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RESUMEN

Frente al enfoque reduccionista y de organismos modelo de los estudios clésicos, en este trabajo se
plantea una primera aproximacion a un estudio holistico a nivel de silenciamiento génico por
SRNAs de la respuesta a sequia en una planta de interés agricola, el melon. De esta manera, a partir
del procesado informatico de los datos de secuenciacion, se estudiaron los perfiles de abundancia y
diversidad en la expresion de sRNAs y se predijeron los posibles miRNAs con expresion
diferencial, asi como sus respectivas dianas de mMRNA para posteriormente validar biologicamente,
por RT-PCR, el sistema de prediccion bioinformatico. A falta de mas pruebas que lo confirmen
definitivamente, los resultados confieren una fiabilidad considerable a las predicciones realizadas
por este sistema.



INTRODUCCION

Las plantas, debido a su naturaleza sesil, se encuentran sometidas a un medio ambiente fluctuante
del cual no pueden huir. Es por ello por lo que habitualmente sufren condiciones mas o menos
desfavorables para su desarrollo (por ejemplo: escasez de agua, nutrientes y/o luz; temperaturas no-
Optimas; ataques de insectos, virus u otros organismos, etc.), y para sobrevivir han tenido que
desarrollar estrategias de proteccion molecular (como los osmolitos compatibles, la regulacion
molecular de la apertura y cierre estomaticos, la sintesis de toxinas, etc.) (Zhu, 2002). A estas
condiciones desfavorables para las plantas se les denominan estreses y se clasifican en dos grupos
en funcion de la naturaleza del factor que los causa: estreses bioticos y estreses abioticos. Los
estreses bidticos son aquellos causados por otros organismos, ya sean nematodos, insectos, hongos,
bacterias, virus o viroides (a pesar de que no existe consenso sobre si estos dos Gltimos han de
considerarse seres vivos, se incluyen en este grupo). Se consideran estreses abidticos (sequia,
salinidad, frio, calor, etc.) aquellos que son provocados por factores ambientales carentes de vida
(escasez de agua, exceso de sales, temperaturas extremas, etc.) (Shinozaki y Yamaguchi-Shinozaki,
2007; Cramer et al., 2011).

La respuesta de las plantas al estrés por déficit hidrico

De entre los estreses abidticos mas comunes, la sequia que sufren determinadas regiones de la
Tierra limita seriamente la produccion agraria y el abastecimiento de la poblacion que reside en
ellas (FAOLAND & WATER, 2013).

En las plantas el agua circula a favor del gradiente de potencial hidrico, es decir, la planta solo es
capaz de captar agua si el potencial hidrico de sus raices es menor que el del suelo, lo cual
dependera tanto de la cantidad de agua como de otros factores que determinan su disponibilidad,
como la concentracion de solutos, las fuerzas matriciales (p.e. capilaridad y tension superficial), la
presion, la gravedad, etc. Asi, en las plantas el estrés por déficit hidrico se produce cuando no hay
agua disponible para ser captada por la planta, es decir, cuando el potencial hidrico del suelo es
demasiado bajo, lo que por lo general responde a causas climaticas (elevadas temperaturas y escasas
precipitaciones) (Taiz y Zeiger, 2006). Este problema, que causa pérdidas millonarias en la
agricultura, se ha tratado de solventar tradicionalmente mediante el regadio (el 70% del agua dulce

mundial extraida se consume para riego agricola segin el informe de FAO, 2013), pero esto
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conduce a medio-largo plazo a otro problema adn mayor, la salinizacion del suelo, lo que hace
necesaria una mejor comprension de la respuesta de las plantas a la sequia en busca de una solucion

biotecnoldgica que permita la mejora de las plantas de interés agricola.

A lo largo de los millones de afios de su evolucién, las plantas han desarrollado maultiples
estrategias en respuesta a las cambiantes condiciones ambientales causantes de estrés, entre ellas la
sequia. Estas estrategias de respuesta a sequia han sido ampliamente estudiadas y clasificadas segun
el tipo de mecanismo en: morfoldgicas, fisioldgicas y moleculares (Levitt, 1972; Turner, 1986).

Las estrategias morfoldgicas, han sido tradicionalmente clasificadas en funcién de la naturaleza de
su accion en: escape, evasion y flexibilidad fenotipica. Las estrategias morfoldgicas de escape estan,
por lo general, asociadas a aquellas plantas que viven en ambientes aridos y se basan en el
establecimiento de ciclos vitales breves, con un florecimiento rapido en los periodos de mayor
disponibilidad hidrica (Maroco et al., 2000; Araus et al., 2002). Las estrategias de evasion se
diferencian de las anteriores en que las plantas completan su ciclo vital en condiciones
desfavorables evitando perder agua por transpiracion (por reduccién de la superficie foliar expuesta
a intercambio gaseoso y absorcién directa de luz) y tratando de captar la maxima posible
(proliferacién radicular), es decir, aumentando la proporcion raices/parte aérea (Larcher, 2000;
Kavar et al., 2007). Morfolégicamente hablando, las estrategias de evasion y de plasticidad
fenotipica son muy similares, la diferencia estriba en que en estas ultimas los cambios se producen a
nivel molecular y son reversibles, como en los procesos de aclimatacion, mientras que las primeras

se corresponderian con procesos de adaptacion (Farooq et al., 2009).

