (Dolgoshei al.
2008, Liuet al.2009, Nagvet al. 2009).
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Fig. 1: Biogénesis de microRNAs a partir de genes y armgatintrones (Nagwet al.
2009).

2.2.2.MicroRNAs en plantas

Gracias a que miRNAs y mRNA en plantas, a difegede los animales, tienen una
perfecta complementariedad, ésta caracteristicaifgeuna facil, rapida y confiable
prediccion de los genes mediante métodos computae® (Reinharet al. 2002,
Jones-Rhoadest al. 2006). Si la complementariedad entre el miRNA ymgRNA
blanco no es del 100 %, el MRNA es fisicamentearaable por el centro activo de
la endonucleasa (slicer) de RISC para ser degradaeto el silenciamiento es
eficiente ya que se forma una horquilla entre ahtd y el miRNA, generando una
represion traduccional en lugar de una digestidnmiRNA diana (Jones-Rhoades
al. 2006).



Los microRNAs pueden tener diferentes patronesxgession en diferentes tejidos,
estados de desarrollo o bajo estimulos de estiéistit®, bidtico, oxidativo,
mecanico, de nutrientes, deshidratacion), es dque, se modula la expresion de
genes de acuerdo a los cambios en el desarrolicebambiente (Zhanet al. 2007).
La méaxima diversidad de microRNAs expresados, ssnd@rganos en desarrollo y en
las flores (Rhoadest al. 2002, Sunkaet al. 2004, Axtellet al. 2005, Jones-Rhoades
et al. 2006, Yacet al. 2007).

En general, los microRNAs participan en aspecto®letiesarrollo, integridad del
genoma y crecimiento de los 6rganos vegetalesyyando raices, tallos, brotes y
flores (Axtell et al. 2005, Jones-Rhoades al. 2006, Zhanget al. 2007). Para dar un
ejemplo, estos participan en procesos tales cowmnalcion de los meristemos
apicales y axilares (miR164), desarrollo de emlasornlesarrollo vascular, identidad
de los érganos florales (miR165), tiempo de flayadila transicion de las plantas del
crecimiento vegetativo a crecimiento reproductiv@fhang et al. 2007),
organogénesis y morfogénesis de hojas (miR165)aridad de los &rganos,
formacion de raices laterales y adventicias, featl, entre otros (Rhoades al.
2002, Sunkaet al. 2004, Jones-Rhoades al. 2006, Yaoet al. 2007, Zhanget al.
2007).

En el caso especifico del desarrollo vegetativtadelantas se ha observado que los
mMiRNAs, como miR160 y miR167 (Rhoades$ al. 2002), regulan componentes
claves en la sefalizacion de la hormona auxineediws casos, se ha visto que bajo
deficiencia de miRNAs se presentan anormalidadesd desarrollo de raices y otros
organos (Zhangt al. 2006). Esto se explica por el hecho que la fitolwra auxina
juega un rol critico durante el crecimiento y dedllr de las plantas, incluyendo la
elongacion, diferenciacion, respuestas fototrépycgeavitropicas, dominancia apical
y formacién de raices laterales y adventicias (Yaingl. 2007). Por otro lado hay

evidencia que los miRNAs estan involucrados enrerddades de plantas causadas
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por diferentes patégenos y pueden también estatucrados en silenciamiento de

genes inducido por virus (Zhaegal. 2006).

Los efectos de la regulacion post-transcripcionadiada por microRNAs en el
fenotipo vegetal se han demostrado mediante expeto® de sobreexpresion
(Bonnetet al. 2006). Por ejemplo, altos niveles de miR172Aeabidopsis thaliana
puede causar floracibn temprana y defectos en datighd floral, tal como la
ausencia de pétalos y transformacion de sépalosagrelos. Asi mismo, la baja
expresion de los miRNAs causa algunas anormalidate®! desarrollo, como
alteracion en la forma de las hojas, fertilidad éema, etc. (Zhangt al. 2006). En
otro sentido, la sobreexpresion de aquellos miRj4es juegan una funcion esencial
en el desarrollo vascular de las plantas, dismidayeantidad de mRNA blanco y
causa una acelerada diferenciacion de células laasswy consecuentemente causan
un sistema vascular alterado con xilema expandidoayregion interfascicular (Kim
et al.2005).

2.2.3.Promotores de microRNAs

La mayoria de los miRNAs se presentan como lociogéa Unica en el genoma, pero
algunos se encuentran formando clisters que sosctitos y expresados de manera
coordinada, es decir, que pueden ser policistr8nitos genes de miRNAs son
unidades transcripcionales delimitados comunmenteup promotor que contiene
una caja TATA corriente arriba del punto de inid®la transcripcién y una sefial de
poliadenilacion en su extremo 3’ (Kurihaggal. 2004, Jones-Rhoadesal. 2006).

Existe evidencia que demuestra que por lo menosnaly de los genes de
microRNAs son genes de clase-1l (genes transcptwda RNA polimerasa Il (Pol
I)), esto determina el promotor y la presenciaasgboli A y la estructura en Cap

(propiedades Unicas de genes tipo Il) en los traasq@rimarios (pri-microRNAS) de



los genes de microRNAs, como lo mostraron Houbatgl. (2005) encontrando una
caja TATA localizada a -35 del inicio del pri-mi&bA, el cual poseia una cap y
estaba poliadenilado, y X&t al. (2005) identificando los promotores de 52 genes de
microRNA deA. thalianaque tenian una caja TATA en sus promotores cestral
(Houbaviy et al. 2005, Xieet al. 2005, Zhouet al. 2007). Estos promotores son
cruciales para la iniciacion de la transcripciondgterminan las condiciones

especificas bajo las cuales la expresion génitlasza cabo.

Para entender el mecanismo y condiciones de lavaadih de los genes de
microRNAS, se requiere conocer la localizacidnageregiones promotoras centrales.
Con tal fin se pueden utilizar un programa de cdaghr para la prediccion de
promotores teniendo en cuenta que los métodoslestda prediccion de promotores
pueden no ser adecuados para genes de microRNAs €Zfal. 2007). Por eso es

necesario confirmar tales predicciones en el ktbao.

2.2.4. Antecedentes: Andlisis experimentales y bioinformétos

Los miRNAs han sido descubiertos usando tres amaoiones: En primer lugar,
clonacion directa de librerias de RNAs pequeniodifgeentes tejidos y condiciones.
En segundo lugar, prediccion bioinforméatica a pade secuencias gendmicas
seguida por la validacion experimental y por ultimoe método tradicional, los
screens genéticos gracias a los cuales se degsomblos primeros miRNAs (Jones-
Rhoadest al. 2006) (in-4 y let-7) en Caenorhabditis elegansn 1993 (Yanget al.
2007, Zhouwet al. 2007). Pero hay que tener en cuenta que cuandgefasnas estan
disponibles, los programas bioinformaticos son mnilgs para encontrar microRNAs
verdaderos dadas las caracteristicas de sus ppegsirpor el contrario, si el genoma
no se ha secuenciado, una aproximacion experimestdla mejor opcidn para
identificar miRNAs (Yacet al. 2007).



El método mas directo para descubrir los miRNAglesislamiento y clonacion de
los RNAs pequefios a partir de muestras biolégiEbprocedimiento general que se
utiliza es aislamiento de miRNAs, ligacibn a addptas, trascripcion reversa,

amplificacién, clonacion y por ultimo la secuenaac(Jones-Rhoades al.2006).

Con respecto a lo anteriormente expuesto, el PQRisge secuenciar sin necesidad
de ser clonado, es decir mediante secuenciaciomaa gscala. Un tipo es la
pirosecuenciacion o secuenciacion 454, la cualistensen lo siguiente: Primero el
DNA se mezcla con unas esferas que poseen la ssgwEmplementaria al primer
B. Posteriormente estas esferas son emulsionadaeactivos de PCR + luciferasa
en una mezcla de aceite y agua. Después de realiPLR, éste se coloca en una
placa (PicoTiterPlate) que posee multitud de pazpscillos, la cual es ubicada en el
secuenciador FLX. La union de los dNTPs a los micles complementarios
provoca la liberacion de una molécula de pirofasfatgracias a que la reaccion tiene
luciferasa, al ponerse en contacto con el pirofosigenera una luz (proporcional al
namero de nucleotidos incorporados) que es caadal secuenciador (Margulies
et al. 2005, Droeget al. 2008).

La identificacion y cuantificacion en plantas depefios RNAs mediante métodos de
secuenciacion fue primero implementado Arabidopsis Mas de 2 millones de
pequeiios RNAs fueron secuenciados por MPSS (M#&gsRkarallel Signature
Sequencing) de flores y semillas de esta espes#& Eepresenta un avance
significativo sobre los métodos tradicionales daraentificacion de miRNAs. Una
limitacion de MPSS es que solamente es capaz dersgar en el extremo 5’ 17
nucledtidos. Luet al. (2007) fueron pioneros en el uso de un métodonaitzo, la
pirosecuenciacion, para identificar RNAs peque@sta es una técnica que permite
analizar secuencias mas largas (100-400 pb) aegcaia (Liet al. 2007).

Substanciales progresos han sido desarrolladosasnnlievas tecnologias de

secuenciacion. Solexa, Inc. ha desarrollado se@eéc de DNA por sintesis (SBS),
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método que puede potencialmente generar > 10 reglale secuencias de 20-30 nt
con alta precision. Un método diferente de secaemmmies se denomina SOLID

(Supported Oligo Ligation Detection) el cual esatesllado por Biosystems, Inc (Lu

et al. 2007).

Por otro lado los analisis bioinformaticos han sidados como complementarios a la
clonacién para encontrar similitud entre los miRNAslos genomas, buscar
secuencias conservadas entre especies, predeactests secundarias y encontrar

los genes regulados (Yaergal. 2007).

Con el paso de los afios, varios programas bioirffticos han sido desarrollados
para ayudar a identificar potenciales genes diandod miRNAs conociendo la
secuencia de mRNA blanco. Estos programas inclUy#RANDA, MIRcheck,

miRU y otros. Debido a que los miRNAs de plantagestran una perfecta o casi
perfecta complementariedad con sus mRNAs dianmuefio mas facil predecir los

genes diana empleando algoritmos de busquedae(¥ih2008).

Hasta la fecha, se han secuenciado alrededor d& MRNAs (Zhanget al. 2007)
los cuales estan depositados en una actual edleiregistro de miRNAs MIRBASE
(http://microrna.sanger.ac.uk/sequences/index.3ht(@riffiths-Jones 2004). La
mayoria de los miRNAs de plantas han sido ideantifis parairabidopsis, O. sativa
y Populus trichocarpauyos genomas estan secuenciados completamemtet(i.
2008). En plantas se han encontrado 863 miRNAs,phBadArabidopsis 242 para
arroz, 215 par®&opulus 96 para maiz, 72 paorghum 39 paraPhyscomitrela 30
paraMedicago truncatula22 para soya y 16 para cafia de azUcar €Yab 2007).
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3. FORMULACION DEL PROBLEMA, PREGUNTA Y JUSTIFICACION

3.1. Formulacion del problema

La yuca Manihot esculentaCrantz) se caracteriza por su alta produccion de
carbohidratos y es considerada como uno de losv@silimas importantes en las
regiones tropicales del mundo. Tanto sus raice®@us hojas pueden ser utilizadas
para consumo humano, alimentacion animal, y adabmente para la industria
(almidoén y alcohol) (Ceballos 2002).

Ademas del valor econdémico, este cultivo ofrecasotrentajas como la tolerancia a
la sequia, la capacidad de producir en suelos dados y la tolerancia a los suelos
acidos y de baja fertilidad. A pesar de su enoroteneial productivo, su destacable
adaptacion a una gran diversidad de ambientesgcnaocida tolerancia a factores
bidticos y abidticos, y su diversidad de usosueayno ha logrado desarrollar todo su
potencial. Esto se debe a que es muy vulnerabiris, plagas y enfermedades y el
proceso de mejoramiento genético es lento. Aditieate, la perecebilidad de las
raices para consumo es alta y debido a su volunoemtgnido de agua genera altos
costos para el transporte. A pesar de todas dgtesltades, la yuca permanece
como cultivo de importancia a nivel global y sedastiando pasos acelerados para
resolver estos problemas (Ceballos 2002).

Debido a que existe evidencia que no todos los rABRMNStan conservados entre
plantas, si no que la gran mayoria de estos tiéms@on propios y exclusivos de
cada especie (Lindoet al. 2005, Jones-Rhoades al. 2006, Moxonet al. 2008), a

gue solo se conoce un 1 % de estos transcritoss yfusiciones y a que no hay
estudios de RNAs pequefios Blanihot esculentael propdsito de este estudio es
secuenciar y encontrar la funcion de los miRNAs gaeexpresan en plantulas y

plantas de yuca bajo diferentes condiciones, ya spusabe que los miRNAs se
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expresan en tejidos en desarrollo y hay una exprediferencial bajo distintos
estimulos ambientales (Rhoadtsl. 2002, Bartel 2004).

3.2. Pregunta de investigacion

¢,Cual es la secuencia de candidatos a miRNAs edwoesen plantas de yuca
sometidas a condiciones normales y de estrés par gaequia, y cuales son sus

potenciales genes diana?

