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RESUMEN

La impronta genérmica es un fenémeno epigenético que acontece en plantas vy
mamiferos en el cual los alelos son expresados diferencialmente dependiendo del
origen parental. La impronta gendmica ocurre en embrion y en tejidos
extraembridnicos, placenta en caso de mamiferos y endosperma en
angiospermas. En plantas, se han identificado improntados una clase completa de
genes no codificantes: los siRNAs dependendientes de Pol-1V (P4-siRNAs). En
mariferos, varios sRNAs (pegquefios RNAs) de distintas clases han sido
identificados, entre ellos los microRNAs (miRNAs). A pesar de que los miRNAs
junto con los P4-siRNAs son los sRNAs mas abundantes en angiospermas no hay
registro alguno de miRNAs improntados. Para identificar miRNAs improntados
gendmicamente se identificaron los miRNAS expresados en semillas en desarrollo
de Arabidopsis thaliana, se disefiaron cebadores correspondientes especificos y
se amplificaron sus regiones promotoras. Se clonaron las regiones amplificadas a
un vector de entrada y mediante tecnologia TA a un vector de expresion (portador
de GFP). Estos vectores se utilizaron para la transformacion de Agrobacferium

tumefaciens y Arabidopsis thaliana sucesivamente.

El presente trabajo permitic 1a identificacion de 57 miRNAS presentes en semillas
en desarrollo de Arabidopsis; se construyeron vectores reporteros para 38 de ellos
y se crearon 22 lineas transgénicas de Arabidopsis, las cuales expresaron GFP en

los tejidos donde esta presente cada miRNA especifico.

Este matertal permitira la subsiguiente realizacién de cruzas reciprocas para
determinar si los miRNA se encuentran improntados genomicamente en semillas

en desarrollo de Arabidopsis.
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1 INTRODUCCION.

1.1 Arabidopsis thaliana.

Arabidopsis thaliana es una angiosperma miembro de la familia Brassiaceae
(Pang, 1987). Su tamafio pequefio, rapido ciclo de vida y el genoma totalmente
secuenciado hacen de esta planta un modelo experimental ideal para estudios de
biologia molecular (Hays 2002; Zhang, 2006).

1.2 Doble fecundacion en plantas angiospermas.

Las angiospermas presentan caracteristicas que las distinguen; entre ellas: la
estructura floral, el carpelo (6rgano femenino) y el estigma (6érgano masculino)
encerrados en la misma flor y su doble fecundacion (Friis, 1987). El gametofito
fermenino, también conocido como saco embrionario ¢ megagametofito contiene
dos gametos: la ceéluta central (binucleada) y la ovocélula (uninucleada) (Sott,
2008). E! gameto masculino, también conocido como grano de polen o
microgametofito contiene dos espermas: uno de ellos fertiliza a fa ovocélula, y
produce el embrion, y el segundo se fusiona con la célula central del
megagametofito convirtiéndose en el endosperma (Yadgari, 2004). Endosperma y
embrion son idénticos en su composicion genética, pero difiere su nivel de ploidia
y funcion (Figura 1.1). El endosperma es un tejido triploide, ya que tiene un
genoma materno extra, mientras gue el embrién es diploide (Ghering, 2004). La
funcion del endosperma consiste en importar nutrientes del tejido materno, a su
vez el embrion absorbera al endosperma nutritivo y germinara para convertirse en

esporcfito.

1.3 Impronta genémica.

La impronta genomica o marcaje gendémico es un proceso biclogico por el cual un
gen o dominio gendémico se encuentra marcado bioguimicamente que resuita en la
expresion diferencial de alelos de manera dependiente del padre de origen
(Kholer, 2009). La impronta genémica fue descubierta por primera vez en plantas,
especificamente en el maiz (Kermicle, 1970), y luego se identificd en mamiferos
En plantas y en mamiferos la impronta genémica ocurre tanto en el embrién como
en los tejidos anexos: la placenta y el endosperma. Se ha propuesto que este
fenémeno eveluciond como consecuencia de un conflicto de distribucion de los
nutrientes de la madre hacia los hijos (Kinoshita, 2008).
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Pollen tube

Sac embryo

Figura 1.1: Fecundacién doble en plantas angiospermas. El polen contiene dos gametos
idénticos, uno de ellos fertiliza la célula cigoto formando un embrion diploide y el otro se fusiona
con la célula central formando el endosperma triploide.

1.3.1 Impronta gendmica y regulacién del tamafio de semillas.

La impronta gendmica afecta el tamano de las semillas, esto ha sido claramente
demostrado por cruzas interploides. Cruzar una madre diploide (2n) con un padre
tetraploide (4n) resulta en semillas viables mas grandes que las semillas
silvestres. En contraste, si se cruzan hembras 4n con donadores de polen 2n se
generan semillas viables mas pequefias que las silvestres (el nivel de ploidia de la
madre siempre se escribe primero; por ejemplo 4 X 2 significa una cruza donde la
madre es tetraploide y el padre es diploide) (Scott, 1998). Aunado a esto, en
mamiferos y en plantas se ha descubierto que muchos genes improntados o
marcados afectan la demanda y el abastecimiento de nutrientes, de la placenta o
del endosperma, hacia el embrién (Berger, 2009). Estos resultados apoyan la
hipétesis del conflicto genémico, la cual postula que cuando existe reproduccion
sexual, ambos genomas parentales comparten un conflicto de interés: si la hembra
tiene hijos de diferentes padres, cada macho intentara dirigir nutrientes de la
madre hacia los cigotos que él haya fertilizado; opuestamente la madre
regularizard negativamente la interferencia genética del padre para asegurar una
distribucion equitativa de los nutrientes a sus hijos, lo cual es ventajoso para la
hembra pues ella esta emparentada genéticamente con todos ellos (Haig, 1991).

1.3.2 Genes improntados en plantas y mamiferos
Hasta la fecha aproximadamente 80 genes codificantes han sido identificados
como improntados en mamiferos y solo 18 en plantas; esencialmente en maiz y
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Arabidopsis (Cuadro 1.1). En contraste a los mamiferos donde el marcaje genético
ocurre tanto en el embrién como en la placenta, en plantas este sdlo ocurre en el
endosperma, con la unica excepcion de mee 7, gen imprentado en el embrién de
el maiz (Lin, 2007; Jahnke, 2009). En plantas los genes codificantes improntados
se encuentran dispersos en el genoma, mientras que en mamiferos se encuentran
agrupados; dentro de estos grupos existen secuencias que producen distintas
clases de RNAs pequeiios (SBNAs) no codificantes. En plantas la Unica clase de
sRBNAs identificados como improntados son los RNA de interferencia pequefios-
dependientes de la RNA Polimerasa IV (p4-siRANS) (Roy, 2008; Mosher, 2009).

1.3.3 Mecanismo de la impronta gendmica en plantas

La expresion de un alelo en funcion de su arigen parental se lleva a cabo por
modificaciones especificas en el genoma. Tipicamente se define como gen
improntado maternatmente al silenciamiento del alelo materno y la expresion del
paterno. Inversamente, improntade paternalmente significa la expresion del alelo
materno y la represidn del paterno.

Los dos principales mecanismos de modificaciones epigenéticas en plantas y
mamiferos son: la metilacion del DNA y la trimetilacion del grupo Polycomb de la
histona 3 (H3K27me3). En plantas, la eliminacion del grupo metilo de la 5-
metilcitosina por la glicosilsa DEMETER (DME) conlleva a una metilacién
diferencial entre los alelos parentales en el endosperma de Arabidopsis (Figura
1.2). La proteina DME es expresada en la célula central del gametofito femenino,
lo que resulta en la remocidn de las citocinas metiladas de los alelos maternos
correspondientes a los genes improntados codificantes: MEDEA (MEA),
FLOWERING WAGENINGEN (FWA) y de FERTILIZATION INDEPENDENT SEED
2 (FI52). De esta forma los alelos maternos son expresados en el endosperma,
mieniras gue los alelos patermnos permanecen silenciados, pues se encuentran
metilados (Chinnusamy, 2009; lkeda, 2008).

Adicionalmente las vias metabdlicas del Retinoblastoma refated 1 en interaccion
con el supresor multicopia de IRA1 (RBR1/MSI) disminuyen la expresion de la
DNA metiltransferasa MET1 mediada por la represion de la transcripcion durante
la gametogénesis femenina, formande DNA hemi-metilado, el cual es blanco
preferencial de la DME. Asi, RBR1/MSIH activa los genes expresados
maternalmente FIS2 y FWA debido a que reprime a METT en la célula central
{Jullien, 2008). La metilacién del DNA en los elementos c¢is en las regiones
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promotoras de los genes MPC, FWA y FIS2 es necesaria para la represién. En
contraste el silenciamiento del alelo materno del PHERES (PHE1) y de los alelos
paternos de MEA y ARABIDOPSIS FORMIN HOMOLQGUE 5 son llevados a cabo
por la metilacion de la histona H3K27me3 (marca represiva) establecida por las
proteinas del grupo Polycomb (Fis PcG). La importancia del complejo Fis PcG es
demostrada en las mutanies fis las cuales son estériles, las semillas son
abortadas. Las plantas mutantes fis son asociadas con el incremento de la
expresion de PHE1/ AGL 37 (factor de transcripcidn de la caja MAD) y otros genes
en el endosperma que son esenciales para el desarrollo de la semilla, estos
defectos son asociados con el incremento de la expresion de PHET (Jullien, 2009).