Las estrategias fisiol6gicas de respuesta a sequia son multiples y se pueden clasificar segn su
objetivo. Un ejemplo de ello son los mecanismos para la conservacion de agua en los tejidos, que
habitualmente se relacionan con el ajuste osmotico (a mayor concentracion de solutos, menor
potencial osmético y por tanto menor potencial hidrico, lo que induce la entrada de agua a la
celula). Esto tiene gran relevancia en el correcto funcionamiento fisioldgico de la planta, tanto por
la necesidad del agua como por la importancia de mantener la turgencia, asi el ajuste osmoético que
la planta realiza para ello lo hace mediante los denominados osmolitos compatibles (pequefias
moléculas producidas por la planta que pueden acumularse en el citoplasma con este fin sin causar
toxicidad), siendo un ejemplo conocido por su abundancia la prolina (Wahid y Close, 2007).
Ademas, se ha comprobado que los osmolitos compatibles cumplen otra funcion simultaneamente,

la de proteger las proteinas que en condiciones de baja hidratacion se vuelven susceptibles de ser
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degradadas (Samuel et al., 2000; Hamilton y Heckathorn, 2001). La preservacion de la estabilidad
de la membrana celular es también muy relevante, y para ello intervienen moléculas como sorbitol,

manitol, prolina y trehalosa entre otros (Hoekstra et al., 2001).

Otra estrategia fisioldgica consiste en la proteccion contra el dafio oxidativo que se produce en
situaciones de estres, incluyendo la sequia (Smirnoff, 1993). Para ello las plantas disponen de
mecanismos tanto enzimaticos (peroxidasa, superoxido dismutasa, catalasa, etc.) como no-

enzimaticos (Gong et al., 2005), aunque los primeros son los mas efectivos (Farooq et al., 2008).

Por Gltimo, ya que muchas de las respuestas a estrés por sequia conllevan una reduccion del
crecimiento, una estrategia fisioldgica de regulacion de fitohormonas vinculadas al crecimiento es
fundamental. De este modo, la cantidad endégena de acido abscisico (ABA) y etileno aumenta,
pues son inhibidores del crecimiento (Taiz y Zeiger, 2006), mientras que el contenido de auxinas,
citoquininas y giberelinas disminuye (Nilsen y Orcutte, 1996). De todas ellas cabe destacar el papel
de la acumulacion de ABA, que abarca desde la induccion del cierre estomatico (Turner et al.,
2001) hasta la regulacion de la expresién de genes en respuesta a sequia (Bray, 1997).

Finalmente, las estrategias de nivel molecular son aquellas correspondientes a la accion de proteinas
que intervienen en algunos de los procesos de respuesta ya explicados, entre otros, y también a la
regulacion de su expresion génica. Algunas de las proteinas de respuesta a estrés por déficit hidrico
méas relevantes son las dehidrinas y las chaperonas, que protegen a otras proteinas de ser
desnaturalizadas y degradadas como consecuencia del estrés (Gorantla et al., 2007). La actividad de
estas proteinas, entre otras, depende de la percepcion por la planta del estrés hidrico, que viene
mediada por multiples sefiales quimicas basadas en variaciones de las concentraciones de calcio,
fitohormonas, especies reactivas de oxigeno, etc., y de la transduccién de la sefial para regular la
expresion de genes, a través de rutas como por ejemplo las cascadas de MAPKs (Chen et al.,
2002).

Es mucho lo que se ha avanzado en la comprension de las respuestas de las plantas sometidas a
estrés hidrico en las Gltimas décadas, aunque la mayor parte de los estudios se centran en plantas
modelo, como Arabidopsis thaliana. Quiza esta sea una de las causas por las cuales en la practica
apenas se hayan desarrollado variedades de interés comercial tolerantes a sequia y que el
rendimiento de las pocas existentes tampoco sea muy elevado, como es el caso del maiz Genuity

DroughtGard Hybrids de Monsanto. Aunque otra posible razén es que el problema haya resultado
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ser mas complejo de lo que se creia, y los enfoques realizados hasta ahora, al centrarse en el analisis
de un unico estrés, la sequia (cuando en la naturaleza suelen acompariarle el calor y la salinidad) y
con genes individuales, quizés han sido demasiado reduccionistas y sea necesario uno mas holistico,
més propio de la biologia de sistemas, que permita identificar las propiedades emergentes de
sistemas complejos como son las redes de regulacion de la respuesta a estrés, asi como sus nodos
centrales (Chawla et al., 2011; Cramer et al., 2011).

El meldn

Una de las plantas de interés agrondémico susceptible de ser mejorada genéticamente para

incrementar su tolerancia a la sequia es el mel6n.