3.3. Justificacion de la investigacion

Actualmente, la yuca es un cultivo muy importamdaes regiones tropicales; mas de
163 millones de toneladas son producidas en el moada afio y sin duda su valor
econdmico y alimenticio es muy alto. La yuca esuwrto producto basico mas

importante después del arroz, el trigo y maizs yre componente en la dieta de mas
de 1000 millones de personas en la region deldoof@eballos 2002).

En la actualidad el desconocimiento que aun tenewmbge estos, su procesamiento
post-transcripcional y sus funciones (leteal. 2003, Bohnsackt al. 2004, Lundet

al. 2004, Krolet al. 2006), hace que sea necesario desarrollar trabiajeste tipo, ya
gue el conocimiento acerca de los procesos deag@ul génica en donde estan
involucrados los miRNAs se esta convirtiendo en b@aamienta para estudiar los
procesos de desarrollo, crecimiento y fisiologidasdeplantas (Ceballos 2002, Zhang
et al. 2006).

Dentro de las nuevas lineas de investigacion, ftanmacion acerca de miRNAs se

podria utilizar con varios propdésitos: 1). DisefaRNAS artificiales para reprimir la

expresion de genes diana con el objetivo de estladifuncion de genes de interés
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(Jones-Rhoadest al. 2006), 2). Identificar métodos de defensa o resistede las

plantas a diversos estreses ambientales, atagonsaitos e infeccion por patdgenos.

4. OBJETIVOS

4.1. General

Clonacion, secuenciacién y caracterizacion biomfetica de un conjunto de
microRNAs expresados en plantas bajo condicionemales y de estrés por calor y

sequia, y prediccion de sus posibles roles enaeigul.

4.2. Especificos

1. Clonar y Secuenciar los miRNAs déanihot esculentavar. Tai 16 expresados

bajo condiciones normales y de estrés

2. Identificar microRNAs deManihot esculentd/ar. Tai 16 conservados con otras
especies de plantas.

3. Caracterizar bioinformaticamente la poblacion deABNbequefios obtenidos de
plantas de yuca bajo condiciones normales y déseptr calor y sequia

4. Predecir los genes diana de los miRNAs secuenciados

5. MATERIALES Y METODOS

5.1. Disefio de la Investigacion

Es una investigacion de tipo descriptiva, cuyo psip es caracterizar los

potenciales microRNA presentes en yuca que se sxpren plantulas cultivadas

vitro bajo condiciones normales de crecimiento, bajoégstle sequia y calor, y

plantas de campo bajo condiciones normales. Dicheestigacion incluye el
14



aislamiento de los miRNAs, su clonacion y secuan@m comparacion con otros
mMiRNAs registrados en MIRBASE, comparacién con ESMpios de yuca, andlisis

de su estructura secundaria, andlisis de sus pooasoy genes diana.

5.1.1. Poblacién de estudio y muestra de estudio

5.1.1.1.Poblacién de estudio

Plantas déManihot esculenta Crantar. Tai 16 en cultivo.

5.1.1.2.Muestra de estudio

Muestras de hojas y raicesManihot esculentaariedad Tai 16 cultivadas-vitro y

en campo en el CIAT (Centro Internacional de Adtisa Tropical. Palmira, Valle
del Cauca), se empaquetaron en sobres de alunmaric?dg de tejido, se congelaron
inmediatamente en nitrégeno liquido y se almacenareé30° C hasta el momento de
la extraccion del RNA (Abdurakhmone¥ al. 2008).

5.2. Tratamientos

Para maximizar la diversidad de miRNAs, se readliz@xtraccion de RNA total a
partir de varios grupos de plantas sometidas aedifes condiciones (Rhoadeisal.
2002; Axtellet al. 2005), dejando en claro que el objetivo no eseet@mparar las

secuencias para cada tratamiento.

Los siguientes tratamientos fueron utilizados, ya gstos mismos fueron aplicados
por Sakuraket al. (2007) para obtener los ESTs pManihot esculentaariedad Tai
16.
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1. Plantasin-vitro de dos meses de edad bajo condiciones normales de
crecimiento o control.

2. Plantasin-vitro de dos meses de edad sometidas a estrés por.skasia
plantas se retiran del medio y se dejan a temperatabiente por 3 y 6 horas,
al cabo de las cuales se congelan las plantas etaspl

3. Plantasin-vitro de dos meses de edad sometidas a altas tempsratura
(incubadas en un horno a 40°C). A las 6 y 24 halassometidas al
tratamiento son congeladas.

4. Plantasin-vitro de dos meses de edad sometidas a estrés de cal4 p y
posteriormente 4 horas a temperatura ambiente. SA 28 horas son
congeladas.

5. Plantas cultivadas en campo bajo condiciones nesnde crecimiento o
control. Se toman por separado las hojas y ra@enes, se lavan con agua
tratada con DEPC y se congelan inmediatamente.l Ease de las raices

estas fueron peladas y ralladas en nitrogeno lbquid

5.3.Procedimiento de laboratorio

5.3.1. Extraccién de RNAs total y miRNAs con el kitmirVANA

La extraccion o aislamiento de los RNAs totaletadeplantas cultivaddse-vitro y de
campo, se realiz0 en tres grupas-\itro, raiz-campo y hoja-campo) con el kit
mirVANA ™ miRNA lIsolation (AMBION, USA, Abdurakhmonoet al. 2008), el
cual consta de dos pasos principales, extracciganaa con fenol-cloroformo y
extraccion final de RNA total, incluyendo los RNAs menor peso molecular, en
columnas de fibra de vidrio, usando las soluciomegporcionadas en el kit (Ver
Anexo 1). Para las raices de campo, debido a Eepecéa de almidon en este tejido
(Ceballos 2002), se realizé la extraccién de RNtltoon el kit mirVANA™, pero

con una extraccion organica con fenol acido (pH: 4l8roformo: alcohol isoamilico
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(24:24:1) previa al procedimiento del kit (Ver AeR). Para confirmar la calidad y
pureza de la extraccion fueron analizados por refiecésis 5 ul de los RNA totales
en un gel de agarosa 1.5 % en TBE 1X, esperandena@ss3 bandas definidas de
RNA: 28S (4.6 a 5.2 kb), 18S (2 kb) y RNAs de bp@so molecularngirvana™
mMiRNA Isolation Kit, Bryant 1998, Farrell 2005).

5.3.2. Cuantificacion de las muestras

Para la cuantificacion de cada una de las muegmastro, raiz-campo y hoja-
campo) se hizo la dilucién dep8 del RNA en 297l de agua libre de RNAsas y se
realizé la lectura de absorbancias a 260 nm (aiGsomaxima del RNA de luz
ultravioleta), 280 nm y 230 nm en el espectrofottmeBECKMAN DU-240
(mirvand™ miRNA Isolation Kit, Rapley 1998); se calculé lancentracion en ngl
con la siguiente férmula: concentracion de RNA lt@a/ul) = 40*A260*factor de
dilucion; (mirVANA ™ miRNA Isolation kit, Rapley 1998, Farrell 2005), sg
calculé la cantidad (ug) multiplicando la conceditba por el volumen. Los mejores
resultados se obtienen si 50-100 ug de RNA totalusados (miRCat™ microRNA
cloning kit) o 50-500 ug segun Latial (2001) y Luet al (2007).

5.3.3. Aislamiento de los microRNA a partir de gel de actamida

Se mezclaron todos los RNAs totales extraidos, parar un ‘pool’ de todos los
tratamientos. El cual se corrié en un gel de aoida denaturante al 15% (urea 7M)
(dPAGE) (Ver Anexo 3) en una camara de electroiere®rtical PROTEAN

(BIORAD), por alrededor de 15 minutos a 270 voltiekgel se tifié con SYBR-Gold
(Invitrogen), se observo en un trans-iluminadotuteazul para cortar la fraccion de
RNA deseado (entre 15 y 30 nt). Para ello se usoarcador de RNA de 21 nt
(miSPIKE, Integrated DNA Technologies, USA) y taéiel marcador 10 pb

17



sembrado en un pozo contiguo al RNA para confirmartamanio (miRCat™
microRNA cloning kit, Latet al. 2001, Luet al.2007, Abdurakhmonoet al.2008).
Los miRNAs que fueron cortados del gel de acrilamise purificaron usando el
método estandar de macerado y remojo “Crush ank’ $ieh gel y a través de las
columnas NAP-5 (GE healthcare, USA). Los RNA filioa se precipitaron con
etanol absoluto frio, acetato de sodio 3M (pH §.8lic6geno (10 mg/ml) y luego se
resuspendieron en 10 ul de H20-DEPC (Ver Anexo MiRCat™ microRNA
cloning kit, Luet al.2007).

5.3.4.Construccién, clonacion y secuenciacion de librers&a de microRNAs
mediante kit MiRCat siguiendo las pautas del protoglo de Bartel (Ver figura 2)
(Lau et al.2001, Luet al.2007).
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Fig. 2: Procedimiento para generar y secuenciar unailégoder microRNAs.

(Tomado y modificado de MiRCat smallRNAs cloningkechnical manual)
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La construccion de la libreria de miRNAs se reatlieéacuerdo con los protocolos de
de los kits MiRCdf" microRNA cloning (Integrated DNA Technologies, USA
SuperScript” 1ll Reverse Transcriptase (Invitrogen), Advantag€™Polymerase
Mix (CLONTECH)y pGEM®-T Easy Vector Systems (Lagos-Quintabal.2001).

5.3.4.1.Ligacion de adaptador en el extremo 3’ de los micRNAS

Una vez la fraccion de smallRNAs fue aislada y fimada, éstos se ligaron en su
extremo 3’ a un adaptador adenilado (5'-rAppCTGTARAGCATCAATIIC-3')
usando RNA ligasa T4 en la ausencia de ATP. Eg&ithn se incubd a 22 °C por
dos horas y posteriormente se limpié (Ver Anexo).5huego en un gel de
poliacrilamida 15 % denaturante (urea 7M) se cdaifigacion en 3’, por medio de
electroforesis horizontal, y se cort6 la fracci@ng®l entre 37 y 43 nt (como control
de tamafio se uso MiSPIKE (21 nt) quién tambiénigse piSPIKE (31 nt) y el
marcador 10 pb), la cual se maceré y filtr6 en wolas NAP-5 (GE healthcare,
USA), y por ultimo se precipité el filtrado (Ver Aro 4) (Abdurakhmonoet al.
2008).

5.3.4.2.Ligacion de adaptador en el extremo 5’ de los micRNAs

Se ligaron en sus extremos 5’ con un adaptadorérigmo hibrido (DNA/RNA) (5'-
TGGAATrUrCrUrCrGrGrGrCrArCrCrArArGrGrU-3’) usando IRA ligasa T4 en
presencia de 10 mg/ml de ATP. Esta ligacion sebiéca 22 °C por dos horas y
posteriormente se limpid (Ver Anexo 5b.). Luegouengel de poliacrilamida 15 %
denaturante (urea 7M) se corri6 la ligacion en Séycorto la fraccién de gel entre 55
y 65 nt (teniendo como control de tamafio piSPIK& ynarcador 10 pb), la cual se
macero y filtré6 en columnas NAP-5 (GE healthcar8A) y por dltimo se precipitd
el filtrado (Ver Anexo 4) (Abdurakhmonaat al. 2008).
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5.3.4.3.Sintesis de cDNA

A partir de los smallRNAs ligados a adaptadoresuenextremos 3’ y 5’, se procedio
con la sintesis de cDNA con la enzima transcriptasaersa SuperScript 111
(INVITROGEN) usando el primer reverso complememtaal adaptador 3’ (5'-
GATTGATGGTGCCTACAG 3, Tm = 50.2°C) (Ver Anexo 5dlu et al. 2007,
Shao-Yao 2006, Abdurakhmoneval.2008)

5.3.4.4.Sintesis de segunda cadena (PCR) y cuantificacion

Directamente se hizo la sintesis de segunda caoen®CR usando los primers
modificados de IDT para pirosecuenciacion (For. - 5
GCCTCCCTCGCGCCATCAGTGGAATTCTCGGGCACC 33 Rev: B-
GCCTTGCCAGCCCGCTCAGGATTGATGGTGCCTACAG 33(Ver Anexo 5d.).
Los amplicones en el rango esperado de 95 a 1@%epbn purificados de un gel de
poliacrilamida 15% con las columnas NAP-5 (Ver Ame#) (Lu et al. 2007,
Abdurakhmonovet al. 2008) y su concentracion fue medida cQuant-iT™
picoGreen (http://probes.invitrogen.com/media/pis/mp0758 ) pdf en el

espectrofluorometro TECAN (Ver Anexo 6).