1.3.4 Demetilacin sistematica en el endosperma en Arabidopsis

Como se describid previamente, la metilacion de las citosinas ya sea del alelo
paterno ¢ materno lleva a la impronta genomica. Recientemente se compard la
metilacion entre el endosperma y el embrién y se descubrié una demetilacién
general de el primero en las citosinas del DNA. La reduccién de [a metilacion en el
esdosperma ocurre principalmente en transposones, elementos repetitivos, asi
como en genes ceodificantes de proteinas. Este hallazgo incremento el nimero de
genes improntados de cince a once, HDG3, HDG8, HGDY, ATMYB3RZ y
AT5G62110 son los nuevos genes identificados, todos ellos estén flanqueados o
contienen transposones, Los transposones son elementos considerados parasitos
genomicos y a su vez una fuente de variacién genética en el hospedero. Es
posible que la impronta gendmica se haya derivado del esfuerzo del hospedero
para silenciar a los transposones invasores ajenos. Los genes improntados
conocidos hasta el momento, tienen una metilacidon menor en el endosperma que
en el embridn, por lo tanto genes con metilacion reducida y expresion
incrementada en el endosperma en relacién al embrion son candidatos para estar
improntados genémicamente (Ghering, 2009; Hsiech, 2009).
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Figura 1.2 Ejemplos de genes maternales y paternales impresos en Arabidopsis En la célula
central la enzima DME remueve los grupos metilo de las citosinas de FWA, FIS2 y MEA, induciendo
su expresion mientras en el gametofito masculino, |la ausencia de DME y la presencia del complejo
PcG mantiene la represion (improntados paternalmente).En contraste PHEI es suprimido en la

célula central por el complejo PcG (improntado maternalmente).
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Especie Gen impronta parental Tejido

Codificante improntade
Maiz R (solo ciertos alelos) Paternal Endosperma
(Zea mays)
Alelo MO17 del locus DZR1 Paternal Endosperma
FERTILIZATION Paternal Endosperma
INDEPENDENT ENDOSPERM
1 (FIET)
NO APICAL MERISTEM Paternal Endosperma
RELATED PROTEIN 1 (NRP1}
MAIZE ENHANCER OF Paternal
ZESTET (MEZT) Endosperma
MATERNALLY EXPRESSED Faternal Endosperma
GENET (MEGT)
MATERNALLY EXPRESSED IN Paternal Endosperma y
EMBRYQ 1 {MEET)} embridn
Arabit.jiopsis MEDEA (MEA) Paternal Endosperma
thaliana
FLOWERING WAGENINGEN Paternal Endosperma
{(FWA)
PHEREST (PHET) Maternal Endosperma
FERTILIZATION Paternal Endosperma
INDEPENDENT SEED 2 (FIS2)
MATERNALLY EXPRESSED Paternal Endosperma
PAB C-TERMINAL (MPC} 43
ARABIDOPSIS FORMIN Patermat Endosperma
HOMOLOGUE 5 (AtFH5;
HD-ZIP GENES (HDG9) Paternal Endosperma
HD-ZIP GENES (HDGS) Paternal Endosperma
HD-ZIP GENE3 (HDG3) Paternal Endosperma
ATMYBRZ2 Paternal Endosperma
AT5G62110 Paternal Endosperma
P4-5iRNAS® Paternal Endosperma

Cuadro 1.1. Genes improntados en Maiz y Arabidopsis. La mayoria de los genes estan
improntados paternalmente en el endosperma; con las excepciones de Mee7 improntado en el
endosperma y en el embrion y de PHET improntado maternalmente. Los Gnicos genes no
codificantes identificados en plantas como improntadoes son los p4-siRNAS.
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1.4 RNA de interferencia

El silenciamiento genamico, también conocido como RNA de interferencia (RNAI),
fue descubierto mas no entendido, a principios de los 90's en plantas, cuando la
expresion del gen enddgeno CHALCONE SYNTHASE (CHS) fue reducida post-
transcripcionalmente debido a la introduccion de su gen homdloge transgénico
(chs) (Napoli, 1990). Después de este hallazgc en plantas de tabaco, se
describié, que la infeccion viral induce la destruccidon de RNA homologo, no
solamente de virus invasores sino también de virus pertenecientes a la misma
familia {Lindbo, 1993). Basandose en esos descubrimientos, se propuso que la
degradacién de secuencias especificas de RNA era generada por los transgenes
cuyos blancos son secuencias homologas (Prins, 2008). Esta hipdtesis fue
sustentada por dos hallazgos: el RNA de doble cadena (dsRNa) que silencia la
expresién de secuencias homologas en Caenorhabditis elegans (Fire, 1998) y los
sRNAs derivados de transgenes que pasan por un proceso de silenciamiento post-
transcripcional (Hamilton, 1999). Estos hallazgos proporcionaren los fundamentos
para el descubrimiento del RNAi: dsRNAs (RNA de doble cadena) que son
procesados en pequefios RNAs (20-26nt) que guian la degradacidn de secuencias
homélogas.

En los afios siguientes se hizo evidente que los sSRNAs no son solo derivados de
acido nucleicos exdgenos sino también de locus enddgenos. Hoy en dia se
entiende que el RNAI y el silenciamiento gendémico no son sélo una via sino una
red compleja con funciones criticas durante el desarrolle, la respuesta al estrés,
las funciones de vigilancia de transposones y estabilidad genomica (Vazquez,
2010).

El mecanismo de RNAi puede ser explicado a través de los siguientes pasos:
exbégeno o endogeno dsRNA es reconocido por la enzima Ribonucleasa Il
también conocida como proteina Dicer Like (DCL) en plantas, vy es procesado en
diplex de RNA mas cortos (20-26 nt). En seguida, el duplex es desenvuelio
(unwinded), y una de las cadenas, conocida como RNA guia o cadena guia, se
une a una proteina denominada Argonauta (AGQO) que forma parte del complejo
de silenciamiento inducido por RNA (RISC). El complejo RISC sera guiado por el
RNA guia a su blanco a degradar: los RNAs homologos a este dltimo {Siomi,
2009).
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1.4.1 RNAi en plantas

Los organismos eucariotas tienen diferentes cantidades de proteinas Argonautas y
DCL. La especificidad del silenciamiento es provista por el siRNA mientras que las
proteinas Argonautas provocan la represion de la traduccion o el procesamiento
del RNA. Por ejemplo, A. thaliana tiene 10 proteinas argonautas, de las cuales
AGO1, AGO4, AGOSB, AGOT v AGO10 han sido relacionadas funcionalmente con
diferentes tipos de siRNAs, cuatro DCL que producen siRNAs de 21-24 nt y 6
polimerasas de RNA dependientes de RNA (RDR). La enorme variedad de siRNA
y proteinas envueltas en RNAI, quiza se deba al hecho de que las plantas son
organismos sésiles y reguieren de un amplio repertoric de respuestas al esirés
causado por el ambiente (Ghildiyal, 2009; Siomi, 2008).

1.4.2 Clases de SRNAs

En plantas han sido identificadas por lo menos cuatro diferentes clases de sRNAs.
Tres de ellas regulan la expresion génica de forma negativa y post-
transcripcionalmente ya sea por procesamiento del RNAm o inhibicion de la
traduccion de proteinas, estos son los microRNAs (miRNAs), los RNA
transactivadores de tamafic pequefio (ta-siRNA} y los RNA de interferencia
naturales (nat-siRNA). En contraste la cuarta clase de siRNAs, los siRNAs
dependientes de Pol-[V (P4-siRNAs) actuan a nivel transcripcional. Los sRNAs
mas abundantes en angiospermas son los miRNAs y los P4-siRNAs (Eamens,
2008; Brodersen, 2008).

1.4.2.1 P4-siRNAs
Los P4-siRNAs también conocidos como siRNAs heterocromaticos (hc-siRNAs) o

siRNAs asociados a repeticiones (ra-siRNAs), tienen 24 nt de longitud y son los
sRNAs mas abundantes en angiospermas. Los P4-siRNAs inducen el
silenciamiento gendmico guiando la metilacion de los residuos de citosina del DNA
homologo, procese conocido como metitacion del DNA dependiente de RNA
(RdDM). Los P4-siRNAs son codificados tipicamente por regiones
heterocrométicas de DNA, transposones, regiones intergénicas e inducen
metilacién de novo (Vaucheret, 2006, Mosher, 2010).

1.4.2.2 Biogénesis de los p4-siRNAs

La participacion de la polimerasa de DNA Pol IV, polimerasa de DNA especifica de
plantas, es un requerimiento para la produccion de los P4-siRNAs. Pol [V sintetiza
transcritos de RNA los cuales son convertidos a dsRNA por RDR2 y procesados
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por DCL3 para producir diplex de 24 ni. La cadena guia es cargada en una
proteina AGO4 vy guiada para dirigir la metilacion del DNA e histonas.
Recientemente fue demostrado que la produccion de lo P4-siRNAs es uniparental
durante el desarrollo de semillas de Arabidopsis y que todos ellos estan
improntados paternalmente. Los p4-siRNAs son producidos por alrededor de
5,000 Joci, lo que representa mas del 10% del genoma de Arabidopsis; esto
incrementa dramaticamente el nimero de loci improntados gendmicamente en
Arabidopsis (Mosher, 2009; Mosher, 2010).

1.4.2.3 microRNAs
Los miRNAs son pequefios RNAs (20-24 nt) enddgenos que regulan la expresion
génica y juegan papeles cruciales en el desarrollo, diferenciacion y respuesta a
estrés ambiental. Alguncs miRNAs estan altamente conservados en distintos
linajes de plantas lo que sugiere, a su vez la conservacion en las secuencias
blanco regulatorias (Bartel, 2009; Yang, 2006).

1.4.2.4 Biogénesis de los miRNAs

Los miRNAs son tipicamente codificados por regiones intergénicas y son
transcritos por la RNA polimerasa || para producir el franscripto primario (pri-
miRNA). El pri-miRNA es una cadena sencilla de RNA doblada para formar una
secuencia de RNA de doble cadena {dsRNA) poli-adenilada y con caperuza
(Figura 1.3). Las proteinas HYPONASTIC LEAVES 1 (HYL1), SERRATE (SE) vy
DCL procesan la cola poli-adenilada de los pri-miRNAs, para formar el pre-miRNA.
HYL1, SE y DCL1 actdan nuevamente y procesan la estructura de gancho para
generar un dsRNA de 21 nt (MIRNA/MIRNA® el cual es metilade por HUA
HENCER 1 (HEN 1) y transportado al citoplasma a través de la proteina
transportadora HASTY (HST). En el citoplasma la cadena guia sera
preferencialmente unida a AGO1 y guiara el corte del RNA mensajero (RNAm)
diana mediante complementariedad de bases. A diferencia de los miRNAs de
animales, la mayoria de los miRNAs en plantas tienen una complementariedad
casi perfecta a sus dianas, lo que resulta en una regulacion negativa mediante el
corte de los RNAs blanco. Los complejos RISC también pueden dar como
resultado la supresion de Ila traduccidon de Ilos RNAmM mediante Ila
complementariedad imperfecta de los miRNAs con su diana (Voinnet, 2009; Chen,

2008).
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Figura 1.3 Biogénesis de los miRNAs en plantas. Los miRNAs son transcritos por la polimerasa de
RNA pol Il se producen los pri-miRNAs, estructuras en forma de asa poli-adelinada y con caperuza.
El pri-miRNA es procesado por DCL1, SE y HYL, primeramente se elimina la cola poli(A) y después el
gancho imperfecto es cortado para generar un diuplex miRNA-miRNA*. El diplex es metilado por
HEN1 para ser transferido al citoplasma por HST. La cadena guia es cargada en la proteina AGO1
para promover ya sea la degradacién del RNAm o la inhibicién de su traduccion.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En mamiferos, se han identificado diversas clases de sRNAs improntadas, entre
ellas diversos miRNAs. En plantas, los miRNAs en conjunto con los p4-siRNAs
son los sRNAs mas abundantes. Sin embargo, hasta el momento solo se han
reportado improntados los p4-siRNAs.