El melén (Cucumis melo L.) es un cultivo de secano y por lo tanto puede sufrir periodos de sequia
prolongada, de hecho las regiones de Espafia donde se concentra su produccién (Castilla la Mancha,
Murcia y Comunidad Valenciana) son algunas de las Autonomias con menores precipitaciones
anuales. Este cultivo posee un gran interés agricola para Espafia dado que es el principal productor
y exportador europeo de esta fruta, contribuyendo con un 47% de la produccion europea (Fig. 1).
Tal es asi que la tendencia a la baja de la produccién espafiola determina en gran medida la europea
(Fig. S1). Segun datos mas recientes del Ministerio de Agricultura, Alimentacion y Medio
Ambiente, Espafia produjo en 2014 un total de 750.151 toneladas, dato que reafirma la tendencia a
una disminucion en la produccion de melon espafiol, dadas las 857.000 toneladas del 2013.
Asimismo, el productor mas importante del mundo es China y al igual que Espafia marca la pauta
europea, éste determina la mundial (Fig. S2), ya que supone aproximadamente el 50% del total
(datos obtenidos de la aplicacibn FAOSTAT - http://faostat3.fao.org/compare/S).
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Fig. 1: Representacion de la produccion de melén en Espafia (toneladas) entre 2003 y 2013. Tomada de FAOSTAT.

La secuenciacion de su genoma por parte del consorcio espafiol Melonomics (Garcia Mas et al.,
2012) lo convierte en un buen candidato en el que estudiar mecanismos moleculares de la respuesta
a estrés hidrico a la vez que permite emplear técnicas biotecnolégicas de mejora directamente

aplicables a la produccion agricola.

Los RNASs no codificantes

Tras el descubrimiento de los pequeiios RNAs de interferencia (Fire et al., 1998) se ha avanzado
mucho en el estudio de estrategias moleculares de regulacién génica en condiciones de estrés
diferentes de las clasicas (detalladas en el apartado 1.2). Sélo en fechas recientes podemos encontrar
referencias a la funcion que ejercen los pequefios RNAs no codificantes (SRNAS) en la regulacion
de genes de respuesta a sequia (Zhou et al., 2010; Eldem et al., 2012; Mao et al., 2012; Ferdous et
al., 2015), y ninguna de ellas en meldn. Para esta especie apenas podemos encontrar estudios de
estas caracteristicas, todos ellos en respuesta frente a estreses bioticos, la alimentacion de un afido

(Sattar et al., 2012) y la infeccion por virus (Gonzélez-1beas et al., 2011; Herranz et al., 2015).

Los RNAs no-codificantes (ncRNAS) se definen como RNAs que no son traducidos en proteinas y

constituyen un conjunto muy amplio y diverso funcionalmente, pues abarcan aquellos involucrados
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en la traduccion (ribosomales —TRNAs— y transferentes -tRNAs-); los que intervienen en el
procesamiento de RNA (pequefios RNAs nucleares y nucleolares —snRNA, snoRNA-); asi como
los implicados en la regulacion de la expresion génica (de interferencia —SiRNAs—y micro RNAs —
miRNAs-), entre otros. Los miRNAs y siRNAs (incluidas sus variantes como: tasiRNAs y
NATsIRNAs) forman el grupo que podemos denominar como RNA de interferencia (RNAI),
debido a que su funcion es la de inhibir la expresion génica, actuando por lo general a nivel de
MRNA, principalmente causando la degradacién de éste e impidiendo asi que llegue a traducirse en
proteina (Mattick y Makunin, 2006; Sunkar et al., 2007).

De entre todos estos tipos de ncRNAs, en este estudio se han secuenciado los de pequefio tamafio
(SRNAs), y de entre ellos se han elegido los miRNAs para realizar una primera validacion bioldgica
del sistema de prediccién bioinforméatico empleado, debido a su mayor grado de conocimiento y a la
sencillez con la que se puede comprobar si ejercen su funcion como se predice, dada la posibilidad
de medir las variaciones en los niveles de sus mMRNASs diana correspondientes. Como la validacion
es el principal objetivo de este trabajo, a continuacion se definiran los miRNAS, su biogénesis y sus

mecanismos de accion y regulacion.

Los miRNAs son RNAs de pequefio tamafio (por lo general de 21 a 24 nucleétidos) cuya funcién es
de interferencia o silenciamiento génico, es decir, inhiben la expresién de genes, ya sea post-
transcripcionalmente, induciendo la degradacion del mRNA (el cual adquiere el apelativo de
“diana”); traduccionalmente, impidiendo que se inicie el proceso de traduccidon en proteina, o

incluso transcripcionalmente por metilacion del DNA.

La sintesis de los miRNA (Fig. S3) comienza con la transcripcion de los llamados genes MIR, que
se concentran especialmente en regiones intergénicas del genoma vy, al igual que el resto de genes,
la mayoria de éstos tienen su propia unidad de transcripcion (Griffiths-Jones et al., 2008). La
transcripcion es mediada por la RNA polimerasa Il (Pol 1), que es reclutada por un complejo
denominado Mediator (Kim et al., 2011), dando lugar a una forma inmadura, previa al miRNA,
Ilamada pri-miRNA. Ademas, se ha descrito que algunos estreses pueden alterar la transcripcion de
algunos genes MIR, generando variaciones en los niveles de miRNA (Liang et al., 2012).