5.3.4.5.Ligacion de los amplicones al vector pGEMT-easy

A continuacion, se procedio a realizar la ligaciteh PCR al vector pPGEM®-T easy
(Ver Anexo 5e.); la cantidad de PCR a usar ergkclon dependié de la proporciéon
molar inserto: vector que se quiso utilizar, e esiso la proporcion fue 7.6:1. Por lo
tanto, la cantidad de PCR que se utilizo fue dé &g, segun la siguiente férmula:

50 ng vector = 0.1 kg inserto 7.6
ng inserto = & —
3.0 kb vector 1

(PGEM®-T Easy Vector Systems Kkit).
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5.3.4.6.Transformacién de células bacterianas y PCR

Después de limpiar el producto de ligacién con Betanol y etanol (Ver Anexo 5f.),
se electroporaron las células bacterianas comgstdi@PO junto con el vector que
contenia el PCR y se dejaron recuperar en medio @@Qna hora a 37°C. Acto
seguido, se plaquearon cajas de petri (Carberacil®0 ug/ml, IPTG 0,5 mM y x-
GAL 80 ug/ml) con diferentes volimenes de transtmidn y se dejaron crecer por
una noche a 37°C. El siguiente paso, fue seleccidb@ colonias blancas, para
picarlas y sembrarlas en dos placas de 96 condwBdid y carbenicilina 100 ug/ml,
las cuales se dejaron crecer a 37 °C toda la noghsiguiente dia se alicuotaron 150
pl de cada uno de los clones para guardar comaibbde smallRNAs (Ver Anexo
5g.). Se realiz6 un PCR (Ver Anexo 5h.) sobre B& dolonias seleccionadas y dos
blancos con los primer SP6 y T7. Para confirmarmpiasencia del inserto se
visualizaron los PCRs en un gel de agarosa 4 %B&h TIX, junto con un marcador
de peso molecular (10 pb) para confirmar el tama8perando obtener tamafos de
aproximadamente de 240 pb (Abdurakhmoebal. 2008).

5.3.5. Secuenciacion del producto de PCR de los clones

De los 158 PCR (sobre los clones) se seleccion@frbuscando la mas alta
variabilidad (en tamafo) posible y los PCRs sempasa una nueva placa para su
limpieza y precipitacion con PEG 20%. Se visuatimar2 ul del producto de
precipitacion en un gel de agarosa 4% de los Hdspbnibles a partir de la limpieza
y se procedié a preparar la reaccion de secuenai@lcPCR, mix BidDye (dNTPs
marcados), buffer y primer SP6. El exceso de oligwotidos marcados fue
removido por el método estandar de precipitaciam et@@anol. Una vez precipitados,
los amplicones fueron secados y resuspendidoswrd® buffer carga (formamida,
blue dextran) y se sembraron en un gel de acria®?, usando el ABlI PRISM™
377 DNA Sequencher de PERKIN ELMER para secuenpt@r el método de
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Sanger(Ver Anexo 7) (ABI PRISM® Big Dye terminatdd.l. cycle sequencing
Ready Reaction kit, Abdurakhmoneval.2008)

5.4. Analisis bioinformatico

| Limpieza y edicion de secuencias

Ensamblaje

Determinar diversidad small RNAs

v
Blisqueda de microRNAs MicroRNAs
conservados. Mirbase .
T Candidatos

Bisqueda de contaminantes

por degradaciéon de rRNA L
7 Prediccion y

caracterizacién
funcional de
genes diana

Busqueda de pre-miRNA putativos
y prediccién de estructura

secundaria.
¥

| Blusqueda de promotores Pol Il. Ii

Fig. 3: Procedimiento para editar y analizar las secusrizanicroRNAs
secuenciados y sus funciones en regulacion

5.4.1. Edicion de secuencias en Sequencher 4.6.

Para analizar la diversidad de miRNAs, las secasnobtenidas a partir de la
secuenciacion fueron editadas con SECUENCHER 4 jaso consistio en quitar
las secuencias ambiguas, secuencias de vector p&EMTY de primers 454. A

partir de esto se pudo saber cuantos de los ctenésn buenos insertos dentro del
rango de tamafio esperado, y de estos obtener elralmhe reads y la longitud de
cada secuencia y cada contig (Abdurakhmagtaal. 2008).
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Debido a que el PCR se liga al vector pGEMT-easgiademaneras diferentes (5’-3’
y 3-5’), se verific6 en SEQUENCHER 4.6 que la atecion de la secuencias
correspondiera a la direccién correcta 5'-3' de ti@siscritos corroborando en los
cromatogramas la secuencia de los primers a cada és decir, que se tuviera lo
siguiente: 5 -
GCCTCCCTCGCGCCATCAGTGGAATTCTCGGGCACCAAGGU -trangori
CTGTAGGCACCATCAATCCTGAGCGGGCTGGCAAGGC-3' (Abduraklonov
et al.2008).

5.4.2. Alineamiento de secuencias

En este mismo software (SEQUENCHER) se agruparalastdas secuencias
obtenidas en contigs con el 100% de porcentajelideaaiento. Tanto para los
contigs formados como para las secuencias que mwafon ninguno (de tamafos
entre 12 y 18 nt), fueron exportadas las secuemciasenso en formato fasta a un
formato de texto plano. Este archivo se guard@drase de datos interna del CIAT y
se alinearon las secuencias utilizando PRANK (detderminal) para generar un
ensamblaje, el cual fue editado en MacClade 4.06XO&ara agruparlos segun sus
semejanzas y observar cuantas familias se habdaersgado (Golubchikt al. 2007,
Abdurakhmonovet al. 2008, http://www.macclade.org/), y no para plantaaa

hipotesis de homologia.

5.4.3. Comparacion con bases de datos.

Para todas las busquedas de similitud medianti@litsmo de BLAST, se tomaron
solo aquellas secuencias de las cuales se obtavhésacon un E-value menor a 2 y
con un porcentaje de identidad o similaridad ealiskamiento de 100 % (Yiet al.
2008).
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5.4.3.1.BLAST vs. MIRBASE.

Para encontrar microRNAs conservados se hizo usquiedla de similitud (usando el
algoritmo de BLASTN) de los potenciales miRNAs dacay con secuencias de
miRNAs maduros de otras especies, depositados BBABE. Lo anterior se realizd

desde la pagina de MIRBASEt{p://microrna.sanger.ac.uk/sequences/searchhtmi

y desde el terminal utilizando la base de datosdRNAs depositada en el servidor
de CIAT (Altschulet al. 1997, Korfet al 2003). Los miRNAs maduros de otras
especies deben tener solo de 0-3 nuclebtidos noeaj@s con la secuencia
denominada “query” o miRNAs secuenciados (Abdurakmow et al. 2008, Yinet
al. 2008)

5.4.3.2.BLASTN vs. ESTs deManihot esculenta

Se realiz6 una busqueda de similitud usando elriigw de BLASTN, de los
potenciales miRNAs en contra de los ESTsMinihot esculentgAltschul et al.

1997; Abdurakhmonoet al. 2008) con el objetivo de encontrar similaridadeids
potenciales miRNAs secuenciados y las secuencidsSdes de yuca (Korét al

2003, Zhanget al.2005).

5.4.3.3.Recuperacion de secuencias de ESTs.

Las secuencias completas de los ESTs, contra lakesise produjo un hit de
similaridad al compararlos con los potenciales aR&AS, se recuperaron a partir de
la base de datos de ESTs de yuca de CIAT (&at 2003).

5.4.3.4.BLAST ESTs vs. GenBank de NCBI
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Las secuencias completas de los ESTs recuperadogorapararon en NCBI

(http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.ggcon las secuencias depositadas en la base de

datos de “Nucleotide collection (nr/nt)’, para dmsar que correspondieran a
proteinas 6 a productos de degradacion de RNA atbak (National Center por

Biotechnology Information, Abdurakhmonet al.2008).

5.4.3.5.BLAST vs. RNA ribosomal.

Para confirmar lo que se obtuviera en el paso iantegs decir descartar que los
potenciales microRNAs correspondieran a proteingsranluctos de degradacion
RNAs ribosomales de mayor peso molecular, se fealim blusqueda de similitud
usando el algoritmo de BLASTN, contra las secuendmla base de datos de RNA
ribosomal de la Universidad de Ghent
(http://bicinformatics.psb.ugent.be/webtools/rRNAAitrna.htm.

5.4.3.6.BLASTN vs. Genoma deRicinus communis

Debido a que el genoma danihot esculentao esta disponible y dado gRécinus
communiges la euforbidcea mas cercana a Yuca, se real@bisgueda de similitud
(BLASTN 2.2.16) solamente con los potenciales miBNfue no correspondian a
RNA ribosomal o a proteinas (desde el terminaizatido la base de datos interna de
CIAT) en contra del genom®&icinus communjscon el objetivo de encontrar
secuencias gendmicas similares y a partir de laseseias flanqueantes a las

regiones de similitud, predecir las estructurasiisearias.

5.4.3.7.Recuperacion de las secuencias flanqueantes a pade los hits con

Ricinus communisy prediccion de estructuras secundarias.
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Solo a partir de aquellas secuencias de potenci@eRNAS que no correspondian
a RNA ribosomal, se recupero las secuencias flargas 80 pb a cada lado de la
region de similitud (Luet al. 2008) en el genoma deicinus communjscon las
cuales se predijo las estructuras secundarias slepdtenciales pre-microRNAs
usando MFOLD 3.2 (Wang et al. 2004b, Lu et al. 2008,
http://mfold.bioinfo.rpi.edu/cgi-bin/rna-form1.cdforf et al 2003).

5.4.4. Andlisis de promotores tipo II.

Para analizar los potenciales microRNAs de yucayusearon dos promotores de
genes tipo I, la caja TATA y la caja CAAT en lacgencia 30165 d®icinus
communisPara esto se recupero la secuencia flanquead@egOcorriente arriba del
inicio del pre-miRNA (es decir 2080 nt corrienteilaa del microRNA), la cual se
analiz6 mediante GENOMATIX matinspectorhttp://www.genomatix.de/cgi-
bin/matinspector_prof/mat_fam.pl?s=ffb0277337c78P840a74e40061fe Por lo
tanto, se esperaria obtener cualquiera de los pooesoantes mencionados en las
posiciones 1 a 500 pb, 500 a 1000 pb, 1000 a p60OPa 1500 segun Zhaat al.
(2007) y Higoet al. (1999).

5.4.5. Prediccion de potenciales genes diana y sus funcesn

Después de confirmar que las secuencias tuvieranellementos de regulacion
caracteristicos de genes tipo Il, se procedid acdrusos potenciales mRNAs

regulados por los potenciales miRNAs de yuca dadest

Los potenciales genes diana se analizaron utilzaméRanda V1.9 (microRNA
Target scanning Algorithm,
http://cbio.mskcc.org/research/sander/data/miRNAg2diranda _new.htnpl desde el

terminal, comparando la secuencia de microRNA adld
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(GCTGACCCTGAAGTTCAT) con la base de datos de ESdyuta (Enrighet al.
2003, Korfet al 2003), con el objetivo de encontrar secuenciasptementarias de

ESTs que podrian estar siendo regulados por ehgataniRNA secuenciado.

Con el proposito de encontrar la funcion de loepoiles genes blanco, es decir a
gue proteinas son codificantes, se recuperd laeseimi completa de los ESTs de
yuca (Korfet al 2003) para compararlos con la base de datosmwisde NCBI
mediante BLASTX [fttp://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.ddiLu et al. 2008), teniendo

en cuenta que los hits estuvieran en frame (congibams).

6. RESULTADOS

6.1.Procedimiento de laboratorio

6.1.1. Extraccién de RNAs total y miRNAs con el kitmirVANA

Invitro

qqqqqqq

288
188

RINA
<200 nt

Fig. 4: RNA total deManihot esculent@embrado en gel de agarosa 1.5%.

En la figura 4 se muestra el RNA total, aisladgpt#mtulas sembradas-vitro y de

plantas de campo, sembrado en un gel de agardsa @. En esta foto se observan
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tres bandas, dos superiores la cuales corresp@nB&A ribosomal 28S y 18S y una
banda inferior que corresponde a RNAs de tamafio®me a 200 nt, por debajo de

la cual se espera que estén presentes los microfBpant 1998).

6.1.2. Cuantificacion de las muestras

Tabla 1: Lecturas de absorbancias a 260 nm y 280 comcentraciones y pureza del

RNA total aislado a partir de plantasvitro y plantas de campo.

Pureza Concentracion  Cantidad
A260  A280 5605800601230  (nglul) (ug)
Plantas I-vitro 0.0¢ 0.052 1.53;1. 32C 28.¢
Raices de plantas de campd 0.05 0.038 1.31;1.8 200 18
Hojas de plantas de can 0.03¢  0.02¢ 15;1.9 15€ 14
Total 67¢€ 60.¢

El RNA total inicial para la construccion de larébia de microRNAs fueron 60.8 ug
y la pureza dada por las proporciones de las absoids a 260 nm con respecto a

280 nm para cada muestra se muestran en la tabla 1.
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6.1.3. Aislamiento de los smallRNA a partir de gel de actamida

a E b E
= : =
g 5 2
5.85 rRNA
58 rRNA
5.858 rRNA 100 pb
58 rRNA tRNA
tRNA
c

RNA total 10 pb

RNA total

miSPIKE (21 nt)

miSPIKE (21 nt)

Fig. 5: RNA total deManihot esculentaembrado en gel de acrilamida 15£4.b
Bandas de RNA ribosomal y de transferencia y mancdd peso molecular que
incluye tamanos cada 10 pb. Edos bandas de smallRNAs detectadas.

En la figura 5 se observa el RNA total aislado dipede yuca. Emay b estan los
RNAs de mayor tamafo no degradados, los cualesspmnden a bandas de rRNA
5.8S, 5S y RNA de transferencia, y en la figtise pueden observar los smallRNAs
dentro del rango esperado entre 20 y 30 nt (Bri/288).
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6.1.4. Construccion, clonacion y secuenciacion de librersade smallRNAs.