JUSTIFICACION

Los cereales son semillas que consfituyen la mayor fuente de energia en el
mundo, en paises en vias de desarrollo éstas aportan del 80-100% de la
alimentacién diaria y en paises desarrollados aproximadamente el 25%. El
consumo de cada tipo de cereal varia dependiendo de la zona geografica; trigo en
Europa, arroz en Asia y maiz en América. LA FAO reporté una produccién mundial
de cereales en 2010 de 2.229 millones de toneladas (www.fac.org). Se ha
demostrado que los mecanismos relacionados con la impronta genémica de genes
codificantes en semillas en desarrollo afecta el tamafo de la semilla. Es
importante conocer este mecanismo por el impacto que tendria en la produccién
mundial de granos y cereales.
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OBJETIVOS

Objetivo general:

Identificar los mIRNAs improntados gendmicamente en semillas en
desarrollo de Arabidopsis thaliana.

Objetivos particulares:

Identificar los miRNAs que se expresan en las semillas en desarrollo de
Arabidopsis thaliana.

Identificar 1a regién promotora de los miRNAsS que se expresan en semillas
de Arabidopsis thaliana.

Construir vectores de expresion que contengan el promotor del miRNA
fusionado a la proteina GFP.

Obtencion de lineas transgénicas de Arabidopsis utilizando Agrobacterium
tumefaciens.

23



2 Materiales y métodos

La mayoria de los metodos se llevaron a cabo utilizando la metodologia descrita
en Ausbel (1990) o Sambrook (2001) con algunas modificaciones. Agua Ultrapura
(Millipak-20 Express, 0.22 ym, Milli-Q system) se utilizé en todos los protocolos.
Las soluciones fueron esterilizadas ya sea por filtracidon con jeringa vy filtro (0.20
wm filtro Minisart} o en autoclave (12.8 kPa, 121°C por 20 min). Las muestras de
un volumen menor a 2 mbL fueron centrifugadas en una centrifugadora Heraeus-
Pico17, mientras que las muestras de volumen mayor fueron centrifugadas como
se indicara posteriormente en los protocolos. La manipulacién de todo el material
transgénico fue llevado a cabo de acuerdo con los estatutos de la Gene
Technology Act 2000 regulada por la “Office of the Gene Technology Regulation”
de Australia.

2.2 Métodos bacteriolégicos

2.2.1 Cepas de bacterias y vectores (plasmidos)

2.2.1.1 Cepas de Escherichia coli
DH5a F-, 80dlacZAM15, A flacZYA-argF) U168, recA1, endA1, hsdR17, supE4d4,

thi-1, gyrA, refA1 (Invitrogen).

TOP10 F-, merA, A (mr-hsdRMS-mcrBC), @B0lacZAM15, AlacX74,deoR, nupG,
recAi, araD139, A (ara-lew)7697, gall, galk, rpsL(StrR), endA1 nupG (Invitrogen).

JM109 recA1, endAl, gyrAS6. thi, hsdR17. supE44, relA1, A (Jac-proAB)/F'
[traD36. proAB”, lacl, lacZAM) (donacion del laboratorio del Dr. Naresh Verma,
ANU).

2.2.1.2 Cepa de Agrobacterium tumefaciens:
GV3101:pMP0 usado para la transformacion de Arabidopsis, portador del gen de
la resistencia a la rifampicilina como marcador de seleccién.

2.2.2 Plasmidos

Para el desarrollo del presente proyecto se utilizé un sistema de clonacién tipo
Gateway, que permite la clonaciéon de productos de PCR. El sistema Gateway
consiste en el vector de clonacion pCR8/GW/TOPO (Figura 2.1) en el cual se
clonara el gen en medio de los sitios affL, el vector GW::GFP (Figura 2.1) portador
de los sitios attR ric arriba del gen que cedifica para la proteina fluorescente verde
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{Green Fluorescent Protein, GFP) y el mix A recombinasa (seccion 2.3.3). Los
sitios aft son sitios de recombinacion reconocidos por la recombinasa de X, que
permite la transferencia direccional de la secuencia de DNA del vector de entrada
al vector de destino. El otro plasmido utilizado fue el pSoup (Figura 2.3), el cual
permite al pGW::GFP replicarse en Agrobacterium. El plasmido pSoup contiene el
gen de la replicasa pSa, la cual actia en trans para permitile a pGW:.GFP
replicarse.

Los plasmidos construidos en este proyecto pueden consultarse en el apéndice 1

2.2.3 Medio de cultivo

E. coli y A. tumefaciens fueron cultivados en medio Luria-Bertani (LB) (extracto de
levadura 20g, Triptona 10g y Cloruro de Sodio 5g por L). Todas las cepas de E.
coli fueron incubadas a 37°C mientras que A. fumefaciens fue incubada a 28°C.
Los antibidticos fueron adicionados de acuerdo al gen de resistencia que contenia
cada plasmido y segun las indicaciones del proveedor.

2.2.4 Preparacion de células competentes por tratamiento quimico.

Las bacterias competentes para transformacién por choque térmico fueron
preparadas como o detallan Sambrook y Russell {(2001) con pequerias
madificaciones. Diez mL de un cultive de la cepa apropiada fueron inoculados en
250 mL de LB e incubados a 18°C con agitacion orbital a 50 rpm hasta presentar
una absorbancia de 0.600 a 550 nm. Las células fueron entonces incubadas en
hielo por 10 minutos y recolectadas en una centrifuga a 4,100 rpm por 10 min. El
sobrenadante fue removido vy las células fueron drenadas por 2 min antes de ser
resuspendidas en 80 mL de amortiguador de transformacién “Inoug” (55mM de
MnCL»4H:0, 15mM de CaCly2H,0, 250 mM de KCI, 10 mM PIPES, todos los
componentes disueltos agua mili-Q) se agregaron y mezclaron 1.5 mL de DMSO.
Alicuotas de las células fueron transferidas a tubos previamente enfriados y
estériles e inmediatamente congelados en hielo seco. Las células competentes
fueron almacenadas a -80°C hasta que fuercn requeridas.
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Figura 2.1 a) Mapa de vector de clonaciéon pCR8/GW/TOPO (Invitrogen). EL vector
confiere resistencia a la espectinomicina y los sitios de recombinacién. b) Secuencia del
sitio de clonacién en TOPO. Los sitios de unién de los cebadores y de restriccidon estan
sefialados. La regién sombreada es la secuencia de DNA que sera transferida al vector de
destino mediante la LR recombinacién.

26



GwrfA

1.7 kb
Nos-bar l_—.l GFP Tnos
i I ChioramphenicolR ' I I
EcoRV EcoRV

pSA-ORI

Kanamycin

Figura 2.2 Mapa del vector GW::GFP. El vector lleva el gen reportero GFP, los sitios de
recombinacion y el gen de resistencia a kanamicina.
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Figura 2.3 Mapa del plasmido pSoup. Este plasmido porta el gen pSa replicasa (Rep A)
el cudl provee funciones de replicacion en frans de GW:GFP. El vector confiere
resistencia a tetraciclina.
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2.2.5 Transformacién bacteriana

2.2.5.1 Transformacion quimica de células competentes

La transformacién quimica se llevd a cabo en E coli para casi todas las
construcciones de los vectores de entrada. Fueron mezclados 0.5 L de producto
fresco de PCR, 0.5 pL de solucion salina, 1.5 pL de agua mili-Q y 0.5 pL de vector
TOPO {(volumen total de 3 pL}. La mezcla fue incubada 15 min en hielo y después
se le adicionaron 50 pL de células competentes y se incubd de nuevo en hielo por
30 min. Después las células fueron sometidas a choque térmico a 42°C por 90
segundos y regresadas a hielo por 5 minutos; enseguida se adicionaron 250 uL de
LB y se incubo a 37°C por una hora, después una alicucta se paso a LB Sélido
con antibidtico de seleccion apropiado y se incubo a 37°C toda la noche,

2.2.5.2 Transformacion de células electrocompetentes

Cuando la transformacion de E. coli por chogue térmico no fue exitosa, se utilizé la
transformacidn por electroporacion. Se repitié el procedimiento de 2.2.5.1 con la
unica diferencia de que la solucién salina fue diluida (1:4).

Por otro lado, para la fransformacion de las células competentes de A
tumefaciens, los reactivos fueron los siguientes: 50-100 pL de células
competentes, 1-1.5 uL de plasmido pSoup (50-100 ng de DNA) y 1-2 L del vector
de expresion (100-200 ng de DNA). Esta solucién fue incubada inmediatamente
por 30 min en hielo y la mezcla transferida a celdas de electroporacion (Gene
Pulser Cuvette BioRad) de 0.2 cm de espacio entre electrodos, previamente
enfriadas. Las celdas fueron colocadas en el electroporader (Gene Pulser cuvette)
de la marca BioRad), programado como sigue: pulso de 2.5 kiiovoltios, 25
microfarads y 200 ohm. Inmediatamente después las células fueron resuspendidas
en 250 yL de LB.

Después de su transformacion, las células E. cofi fueron agitadas en una
incubadora por 1 h a 37°C mientras que A. fumefaciens fue incubada de 2-3 h a
una temperatura de 28°C.

2.3 Preparacién y manipulacion del DNA

2.3.1 Purificacién y extraccion de plasmido
La extraccién del plasmido de E. coli yfo A. tumefaciens se llevd a cabo con los

kits AxyPreP Plasmid Miniprep Kit (Axygen Bioscience) y Purelink Quick Plasmid
Miniprep (invitrogen) de acuerdo con las instrucciones del fabricante.
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2.3.2 Digestion mediada por endonucleasas de restriccidn.

EL DNA plasmidico fue digerido con endonucleasas de restriccion (ER) para
seleccionar las colonias de E coli transformadas con vectores cuyo producto de
PCR este insertado en la orientacion correcta. Las enzimas de restriccién usadas
en este proyecto fueron adquiridas de los laboratorios New England BioLabs; el
respectivo amortiguador de cada ER fue usado en todas las reacciones, también
provisto por el fabricante.

Para la seleccién, digestiones sencillas o dobles fueron realizadas, tipicamente en
un volumen total 15 pL{1.5 pL de amortiguador 10x, 0.25 uL de cada ER, 200 a
300 ng de DNA plasmidico y agua Milli-Q estéril para completar el volumen total) e
incubadas de 1-2 hrs a la temperatura optima de cada enzima. Los fragmentos de
DNA fueron inmediatamente separados en un gel de agarosa al 1% o la digestion
fue inactivada por calor.

2.3.3 Reaccién LR (Left-Right)

La reaccion LR fue utilizada para transferir el gen del vector de entrada del
sistema Gateway al vector de destino. Los siguientes componentes fueron
mezclados: 0.5 pL del vector de entrada, 0.5 pL del vector de destino, 3 pL de
amortiguador TE {10 mM Tris-Cl y 1 mM EDTA) y 1 pL de {a enzima LR clonase.
La mezcla fue incubada 25°C por 12 h. Después de |a incubacién se agrego 1 uL
de proteinasa K y la muestra se incubd & 37°C durante 10 min.