Posteriormente los pri-miRNAs son procesados por endonucleasas de la familia DCL RNasa Il
dando lugar a RNAs cortos de doble cadena (dsRNAs), sufriendo la estructura “stem-loop” una

primera escision que da lugar a una forma intermedia, precursora del miRNA maduro, el pre-



miRNA (Margis et al., 2006; Werner et al., 2010). A continuacion, pueden suceder nuevas

escisiones en intervalos de aproximadamente 21 nucleétidos (Liu et al., 2012).

La longitud de los miRNAs depende de la enzima DCL que intervenga; de manera que DCL1 y
DCL4 dan lugar a miRNAs de 21 nucleétidos, DCL2 de 22, y DCL3 de 24 (Chen et al., 2010;
Cuperus et al., 2010). De este modo, el hecho de que DCL1 sea la responsable de la biosintesis de
la mayoria de los miRNAs de plantas explica por qué el tamafio predominante es de 21 nucle6tidos
(Reinhart et al., 2002). Ademas, el proceso puede volverse mas complejo si mas de una DCL
interviene secuencialmente en el procesado del pri-miRNA (Wu et al., 2010). Destaca también el
estudio de VVazquez y colaboradores (2008), quienes sugieren que la jerarquia funcional de las DCL
y la variacion de su expresion en funcion del tejido ejercen un papel clave en el control de la

acumulacién y actividad de los miRNAs.

El tamafio de los SRNAs es muy importante ya que segun cual sea éste puede variar su funcion, asi
por ejemplo los de 22 nucleétidos pueden generar siRNAs a partir del mRNA diana (Chen et al.,
2010; Cuperus et al., 2010), mientras que los de 24 estdn implicados en la regulacién de la
metilacion (Wu et al., 2010; Hu et al., 2014).

Por otra parte, cabe destacar que las DCL no son las Unicas proteinas implicadas en este proceso. La
proteina HYL1/DRB1 (Hyponastic Leaves 1) con dominio de union a dsRNA, la proteina con dedos
de zinc SE (Serrate), y la proteina TGH (Tough) con dominio G-patch, son necesarias para el
procesamiento del pri-miRNA y la acumulacion de miRNAs (Kurihara et al., 2006; Ren et al.,
2012). Es sabido que TGH mejora la actividad de DCL1 en el procesamiento del pri-miRNA,
mientras que SE y HYL1 mejoran la precision de dicho procesamiento (Kurihara et al., 2006; Ren
etal., 2012).

Expuesta ya la biogénesis de los miRNAs maduros, es necesario explicar como actuan éstos en el
silenciamiento génico (Fig. S4). En primer lugar, es importante destacar que el miRNA maduro es
de doble cadena, denominandose una “acompafiante” y la otra “guia” (el diplex miRNA/miRNA*),
y es esta Ultima la que es reconocida por una endonucleasa de la familia AGO (Argonaut) que junto
con otras forman el complejo catalitico RISC. Segun se ha comprobado, el desensamblaje del
duplex miRNA/miRNA*, necesario para la formacién de dicho complejo, no depende de la

actividad endonucleasa de AGO1, sin embargo, otras proteinas como HSP90 (Heat Shock Protein
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90) y SON (Squint) podrian intervenir en la eliminacion de la hebra acompafiante (Iki et al., 2010;
Iki et al., 2012).

La familia de proteinas Argonaut suele contener muchos miembros (en Arabidopsis la familia se
compone de 10 AGO diferentes; Mourrain et al., 2000). El factor que determina a qué AGO se une
la hebra guia es el nucledtido del extremo 5° (Mi et al., 2008; Takeda et al., 2008), que en la
mayoria de casos es una uridina, la cual se relaciona con AGO1, motivo por el cual es a ésta a la
que se asocian mas frecuentemente, aunque I6gicamente pueden unirse a otras AGO (Mi et al.,
2008; Takeda et al., 2008). Se especula que otros factores, como por ejemplo variaciones en los
niveles de expresion de las proteinas AGO en distintos tejidos de la planta puedan ser decisivos a la

hora de establecer esta asociacion (Thieme et al., 2012).

El extremo 3’ es también importante, pues la 2’-O-metilacion mediada por la metiltrasferasa HEN1
estabiliza el diplex mMiRNA/mMiRNA* (Abe et al., 2010).

Una vez explicadas las peculiaridades del complejo RISC, conviene centrarse en como se ejerce la
inhibicion de las dianas. Se plantean cuatro estrategias diferentes: corte de la diana,
desestabilizacion de la diana, inhibicion traduccional y metilacién de DNA.