6.1.4.1. Ligacion de adaptador en el extremo 3’ des smallRNAs

Ligacion 3’
PiSPIKE (31 nt)

=
=

o}

—

100 nt

40 nt

Adaptadores
no ligados

Fig. 6: smallRNAs ligados en su extremo 3" a un adaptagonbrados en un gel de

acrilamida 15%.
En la figura 6 se observan los smallRNAs, ligadose extremo 3’ a un adaptador,

de un tamafio de 40 a 45 nt aproximadamente (Mi®CsmallRNA cloning kit

Technical manual).
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6.1.4.2. Ligacion de adaptador en el extremo 5’ des smallRNAs

Libguelon &

=
iy

100 nt

60 nt

S0 ut -|ng|cion 5t

Adaptadores
no ligados

Fig. 7: smallRNAs ligados en su extremo 3’y 5" a adaptajeembrados en un gel
de acrilamida 15%.

En la figura 7 se observan los smallRNAs ligadoambos extremos a un adaptador
de un tamafio de 50 a 65 nt aproximadamente (Mi®¥CsmallRNA cloning kit
Technical manual). Se observan tres bandas indigpscsuperiores, es por ello se

lleva a cabo a purificacion del producto de ligadi@ tamafio deseado.

6.1.4.3. Sintesis de segunda cadena (PCR) y cuaoé€ion

PCR 10pb

Banda
Esperada
100-110 nt

Fig. 8: smallRNAs amplificados con primers 454.
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En la figura 8 se observa el producto de amplif@@acon el tamafio correcto de 100-
110 pb. Se pueden detectar otras bandas inespscifec menor peso molecular, es
por ello que se cortd y purificé solo la fracciéa gel correspondiente al PCR de
tamafio deseado.

50000

¥y =43537x+ 3072,
45000 R*=0,9995

40000
350004
200004
Reow dhzen 25000
200004
150004

10000

S0004

u] 0.2 0.4 0.6 0.8 i 1.2
Concentracidn final (ng/ul) DNA contral

Fig. 9: Curva estandar de DNA (0.02 ng/ul a 1 ng/ul).

En la figura 9 se observa la curva estandar de B&ldoncentracion conocida en

base a la cual se cuantificé la concentracion @&.P

Tabla 2: Concentracion, volumen y cantidad del PCR cortadarificado.

Concentrac
ion final Concentracion .
esperada R?éva?(?ta final obtenida (ﬁo/r:lz)e Qg;ﬂ%r; Factorde  Volumen Cantida
(ng/ul) crudo) (ng/ul) DNA agra el PCRO dilucién (ul) d (ng)
DNA control y blanco P
control
1 4629: 0.99270° - 10C - -
0.5 25516 0.515504 - 100 - -
0.1 7267 0.096343 - 100 - -
0.0z 374t 0.01544 - 10C - -
0 2854 -0.00502 - 100 - -
- 8601 - 0.12698 100 20 253.96
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0: A partir de la formula de la regresion lineal (y¥3537x + 3072.5), dada por la
curva estandar, se despej§ se reemplazé el valor gdecon el Raw data obtenido
para el PCR cuantificado asi: x = (8601-3072.5)8%35El valor de x obtenido, 0.127
corresponde a la concentracion la cual es muégh por el factor de dilucion y

luego por el volumen para obtener la cantidad @& ,253.96 ng.

El Valor de R2 para la curva estandar fue de ®999
Conociendo la cantidad de PCR que se tiene, pararla cabo la ligacion al vector,

12.7 ng de amplificado corresponden a 1 ul de lastna.

6.2. Andlisis bioinforméatico

6.2.1. Edicion de secuencias en Sequencher 4.6.

De los 96 clones individuales secuenciados, 67 It déenian un inserto de
longitudes entre 12-18 nt (Ver tabla 3), el rescsdcuencias correspondian a clones
con insertos de tamafios menores a 9 nucledtidescyencias dificiles de editar
(varios picos para una sola base nucleotidica @spicuy altos) probablemente a la

cantidad de PCR secuenciado o calidad de la sdauenc
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Tabla 3: Secuencias de potenciales microRNAs de yuca gegseon la libreria.

Nombre de secuencia Secuencia SANGER Complementers® Secuencia del transcrito I(_r?t;]g. gead Familia
53-miRNAO2H07.SP6 | GGGTCCGGGCACG CGTGCCCGGACCC CGUEBGGACCC 13 1 1
me-smRNAO05 GGTCCGGGCACGACG CGTCGTGCCCGGACC CGUCGUGGGACC 15 2 1
94-miRNAO1F12.SP | GGTCCGGGCACGACG! CCGTCGTGCCCGGAC CCGUCGUGCCCGGAC 16 1 1
03-miRNA01A03.SP' | CGTGCCCGGAC( GGTCCGGGCAC( CGUGCCCGGAC( 12 1 1
34-miRNA01G04.SP6| GTCGGCACGACGCTC GAGCGTCGTGCCGAC AGEGUCGUGCCGAC 15 1 2
me-srRNAO4 GCTGACCCTGAAGTTCAT ATGAACTTCAGGGTCAGC GCUGACCCUGAAGUUCAL 18 2 3
me-smRNAOZ CTGACCCTGAAGTTCA1 ATGAACTTCAGGGTCAC CUGACCCUGAAGUUCAL 17 17 3
07miRNA01B02.SP6 CTGACCTGAAGTTCAT ATGAACTTCAGGTCAG CUGACCUGAAGUUCAU 16 1 3
me-smRNAO03 TGACCCTGAAGTTCAT ATGAACTTCAGGGTCA UGACQIGAAGUUCAU 16 13 3
70-miRNA01F10.SP CCTGAAGTTCAT ATGAACTTCAGG CCUGAAGUUCAU 12 1 3
me-smRNAO01 GACCCTGAAGTTCAT ATGAACTTCAGGGTC GACCCUGUUCAU 15 22 3
41-miRNAO1A06.SP6 | GACCCTGAAATTCAT ATGAATTTCAGGGTC MCCCUGAAAUUCAU 15 1 3
96-miRNAO1H12.SP6 | GACCCTGAGATTCAT ATGAATCTCAGGGTC AZCCUGAGAUUCAU 15 1 3
20-miRNA01DO05.SP CTATTTACTCGTACAT ATGTACGAGTAAATAG AUGUACGAGUAAAUAG 16 1 4
21-miRNAO1E01.SP6 | CTGGCCGAGTTA TAACTCGGCCAG CUGGCAGUUA 12 1 5
75-miRNA01G10.SP | GGCGTCCGAATTGTAGT ACTACAATTCGGACGCC GGCGUCCGAAUUGUAGL 17 1 6
Total 67

En la tabla 3 estan listados los smallRNAs secaedosi con su complemento reverso, la secuenciaatedctito, longitud,
numero de clones por cada secuencia (reads) ylpmoda familia. En esta tabla se observa que odas las secuencias
obtenidas a partir de la secuenciacion correspordés orientacion correcta de los transcritos, esirdque también se

secuenciaron los complementos reversos. La se@asencbtenidas tienen longitudes entre 12 y 18 ntidhkes)
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6.2.2. Alineamiento de secuencias

Familia
1 | s3.mRNACZHO7 sPe _ccllccccacllcce- - - - -- 1
2 | me-smRNAOS Ics GCCCGG cc ------- 1
3 | 94.mRNAOIFI2 SP6 JBEGRCG Gcccg{; ....... 1
4 | 03.mRNAD1A03 PG |- - - -gclccecccch cc ------- 1
5 | 34.mRNA01604 sP6 |- - - cllceclie - - - ciRcccclle - -|2
| 6| me-smRNAD4 cefcleccchicllciTchT- - - - - 3
7 | me-smRNAO2 -chclcccrcllcrtcht- - - - - 3
B_| o7.mrna01B02 sP6 |- ciclle - cTclllciTclT- - - - - 3
9 | me-smRNAO3 --MolcccTicBlcrTchT- - - - - 3
| 10 | 70.mRNADIFIOSPE |- - - - - - ccrcllcrrch- - - - - 3
11 | me-smRNAOIT ---GRCCCITGRERGTITCRT - - - - - 3
12 | 41.mRna01A06 5Ps |- - - cllccciclilliiiclt - - - - - 3
13 | Y6.mRNADTHIZ SP6 |- - - GRCCCHRGEGERIEILCHET- - - - - 3
14 | 20.mRNADIDOS SPG |- - -|-|- - - 4
15 | 21.mRNAOTIEOT SPE |- - - - - - 5
16 | 75.mENAQ1GIOSPE |- - - - - - cceciees 6

Fig. 10: Alineamiento o ensamblaje de los potenciales mik&A& obtenidos a partir

de la secuenciacion, utilizando MacClade.

Como se muestra en el alineamiento de la figuray h la tabla 3, de las 67
secuencias hay 6 diferentes familias de secuencaprimera familia, conformada
por 53-miRNAO2H07.SP6, me-smRNAO5, 94-miRNAO1F1BSPy 03-
MiRNAO1A03.SP6; la segunda, por 34-miRNAO1GO04.SR6;tercera, por me-
SMRNAO4, me-smRNAO02, 07miRNA01B02.SP6, me-smRNAO03,70-
MIRNAO1F10.SP6, me-smRNAO1, 41-miRNA01A06.SP6 ymiIRNAO1H12.SP6;
la cuarta, quinta y sexta por 20-miRNAO1DO05.SP6;mM2RNAO1EO0L1.SP6 y 75-
mMiRNAO01G10.SP6 respectivamente. En la tabla 3,usele ver que la familia mas
representada con 58 clones es la 3 (86 %), y lawsneepresentadas con un clon
cada una las familias 2, 4, 5y 6.
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6.2.3. Comparacion con bases de datos.

6.2.3.1. BLAST vs. MIRBASE.

Tabla 4: Blast de los potenciales microRNAs de yuca con oR®&tAs de otras
especies registrados en MIRBASE.

Nombre de secuencia Hit resultante Long. (nt) Edwa
53-miRNA02HO07.SP Human cytomegalovirus m-US3:-5p 11 0.08:
me-smRNAO5 Human cytomegalovirus miR-US33-5p 11 201
94-miRNAQ1F12.SP6 Human cytomegalovirus miR-US33-5p 11 0.14
03-miRNAO1A03.SP' | Human cytomegalorus mik-US3:-5p 11 0.06:
34-miRNA01G04.SP6 No Hit

me-smRNAO4 No Hit

me-smRNAO02 No Hit

07miRNA01B02.SP No Hit

me-smRNAO3 No Hit

7C-miRNAQ1F10.SP No Hit

me-smRNAO1 No Hit

41-miRNAO1A06.SP6 No Hit

96-miRNAQ1H12.SP6 No Hit

2C0-miRNAQ1DO05.SP | Drosophila melanogastemiR-987 9 2.2
21-miRNAQO1EO01.SP6 No Hit

75-miRNA01G10.SP6 No Hit

Cuando se compararon los potenciales microRNAsot@s de otras especies desde
la pagina de MIRBASE no se obtuvo ningun resultgokro cuando se hizo el

BLAST desde el terminal con los microRNAs de oteapecies depositados en la
base de datos de CIAT se obtuvieron los resultagota tabla 4. Se muestra la

longitud de los hits resultantes y los E-valuesamvaluar su significancia.

6.2.3.2. BLAST vs. EST#Manihot esculentay BLAST ESTs (secuencia completa)
vs. NCBI.

Las secuencias completas de los ESTs que fueroargs con los potenciales
microRNAs de yuca se muestran en la tabla 5. Tambiéla tabla 5 se presenta el
resultado de la comparacion de los ESTs con gentdarkCBI, en donde solo los
ESTs similares a los potenciales microRNAs 53-miRRIA07.SP6, me-smRNAO5,
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94-miRNAO1F12.SP6, 03-miRNA01A03.SP6 y 75-miRNAODEP6 corresponden
a RNA ribosomal 26S. Mientras que con los otros £§1e no correspondian a RNA

ribosomal, ni RNA mensajero (proteinas) se contigllemalisis.

Tabla 5: Blast de los potenciales microRNAs con EST8dmihot esculenty Blast

de la secuencia completa de los ESTs con la badatds (nr) de NCBI.

Nombre de secuencia Hi_t resultante potenciales BLAST de los ESTs contra NCBI
microRNAs vs. ESTs de yuca (nr)
53-miRNA02H07.SP6 scaff 16862 Gen de RNA ribosomal 26S
me-smRNAO5
94-miRNAO1F12.SP6
03-miRNA01A03.SP6
34-miRNA01G04.SP6 scaff_12250 No hit
scaff 1189
me-smRNAO4 gb|CK643622.1|CK643622 Otro
me-smRNAO02 CAS044_J01 No hit
me-smRNAO3 scaff_11312
me-smRNAO1
07miRNA01B02.SP6 CAS042_C08.f No hit
CAS010_C13.
70-miRNA01F10.SP6 CAS045 L14.f No hit
41-miRNAO01A06.SP6 CAS037_G18.r No hit
scaff_14159
scaff_20057
scaff 17393
96-miRNAO1H12.SP CAS009_KO07. No hit
20-miRNA01DO05.SP No Hit
21-miRNAO1EQ01.SP6 No Hit
75-miRNA01G10.SP6 scaff 16862 Gen de RNA ribosd68

6.2.3.3.BLAST potenciales microRNAs vs. RNA ribosomal.