2.3.4 Extraccion de DNA del gel de agarosa

Los fragmentos de DNA de interés fueron extraidos del gel de agarosa al 1% y
purificados con el kit AXYGEN Gel Extraction (AXYGEN Bioscience) siguiendo las
instrucciones del fabricante.

2.3.5 Secuenciacion de DNA

2.3.5.1 Secuenciacidn de los productos de PCR

Algunas muestras fuercn enviadas para secuenciar a la School of Botany and
Zoology (BOZO) y ofras a la John Curtin School of Medical Research (JCSMR),
ambas en la Australian National University, Australia.

Las reacciones fueron enviadas a secuenciar con los siguientes componentes: 1
pL de Big Dye Terminator premix, 3.5 uL de amortiguador 5xBig dye, 0.125 yM de
cebador y 150-300 ng de DNA como templete y agua para lograr un volumen total
de 20 L. El programa de amplificacion fue el siguiente:
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94°C por 5min

96°C por 10 seg

50°C por 5 seg

. 80°C por 4 min

Los pasos 2 a 4 fueron repetidos 30 veces.

>won oo

2.3.5.2 Purificacion y preparacion de DNA para secuenciar en microplaca de 96 pozos.
Las muestras fueron transferidas a una microplaca de 96 pozos (Axygen), la cual
contenia 50 yL de etanocl al 95%, 2.0 L de acetato de sodio 3M y 2 yL de EDTA
por pozo. La microplaca fue sellada, invertida 4 veces y se dejé reposar a
temperatura ambiente por 15 min para la precipitacion del DNA. Las muestras
fueron centrifugadas por 20 min a 2500 g vy se elimind el sobrenadante por
inversion. La pastilla fue lavada con etanol al 70%, la microplaca fue invertida una
vez mas y centrifugada brevemente (pulsc)}. Las muestras se secaron por 15 min a
temperatura ambiente.

2.3.6 Cadena en reaccion de la polimerasa (PCR)

2.3.6.1 Amplificacion de promotores

Se utilizé6 la polimerasa Phusion (Finnzimes) para la amplificacion de los
fragmentos de DNA. Los componentes de la reaccién de PCR fueron los
siguientes: 10 ng/uL de DNA gendmico, 0.25 pM de cada cebador, 5 mM dNTPS,
amortiguador HF 1X y agua Milli-Q para un volumen final de 25 pL por reaccion

(concentraciones finales).

Parametros de la PCR

1. 98°C por 46 seg

2.98°C por 5 seg

3.61°C por 30 seg

4. 72°C por 4 min

5. Repetir los pasos 1a 4 por 9 veces
6. 98°C por 5 seg

7. 55°C por 30 seg
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8. 72°C por 4 min
9. Repetir los pasos 6 a 8 por 24 veces
10. 72°C por 4min

2.3.6.2 PCR de colonias de E. coli

Se realizaron PCRs para la seleccion de las colonias recombinantes. Una sola
colonia fue escogida por reaccion de PCR. La colonia fue diluida en 100 uL de
agua estéril e incubada a 90°C por 5 min para provocar la lisis celular y la
expulsion del material gendmico. Subsiguientemente este material genomico fue
utilizado directamente como molde para las PCRs. Los parametros de PCR fueron
los mismos que 1os mencionados arriba.

2.3.7 Limpieza de las reacciones de PCR
Los fragmentos de DNA amplificados fueron purificados con el kit Cleanup Kit
{Axygen Bioscience} de acuerdo a instrucciones del fabricante.

2.3.8 Adicién de adenina a las reacciones de PCR

Para llevar a cabo la clonacion TA era necesario que los productos de la PCR
tuvieran un extremo 3" con cola poli A. Para ese cometido se mezclaron los
productos de PCR con 0.25 yL de Taq polimerasa, 0.25 pL de 10 pM dATP,3.5 pL
de agua Milli-Q y se incubaron a 72°C por 15 minutos.

2.4 Manipulacién y propagacion de plantas

2.4.1 Arabidopsis thaliona: genotiposy condiciones generales de cultivo.

Las plantas de Arabidopsis utilizadas en este proyecto fueron del ecctipo
Columbia (Col-0). Estas fueron germinadas y cultivadas con una mezcla
potenciadora de crecimiento (Debco, Australia) y suplementadas con el fertilizador
Osmocote Exact Mini control {(Scotts Australia, New South Wales).

2.4.2 Transformacion de Arabidopsis thaliana
Un cultivo inicial de 5 mL de A. tumefaciens el cual contenia el plasmido deseado

y los antibidticos de seleccion fue incubado de 12-16 h a 28°C. Este cultivo fue
utilizado para inocular 50 mL de LB con los respectivos antibidticos de seleccidn.
E! medio se incubd aproximadamente por 12 hrs. Los cultivos fueron centrifugados
a 4,000 rpm por 10 minutos a temperatura ambiente. La pastilla fue resuspendida
en 250 mL de medio de infiltracién (MI) (2.2 g MS [sales de Murashige y Skoog],
50 g sacarosa, 500 mL de detergente Silwet L-77, 0.6 g de amortiguador MES a
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pH 7.5 por litro). Cuando las plantas empezaron a retofar, las primeras
inflorescencias fueron removidas para estimular la formacion de las inflorescencias
secundarias. Cuando las inflorescencias secundarias aparecieron las plantas
fueron sumergidas en M| por 2 min, se proporciond un lento masaje para que
todas las inflorescencias quedaran totalmente empapadas. Después de ello las
plantas fueron cubiertas con bolsas de plastico por aproximadamente 12 h para
mantener la humedad y de esta forma asistir la transformacion.

2.4.3 Seleccion de plantas transgénicas de Arabidopsis

Las plantas transgénicas fueron seleccionadas por resistencia a herbicida
(BASTA, Bayer CropScience). El vector porta el gen BAR el cual codifica la
enzima fosfinotricina acetiltransferasa que provee resistencia a herbicidas que
contienen fosfinotricina o BASTA (Brukhin 2000). Por lo tanto las plantas
exitosamente transformadas son resistentes al herbicida BASTA. Las plantuias
fueron rociadas con BASTA {400 pL/L) 2 o 3 veces por semana. Solo las plantas
portadoras del gen BAR sobrevivieron lo que indica que eran plantas transgénicas.
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3 RESULTADOS

En este apartado presento la identificacion de los miRNAs presentes en semillas
en desarrollo de Arabidopsis, la amplificacién y clonacién de los promotores
miRNAs, mediante la metodologia Gateway, en vectores reporteros miRNA-GFP y
la transformacion de Arabidopsis mediada por Agrobacterium portando estos
ditimos,

3.2 Identificacion de miRNAs presentes en las semillas en desarrollo de

Arabidopsis thaliona

Con el proposito de determinar si los miRNAs de Arabidopsis se encuentran
improntados en el genoma de Arabidopsis, el primer paso fue la identificacion de
miRNAs presentes en las semillas en desarrollo, esto se llevo a cabo mediante
analisis bioinformaticos, utilizande miRbase (www.mirbase.org) conocidos
utilizando una base de datos (GSE15348/NCBI GEQ) de pequefios RNAs
presentes en silicuas jovenes ecotipo col-0, de 5 dias después de la polinizacion
(5DAP). Dichos analisis arrojaron como resultado la identificacion de 57 miRNAs
especificos en Arabidopsis, l0s cuales estan distribuidos en 26 familias (tabla 3.1).

De estas 26 familias de miRNAs, 19 de estos se expresan en semillas, mientras
que de las familias restantes {mir156, mir163, mir168, mir169, mir171, mird47, and
mir845) solo se detectaron algunos de sus miembros,

3.3 Identificacion de miRNAs conservados entre Arabidopsis y arroz

Las secuencias de un nudmerc considerable de miRNAs mantienen una
conservacion filogenética entre diversas especies de plantas {monocotiledoneas y
dicotitedéneas). Por ejemplo, las secuencias de 21 familias de miRNAs estan
conservadas entre Oriza sativa (arroz), Popolus trichorca (Alamo balséamico de
California) y Arabidopsis thaliana (oruga o cascabelitos llorones) (Jones-Rhoades,
20086). Con el fin de identificar miRNAs expresados mutuamente en semillas en
desarrollo de Arabidopsis y arroz; las secuencias de los miRNAs presentes en
granos de arroz (Zhu 2008), fueron comparadas con los miRNAs identificados en
semillas de Arabidopsis con SDAP (tabla 3.1). De los 57 miRNAs identificados en
semillas en desarrollo de Arabidopsis, 29 de ellos estaban también presentes en
los granos de arroz. Estos 29 miRNAs representan a 11 familias diferentes.
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miRNA en semillas Presente en Arabidopsis Contexto diferencial de metilacion

de Arabido
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mir172a Si Si - Si
mir172b Si 5 =
mir172e - - -
mir172c - -

mir172d Si Si - -

mir173 - Si - .
mir390a - x =
mir390b - - -

mir403 - = =

mir408 Si - -

mir419 - - -
mird47a - - -
mir447b - - -

mir775 - - -

mir824 - - -

mir827 - Si - Si
mir835 - - -

mir840 - - - Si
mir845a - - - -

Tabla 3.1 miRNAs presente en semillas en desarrollo de Arabidopsis y arroz. En total, 57
miRNAs fueron localizados en semillas en desarrollo de Arabidopsis. De estos 20 estan
conservados en arroz y Arabidopsis y 17 muestran DMRs (regiones diferencialmente metiladas).

3.4 Construccién de vectores reporteros transcripcionales usando GFP

Con el fin de investigar si los miRNAs estan improntados en semillas en desarrollo
de Arabidopsis se disefiaron construcciones reporteras, portadoras de las regiones
promotoras probables de miRNAs fusionadas a la proteina GFP. Adicionalmente
fueron construidos como controles dos vectores reporteros con dos genes
improntados de las proteinas acido giberelico (GA3) (resultados sin publicar) y
MPC (Tiwari 2008). Un resumen de la estrategia para la construccion de los
reporteros transcripcionales miRNA::GFP esta puntualizada en la figura 3.1.