El corte del mRNA diana es el mecanismo de accion mas conocido, y se basa en la actividad
endonucleasa del dominio PIWI de AGO, que forma un pliegue RNasa H-like, capaz de cortar RNA
complementario a la cadena guia portada por RISC (Liu et al., 2004). De este modo, cuando el
mRNA es cortado, da lugar a fragmentos a los que, o bien les falta el nucleotido “cap” del extremo
5°, o bien un contienen un extremo 3’ desadenilado, por lo que las exonucleasas los detectan y

degradan.

La desestabilizacion del mMRNA mediada por miRNA no ha podido ser aun demostrada en plantas,
pero en animales es de hecho mas frecuente que el corte de la diana y consiste en una
desadenilacién y decapping simultaneos (Wu et al., 2006; Karginov et al., 2010). Esta estrategia es
reversible, ya que no requieren cortar el mMRNA, y es precisamente en dicha reversibilidad donde
reside su interés, pues podria facilitar una respuesta rapida frente a cambios repentinos en el
ambiente causantes de estrés (Voinnet, 2009). Por ello, y dadas algunas evidencias, como que una

pequefia parte de las dianas de miRNAs no presentan productos de corte (German et al., 2008), se
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cree que es posible que suceda en plantas pero no haya sido confirmado debido a su baja frecuencia

en éstas.

La inhibicion traduccional se dedujo a partir de la evidencia que suponian algunos cambios
detectados a nivel de proteina pero no de mRNA, sugiriendo que podria ser un proceso mas comun
de lo que se pensaba inicialmente (Brodersen et al., 2008; Beauclair et al., 2010). Li y
colaboradores (2013) proponen que esta estrategia se basa en la inhibicion del inicio de la
traduccion por exclusion del mRNA diana de la membrana de los polisomas, incluso afirman que
depende de una proteina denominada Altered Meristem Programl (AMP1). Todavia queda mucho
que investigar sobre este mecanismo de regulacién, como por ejemplo su relacion y equilibrio con
la estrategia de corte de la diana, ya que algunos mRNAs han mostrado ser regulados por ambos
sistemas (Brodersen et al., 2008; Beauclair et al., 2010), o por otro lado, el papel de las diferentes
AGO en este tipo de regulacion, ya que la asociacion de miRNAs con los polisomas es AGO-
dependiente (Lanet et al., 2009; Reynoso et al., 2012).

Finalmente, la metilacién del DNA consistiria en una estrategia de regulacién transcripcional, dado
que una region metilada del DNA no puede ser transcrita. Se ha comprobado que en Oryza sativa
DCL3 genera miRNAs de 24 nucledtidos que, una vez asociados con AGO4, provocan la
metilacidn de citosinas tanto en el gen MIR como en el gen diana (Wu et al., 2010). Esto también ha
sido demostrado en Arabidopsis, con la salvedad de que los miRNA que DCL3 generaria y podrian
ejercer esta funcidn oscilaban entre 23 y 25 nucle6tidos de longitud (Véazquez et al., 2008). Esto no
quiere decir que todos los miRNA de aproximadamente 24 nucleéGtidos puedan afectar a la
metilacion del DNA, como es el caso del miR163 que se une a AGO1 (Wu et al., 2010), de hecho
esto parece indicar que el papel de AGO4 es fundamental, incluso existen estudios que plantean la
hipétesis de que el clado “AGO4/AGO6/AGO9” ha sufrido una especializacion funcional destinada
a regular la metilacion (Zheng et al., 2007; Eun et al., 2011).

En definitiva, lo mas importante de este trabajo, y del proyecto del que forma parte, es que plantean
un innovador abordaje para un estudio clasico como es el estrés vegetal, en una especie de
importancia agricola para Esparia, con el objetivo de aumentar el conocimiento sobre su biologia

molecular y asi poder mejorar su produccion en el futuro.
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OBJETIVOS

El proyecto en el que se incluye este trabajo pretende abarcar desde un punto de vista holistico las
respuestas a diferentes estreses a nivel de SRNA en plantas de mel6n, aunque para este caso los

datos se centraran en los cambios producidos en condiciones de sequia.

1. Exponer plantas de mel6n a condiciones controladas de estrés por sequia, con el objeto de
contar con material bioldgico para la caracterizacion de la repuesta de la planta a esta

condicion limitante.

2. Lograr una aproximacion superficial al conocimiento de la respuesta de Cucumis melo frente

a sequia a nivel de SRNAs a partir de datos de lecturas.

3. Validar biolégicamente la prediccion bioinformatica realizada por medio de RT-PCR

semicuantitativa del mRNA diana de algunos miRNAs.
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MATERIAL y METODOS

Preparacion del material vegetal

Las semillas de melon Cucumis melo var. Piel de sapo (provistas por el Dr. Antonio Monforte del
CSIC), fueron tratadas con hipoclorito sodico al 15% durante 15 minutos seguido de dos lavados
con agua destilada, para favorecer su germinacion. A continuacion fueron colocadas en placa donde
permanecieron 48h a 37°C en oscuridad y finalmente 24h a 25°C con luz. Adicionalmente, en base a
nuestra experiencia, para optimizar la tasa de germinacion se les practicd un corte en la parte apical

de la semilla para facilitar la salida homogénea de los cotiledones, sin dafiar el endospermo.