Tabla 6: Blast de los potenciales microRNAs de yuca conalselde datos de RNA

ribosomal Universidad de Ghent.

Nombre de secuencia S(_ecuenma potencial RNA ribosomal de:
microRNAs

53-miRNA02H07.SP6 CGTGCCCGGACCC Planta
me-smRNAO5 CGTCGTGCCCGGACC Planta
94-miRNAO1F12.SP CCGTCGTGCCCGGAC Planta
03-miRNAO1A03.SP CGTGCCCGGAC( Plante
34-miRNA01G04.SP6 GAGCGTCGTGCCGAC No Hit
me-smRNAO¢ GCTGACCCTGAAGTTCAT No Planti
me-smRNAOZ CTGACCCTGAAGTTCAT No plant:
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07miRNA01B02.SP CTGACCTCAAGTTCAT
me-smRNAO3 TGACCCTGAAGTTCAT
70-miRNAO1F10.SP6 CCTGAAGTTCAT
me-smRNAO1 GACCCTGAAGTTCAT
41-miRNA01A06.SP GACCCTGAAATTCAT
96-miRNAO1H12.SP6 GACCCTGAGATTCAT
20-miRNAQ1D05.SP6 ATGTACGAGTAAATAG
21-miRNAO1EO1.SP CTGGCCGAGTT#
75-miRNA01G10.SP GGCGTCCGAATTGTAG]

No plant:
No planta
No Planta
No planta

No Planti
No hit
No planta

No hit

Plante

En la tabla 6 se presentan los resultados quetseieton al comparar los potenciales

microRNAs con la base de datos de RNA ribosomatula confirma los resultados

de la tabla 5 en donde 5 de las secuencias obteoiteesponden a RNA ribosomal

de plantas.

6.2.3.4.BLAST vs. Genoma deRicinus communis

Tabla 7: Blast de los potenciales microRNAs de yuca conegloghna deRicinus

communis.

Nombre de secuencia

Hit resultante potenciales microRNAs vs.

genoma Ricinus communis

34-miRNA01G04.SP6
me-smRNAQ04

me-smRNA02

07miRNA01B02.SP
me-smRNAO03

7C0-miRNAO1F10.SP
me-smRNAO1

41-miRNAO1AQ06.SP
96-miRNAO1H12.SP6
20-miRNA01DO05.SP6
21-miRNAO1EQ1.SP

No Hit

gnljricinusWGS|contig30165
gnl|ricinusWGS|contig28320

gnljricinusWGS|contig30165
gnljricinusWGS|contic832(
gnljricinusWGS|contig301¢

gnl|ricinusWGS|contig30165
gnljricinusWGS|contig283:
No Hit

gnl|ricinusWGS|contig30165
gnl|ricinusWGS|contig28320
No Hit

No Hit

No Hit
No Hit

Long. (nt) E-value
16 0.22
15 0.86
16 0.15
15 0.5¢
15 0.5¢
16 0.15
15 0.5¢
15 0.58
15 0.58

En la tabla 7 se muestra el resultado obtenidoraparar los potenciales microRNAs

(que no son productos de degradacion de RNA ribas@mmmensajero), con el

genoma dé&Ricinus communisSe puede ver que los hits son casi tan largos ¢@sno

potenciales microRNAs y también se muestran loglEes de las comparaciones.
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6.2.3.5.Recuperacion de las secuencias flanqueantes a partle los hits
Ricinus communisy prediccién de estructuras secundarias.

con

me-smRNA0O4 GCUGACCCUGAAGUUCAU, me-smRNAO2 CUGACCCURAGUUCAU, me-

SmMRNAO3 UGACCCUGAAGUUCAU y me-smRNAO1 GACCCUGAAGUUCAU.
a. Secuencia flanquean Contig3016!

b. Secuencia flanqueaniContigz832(
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Fig. 11: Estructuras secundarias obtenidas en mFold.
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En la figura 11 se presentan las estructuras sadasdde las tres secuencias
gendémicas deRicinus communis,con la informaciébn sobre contenido de
Adenina+Guanina, valor de la energia libre de duoldato y el numero de

nucleétidos no apareados entre el microRNA y etoRbIA* (opuesto).

6.2.4. Andlisis de promotores.

-2 kpb -1.5 kpb -1kpb -500 pb

2000 nt

TATA 1 TATA T
1nt — T — g e [ ——

I |
TATA CAAT CAAT TATA CAAT

Fig. 12: Potenciales promotores de genes tipo Il de pre-rAiRadhdidato
(Contig30165 d&icinus commun)s

En la figura 12 se observan elementos regulad@egedes tipo Il, tales como la caja
TATA y la CAAT, en varias posiciones. El valor diengaridad y secuencia para

cada elemento promotor de la secuencia flanquesahtpotencial pre-miRNA estan

en la tabla 8 (Higet al. 1999).

Tabla 8: Elementos promotores de genes tipo Il.

Promotor de genes tipo posicion similaridad Secuencia
Il (1.0 perfecta
complementariedac

CajaTATA(1,2,3,4y 99-113 0.953 aagtTATAaatcaaa

5) para union de factores 706-720 0.992 actcTATAaatagag

de transcripcion 922-936 0.960 tagtTATAaatagat
1218-1232 0.958 tcatTAT Aaataaaa
1271-1285 0.958 tcatTATAaataaaa

Caja CAAT para union  228-236 0.990 ctCCAAtca

de factores de 276-284 0.976 ccCCAAtaa

transcripcion 567-575 0.989 ctCCAAtgc
1433-1441 1 ctcCAATta
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6.2.5. Prediccion de potenciales genes diana y sus funcasn

Cuando se comparo el microRNA, validado con el gendeRicinus communis;on

ESTs de yuca mediante miRanda, se obtuvieron sndtaglos de la figura 13:

scaff 14545 scaff 18940
Query: 3' TACTTGRAGTCC-CAGTCG 5' Query: 3' TACTTGAAGTCCCAGTCg 5'
FEErer teeer ree EEEEELE Tt =l
Ref: 5' ATGAACCTCAGGTGTCTGC 3' Ref: 5' ATGAACTTGAGGGTAGGg 3'
scaff 1912 scaff 1513
Query: 3' tAC-TTGAAGTCCCAGTCg 5' Query: 3" TACTTGAAGTCCCAGTCg 5'
FErrrrerreer 1l e =l
Ref: 5' gTGCAACTTCAGGGACAGa 3' Ref: 5' AAGAACTTCAGGGATAGa 3'
scaff 19798 scaff 12532
Query: 3' tACTTGRAGTCCCAGTCG 5' Query: 3' tACTTGAAGTCCCAGTCG 5'
FEEEE trrrrr rinl FEEEEEEErr it
Ref: 5' gTGAAC-TCAGGG-CAGC 3' Ref: 5' CTGRACTTCAGAGTCGGC 3'
scaff 19657 scaff 13242
- 1 T
Query: 3' TACTTGAAGTCCCAGTCG 5' Query: 3 T?TTT???GTTTT?GTT‘; >
SRR . ' - '
Ref: 5' ATGGACTTCAGGGTCAta 3' Ref: >' RTGAACTTGAGGGTAGGY 3
scaff 12596 scaff 16213
Query: 3" TACTTGAAGTCCCAGTCG 5' Query: 3" TACTTGRAGTCCCAGTCG 5'
FEEETETE Ter 1t Forrrrrrrrerr ool
Ref: 5" ATGAACTTGAGGTTCAGC 3' Ref: 5" BGGRACTTCAGGG-CTGC 3'
CAS008_A19.f CAS008_L20
Query: 3' tACTTGRAGTCCCAGTCY 5' Query: 3" TACTTGAAGTCCCAGTCG 5'
FETErrrrer i FEEEED TR 1retd
Ref: 5' gTG-ACTTCAGGCTCAGL 3' Ref: 5" ATGAAC-TCAGGTTCGGC 3'
CAS010_M12.i CAS037_G18
Query: 3" tACTTGAAGTCCCAGTCg 5°'
Query: 3' TACTTGRAGTCCCAGTCG 5' DLt 1
FTrrrrrrerrr ] . : .
Ref: 5' AGGAACTTCAGGGGARGC 3' Ref: 5" LTGRATTTCAGGGTGAGL 3
CAS045 L14.f CAS049 105
Query: 3" TACTTGAAGTCCCAGTCg 5" Query: 3" tACTTGRAGTCCCAGTcg 5'
FErrrrrrreer 1 FEEELEEErErr 1l
Ref: 5' ATGRACTTCAGGAGCTGt 3' Ref: 5' gTGAACTTCAGGG-CAct 3!
gi|119018556|gh|DV455675.1|DV455675 gi|11901911D)\#56666.1|DV456666
Query: 3' TACTTGRAGTCCCAGTcg 5' Query: 3" TACTTGRAGTCCCAGTCYG 5'
PRttt i FIErrrrrrrrt =l
Ref: 5' ATGGACTTCAGGATCAtt 3' Ref: 5" BAGAACTTCAGGGATAGa 3'

Fig. 13: ESTs probablemente regulados por el tnico microRBlAlado.
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En la figura 13 se muestran los ESTs que seriaenpi@ties genes regulados la
secuencia de candidato a microRNA. Se observa qgee“duery” (secuencia

problema) son altamente complementarios a los E8ds?2 a 4 nucledtidos no

apareados (Yiet al.2008).

Tabla 9: Proteinas posiblemente afectadas obtenidas a garta comparacion de
los ESTs con la base de datos swissprot (BLASTXY@8I.

Nombre de Secuencia potencial
secuencia microRNAs
me-smRNAO04 GCTGACCCTGAAGTTCAT Proteina de formacién de tilacoide 1
me-smRNAO2 CTGACCCTGAAGTTCAT Proteina reguladora de luz en el cloroplasto
me-smRNAO03 TGACCCTGAAGTTCAT

me-smRNAOQ] GACCCTGAAGTTCAT

Proteina

En la tabla 9 se muestran las proteinas codificapdasios ESTs probablemente
regulados por los microRNAs, al compararlos corbdse de datos de proteinas
swissprot de NCBI. Estas proteinas fueron encoasratRicinus communiyg estan

asociadas a procesos relacionados con la fotasintes

7. DISCUSION

7.1.RNA utilizado, ligaciones y PCR

Todos los RNAs totales se mezclaron en un ‘poaltgpe el objetivo del trabajo no
fue comparar las secuencias obtenidas en cadeieat®, y por otro lado, ya que el
método de purificacion no permite un tratamient@ntitativo del ndmero de
secuencias de cada smallRNA, no se obtiene mudieamiacion haciendo una

libreria de cada tratamiento por separado.

A pesar de haber obtenido exitosamente una libréeiasmallRNAs (pero de
secuencias muy cortas con respecto a los picosaelgmeen 21 y 24 nt), se quiso

hacer un andlisis sobre la calidad, pureza y cadhttel RNA total inicial utilizado,
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tamafio de los microRNAs aislados del gel de aciilantamano de las ligaciones y
PCR, para corroborar que todo el procedimiento deorhtorio se realizd

correctamente y los tamafos cortados fueron logdos.

El RNA total inicial utilizado, como se observalarfigura 4, es de buena calidad y
no estad degradado, ya que se diferencian claraneetandas de RNA ribosomal
caracteristicos del RNA total cuando se visualeameles de agarosa. Estas son dos
bandas superiores la cuales corresponden a RNAonal 28S y 18S, siendo la
primera dos veces mas intensa que la segunda (Br988, Luet al. 2007). También
se observa una banda inferior que corresponde asRdAamarnos menores a 200 nt,
por debajo de esta Ultima banda estan ubicadasmaiRNAs, esto es cierto ya que
cuando se hace el andlisis electroforético en gidescrilamida del RNA total, en el
rango de 20 a 30 nt se detectan claramente 2 bdedawallRNAs (figura 5c¢) (Let

al. 2007). La calidad del RNA también se puede veladigura 5a y 5b, donde las
bandas de rRNA 5.8S, 5S y RNA de transferencia ese claramente definidas
(Bryant 1998).

El RNA total inicial para la construccion de larbbia de microRNAs fue de 60.8 ug,
lo que esta de acuerdo a la cantidad inicial neieegsra obtener los mejores
resultados segun el kit miRCat™ microRNA clonin@-(0 ug) o segun Laet al.
(2001) y Luet. al (2007) 50-500 ug (Ver Tabla 1). Por otro laddRBIA total podria
ser usado para clonar miRNAs, pero la masa absaet&®NAs de bajo peso
molecular es muy baja en comparacién con los RNA lados, por esta razén el
paso de enriquecimiento (separacion de RNAs deyaliajo peso molecular) con
smallRNAs es recomendado para la construcciondébirias (Luet al.2007).

Por otro lado, las ligaciones de los smallRNAs adaptador en el extremo 3’, en el

extremo 5’ y el PCR tienen los tamafios esperadatets nt (Ver figura 6), 60 nt
(Ver figura 7) y 100-110 nt respectivamente (Vgufa 8) (Abdurakhmonoet al.
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2008), por lo tanto, se puede decir que las ligesoy el PCR se realizaron

exitosamente.