3.4.1 Identificacion de los promotores probables de miRNAs

Practicamente son inexistentes los métodos para identificar las regiones
promotoras de genes codificantes y no codificantes de manera eficaz (Ozsolak
2008; Zhou 2007). Por ende las regiones promotoras de los 57 miRNAs fueron
definidas de acuerdo a las caracteristicas especificas de cada miRNA: intrones,
exones, UTR (del inglés untranslated region o bien de untranslated trailer/

TAIR sequence annotation 10.0).
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Figura 3.1 Resumen de la estrategia para generar reporteros GFP en Arabidopsis. Las
regiones promotoras fueron amplificadas de DNA gendmico de Arabidopsis y clonados mediante el
sistema Gateway. Los promotores fueron transferidos por una reaccion de recombinacién LR a un
vector de destino binario (pGreen GFP). Dentro del pGreen, el gen BAR confiere resistencia al
herbicida BASTA. La region T-DNA dentro del vector de expresion fue transferido a plantas por
medio de Agrobacterium y las plantas Ti transgénicas resistentes fueron seleccionadas mediante
resistencia de crecimiento después de ser rociadas con BASTA.
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Las regiones rio arriba fueron definidas hasta la UTR del siguiente gen. En casos
excepcionales donde la UTR del siguiente gen estaba a mas de 5 kb o a menos de
1.5 kb, en caso de que las primeras no pudieran ser clonadas o no contuvieran el
promotor se seleccionaron regiones de aproximadamente 4 kb y 2.5 kb
respectivamente (respaldo); estas regiones adicionales fueron caracterizadas con
el nombre del miRNA mas un guion bajo y el nimero 1, por ejemplo mir169c_1
que representa a una region adicional del mir169 (respaldo del mir169). En total
para los 57 miRNAs se seleccionaron 74 regiones promotoras probables
(apéndice 3).

3.4.2 PCR de los potenciales promotores de los miRNAs

El software Vector NTI® se utilizd para el disefio de 76 pares de oligonucledtidos
(un par para cada regién promotora), y otros 74 con el propésito de amplificar los
promotores de los 57 miRNAs (57 regiones promotoras especificas mas las 17 de
respaldo) y dos mas, los controles GA3 y MPC. La lista de oligonucledtidos se
encuentra en el apéndice nimero 2. Se aisl6 y purificd el DNA genémico de
Arabidopsis que se utilizé como el DNA templado para amplificar las 74 regiones
promotoras por PCR El resultado de la amplificacién por PCR de 7 promotores y
de un control se muestra en el cuadro y en la figura 3.2.

mir167d NG

mir169b 2.0
mir159a 1.5
mir403 25
mir169c_1 3.0
mir827 1.6
GA3 13

Cuadro 3.2: Ejemplo de la longitud en Kb de las regiones promotoras potenciales de siete miRNAs,
las cuales fueron definidas en esta tesis.
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Figura 3.2. Ejemple de las siete regiones promotoras potenciales que fueron amplificadas mediante
PCR, separadas en un gel de agarosa al 1% y tefidas con bromuro de etidio.

De las 74 regiones promotoras de miRNAs 72 fueron amplificadas exitosamente y
uno de los dos controles (GA3). Los promotores de mir156e, miR167a y el control
MPC no fueron amplificados. Por lo tanto las probables regiones promotoras de 55
miRNAs fueron amplificadas; 17 de ellas tenian una region respaldo amplificada.

3.4 3 Iddentificacion de DMRs cercanas a miRNAs presentes en semillas en desarrollo
En los miRNAs presentes en semillas en desarrollo de Arabidopsis se buscaron
DMRs dentro de una ventana de 6 kb (3 kb 5’y 3 kb 3’ de la secuencia madura de
cada miRNAs). Dicha blsqueda resultd en la identificacién de 17 miRNAs que
contenian DMRs dentro de dicha ventana. En plantas la metilacién de DNA ocurre
en las secuencias CG (citocina y guanina), CHG (H como A, C o T) y en CHH
(Finnegan 1998). La secuencia mas comin de DMRs entre el embrion y el
endosperma fue CG, ya que 16 de los 17 miRNAs con DMRs presentarcn una
metilacién diferencial en dicha region, 12 en la regiéon CHH y 4 enia CH.

Los miRNAs gue contenian DMRSs, las presentaron en distintos contextos y fueron
de una longitud variada, por ejemplo: mir169c_1 and mir827 (figura 3.3),
mir169c_1 contiene dos DMRs una en sitios CG aproximadamente 600 pb de
larga y otra en CHH de 250 pb. Mir827 también contiene dos DMRs en la regidn
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CG de 250 pb y CHH de 3050 pb, sin embargo, la regiéon promotora solo contiene
la DMR CG completa.

al 3 087bp
' | MIiRNA matur
. : sequence
; DMR DMR : *
= b cove- *9 e . /
S A il 3
| |
Rev-primer mir169c FW-primer
b) " 1 6520bp ] .
f - miRNA mature
. DMR ;
) DV : seguence
9000960000000 : /
Roabmniars e ,.‘ p—— 3

l l

Rev-primer mir827 FW-primer

Figura 3.3 Ejemplo de dos regiones promotoras que contienen DMRs. a) Dos DMR fueron
identificadas y amplificadas dentro de la region promotora de mir169c, en CHH (triangulos negros)
y en CG (tridngulos azules). b) La regién promotora de mir827 contiene 2 DMRs; la DMR fue
amplificada en CG completa y una region parcial de la DMR en CHH ya que esta ultima se
extiende rio arriba hasta el siguiente gen.

3.4.4 Construccion de los vectores de clonacion para los promotores
miRNAs

Después de su amplificacion, en las regiones promotoras se les agregé una cola
poliA para generar extremos 3'A libres, para esto se uso una Tag polimerasa
correctora como se describié en la seccién 2.3.8 y fue clonado en el vector
pCR8/GW/TOPO el cual tiene extremos 3'T complementarios libres (tecnologia de

39



clonacion TA). Para determinar la orientacién correcta de los promotores en los
plasmidos recombinantes se utilizé el método de digestién por endonucleasas de
restriccion, para esto fue necesario que la regidn promotora tuviera sitios de
restriccion asimétricos (figura 3.4). De las 74 regiones promotoras probables, 56
de estas regiones fueron clonadas exitosamente en un vector pCR8/GW/TQPO
(Cuadro 3.2). Estas 56 regiones promotoras potenciales corresponden a 42
miRNAs especificos (entre estas 14 de las regiones promotoras clonadas son
respaldo) y el control GA3. La secuencia y orientacidén de cada vector
pCRB/GW/TOPO fue verificada mediante el analisis de su secuencia ({informacion
no mostrada).

3.4.5 Construccion de vectores de expresion

Los promotores clonados fueron transferidos al vector reportero por recombinacién
LR para producir vectores de expresion miRNA para obtener la construccion
promotor miRNAs::GFP. El vector reportero contiene, entre otras caracteristicas, el
gen BAR (confiere resistencia al herbicida BASTA) y el gen codificante de GFP
{permite la visualizacién de los tejidos en los cuales ocurre la transcripcion de
promotores).

Después de |a recombinacion LR, fue confirmada la presencia del promotor rio
arriba de GFP por digestion utilizando la enzima de restriccién EcoRV, la cual
reconoce sitios de restriceidn en ambos lados del sitio de recombinacién attR
(mapa en la figura 1.4). Dos fragmentos de DNA fueron separados y detectados
en gel de agarosa, uno que corresponde al esqueleto del vector pGW:.GFP y el
otra correspondiente al promotor (figura 3.5 a y b).
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Figura 3.4 Clonacién de los promotores de miRNAs y la determinacién de su orientacion
correcta. A la regién promotora se le agrego una cola poliA y fue clonada a un vector pCR8/TOPO,
el cual contiene dos extremos T complementarios libres. El promotor puede ser insertado en dos
diferentes orientaciones y en este ejemplo en especifico, mir167d tiene un sitio de restriccién
asimétrico para Xbal, si el promotor es clonado en la direccién correcta la digestion del plasmido
por Xbal resultara en dos fragmentos de DNA: 4.5 y 1.3 kb. De lo contrario si la orientacién del
promotor es incorrecta después de la digestion del plasmido con Xbal y la separacion en gel de
agarosa 1% resultaran en fragmentos de DNA de 3.6 y 2.1 kb.
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a)

Entry clone
PCRHE-promoler

Promater

Expresson clone
promoter. GFP

Destination clone
GW. GFP

a) Esquema de la construccién del vector reportero mediante el sistema Gateway. El vector
pCR8/GW/TOPO porta el promotor flanqueado por dos sitios attL (PCR8-promoter). El vector
GW::GFP tiene un cassette Gateway (Gwrfa) flanqueado por dos sitios attR. Durante la

recombinacion LR los sitios attLl y attR1 se recombinan y a su vez los sitios attL2 y attR2, dando

como resultado el vector de expresién con el promotor clonado direccionalmente rio arriba del

gen de la proteina GFP.

b)

Ekb—
3kb—
2kb—=

15kb==

Figura 3.5 b) Confirmacién de la presencia del promotor::GFP en el vector de expresion mediante
la digestién por enzimas de restriccién. Las construcciones fueron digeridas por EcoRV, resultando
en dos fragmentos de DNA: el esqueleto del vector (6 kb) y el promotor (longitud en cuadro 3.2 a).
El control es el clon de destinacion que en lugar del promotor contiene el GWrfa cassette (1.7kb).

Los fragmentos de restriccién fueron separados en gel de agarosa al 1%.

42



De ios 42 miRNAs especificos clonados en el vector pCR8/GW/TOPO 39 regiones
promotoras de miRNAs fueron transferidas exitosamente al vector de expresién
pGW::GFP. De dichas regiones, 7 eran de respaldo, siendo un total de 32
regiones promotoras de miRNAS especificas fueron clonadas exitosamente en
Agrobacterium.

3.6 Transformacion de Arabidopsis.

Grupos de 20-25 plantas de Arabidopsis por fueron sumergidas en un medio de
infiltracién el cual entre otros componentes contenia Agrobacferium transformado
con la construccion miRNAs::GFP que corresponde al promotor miRNA especifico
fusionado a GFP. En total se transfectaron aproximadamente 1,000 plantas
ordenadas en 39 bloques distintos (veéase 2.4.2).

Como resultado de los 39 bloques de plantas transformadas de Arabidopsis, 14
bloques fueron transformados y [as semillas colectadas, sin embargo, por
limitaciones de tiempo estas no fuercn sembradas para su seleccién positiva de Ti
(plasmido tumor inducing). La transformacion de Arabidopsis no fue posible con:
mir166::GFP, mir845a::GFP y mir162b ::GFP, pero fue posible con los respaldos
mir845a_1:GFP y mir162b_1.:GFP {(Apéndice 3).

En total en este proyecto se disefiaron 22 lineas transgénicas de Arabidopsis que
presentan promotores de miRNAs especificos ligados al gen que codifica para la
GFP (tabla 3.3). Para verificar que: efectivamente los miRNAs identificados se
expresaran en las semillas en desarrcllc de Arabidopsis la region promotora
seleccionada efectivamente contuviera el promotor y las transformaciones fueron
exitosas se observd al microscopio bajo luz UV las silicuas de Arabidopsis
transformadas (figura 3.6). Las 22 lineas pertenecen a 20 familias distintas, 10 de
ellas (mir187, mir168a, mir189b, mir835, mir156b, mir159a, mir169¢, mir166e,
mir173b y mir162b) se conservan también en granos de amoz y las otras dos:
mir827 y mir169¢ tienen el DMRs en las regiones promotoras clonadas.