Posteriormente para el cultivo se trasplantaron a macetas de 12 cm de didmetro con sustrato mixto
de turba y perlita durante unos 11 dias, momento en que producen la primera hoja verdadera. Es
importante la eliminacion de plantulas “outlayer”, con crecimiento retrasado o acelerado, para

homogenizar la muestra (Fig. 2).

Fig. 2: Fotografia de plantulas de meldn seleccionadas por su homogeneidad en el crecimiento para

realizar el experimento.
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Tratamiento de estrés

Se aplicd el tratamiento correspondiente (a excepcion del grupo control) en grupos (bandejas) de 9
plantas. En el caso del estrés que nos ocupa, la sequia, el tratamiento consistié simplemente en la
detencion del riego. El riego del grupo control se efectud por absorcién a traves de la parte inferior
de las macetas, afiadiendo en las bandejas 1°2 litros cada 2 dias de una solucion salina de Hoagland

(178 litros el fin de semana).

Todo este proceso se llevo a cabo en un fitotrén con las siguientes condiciones de cultivo: ciclo de

16h luz/8h oscuridad, a 25°C y 20°C, respectivamente.

Obtencion de las muestras

El muestreo se realizd en varios tiempos, siendo el primero el “tiempo cero” (to) una mezcla de
hojas de 4-5 plantas tomada antes de empezar los tratamientos. Las siguientes tomas de muestras se
realizaron a los 2 dias (t1), 4 dias (t2), 7 dias (t3), 11 dias (ts) y 14 dias (ts), consistiendo este ltimo
(ts) en una mezcla de una hoja por cada una de las 9 plantas de cada grupo (no hay réplicas). El
muestreo consistié en cortar cada vez una hoja verdadera (la segunda por debajo del apice)

totalmente desarrollada.

Las muestras fueron tomadas como mezclas de 3 hojas de 3 plantas diferentes por triplicado (3
réplicas de 3 hojas cada una). Las hojas se cortaron y se introdujeron inmediatamente en nitrogeno

liquido.

Extraccion de RNA

Antes de enviar a secuenciar las muestras es necesario extraer y purificar el RNA. Para ello se
realizd6 una molienda en mortero con nitrégeno liquido, seguido de un protocolo de extraccion
fendlica. Para ello se tomaron aproximadamente 100 mg de muestra, se trituraron en un mortero con
nitrégeno liquido y se pasaron a un tubo Eppendorf al que se le afiadio 1 ml de Trizol (Tri
REAGENT , Sigma-Aldrich); la mezcla se agitd con vortex y se dejo incubar a temperatura

ambiente durante 5 minutos. A continuacion se le afiadieron 200 ul de cloroformo, se mezclaron
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con vortex y todo ello se incub6é a T? ambiente durante unos 15 minutos, tras lo cual se
centrifugaron 15 min a 13000 rpm a 4°C. La fase acuosa se pasé a un nuevo tubo y se volvié a
realizar una extraccion con cloroformo para eliminar cualquier resto de Trizol, pero esta vez
afiadiendo sélo 100 ul de cloroformo. La fase acuosa se recogioé en un nuevo tubo y se le afiadid
isopropanol (aprox. 450 pl, 1 vol. de fase acuosa) y se dejé precipitando durante 5 a 10 min a 4°C.
El RNA se recogi6 por centrifugacion a 15000 rpm durante 15 minutos en frio. Al pellet resultante
se le afadieron 300 ul de etanol 70% y se centrifugd de nuevo durante 5 minutos a 7000 rpm. A
continuacion se retiro el sobrenadante, se dejo secar el pellet y se resuspendié en 100 ul de agua
libre de RNasas. A continuacién se afiadieron 10 pL de acetato de sodio 3M y 300 pl de etanol
absoluto y se dejé precipitando el RNA durante 2 horas a -80°C. Transcurrido ese tiempo el RNA se
recupero6 por centrifugacion (13000 rmp durante 10 minutos a 4°C) y tras un lavado del pellet con

etanol 70%, se resuspendio en 20 ul de agua y se conservo a -20°C hasta su posterior utilizacion.

Para una dptima secuenciacion de los SRNA se requirio la separacion de éstos del RNA total, y para
ello se realiz6 una segunda extraccion mediante el kit "REALTOTAL microRNA Kkit" (Durviz SL,
Paterna, Valencia), siguiendo las instrucciones especificadas por el fabricante para muestras de

sangre, puesto que se partia de RNA total purificado y no de material vegetal.

Secuenciacion

La secuenciacion fue llevada a cabo por la empresa Sistemas Genoémicos S.L. (Paterna, Valencia),
quienes generaron bibliotecas de cDNA para posteriormente realizar una secuenciacion “‘paired-

end” (100 x 2) en un secuenciador “Illumina HiSeq 2000” (San Diego, California, EEUU).

Para realizar la secuenciacion de tipo Illumina fueron necesarios 4 pasos previos: tagmentacion,

reaccion de retrotranscripcion, creacion de bibliotecas y formacion de clusters.