7.2.Secuencias obtenidas

Inicialmente se queria hacer la clonacion y sedaerdn directa de los smallRNAs
solo para mirar la diversidad de estos en el PG&aln Si se obtenia una gran
diversidad de estos transcritos (similar a la ddukbkhmono\et al. (2008), como se
mencionara mas adelante), el PCR o los amplicomesutsizarian para ser
secuenciados por el método de pirosecuenciaciéoudgreiacion basada en
pirofosfato que genera 400.000 reads de 400 a BPQHahlgrenet al. 2007) en un
GS FLX de 454 (Genome Sequencer FLX System, 454ieseing ROCHE,

http://www.454.com/applications/small-rna.agpoareset al. 2009). Es por ello que

se utilizaron en el momento de hacer el PCR prirmardificados o “fusion primers”,
es decir las secuencias de los primers del kit MitR€mplementarios a los linkers),
ligados a un primer A o un primer B de 19 pb enestremo 3' (miRCat™

microRNA cloning kit technical manual).

Para este tipo de secuenciacion tan solo son maxesE00 ng de producto de

amplificacion, para lo cual habrian disponibles.263ng de PCR (esta lectura es
confiable ya que el valor de R2 para la curva estafue de 0.9995, este valor se
acerca a 1 (Ver figura 9) (Ver tabla 2)). En estatido, si se hubiese obtenido
secuencias entre tamafos de 20 a 25 nts, se hgbmranciado el PCR por 454. Se
opto entonces por no secuenciar por el método rdsgquuenciacion, y el analisis se
hizo con las secuencias obtenidas inicialmentesporétodo convencional de Sanger
(Hafneret al.2008).

En resumen, se encontraron 6 familias diferentesedaencias de smallRNAsS, una

de ellas conservada cdicinus communiy con genes regulados asociados con la
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fotosintesis. No hay que descartar que las resténtamilias de secuencias sean
transcritos propios de yuca, porque este trabajel ggimero en esta especie y la
validacién de los transcritos se hizo con baseabma de otra especie.

7.3.MicroRNAs y factores que afectan su clonacion

En general, la mayor frecuencia de microRNAs er@sp de plantas esta en los 21
nt y 24 nt (Luet al. 2007), lo cual se puede corroborar en los histogsade
frecuencias para las espedrespulus trichocarpgComparative Sequencing of plants

small RNAs Project)O. Sativay Pinus contorde las figuras 14 y 15 (Dolgosheigia
al. 2008).

400000 4
300000 4

200000 4

Frecuencia

100000 |

04
18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33

Longitud

Fig. 14: Distribucion de longitudes de smallRNAs®epulus trichocarpa

(Comparative Sequencing of plants smallRNAs Prpject
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Fig. 15: Distribucion de frecuencias de smallRNAs deldeSativay Pinus contort
(Dolgosheinget al.2008).
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Los dos picos, en 21 y 24 nt se pueden observagotwm en lo resultados de la
secuenciacion de estos transcritos, si no desdeglento en que el RNA total se
siembra en gel de acrilamida. En la siguiente &gtigura 16) se pueden detectar dos
bandas de smallRNAs en 24 especies diferentesad¢apl (sin ningun tratamiento).
En algunas especies se expresan primordialmemsctitos de 24nt, en otros de 21
nt y en otras ambos tamafios en igual proporcigueden presentar (Dolgosheigia
al. 2008). ParaManihot esculentgangiosperma eudicotiledénea (Ver figura 16, linea
20 -24)) se esperarian resultados similares a dofasl lineas 20 a 24, esto si se
observd, ya que esta especie bajo los tratamientibsados expresa en mayor
proporcion transcritos de 24 nt (ver figura 5) yatés mas bajos de RNAs de 21 nt
(Lu et al. 2007); esto también se apoya en el hecho que lesgp de las enzimas
DICER cambia dependiendo del estrés abidtico blagua estan sometidas y se ha
confirmado que la expresion de DCL 1 (genera laga®NAS) decrece cuando las
plantas estdn sometidas a sequia @tial. 2009), lo anterior no quiere decir que no
se obtengan smallRNAs bajo este tipo de estrésp sjue se expresan en menor

proporcion y por lo tanto son mas dificiles de digte
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Fig. 16: RNA total sembrado el gel de acrilamida de 24 aspaie plantas diferentes
(Dolgosheinget al.2008).

A partir del andlisis de las secuencias, se puéideaa que no hubo consistencia
entre los tamafos de los smallRNAs (21 y 24 ntadds del gel de acrilamida (Ver
figura 5) y los tamafios de las secuencias clongdascuenciadas. En la tabla 3 se
observa que hubo una tendencia clara a secueranactitos de bajo peso molecular
(12 a 18), de menor tamafo a lo que se esperabaesbiver Figura 17), y en su
mayoria agrupados en 4 secuencias diferentes é&bdsite la misma secuencia pero
con 1 a 3 nucledtidos adicionales) (Ver figura E¥to puede deberse a que estas
secuencias estaban mas representadas en la nugstrespecto a otras secuencias
(debido a que se derivan de transposonesgiLal. 2009)).

-
[a]

Frecuencia

Longitud
Fig. 17: Distribucion de frecuencias de smallRNAs de Yuaaeaciados.
En las figuras 14 y 15 se puede observar que l@iRNMAS pueden tener tamafios
entre 11 y 34 nucle6tidos con picos en 21 y 24 a8. secuencias obtenidas de yuca

al tener tamafio entre 15 a 18 nt (histograma daeidrecias figura 17), estan dentro

del rango de RNAs pequefios en plantas (aunqueusayea de otros tamafnos), por
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lo tanto, aunque una secuencia se pudo validar camdidato a microRNA en base
al genoma deRicinus communjsno podemos descartar que los demas sean

transcritos Unicos para yuca.

Abdurakhmonovet al. (2008) secuencido 6691 clones de 11 librerias atites
comenzando con un RNA total de buena calidad, decl@mles solo encontr6 583
microRNA diferentes; en este sentido si en 669hedase obtienen 583 secuencias
diferentes, entonces se espera encontrar para($8846691)*96 =8.36 secuencias
diferentes por cada 96 clones secuenciados, enralbggo se encontraron 6 familias
diferentes, lo que no se aleja mucho del valorrasioe La libreria secuenciada para
yuca es casi tan diversa en secuencias como |ldderdkhmono\et al. (2008). Sin
embargo, y como se dijo anteriormente, dado querebfio del los smallRNAs
obtenidos es menor del esperado para las dosdreascmas comunes de microRNAs
de plantas (21 y 24 nt) se consideré que no teaddo someter ésta libreria a

secuenciacion masiva.

7.4.E-values para resultados de BLAST

El valor esperado o E-value es un parametro queridesel namero de “hits”
esperados por azar cuando se esta buscando singiétuna secuencia problema en
una base de datos de un tamafio particular, y €® ypsaa cuantificar la significancia
de los resultados. Este decrece exponencialmeatelowel puntaje del alineamiento
(S) aumenta. En otras palabras el E-value es ekrine alineamientos diferentes
gue son esperados al azar para determinado val®r(si=ore: es la suma del valor de
los scores individuales de cada nucleétido) para base de datos de tamafio
determinado (NCBI, http://www.ncbi.nIlm.nih.gov/BLAST/tutorial/Altschtd.html,
Korf et al 2003).

Por lo anteriormente expuesto, los E-values obtsnids busquedas de similitud

mediante BLAST (con MIRBASE y genoma dRicinus commun)sson valores
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relativamente altos y aparentemente no signifioatildesde 0.082 hasta 2.2) (Ver
tabla 7). Entonces si se sabe que existe unadelaoversa entre los E-values y los
scores, y que cuando se busca homologia de seasidnai cortas en una base de
datos tan grande, los scores siempre van a ses, lyagd obtener valores bajos para S,
se tendran inevitablemente E-values con puntajestos.al (NCBI,
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/tutorial/Altschid.html, Korf et al 2003).

7.5.Comparaciones.

Inicialmente se hizo la comparacion de las secasrabtenidas con la base de datos
MIRBASE con el objetivo de encontrar secuenciaseoradas con otras especies de
plantas. Con respecto a los resultados de estaaranipn (hecha desde el terminal)
se puede decir que los hits de secuencias homddolgaspotenciales microRNAs de
yuca secuenciados, al tener una longitud tan ¢@ryall nt), y al no haber obtenido
hits con microRNAs de especies de plantas (solovdas de humano y mosca) (Ver
Tabla 4), no se tomaradn en cuenta estos resultades da por hecho que las
secuencias de miRNAs de yuca pueden ser Unicostaespecie y por lo tanto no se
generaron resultados significativos al hacer estagparaciones, porque se sabe que
la mayoria de los microRNAs no estan conservados &rs especies (Moxaet al.
2008). Lo cual se apoya con los resultados obtenalaealizar el blast desde la
pagina de MIRBASE, en donde no se obtuvo ninguultiaeso.

Como se planteara mas adelante, es probable qgedasncias obtenidas tengan su
origen a partir de secuencias repetidas, en estielaeotro motivo por el cual se cree
gue no se encontrd ningun hit al hacer la compamacion la base de datos
MIRBASE, es el hecho que transcritos originadosel®iencias gendmicas repetidas
han sido excluidos de esta base de datos (Piriggpenal.2007).
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Posteriormente, se quiso verificar que las secasnabtenidas no correspondian a
productos de degradacion de RNA ribosomales o @sgendificantes (proteinas)
(Ver tabla 5 y 6). Los resultados mostraron que=3ad secuencias y sus ESTs de
yuca similares, eran secuencias de RNA ribosonfa) @ér esta razon, se excluyeron
de los andlisis posteriores. Por el contrario, leenll secuencias restantes que no
correspondian a RNA ribosomal ni proteinas, se imomt con el analisis

bioinformatico.

El siguiente paso fue hacer una busqueda de sidilitediante BLAST de los
potenciales microRNAs de yuca vs. genom&obénus communiéVer tabla 7), para
poder extraer las secuencias adyacentes (80 ptaalado) y hacer el andlisis de su

estructura secundaria y de sus promotores.

Cuando se hizo la busqueda de similitud en el gandeRicinus communiy se
consideraron e-values > 8¢ obtuvieron mas hits de lo esperado al azaru® q
concuerda con que el smallRNA corresponde a uspson, lo que es caracteristico
en plantas (Moxomt al.2008) y sobre todo cuando estan bajo algiun e@tvéssler
1996), lo cual también se corrobor6 a su vez cuaedaplicO RepeatMasker con la
base de datos de secuencias repetidasral@dopsis obteniéndose como origen de
este potencial microRNA un tipo de retrotranspodemominado ATGP5I LTR de la
familia Gypsy.

En este sentido, los microRNAs pueden derivarseeseias repetidas tales como
MITEs (miniature inverted-repeat transposable elgs)elong interspersed elements
(LINES), short interspersed elements (SINEs) y lomegminal repeat (LTR)
retrotransposons (Piriyapongst al. 2008). Piriyapongsat al. (2008) propusieron
gue algunos microRNAs de plantas son codificadoupdipo de DNAs cortos TEs
(transposable elements) conocidos como MITEs. EBEss pueden ser expresados
como transcritos de regiones intrénicas (Kurihaeral. 2004, Piriyapongs&t al.
2007) de longitudes de 80 a 500 pb, que puedenadablen forma de hebilla
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(estructuras caracteristicas de los pre-miRNA), mmonocidos por la maquinaria
enzimatica de DICER y son procesados hasta seasentaduras de microRNAs

(Piriyapongsaet al. 2007, Piriyapongset al. 2008).

En plantas varios precursores de microRNAs seraigide secuencias gendémicas
repetidas. Tal como se obtuvo con la clonacionmdallRNAs de yuca, secuencias
repetidas son rutinariamente observadas durantéomecion de microRNAS, pero
muchas veces al ser interpretados como rasiRNAsdteassociated small interfering
RNAs) derivados de dsRNA (Double-stranded RNA) (Amaet al. 2003, Cheret al.
2005, Moxonet al. 2008), son excluidos de MIRBASE u otras basesatiesd por lo
gue se esta subestimando los efectos en reguldeiéruchos microRNAs (Araviet

al. 2003), y por este motivo, en el caso que las s@tae obtenidas para yuca tengan
Su origen a partir de secuencias repetidas, seeprigalicar por qué no se obtuvieron

resultados al compararlos con la base de datosaleRINAs (MIRBASE).

Por otro lado, se ha evidenciado que en plantagdosposones se activan cuando
éstas estan bajo estrés bidtico o abidtico (Wed€66). Se ha observado que la
temperatura tiene efectos sobre varios elemenswsgonibles, es posible que en
muchos casos estos efectos no sean directos; iesgiiecun organismo que esta bajo
condiciones de estrés puede inducir una o varigguestas a nivel fisioldgico o
genético, y estos a su vez actuaran activando madgs transcripcionales (Capy

al. 2000), con respecto a esto, como las plantas de gnecidasn-vitro estuvieron
sometidas a estrés abibtico (sequia y calor) dsapte que en las plantas se hayan
activado transposones, y los microRNAs derivadosestes se hayan clonado y

secuenciado mas facilmente.