El cuadro 3.3 presenta las 22 lineas transgenicas de Arabidopsis y el nimero de
plantulas transformadas. En la figura 3.7 se pueden observar ejemplos de 7 lineas
transgénicas de Arabidopsis bajo luz UV (figura 3.7), es posible apreciar la
expresion localizada de los miRNAs en semillas en desarrollo de Arabidopsis (5

DAP).
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Mirl67d::GFP 10
Mir166c::GFP 8
mirl68a::GFP 11
mirl69b::GFP 10
miR835::GFP 2
mirl56b_1::GFP 2
mirl63::GFP 3
mirl71::GFP £
mir845_1::GFP 7
mir827::GFP 10
mird47b::GFP 5
mirl59a:GFP 1is
mir390b::GFP 15
mirl71la_1::GFP 5
mir824::GFP 15
GA3::GFP 10
mirl72e::GFP 11
mirle9c_1:GFP 3
mirlé6e::GFP 5
mir403::GFP 5
mirl59¢_1::GFP 3
mirl72b:GFP 5
mirl62b::GFP 5

Cuadro 3.3 Lineas transgénicas de Arabidopsis y cantidad de pldntulas transformadas. Se
crearon 22 lineas transgénicas, con un nimero variable de plantulas transformadas por blogue,
por ejemplo con mirl71::GFP solo una plantula resistié a ser rociada con BASTA, en contraste 15
plantulas de mirl59a::GFP y mir390b::GFP sobrevivieron.
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wild type

MPC::GFP

Figura 3.6 Diseccion microscopica de semillas y hojas de Arabidopsis silvestre y control
transgénico. Hojas y semillas de Arabidopsis (5 DAP) fueron visualizadas bajo luz blanca (A,C,E,G) y
luz ultravioleta (B,D, F,H). Hojas silvestres (A, B),y hojas transgénicas contienen el promotor o de
expresion especifico de GFP en floema (SUC2::GFP, C, D), semillas silvestres (E, F) y semillas
transgénicas contienen el promotor de expresion especifico de GFP en el endosperma (MPC::GFP,
G, H). Barra de escala en A es 0.5 cm (representativo para A;B,C,D) y la barra de escala Ees 0.1 mM
(Representativo para E;F,G, H).
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Luz blanca Luz Ultravioleta

Mirl67d::GFP

Mir169b::GFP

Mirl59a::GFP

Mir403::GFP

Mir827::GFP

GA3::GFP

Figura 3.7 Diseccién microscopica de semillas de Arabidopsis transgénicas. Semillas observadas
bajo luz blanca y en luz UV. La proteina GFP se expresa en la semilla y en las paredes de las silicuas
de las plantas transformadas, esto indica la localizacion especifica de los miRNAs en dicho tejidos.
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4 DISCUSION

En angiospermas y en mamiferos se han identificado un ntmero extenso de RNAs
no codificantes improntados. En mamiferos sRNAs de distintas ¢lases se han
identificado como improntados (C/D RNA genes, microRNAS y probablemente
piwiRNAs), en contraste, en las plantas angiospermas, solo ios P4-siRNAs estén
marcados epigenéticamente para la expresion diferencial dependiente de! padre
de origen.

A pesar de que los miRNAs junto con los P4-siRNAs son los sRNAs mas
abundantes en angiospermas hasta la fecha no se ha registrade algan miRNA
improntado.

Métodos utilizados para identificar genes improntados en plantas

Dos métodos distintos han sido utilizados para identificar genes codificantes
improntados en Arabidopsis: el primero consiste en identificar polimorfismos entre
dos accesiones distintas de Arabidopsis, posteriormente generar cruzas reciprocas
y secuenciar los genes expresados para identificar el origen parental. El segundo
método es construir vectores portadores de genes reporteros transcripcionales,
generar cruzas reciprocas y determinar si el gen reportero solo se expresa
dependiendo del progenitor de origen. Inicialmente fue seleccionado el primer
método, sin embargo, dentro de la secuencia madura del miRNA practicamente
eran inexistentes los polimorfismos entre solamente dos accesiones de
Arabidopsis; si se utilizaba esta estrategia hubiesen sido requeridas mas de 20
accesiones de Arabidopsis para realizar las cruzas reciprocas, por ende este
metodos no era viable. Por lo gue el segundo método, la construccion de vectores
que porten el promotor de cada miRNA especifico que se exprese en la semilla
ligado a GFP, para despues realizar cruzas reciprocas y examinar los patrones de
expresion, fue seleccionado con el propdsito de investigar si los miBNAs estan
improntados en las semillas en desarrollo de Arabidopsis.

Para esto primere fue necesario identificar los miRNAs que se expresan en
semillas en desarrollo de Arabidopsis. Existen registros de sBNAs presentes en
semilla de Arabidopsis pero no especificamente de miRNAS, asi que mediante un
BLAST (alineamiento) con la base de datos GSE15348 y mirbase s¢ definieron 57
miRNAs en las semillas en desarrollo de Arabidopsis. Hasta la fecha se han
identificado aproximadamente 291 miRNAs en plantas (www.mirbase.org), de
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acuerdo a los resultados aqui presentados el 19.5% de todos ellos se encuentran
en semilla. Tomando en cuenta que la funcién conocida de los miRNAs en el
desarrollo de Arabidopsis, el hecho de que casi 1 de cada 5 miRNAs se expresen
en semillas en desarrollo, quiza tenga que ver con dichos procesos.

Identificacion de las regiones promotoras y su clonacion en el vector
pCR8IGWITOPO

Después de identificar los miRNAs en semillas de Arabidopsis el siguiente paso
fue la identificacién de las regiones promotoras. No existe una forma exacta de
predecir donde estara el promotor de un gen no codificante, y debido a la cantidad
de regiones promotoras que se necesitaba clonar preferimos clonar las regiones
completas rio arriba de la zona codificante con el propdsito de que en esta regién
se incluyera el promotor dentro de ellas. Cada regién promotora fue seleccicnada
dependiendo de sus caracteristicas especificas y para la mayoria se intenté clonar
hasta la UTR del gen préximo. Como se puede apreciar en el apéndice 3, la
longitud de las regiones fue muy variable, desde fragmentos menores a los 500 pb
hasta casi 8 kb, esto alargo el proyecto de Tesis ya que el siguiente paso era
amplificarlos y clonarlos en tres organismos diferentes E. Coli, Agrobacterium y
Arabidopsis. De los 57 miRNAs, 55 fueron amplificados exitosamente con las
tnicas excepciones de mir156e y mir162a. Cuando los fragmentos de DNA,
productos de la PCR fueron separados en gel de agarosa, miltiples fragmentos de
DNA se observaron, pero ninguno de la longitud correspondiente a la regién
promotora.

De las 55 regiones especificas amplificadas, 42 fuercn clonadas en el vector
pCR8/GW/TOPO. La clonacion no fue exitosa para las 13 regiones promotoras de
los miRNAs restantes. De las 7 regiones promotoras de alrededor de 6 kb o de
mayor longitud ninguna pudo ser clonada (mir161, mirt64b, mirt64¢, mir166a,
mirlé7a, mir172a, mir173). Lo anterior podria deberse a las caracteristicas
técnicas del vector pCRB/GW/TOPO ya que se indica que es util para clonar
fragmentos menores a 5 kb. Sin embargo, fue posible clonar el miR172d que tiene
una longitud de 5,481 pb, por lo que se decidi6 clonar fragmentos de mayor tamafic. Con
base en los resultados se observo que el promotor se encuentra en las regiones
promotoras seleccionadas a ~2 kb rio arriba de la secuencia madura de los
miRNAs, por ende para aquellas regiones promotoras que no fue posible su
clonacién debido quiza a su gran tamafio (mayores de 4 kb) seria mejor utilizar
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fragmentos de ~2 kb rio arriba de la secuencia madura del miRNAs 6 en su
defecto usar un vector con las caracteristicas necesarias para clonar grandes
fragmentos de DNA. En cambio para las regiones promotoras de mir156a, mir156f,
mir156h, mirt57bmir166b, mir775 que no excedian 4 kb el problema no fue la
longitud del fragmento, lo mejor seria redefinirlas,

Debido a que los fragmentos de DNA clonados durante el presente proyecto son
regiones promotoras, fue necesario determinar su orientacion correcta en los
plasmidos recombinantes. Para ello se utilizd el método de digestion por
endonucleasas. Para llevar a cabo esta técnica el dnico requisito era que la region
promotora contuviera sitios de restriccion asimétrices. En e mercado existen
vectores que garantizan direccionar la clonacion, estos Ultimos son la mejor
alternativa cuande se necesita clonar un gran nimero de promotores sin embargo,
en el presente trabajo no fue posible esta opcidn, ya que se habian disefiado los
primers adecuados para pCR8/GW/TOPO.

Disefo de lineas transgénicas de Arabidopsis

Para transformar Arabidopsis, se infiltraron de 20-25 plantas por cada
construccion. Los resultados de la transformacion fueron variables: se obtuvieron
de 1 a 15 plantulas transformadas por bloque. La causa de esta variaciéon es
probablemente la edad de las plantas utilizadas. Es preferible transformar
Arabidopsis justo después de que empiezan a retofiar; se le remueven las
primeras inflorescencias y cuando aparecen las segundas es el momento mas
conveniente para llevar a cabo la transformacién. Aqui, debido a las
complicaciones técnicas se trabajé con inflorescencias tardias que presentaban
semitlas desarrolladas.

Dieciocho bloques de plantas fueron transformados exitosamente y colectadas sus
semillas, éstas no fuercn sometidas a seleccion positiva. La seleccion involucra
que [as semillas sean plantadas y las plantulas que germinen sean rociadas con
BASTA para seleccionar las plantas transgénicas, pero el material genético
generado ahi esta listo para gue se realicen las etapas siguientes.

En total se logré producir 22 lineas transgénicas; todas ellas presentaban
expresion de GFP en semillas. Lo anterior indica que los miRNAs identificados
efectivamente se encuentran presentes en semillas en desarrollo de Arabidopsis,
por ende las regiones de DNA que se seleccionaron como probables regiones
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promotoras, se amplificaron por PCR, y fueron utllizadas exitosamente para la
transformacion de Arabidopsis, en efecto contienen el promotor de cada miRNAs.
Por |o tanto estas regiones dejan de ser “probables” y son las regiones promotoras
de los miRNAs y solo falta confirmar si estan o no improntadas.

Una de las caracteristicas que aumentan las probabilidades de que un gen esté
improntadoe es que se encuentra enmarcados por regiones DMRS, entre el embrion
y el endosperma (Ghering 2009). Se identificaron 17 miRNAs cuyas regiones
promotoras incluyen DMRs, para 15 de estas 17 no fue posible construir las lineas
transgénicas, sin embargo 2 lineas transgénicas fueron disefiadas exitosamente,
mirl67d::GFP y mir827.:GDP. Debido a que de las 22 lineas transgénicas
disefiadas mir167d:GFP y mir827::GDP tienen mas probabilidades de estar
improntadas son las primeras cruzas reciprocas a realizar para observar sus
patrones de expresion. MiR167 regula la expresion de los genes ARF6 y ARF8
{Miin-Feng 2008}, vitales para el desarrcllo de el ovulo y de la antera, mir827
involucrado en las vias de fosforo (Hui-Fen 2010).