La tagmentacion consiste en la union de adaptadores a los extremos 3° y 5’ del RNA. A
continuacion se realizd una reaccion de retrotranscripcion para tener DNAs copia de los SRNAs
(pues la secuenciacion de Illumina requiere DNA). Los cDNAs fueron amplificados por PCR,
constituyéndose asi las bibliotecas indexadas de cDNA de doble cadena. La calidad de las
bibliotecas fue analizada en Bioanalyzer 2100, High Sensitivity assay y la cuantificacion de éstas

fue determinada por real-time PCR en LightCycler 480 (Roche).
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El “clustering” o formacion de clusters es el paso previo a la secuenciacion Illumina. Gracias a los
adaptadores que previamente fueron afiadidos, cada cDNA correspondiente a cada SRNA se unira a

una de las regiones con multiples copias de oligos, los clusters, donde se vuelven a amplificar.

Por ultimo, la secuenciacion se basa en el registro de la luz emitida secuencialmente por nucleo6tidos
marcados fluorescentemente. Asi, la importancia de los clusters reside en la necesidad de una
emision fluorescente lo suficientemente elevada para ser detectada y analizada, lo cual es posible
gracias a que multiples copias de cada cDNA estan siendo secuenciadas simultdneamente en el

tiempo y en un mismo punto.

Dado que cada copia de un mismo sSRNA presente en una muestra se une a un cluster diferente y
que la secuenciacién de cada cluster es considerada como una unica lectura por el secuenciador, las
“cuentas por millon” (CPM), que dan una idea de la abundancia de cada secuencia, se calcularon a

partir de estas lecturas.

Procesamiento bioinformatico de los datos de secuenciacion

Los datos informatizados obtenidos como resultado de la secuenciacion se procesaron en el servicio

de Bioinformética del IBMCP mediante multiples programas informaticos.

Tras la eliminacién de las secuencias de los adaptadores empleados durante la secuenciacion se
analiz6 la calidad de las lecturas con el programa FastQC (v.0.11.4) (Andrews et al., 2010).
Después, el estudio de expresion diferencial (control frente tratamiento) fue realizado mediante
linea de comandos bajo el lenguaje de programacion R (v.3.2.2) y el software RStudio (v.0.99.489)
empleando el paquete edgeR (v.3.12.0) (Robinson et al., 2010). Pero de entre todas las secuencias
de sRNAs con expresion diferencial, para poder hacer la validacion se requeria identificar los
posibles mMiRNAs, y para ello se emple6 miRCat (Moxon et al., 2008a), herramienta perteneciente
al paquete “UEA sRNA Toolkit” (Stocks et al., 2012).
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Validaciones biologicas

Ya que los resultados obtenidos in silico son predicciones, éstas han de ser validadas in vivo. El
proceso comenzo tras la seleccion de los miRNA con expresion diferencial realizada con miRCat,
entonces se cotejaron éstos con la herramienta online de psRNATarget (Dai y Zhao, 2011),
concretamente utilizando su funcién “user-submitted small RNAs / preloaded transcripts”, para
buscar secuencias de potencial interaccion con el miRNA, las cuales se introdujeron més tarde en
BLAST (Altschul et al., 1997) para su identificacion como dianas potenciales. Estas posibles dianas
requirieron una posterior comprobacion utilizando otra aplicacion de psRNATarget, “user-

submitted small RNAs / user-submitted transcripts”.

Una vez confirmadas las secuencias de las posibles dianas de los miRNAs se procedio al disefio de
oligos de PCR, utilizando la herramienta primer-blast (Ye et al., 2012). Asi, el listado de oligos para
dianas de sequia y el control de profilina encargados a la empresa Sigma-Aldrich se muestra a

continuacion (Tabla 1).
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Tabla 1: contiene las secuencias y temperaturas de “melting” de todos los oligos empleados para las RT-PCR.

Ta
Diana GenBank ID Secuencia melting
°C)
Fw GTCGTGGCAAGTTTACGTCG 56’5
Profilin NM_001297545.1
Rv GTAGCACTAGGAAACACACCG 55’4
Fw CGATCAATTCGCCCAAGAGC 56’6
Carbonic anhydrase 2-like XM_008446713.1

Rv ACAAAGCTTGAGTCAGTTGCAT 55’3

. . . Fw GAGTGCCAATTTGAGTGCCG 571
Cyclic nucleotide-gated ion channel 1-

) XM_008441118.1

ke Rv GACGCCTTTGGTTTCTTGCC 573

Fw TGGCGTATGCTTGAGGTTAC 5570
Auxin Response Factor 17 XM_008447139.1

Rv TTCTCAGCTGTTCCTGTGGC 57°5

Fw GAATGGAACGCAACTGACGG 56’7
Lacasse 11 XM_008451024.1

Rv TGCATGAACCAAACCCCTGG 58’3

Para hacer la reaccion de retrotranscripcion (RT), cantidades equivalentes de RNA total de cada una
de las muestras se juntaron en un tubo, este RNA habia sido cuantificado con un espectrometro
NanoDrop ND-1000 (Thermo Fisher Scientific, Walthman, Massachusets, EEUU), y en caso de
haber diferencias entre muestras se realizaban los ajustes pertinentes mediante diluciones. A
continuacion se realizd un tratamiento con DNasa, pues el DNA gendmico contaminaria el
resultado si acompafia al cDNA obtenido por RT a partir del RNA, para ello se sigui6 el protocolo
del kit utilizado (DNase I, RNase-free, Thermo Scientific”).