En adicidn, estas secuencias repetidas de TEseskempuefinir como un mecanismo
para generar multiples microRNAs y asi regular fA@8mente los genes diana a lo
largo del genoma o compensar la expresion de gimesicroRNAs que presenten

mutaciones (Piriyapongs al. 2007), por otro lado, la insercion de transpos@mes
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nuevos lugares del genoma puede dirigir la creadgdnuevos microRNAs durante la
evolucion de los mamiferos y posiblemente en adrganismos tales como plantas.
Los microRNAs nuevos, derivados de elementos tambfes, pueden ser

particularmente relevantes, ya que pueden regdaeg que no son conservados

entre especies (Smalheistral. 2005).

7.6.Prediccion de estructuras secundarias

Luego de obtener las secuencias flanqueantesalssiran andlisis de las estructuras
secundarias que forman sus pre-microRNAs a unaeenpa de plegamiento de
37°C (Yinet al.2008).

La prediccion de las estructuras secundarias ds sstuencias genomicas, se obtuvo
teniendo en cuenta los siguientes parametros:gaea de la secuencia del miRNAs
debe estar incluido en el loop terminal de la estra en hebilla; los potenciales
precursores deben tener un valor bajo (negativagngegia libre, lo que nos indica
gue son hélices en optimo doblamiento; el conteAitld debe estar entre 30 y 70 %
y por ultimo el miRNA debe tener maximo 6 nucledfidno apareados con la
secuencia opuesta (MiRNA*) del otro brazo del Iapet al.2008, Yinet al. 2008).

Segun lo anterior, la secuencia de microRNA incwed el Contig30165 dricinus

communigVer figura 11) es un buen candidato a microRNAjya esta inmersa en
una estructura en tallo y asa, la energia librel@tdamiento es muy baja (-69.00
kcal/mol), tiene 50 % de contenido A+U y tiene £ledtidos no apareados con el
microRNA opuesto, mientras que en las otras doges®tas no hay evidencia que
sean microRNAs ya que tienen mas de 6 nucledtidnsapareados con el

microRNA*, por lo cual se excluyen de los siguisna@alisis (Lwet al. 2008).
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7.7.Andlisis de promotores.

Para el analisis de promotores de genes tipo ¢l s®lanalizé el Contig30165, ya que
cumplié con los parametros caracteristicos de $asicuras secundarias de los pre-
microRNASs (Luet al.2008).

Para entender el mecanismo y funciones de la adiivale los genes de microRNAs,
se requiere localizar sus regiones promotoras aestr Houbaviyet al. (2005)
encontraron una caja TATA localizada a -35 deliangel pri-microRNA. Xieet al.
(2005) identificaron los promotores de 52 genestigoRNA deA. thaliang y
mostraron que estos tenian una caja TATA en susqimes centrales. Ohlet al.
(2004) por su lado escane6 secuencias de 1000rgbnte arriba de los genes de
microRNAs de Drosophila con el objetivo de encontrar motivos conocidos
correspondientes a promotores, pero no detectopuei@rencia consistente para

ningun motivo reportado para genes que codificaniceoRNAS.

Zhou et al. (2007) mediante un nuevo método de prediccion rdengtores para
genes de microRNAs CoVote (common query voting)stnaoon que la mayoria de
los promotores tienen motivos de entre 5-10 pbagilud. La mayoria de los
motivos de los promotores se encontrd que estélizados a —500 pb corriente
arriba de la region de pre-microRNA, otros motivegnificativos fueron
identificados de -1k a -500 pb, otros de -1.5k lgpbly de -2k a -1.5kpb corriente
arriba del pre-miRNA. En este mismo trabajo se et las secuencias de los
motivos correspondientes a promotores de genesapliican a miRNAs, también
depositados en la péaginattp://cic.cs.wustl.edu/microrna/promoters.htniin C.

elegans uno de los motivos mas significativos tiene umgusncia consenso

TTTCAATTTTTC, el cual es un elemento Inr (iniciajflota caja TATA es un
motivo muy bien conocido en los promotores cengrplra genes eucariotas de clase
II, y descubierto para genes de microRNAs por Zétoai. (2007) enA. thalianay O.
sativa(TATATATA).
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De acuerdo con lo anterior, la secuencia de 200tbpiente arriba del inicio del pre-
microRNAs contiene elementos promotores tales comja TATA y caja CAAT,
caracteristicas de genes tipo Il (genes de microd)NA&N valores de similaridad
cercanos a 1 (perfecta complementariedad). Laese@s de los motivos varian en
algunos nucleétidos pero basicamente correspondea mismos promotores (ver
fig. 12 y tabla 8).

Con lo mencionado y a los analisis realizados praente, se puede concluir que en
la libreria construida se clond eficientemente (B@#a secuencia de potencial
microRNA (familia 3, Ver tabla 3) que se valido cbase al genoma dricinus
communisy posiblemente derivada de transposones.

7.8.Potenciales genes diana

Encontrar los mRNAs diana es esencial para entdagiédunciones bioldgicas de los
microRNAs. Diferentes métodos se han utilizado paradecir genes diana de
mMiRNAs de plantas y animales. En plantas los mRNégulados pueden ser
predichos por similaridad entre las secuenciasugasg ha visto que los miRNAs de
plantas tienen una perfecta complementariedadaORNAs mensajeros (Lai 2004,
Moxon et al.2008).

Como resultado de la busqueda de mRNAs diana ntediBHRANDA, se
obtuvieron multiples hits, pero solamente 18 ESGis egulados por la secuencia
candidato a microRNA (Ver figura 13), cuya secuanci es
GCTGACCCTGAAGTTCAT. Los criterios fueron los sigates: 1) 4 o menos
nucleétidos no apareados en el sitio complementanioe las secuencias de los
mMiRNAs y los potenciales mRNAs diana, 2) Un soleledtido no apareado de la

region complementaria al microRNA entre las posie® 2 y 12, pero no en las
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posiciones 10 o 11, y 3). Hasta 3 nucleoétidos revesgalos adicionales entre 12 nt y
23 nt pero no mas de dos nucledtidos no apareanhtgigos en esta region (Yet
al. 2008).

7.9.Funciones de los genes regulados (Ver tabla 9).

En la literatura no se ha reportado que los micragBistén asociados directamente a
la fotosintesis, y aunque se ha identificado qu&nesvolucrados en crecimiento y
desarrollo (Zhangt al. 2007), no todos necesariamente participan en pstogsos.

A continuaciébn se mostraran algunos procesos regsilgor la secuencia de

microRNA sugerido para de yuca, los cuales estaniomados con la fotosintesis.

» Proteina de formacion de tilacoide 1

El desarrollo de cloroplastos normales es un pascat para la sobrevivencia de
eucariotas fotosintéticos. La regulacion de genes apdifican a proteinas de los
cloroplastos puede tener varios efectos sobre atgymmocesos metabdlicos que
ocurren en este organelo, y por ende en el crecimig desarrollo normal de las
plantas. El gen Thfl juega un papel crucial enretg@so dindmico de la biogénesis
de la membrana tilacoidal mediada por vesiculam@®taal. 2004a). Es decir, que si

los tilacoides no estan bien formados, la fotosiateo se puede llevar a cabo.

El desarrollo de las membranas de los tilacoideemi#e del transporte de vesiculas
de membrana en el interior del cloroplasto y latgrow fusion de vesiculas en el
interior de este. El gen de formacién 1 del tildeo{Thfl) controla este importante
paso requerido para la organizacién normal de essiulas dentro de las grana
maduras (grupo de tilacoides) y en ultima instaeoi@l desarrollo de las hojas. Altos
niveles de Thfl se inducen gracias a la luz y @eereen condiciones de oscuridad.
Interrupciones en la expresion de este gen, resaltdantas muy delgadas (ya que se

ve afectada la fotosintesis), con variedad de pesrale hojas, algunas de estas
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presentando decoloracion (blanco o amarillo), perque se ve mas afectado es la
organizacion de las estructuras tilacoidales (redisccantidades de tilacoides y la
distancia entre las granas mas amplias a diferelecim fenotipo normal) debido a la

acumulacion de vesiculas en el interior de losogllaistos (Wanegt al. 2004a).

» Proteina reguladora de luz en el cloroplasto

La luz sirve como fuente de energia y reguladosef@al para la fotosintesis. La
irradianza (incidencia de luz por unidad de supigYiy la calidad del espectro de luz
a la que son expuestas las plantas controla lacickpbde las hojas para conducir la
fotosintesis y procesos asociados tal como tratespate electrones y
fotofosforilacion. La luz regula estas actividadewsintéticas por el control de los
niveles de proteinas cloroplasticas asociadas @mta duncion. Burkey (1992)
identificd un polipéptido de membrana tilacoidalegegula la cantidad de luz en
respuesta a la irradianza. Las membranas de lagaplajue crecen bajo alta
irradianza presentan mayores cantidades de preteinégas membranas a diferencia

de aquellas que estaban expuestas a menor cadédad (Burkey 1992).

De acuerdo a lo anterior, la secuencia de potenuialfoRNA de yuca esta
involucrada en un importante proceso de formaciiod cloroplastos y regulacion
de la cantidad de luz. No se deberia asignar faesiespecificas a la secuencia
analizada, sin realizar estudios de expresion)@tanto, este trabajo crea las bases
para hacer los estudios necesarios que puedamindievas formas de regulacién de

procesos, como la fotosintesis.

8. CONCLUSIONES
La metodologia utilizada permitio la caracterizadooinformatica y funcional de un

conjunto de smallRNAs entre 12 y 18 nt. Pero naca@cterizo la poblacion de

microRNASs de los tamafios usuales (21, 24 nt).
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Los smallRNAs no validados, pueden ser sin embangroRNAS propios de yuca,
gue han divergido significativamente de Ricinupoy tanto no se prestan al analisis
comparativo que se planted. Para descartarlos coiomRNAs necesitariamos

tener disponible el genoma de la yuca.

9. RECOMENDACIONES Y TRABAJO FUTURO

Hacer ensayos de northern blot del miRNA candidattas diferentes condiciones de
estrés.

Dar explicacion al porque no se obtuvieron sec@snde tamafno entre 19 y 30 nt en
la libreria secuenciada, evaluando los tamafiosmlate en cada uno de los pasos
desde la obtencion del PCR hasta la secuenciacion.

En este sentido, se observo que el tamafio de lakRAs del PCR fue de 20 a 30
nucledtidos. Para corroborar que se clonaron se@gedentro de este rango (20 - 30
nt), se aislo el plasmido de la libreria total,esidéndose un tamafo correcto entre 20
y 30 nt.

Por otro lado, los productos de secuenciacion efai@marnos entre 12 y 18 nt, lo que
indica que hubo un sesgo al momento de elegir dasias. En este paso solo se
eligieron colonias blancas aquellas en donde ertosnactiva la produccion de B-
galactosidasa. No se eligieron colonias azulesgueorse consideraron como
negativas, pero estas Ultimas también pueden camiigs insertos siempre y cuando
el tamafio de estos sea multiplo de 3 y no conteoganes de parada para la
produccién de la proteina (pGEMT-easy technicaluaBn En este sentido, el paso

siguiente sera secuenciar las colonias azules.
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11. ANEXOS

Anexo 1: Extraccion de RNA total con el kit mirVANAM miRNA Isolation
(AMBION, USA).

Los 0.2 g de cada muestra se coloco en un mortexgamente enfriado y se maceré
varias veces con nitrégeno liquido hasta obtengralvo fino. Antes de que el tejido

se descongelara, se agregaron 2 ml buffer deglisid por cada 0.1 g de tejido).

Extraccion Organica

1. De la mezcla tomar alicuotas de 500para transferirlas a tubos 1.5 nuevos.
Luego agregar a cada tubo #i0(es decir 1/10 del volumen) de miRNA homogenate
additive, mezclar por inversion o en vortex y llegéhielo por 10 min.

2. Agregar un volumen igual de &cido fenol-cloroforrab que habia antes de
agregarle el miRNA homogenate additive (es de@t golumen original era de 500
I, se le adicionan 501 de fenol cloroformo).

3. Dar vortex por 30 a 60 segundos. Centrifugar ponidutos a 10.000 rpm para
separar la fase acuosa de la fase organica. Traredfeobrenadante o fase acuosa a

un nuevo tubo, teniendo en cuenta el volumen guibsene.

Extraccion de RNA total

4. Adicionar 1.25 volumenes de etanol 100% (a teatpea ambiente) a la fase
acuosa obtenida de la extraccion organica, mepolainversion o en vortex.

5. Pipetear 70Ql y pasarlo por un filtro a otro tubo, despuéstickigar alrededor de
15 seg a 10000 rpm. Descartar el filtrado.

6. Agregar 700ul de la solucion 1 de lavado al filtro y centrifugaor 10 seg a
10.000. Descartar la fase acuosa.

7. Agregar 500ul de la solucion de lavado 2/3. Centrifugar 10 sed0.000.

Descartar la fase acuosa. Repetir paso.
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8. Transferir el filtro a un tubo Nuevo y aplicar &ntro de este 100 de agua libre
de RNAsas, calentada previamente a 95°C. Centrifygar 20 a 30 seg a maxima
velocidad. Luego recuperar la fase acuosa que qeadal tubo rica en RNA.
Descartar filtro, y almacenar a -80 °C o -20 °C.