Arabidopsis es la planta modelo en biologia molecular, por ello es en ésta donde
se han identificado la mayor cantidad de genes codificantes improntados y a la par
la Unica planta hasta la fecha en donde se han identificado genes no codificantes
improntados (P4-siRNAs). La importancia de estudiar genes improntados en
Arabidopsis reside en que estos conocimientos pueden ser aplicados a plantas de
cultivo, como en su caso sucedié con Mee1 (gen improntado en maiz). Se ha
demostrado gque la impronta gendmica modifica el tamarfio de las semillas,
agrandandolas en varios casos generando un posible impacto econdomico y
alimenticio en granos y cereales.
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CONCLUSIONES

A través del presente proyecto,

Se identificaron 57 miRNAs que se expresan en semillas en desarrollo de
Arabidopsis.

Las regiones promotoras seleccionadas si contienen el promotor, segun los
resultados aqui obtenidos una region de 2 kb rio arriba de la secuencia
madura de miRNA es suficiente para que contenga el promotor.

De los 57 miRNAs identificados, 42 de ellos fueron clonados a un vector de

entrada, de estos 38 fueron clonados exitosamente a un vector de
expresion.

Se confirmo fa construccion de 22 lineas transgénicas de Arabidopsis con
promotor de un miRNA especifico fusionado a GFP.
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PERSPECTIVAS

E!l material aqui disefado representa el inicio de una investigacién que era
continuada durante un proyecto de Posgrado Las 22 lineas transgénicas
disenadas en este proyecto son portadoras de la regién promotora de miRNAs
fusionadas a GFP. Como parte del proyecto, se realizaran las cruzas reciprocas
para cada una de ellas y asi sera posible identificar miRNAs improntados en
semillas en desarrollo de Arabidopsis.

En cuantc a las regiones promotoras que no pudieron ser clonadas en los
vectores, ya sea de entrada o de expresion, queda clarc que estas deben ser
redefinidas o reducidas segun sea el caso en especifico.
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Apendice1

Plasmido Proveedor Resistencia a
antibidticos
pCR®3/GW/TOPO® Invitrogen espectinomicina

pCR*8/GW/TOPO®-mirl72bPro

Este proyecto

espectinomicina

pCR&8/GWITOPQCamirle7dPro

Este proyecto

espectinomicina

pCRE®8/GW/TOPO®-mir166¢cPro

Este proyecto

espectinomicina

pCRa8/GWITOPO®-mirl&8aPro

Este proyecto

espectinomicina

pCRe8/GW/TOPO®-mirgdsPro

Este proyecto

espectinomicina

pCRe8/GW/TOPO®mIir1e9hPro

Este proyecto

espectinomicina

pCR&8/GWITOPO®-mir162bPro

Este proyecto

espectinomicina

pPCRa8/GWITOPO®-mir835Pro

Este proyecto

espectinomicina

pCR&8/GW/TOPO®-2domirlSebpro

Este proyecto

espectinomicina

pCRe&8/GWI/TOPO®-mirl63Pro

Este proyecto

espectinomicina

pCRa8/GW/TOPO®-mirl71Pro

Este proyecto

espectinomicina

pCRa8/GW/TOPO®-2domir845aPro

Este proyecto

espectinomicina

pPCRe8/GWITOPO&-mir827Pro

Este proyecto

espectinomicina

pCRe8/GVW/TOPO®-mirl62bPro

Este proyecto

espectinomicina

pCR&8/GW/TOPO®-mird47bPro

Este proyecto

espectinomicina

pCRa8/GW/TOPO®-mirl59aPro

Este proyecto

espectinomicina

pCRa8/GW/TOPO®-mir390bPro

Este proyecto

espectinomicina

pCR&8/GW/TOPO®-SPmirl7iaPro

Este proyecto

espectinomicina

pCRe8/GW/TOPO®-mirl66dPro

Este proyecto

espectinomicina

pCR&8/GW/TOPO®-mirg24Pro

Este proyecto

espectinomicina

pCR&8/GW/TOPO®-GA3Pro

Este proyecto

espectinomicina

pCRe8/GW/TOPO®-mirt72ePro

Este proyecto

espectinomicina

pCR&8/GW/TOPO®-2domirl6ScPro

Este proyecto

espectinomicina

pCRe8/GWITOPO®-mirl66ePro

Este proyecto

espectinomicina

pCR&8/GW/TOPOs-mird03Pro

Este proyecto

espectinomicina

pCRa&8/GW/TOFO®-SPmirls9cPro

Este proyecto

espectinomicina

pCR&8/GW/TOPO®-2domirlsed

Este proyecto

espectinomicina

pCRe8/GW/TOPOe@-2domird4 7bPro

Este proyecto

espectinomicina
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pCR&8/GW/TOPO&-mirl56ePro

Este proyecto

espectinomicina

pPCR&8/GWITOPQ&-SPmir162b

Este proyecto

espectinomicina

pPCRe8/GW/TOPO®-SPmirl72e

Este proyecto

espectinomicina

PCR&8/GW/TOPO®-mirl57dPro

Este proyecto

espectinomicina

pCRa&8/GW/TOPQ®-mirls4aPro

Este proyecto

espectinomicina

pCRe8/GWITOPO®mirl5sbPro

Este proyecto

espectinomicina

pCR&8/GW/ITOPOg-2domir166{Pro

Este proyecto

espectinomicina

PCR&8/GW/TOPO@mird08Pro

Este proyecto

espectinomicina

pCR&8/GW/TOPO®-mirl58aPro

Este proyecto

espectinomicina

pGW:GFP Labaratoric del Kanamicina y
Dr, Miller, ANU cloranfenicot
pGW::GFP-mirl72bPro Este proyecto kanamicina
pGW::GFP-mirl67dPro Este proyecto kanamicing
PGW::GFP-mirl66cPro Este proyecto kanamicing
pGW::GFP-mirl68aPro Este proyecto kanamicing
pGW : GFP-mir845Pro Este proyecto kanamicing
pGW::GFP-mirl6SbPro Este proyecto kanamicina
pGW:GFP-mirl62bPro Este proyecto kanamicina
pGW:GFP-mir835Pro Este proyecto kanamicing
pGW::GFP-2domirl56bpro Este proyecto kanomicing
pGW::GFP-mirl63Pro Este proyecto kanamicina
pPGW::GFP-mirl71Pro Este proyecto kanamicing
pGW::GFP-2domir845aPro Este proyecto kanamicina
pGW::GFP-mir827Pro Este proyecto kanamicing
pGW::GFP-mirl62bPro Este proyecto kanamicina
pGW::GFP-mird447bPro Este proyecto kanamicina
pGW::GFP-mirl59aPro Este proyecto kanamicina
pGW.:GFP-mir390bPro Este proyecto kanamicina
pGW::GFP-SPmirl71aPro Este proyecto kanamicing
PGW::GFP-mirl66dPro Este proyecto kanamicina
PGW::GFP-mir824Pro Este proyecto kanamicing
pGW;:GFP-GA3Pro Este proyecto kanamicina
pGW::GFP-mirl72ePro Este proyecto kanamicina
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PGW::GFP-2domirl69cPro Este proyecto kanamicing
pGW::GFP-mirl66ePro Este proyecto kanamicina
pGW::GFP-mird03Pro Este proyecto kanamicina
pGW::GFP-SPmirl5ScPro Este proyecto kanamicing
pPGWGFP-2domirl56d Este proyecto kanamicina
pGW::GFP-2domird47bPro Este proyecto kanamicina
PGW:GFP-mirl56cPro Este proyecto kanamicing
PGW:GFP-SPmirl62b Este proyecto kanamicina
pPOW::GFP-SPmirl72e Este proyecto kanamicina
pGW::GFP-mir157dPro Este proyecto kanamicina
pGW::GFP-mirl6daPro Este proyecto kanamicina
pGW::GFP-mir156bPro Este proyecto kanamicing
pGW::GFP-2domirl6éfPro Este proyecto kanamicing
pGW: :GFP-mird08Pro Este proyecto kanamicing
PGW:.GFP-mirl58aPro Este proyecto kanaomicing
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Apendice 2

Primer Secuencia

miR 156a-FwW TTCTTTGCGTTITCTCTTGTCC
MiR156a-REV AAGTGACAGATCCAACGGCAG
MiR56¢-FW TTATCACCTTTACCTTACCGACAC
MiR156¢c-REV TCGTCTTGAGCAGTAGAAGTGTAG
miR 156e-FW CCGTTGACCGTTGATCTGC
miR156e-REV TACGCATGTGACCAGGCTC
miR156f-FW TGTTTGTTGGAAAGTTTGGG
miR156-REV ATTCCTCACCACTCAAACCGTC
miR157a-FwW ATCAATGCCTCTCAATTCTC
miR157a-REV ATCAATGCCTCTCAATTCTC
miR157b-FW TCCACAAAGATCGACTGCTCTG
miR157b-REV ACTATCAATGCCTCCCAAACC
miR157¢c-FwW CCAACATCACTCTCAAACCTATG
miR157¢c-REV ATCGGTTGAATATCGGTTACC
miR157d-FW TTCATGTACTTTCCTCCACA
miR157d-REV GGAAATATTGCCGACTTAGC
miR159a-FW GGGCAAGTTAAAGCTCCTGAG
miR159a-REV GGTTTACTCAACATTGACTCGTC
miR159b-FW TGTATGATTGTTGGAAGGCCC
miR159b-REV AGTGAAAGCTCCTGAGATATGGC
miR159¢c-FW ATTGACATTGAACACAACTCCG
miR159¢-BW ATCTAAGAGGTCGTGCAATCC
miR161-FW CCTCCTTCTCCCTTCTTCTCTAC
miR161-BwW AGAGAAGTACTGATCAAAGCTTCGG
miR162b-FW AATTGATCGATGAACCGCTG
miR162b-BW AATGGGTAGCTAGTTTTGGAGTG
miR163-FW GAATCTTTGTTTCCTCCATGC
miR163-BW TTACTTCTTCGACCGTGCTCTTC
mir164a-FwW CGTCACCTTCTTCCACTTATGG
mir164a-Bw GAGATTCTCACCCGCATTTCC
miR164b-FwW AGCACACGGGAGCATTGATG
miR164b-BW ATAACTGGGCCGGGATGAGAG
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miR172¢c- BW TGACGTAGATACGTTGAGATTACG
miR172d-FW GACGTGTTATTCTGTCTCTCGG
miR172d- BW CAATAGCAAACAATGACTGCC
miR173-Fw AAGTGACAATGACCAGAGCGAG
miR173- BW AGATTACGATGAGACCGCCG
miR320a-FW AATGAATTGCTAGGTGAGGTTG
miR390a- BW GAAGAAGGAGAAGAGAAGGTGC
miR390b-FW CATAGAGAGACAGAGAGAAGGCG
miR390b- BW CATCCATAGGTATGCATCTICC
miR447b-FW CAATGATCAACTCGAGAACTTGGG
miR447b- BW GCATCGTTTGAAATTGCCTIGTC
miR775-FW TTTGTTCTTGGAATCGTGGA
miR775- BW TCAATGTCACGTAGTGCAACG
miR827-FW CAATCGATCAACACAAGGATG
miR827- BW GCTGCAGTGGCTAGTAAAGAAG
miR840-FW TTCCACACTGTGGATGTAAACC
miR840- BW CTCTTTAACCTAGGAAGCTTTGAG
miR835-FW GCCTAAACACAAAGATGACCAG
miR335- BW AAGTAAGCTCCTCTGGTGTCG
miR408-FW ATCATTCACCAACTACCACTGC
miR408- BW GGGTAGAGACAAAACAGAGTCGT