Anexo 2: Procedimiento adicional para extraccion de RNAltdéaraices de plantas
de campo.

Agregar a 200 ug de tejido macerado, 500 ul deebufé lisis (acetato de sodio 100
mM pH 6.1, EDTA 1 mM y SDS 4%). Dar vortex por P aninutos. Luego agregar

500 ul de fenol acido (pH 4.3):cloroformo: alcolmdamilico (24:24:1), dar vortex

por 1 a 2 minutos y centrifugar a 10500 rpm por Butes a 4°C. Rescatar el

sobrenadante y colocarlo en un tubo nuevo de 1,5%Pmkeder con el paso 1 del
Anexo 1 (CIAT).

Anexo 3: Gel de acrilamida denaturante al 15% (urea 7M) slamiiento de
microRNAs (miRCat™ microRNA cloning kit, (Let al. 2007).

1. En una cdmara de electroforesis horizontal (PFRAN de BIORAD), servir un gel

de acrilamida 15%, urea 7M (para un volumen de [L5mazclar 7.2 g de urea, 5.6
ml de acrilamida 40 %, 1.5 de TBE 10 X, 0.15 de aniifas, completar con agua
libre de RNAsas hasta 15 ml: Para polimerizar élageegar 75 ul de persulfato de
amonio y 15 ul de TEMED), poner peine y dejar pelimar por 30 minutos a

temperatura ambiente. Retirar el peine y ponerekkg una camara con TBE 1X a
50°C. Lavar los pozos y correr 5 ul de buffer carggficar que haya quedado bien
preparado. Agregar 1 volumen de volumen de buféega al RNA y denaturar a

80°C. Luego correr el RNA total, si es posible enmismo pozo (Lwet al. 2007).
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Anexo 4: Purificacibn de miRNAs, ligacion 3’, ligacion 5y PCR a partir de un
método estandar de macerado y remojo “Crush andl” Stea gel de acrilamida
(miRCat™ microRNA cloning kit).

Una vez el fragmento de gel esta en los tubos E.5 m

1. Usando maceradores plasticos para microtubasll fhacerar bien el gel.

2. Agregar un volumen igual de agua libre de n@asgpesar el trozo de gel para
llevarlo a un volumen de {dl/mg).

3. Dar vortex por 15-30 segundos.

4. Calentar la mezcla a 70°C por 10 minutos.

5. Dar vortex por 15-30 segundos.

6. Llevar a —80°C por 30 minutos.

7. Repetir pasos 3 a 6 dos veces mas.

8. Después del paso final a —80°C, dejar que ekrado se descongele a temperatura
ambiente y centrifugar a 1200 rpm por 5 minutos.

9. Transferir el sobrenadante a un Nuevo tubo yptetar el volumen a 500 ul con
agua libre de RNAsas.

10. Antes de filtrar el RNA, lavar las columnas NBR veces con agua libre de
RNAsas.

11. Servir la muestra sobre las columnas y espasta que la muestra haya entrado
completamente.

12. Agregar 1ml de agua pura y en un tubo nuevectal el filtrado.

13. Precipitar con 3 ul de glicégeno (10 mg/mil0lfle acetato de sodio 3M (pH
5.3) y 2.5 volumenes etanol absoluto (-20°C). Gleggar, lavar pellet con etanol 100
% y resuspender en 10 ul de H20-DEPC .

Anexo 5: Construccion y clonacion de libreria de microRNASRCat™ microRNA
cloning kit) (Luet al.2007).
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a. Ligacion de adaptador en 3:En un tubo 1.2 ml, agregar lo siguiente para un

volumen final de 20 ul (miIRCat™ microRNA cloning)ki

Reactivo y concentracion  Cantidad (ul)
microRNAs purificados 0ul
Linker 3’ (50 uM) 1l
Buffer de ligacion 10X 2 ul
Potenciador de ligacion 6 ul
RNA ligasa T4 (1 U/ul) 1l

Incubar esta reaccion a 22°C por 2 horas. Y luego,

. Agregar 8Qu de IDTE (pH 7.5)

. Transferir todo el volumen a un tubo nuevo rl5

. Agregar 3ul de glicogeno (10 mg/ml)

. Agregar 1/10 del volumen (10) de 3.0 M NaOAc

. Agregar 2.5 volumenes de (29)-200C 100% EtOH

. Mezclar por inversion o vortex

. Incubar a —800C por 30 min.

. Centrifugar a maxima velocidad (~16000 »pgj 10 min.

© 00 N oo o A W DN P

. Descartar el sobrenadante
10. Secar el pellet completamente y lavar con étE® %

11. Resuspender en fiDde agua.

b. Ligacién de adaptador en 5:En un tubo 1.2 ml, agregar lo siguiente para un

volumen final de 20 ul (miRCat™ microRNA cloning)ki

Reactivo y concentracion  Cantidad (ul)
Ligacion 3’ purificada 8 ul
Linker 5’ (50 uM) 1l
Buffer de ligacion 10X 2 ul
Potenciador de ligacion 6 pl
ATP (10 mM) 2ul
RNA ligasa T4 (5 U/ul) 1l
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Incubar esta reaccion a 22°C por 2 horas. Y luego,

1. Agregar 8Qul de IDTE (pH 7.5)

. Transferir todo el volumen a un tubo nuevo rl5

. Agregar 3ul de glicogeno (10 mg/ml)

. Agregar 1/10 del volumen (10) de 3.0 M NaOAc

. Agregar 2.5 volumenes de (29p-20°C 100% EtOH

. Mezclar por inversion o vortex

. Incubar a —80°C por 30 min.

. Centrifugar a maxima velocidad (~16000 »pgj 10 min.

© 00 N O o~ W N

. Descartar el sobrenadante
10. Secar el pellet completamente y lavar con étE® %

11. Resuspender en iDde agua.

c. Sintesis de cDNA o transcripcion reversagregar los siguientes componentes
un tubo de 0.2ul para una reaccion total de 2QD(miRCat™ microRNA cloning
kit):

Reactivo y concentracion Cantidad (ul)
microRNAs ligados a adaptadores 114
dNTPs (10 mM) 1l
RT primer (10uM) 2ul
Incubar a 65 °C por 5 minutos, poner en hielo eaar:
5X First Strand Buffer 4 ul
0.1 MDTT 1l
RNAsa-OUTTM (40 Udl) 1l
SuperScriptTM 1lIl RT (200 W) 1l

Incubar a 50°C por una hora, seguido por 15 mgatd0 °C. Almacenar a -20°C

d. Amplificacion PCR: En tubos 0.2 ml preparar la siguiente reaccionalemen
final 50 ml (miRCat™ microRNA cloning kit, Advantad" 2 Polymerase Mix kit):
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Reactivo y concentracion Cantidad (ul)
cDNA (o Agua para control negativo o blango) 3ul
Agua pura 35ul
10X PCR Buffer Advantage Sul
dNTPs (40 mM) 4 ul
Forward Primer (1@M) 1l
Reverse Primer (10M) 1l
Taq polymerase Advantage 1l

Condiciones de PCR:

95°C por 10 min.
95°C por 30 seg.
35 ciclos 52°C por 30 seg.
72°C por 30 min.
72°C por 5 min.

4°C sostenido.

e. Reaccion de clonacion en vector pPGEM®-T EasyPara un volumen final de

reaccion de 1Ql, mezclar pGEM®-T Easy Vector Systems Kit)

Reactivo y concentracion Cantidad (ul)
buffer de DNA ligasa 2X 5ul
Producto de PCR X pl*
Vector (50 ng) 1l
DNA ligasa 1l

Mezclar suavemente e incubar la reaccion por 1 &dteanperatura ambiente.

* La cantidad (ul) de PCR a ligar dependera der¢g@rcién molar inserto: vector
gue se quiera manejar, la proporcion utilizadaee3.6:1. Por lo tanto, la cantidad de
PCR utilizada es de 12.7 ng, segun la siguientadta: En donde la fraccion 7.6/1
corresponde a la proporcién 7.6:1 inserto: vediocse desea cambiar esta proporcion
se puede hacer.

50 ng vector * 0.1 kg inserto 7.6
ng inserto = * —
3.0 kb vector 1
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f. Limpieza de producto de ligacion al vectorA los 10ul de ligacion agregar 40l

de agua y 50Qul de sec-butanol, dar vortex suavemente y centifag14000 r.p.m
por 10 minutos. Descartar con una micropipeta &riml (fase superior) y agregar 1
ml de etanol absoluto frio. Centrifugar a 14000m.por 25 minutos, posteriormente,

descartar etanol, dejar secar y resuspender ghdeagua (Shao-Yao 2006).

g. Transformacion de células bacterianasA 2 pl de reaccion de clonacion agregar
22 ul de células bacterianas y mezclar suavemente agipkta. Cuidadosamente
transferir la mezcla a una celda evitando la forgrade burbujas. Electroporar las
muestras a un voltaje mayor a 2.1 kV y a una ctpaga de 400uF.
Inmediatamente transferir las células transforngatein tubo con 1 ml de medio
SOC e incubar en un shaker a 37°C por 1 hora. forado, se debe preparar LB
sélido con carbenicilina (5@g/ml), IPTG (0.5 mM) y Xgal (8Qug/ml) en varia cajas
de petri de plastico. Platear varias de ellas, @dodas células hayan crecido por 1
hora, con diferentes volimenes de transformantid, (500 ul y 150 ul) para que al
menos una placa tenga colonias separadas. Encub&tCapor toda la noche. Al
siguiente dia se debe elegir las placas con ca@@paradas, picar con un palillo las
colonias de color blanco y sembrar cada una eroma ge una placa 96, en cada uno
de los cuales hay 2Q0 de LB liquido con carbenicilina. Incubar a 37 g@r toda la
noche (Shao-Yao 2006).

h. PCR con clones:Preparar un coctel de PCR dependiendo de la eantie
reacciones con los siguientes reactivos, para wmem final de cada reaccion de 50
ul (Shao-Yao 2006).

Reactivo y concentracion Cantidad (ul)
Colonia de bacteria con inserto S5ul
Agua pura 32.2ul
10X PCR Bulffer Sul
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Mg 25 mM 3ul

dNTPs (20 mM) 1.3ul
Primer T7 1.5pl
Primer SP6 1.5ul
Tag polymerase 1

Condiciones de PCR:

95°C por 10 min.
95°C por 30 seg.
57°C por 30 seg.
72°C por 1 min.
95°C por 30 seg.
35 ciclos 52°C por 30 seg.
72°C por 1 min.
72°C por 10 min.

4°C sostenido.

Anexo 6: Cuantificacion de la concentracion
(http://www.roswellpark.org/files/1 2 1/Genomics/MA&@protocols/PicoGreen%20
dsDNA%20guantitation.plf

En primer lugar se debe preparar la curva estadelddNA, en base a la cual se
realizard la lectura del DNA de concentracion descwma. Esto consiste en preparar
en TE 1X 4 concentraciones diferentes del DNA adrftt ng/ul, 0.5 ng/ul, 0.1 ng/ul

y 0.02 ng/ul) y un blanco. Nuestra muestra probldetae preparase con un factor de
dilucién de 50. Todo esto debe prepararse en uaeaplpara agregar 100 ul de

picogreen y ser leido por el fluorometro.

Anexo 7:Protocolo para secuenciacion (ABI PRISM® Big Dyertimator V1.1.

cycle sequencing Ready Reaction Kit).
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a. Limpieza de producto de PCR de clones:

1. A un PCR de 50 ul adicionar 1 vol de PEG 20% INa& M (10 g de Polietilen
glycol (8.000) + 7.3 g de NaCl) y tapar con cirstgplaca.

2. Mezclar por vortex, dar spin para bajar la nmaeste la tapa e incubar a
temperatura ambiente por 15 minutos.

3. Centrifugar a 2800 RPM por 30 minutos a 4°C gcdetar el sobrenadante por
inversion.

4. Adicionar 100 ul de Etanol 70%, centrifugar ®@&PM por 10 minutos a 4°C y
descartar el sobrenadante por inversion.

5. Invertir placas de 96 sobre una toalla de pgpadr un spin (a 500 RPM) para
quitar el exceso de etanol.

6. Resuspender en 10 ul de Agua y revisar 2 ubbdegazarosa 4%.

b. Reaccion de secuenci&n una nueva placa de 96 preparar:

Reactivo y concentracion Cantidad (ul)
PCR 3l
Terminator Ready reaction Mix BigDyg 2ul
Primer SP6 2ul
Buffer 5X 1l

Condiciones de PCR:
95°C por 5 min.
95°C por 30 seg.

30 ciclos 50°C por 10 seg.
60°C por 4 min.

4°C sostenido.

c. Limpieza de secuencia:
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1. Agregar 25 ul de Acetato de Na 120 mM + Etarg8bq1 ul de Acetato de Na 3M
y 24 ul de etanol 100%) a la reaccion de secuetecitO ul.

2. Incubar por 20 min. A -20°C, centrifugar a 14PM por 30 min. A 4°C y
descartar el sobrenadante.

3. Agregar 250 ul de Etanol 70%, centrifugar a DAB®PM por 15 min. A 4°C y
descartar el sobrenadante

4. Dejar secar, resuspender en 3 ul de buffer dggaservir en el secuenciador ABI

en un gel de acrilamida 4%.
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