miRNA166¢_1-FW

GGAGTAAACTCACTGCAATCAGG

miRNA166¢_1- BW

CTTCATGACCTCGAGCCAGACAAC

miRNA 166f_1-FW | GAGTTGCATATTGAACAGGGAC
miRNA 166f_1- BW | GATTGAATGGTCTCGAGCCAG
MPC —FW AATGCTTCTITCCATTICTTIGC
MPC- BW TTTTCCCCTAGCAATTTTC
GA3-FW AGAGAGGTTGGCCAAAATCAT
GA3- BW ATGGAAGGAATGTGATITTGATGT
miR156b-FW CCAATAAGCAATAAGGCCACAAC
miR156b- BW CTCTGTTGCATTCCTCAATCAC
miR156b_1-FW ATAAGGCCACAACGTAAATCC
miR156b_1- BW ACTAGCAAAAGTGCACAACAGAC
miR156d-FW CAACATCTGTCCATCTAGTTATGAC

miR156d- BW

CTCATCACTTCTCACTTTCG
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miR164c-FW CTTCTTCTTCCTTICCTTCTCTG
miR164¢-BW CTCTCTTGCATCATCAAACTCC
miR166a-FW CCGCATAGTAAACATTCTGGTCG
miR166a-BW ATGAATAGAGCGAGCCAGAGTCC
miR166b-FW CGACACGAATTGGCTCATGTC
miR 166b-BW TCCTCGAGCCAGACAACAGTCC
miR166c-FW CGAAATCGGTCCTTTCCAGTTC
miR166c-BW TCGAGTGATTCTCTTCTTCATGACC
miR166d-FW TTCGCCCACTTTICTTTCTITAGTC
miR166d-BW ATCTTCTTCATGACCTCGAGCCAG
miR166e-FW GATCTAAGTTAAGGGCCTCGTG
miR166e-BW CCAACGTAATGCTTGGTGTTG
miR166f-FWV GCTCTTAGATTGTGACAGGGAAC
miR166f-BW TCGAGCCAGGCATCATTCAC
miR166g-FW TGGTGGCAGTGTTITGCTCTG
miR166g-BW TTACTCTCCATGACCTCGAGC
miR167a-FW GGGTTACGGAATTGAAAGCGTG
miR167a-BW TGCACCATAGACTTCACCGTAGC
miR167d-FW GAGAGGGTTCTTTGGGCCAAG
miR167d- BW AGAGAAATGCCTCCTTGTGAAGC
miR168a- FW CCGTGAGTGGAGTTAGTTGTACG
miR168a- BW CCCGATGGTGAGACTCTACTATC
miR169b-FW GCGACGTAGAGCATTGCAAC
miR169b- BW TCCGTTGGGCAAGAATGTAC
mir169¢c-FW GAACAACAATGGCCTTTTTCC
miri69c- BW CCACCTATTCTTTCAAGACACC
miR171a-FW GCATTCATAATACAGAGGTGCTTG
miR171a- BW ACGTGTGTGGTCAGGTAAGATC
miR172a-FW ACCGTCCATCAACAGATGTG
miR172a- BW ATTGGGTTTAGTTAAACGAGCC
miR172b-FW GCCTACAAACAACGACAGATGAG
miR172b- BW CGAGAAAGGTACACTACAAGTGC
miR172e-FW ACTCTTTGGGTTAGCACGAATCTG
miR172e- BW GCGAAAGCAAAGGGAACCACATC

miR172¢c-FW

ATGCTCCAACAGCGAACAGTAG
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miR156d_1-FW CCCATCAACATGCATCTATCTAG
miR156d_1- BW TAAGTAATAGTGTCGCGGTC
miR156g-FW CGTTATTGCTATTCCCTTACCTC
miR156g- BW GCAATTCCCGGTGATACTTG
miR156h-FW TTITCATCTTCTTICTCGGGAG
miR156h- BW ATCATTCCAGTGTATGTTATTCGCC
miR158a-FW AAGAGCAATGGCGTCATCAC
miR158a- BW GGTCACCGCATCTTTIGTTGG
miR158a_1-FW TGTAGACAAAGAAGCACAGAGATG
miR158a_1- BW AAAGTAACAGATTCAGTGAGGTGAG
miR158b-FW AATTCTCTCTCTCCCTCTCC
miR158b- BW CCTCTTCCAACAGTGTAGAC
mir158b_1-FW GTTTGCTTCCTCCCTCTGCTTG
mir158b_1- BW CAAAGAAGCACAGAGATGACGTG
miR167b-FW GCCGTGCGTTTCTTAGGATG
miR167b- BW ACCTGAGCAACAAGTTGTGC
miR403-FwW CAGACTGTTGTGTAGACAAGTG
miR403- BW AGCATCTCTTACAGAAAGCCTG
Mir419-Fw GTCCTACATGTGATGCTCTCAC
Mird19- BW AGCTCTGACATCGAAGAGTCAG
miR447a-F\W AATGATCAACTCGAGAACTTGGG
miR447a- BW AAACGCTGAACCATGACGGTG
mir824_1-FW ATCCACGTGCGTGGTATTC
mirB24_1- BW GAGGAAGGATGCGAGAGAGG
mir824-FW CACGTGCGTGGTATTCAAGC
mir824- BW TGGTGATACTCAGCATCTCAGC
miR845a-FW CAAATTCTTCATAGGCGTGGCTC
miR845a- BW AGATGAAAGAAGACACTTCACATGG
mir845a_1-FW AAATATGCATCCTCCAGGTCC
mir845a_1- BW TAAGTTCCTTTGTGTCACTACTGTG
mir169c_1-FW CACATTCAAGGCTTTAGATG
mir169c_1- BW CATCTCTTGACAGAAGAAACCC
mird47b_1-FW AAGCTCGAAGACAATACCAGG
mird47h_1- BW CTTCATTCTGGTGATACTACAGAGG
mir775_1-FwW CTCGATGAAGAAGAAGAGG
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mir775_1- BW GATGTCCTTGGACAAACC
miR447a-FW CGAGAACTTGGAGTTGGCTAG
miR447a-BW GCAACAGAAGCTCCATTCTCTAG
SPmiR166a TTTCAATGCTACCCTCGCTCCTC
SPmiR164¢ GCGAGCTTTGTTAATGGACC
SP172e GACTTTGACTTTGGTCTTGGACCC
sp171a TGCAAACGCTAGATATGTCAAG
SpmiR162b AATCCAAAACGGCACGAG

SP mir159¢ CAACGGAAGAAGCTAAGCG
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Apendice 3

mir156a Si 2921 No -

mir156b Si 2 572 Si Seleccionar Ti
mir156b_1 Si 2718 Si Si

mir156¢ Si 3761 Si Seleccionar Ti
mir156d Si 456 Si NO

mir156d_1  Si 2763 Si Seleccionar Ti
mir156e No 3184 - —

mir156f Si 4 343 No -

mir156g Si 2 588 Si NO

miR156h Si 2516 No -

miR157a Si 4 554 Si NO

miR157b Si 2692 No -

miR157¢ Si 3105 Si Seleccionar Ti
miR157d Si 3474 Si Seleccionar Ti
miR158a Si 555 Si Seleccionar Ti
mir158a_1 Si 3318 Si NO

mir158b Si 517 Si NO
mir158b_1  Si 2517 Si NO

miR159a Si 1569 Si Si

miR159b Si 2296 Si Seleccionar Ti
miR159¢c Si 1403 Si No*
mir159c_1  Si 2382 Si Si

miR161 Si 8273 NO -

miR162a No - --- ---

miR162b Si 1199 Si No*
miri62b_1 Si 2119 Si Seleccionar Ti
miR163 Si 1842 Si Si

miri64a Si 1865 Si Seleccionar Ti
mir164b Si 5904 No —
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miR164c
mir164 c_1
miR166a
mir166a_1
miR166b
miR166¢
mir166¢_1
miR166d
miR166e
miR 166f
mir166f_1
miR166g
miR167a
miR167b
miR167d
miR168a
miR169b
miR169¢c
mir169c_1
miR171a
mir171a_1
mir172a
miR172b
miR172e
mir172e_1
miR172¢
miR172d
miR173
miR390a
miR390b
miR403
miR408
miR419
miR447a

Si
Si
Si
Si
Si
Si
Si
Si
Si
Si
Si
Si
Si
Si
Si
Si
Si
Si
Si
Si
Si
Si
Si
Si
Si
Si
Si
Si
Si
Si
Si
Si
Si
Si

8775
4617
8 935
4 508
2025
593

2505
1888
1662
783

2503
2025
7225
2746
2957
2184
2070
2116
3087
1284
2150
6 949
3 961
1113
2112
1816
5481
6214
3878
1834
3058
2532
2638
2 602

No
No
No
No
No
Si
Si
Si
Si
Si
Si
Si
No
Si
Si
Si
Si
Si

Si
Si
No
Si
Si
Si
Si
Si
No
Si
Si
Si
Si
Si
Si

NO
Seleccionar Ti
Seleccionar Ti
NO

Si

Si

Si

NO

Si

Si

Si

Si

Si
Seleccionar Ti
NO

NO

NO

Si

Si
Seleccionar Ti
NO

NO
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miR447b
mird47b_1
miR775
mir775_1
miR824
mir824_1
miR827
miR835
miR840
mir845a
mir845_1

Si
Si
Si
Si
Si

Si
Si
Si
Si
Si

874

2420
612

2644
4617
3050
1652
2 486
2553
2613
2 099

Si
Si
No
No
Si

Si
Si
Si
Si
Si

Si
Seleccionar Ti
Si

NO

Si

Si

NO

no *

Si
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