El termociclador empleado en la RT-PCR era un Mastercycler® pro S (Eppendorf, Hamburgo,
Alemania). Por un lado, las condiciones de la reaccién de retrotranscripcién eran: 42°C-1h / 70°C-
57; y el kit empleado fue el “Thermo Scientific RevertAid First Strand cDNA Synthesis kit”. Por
otra parte, las condiciones de la PCR eran: 94°C-3” / {94°C-30" / 57°C-30” / 72°C-45"} x35 ciclos /
72°C-5 / 4°C-o0; y el kit empleado el “DNA polimerase netzyme, Epica S.L.”.
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El siguiente paso es la electroforesis, para la cual se empleé TAE 1X como tampon y agarosa al

1’5%, y se corrieron los geles durante unos 25 min a 130V.

Finalmente para la cuantificacion, se recurrié a un programa de analisis de imagenes llamado
“Imagel)” (Schneider et al., 2012), con el que se midieron los valores de intensidad de las bandas de

los geles de electroforesis.

Adicionalmente, se realizé una comprobacion para asegurar que las dianas habian sido correcta y
especificamente amplificadas, comenzando por la extraccion del cDNA de las bandas de los geles
de agarosa que se utilizaron para analizar las RT-PCR mediante el kit “Thermo Scientific GeneJET
Gel Extraction Kit”, siguiendo las instrucciones del producto. El cDNA extraido de cada banda fue
enviado a secuenciar al servicio de secuenciacion del IBMCP (secuenciador capilar ABI 3100) para

corroborar que se tratase de las dianas correspondientes.

Analisis estadistico de los resultados

Para que los resultados fuesen estadisticamente validos se realizaron para cada diana tres réplicas

técnicas. Dados los datos de intensidad de banda, se aplico un sencillo test estadistico, la “prueba t”

para confirmar si las diferencias eran o no estadisticamente significativas (p < 0,05) y por tanto si

las predicciones bioinformaticas podian ser validadas o no.
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RESULTADOS y DISCUSION

Disefio experimental, andlisis fenotipico y toma de muestras

Las plantas crecidas en el invernadero fueron sometidas a estrés hidrico en la forma y condiciones
descritas en el apartado “Tratamiento de estrés” de Material y Métodos. A pesar de que se realizd
un muestreo a distintos tiempos, para este trabajo solo se tomo el material vegetal correspondiente
al tiempo 4 (T4), es decir, plantas sometidas a estrés durante 11 dias. Como se puede observar en la
Fig. 3, en ese tiempo las plantas muestran sintomas caracteristicos de estrés hidrico, como son

pérdida de turgencia foliar y retraso en el crecimiento.

Para la toma de muestras se cortdé una hoja madura de cada planta de un total de 9, generando 3
réplicas al combinar 3 hojas cada una. Estas fueron congeladas inmediatamente y conservadas a -

80°C para su posterior procesamiento.

Fig. 3: a la izquierda planta control, a la derecha con tratamiento de sequia a tiempo 3 (7 dias).
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Andlisis de lecturas de secuenciacion de sSRNAs

Los pequeiios RNAs (sRNAs) extraidos y purificados a partir de las muestras detalladas en el
apartado anterior, procedentes tanto de plantas sometidas a estrés hidrico, como de plantas no
tratadas, se enviaron a la empresa Sistemas Genomicos (Paterna, Valencia, Espafia), que se encargd
de la generacion de bibliotecas y de la secuenciacion segn un proceso descrito por Illumina (San
Diego, California, EEUU). Para méas informacién del tratamiento de las muestras asi como del
proceso de secuenciacion consultar la seccién de Material y Métodos.

A continuacion, el Servicio de Bioinformatica del IBMCP procedio a la eliminacion de las
secuencias de los adaptadores empleados para secuenciacion Illumina, asi como a un primer analisis
de la calidad de las bibliotecas. Se determin6 que éstas tenian una calidad de lectura promedio de
Q37 en la escala Phred, es decir, una precision del 99°98%, lo que supone una calidad optima para

este tipo de analisis.

A partir de la secuenciacion no solo se obtuvieron las secuencias de los SRNAs y su abundancia en
cada muestra, sino que ésta también proporciond otros datos susceptibles de ser analizados, éstos
fueron el recuento de lecturas redundantes y de lecturas Unicas. Las lecturas totales o redundantes
son aquellas que abarcan todas las secuencias obtenidas, mientras que en el recuento de lecturas
Unicas, o no-redundantes, se agrupan las idénticas y se contabilizan como una. Al clasificar estos
datos segun el tamafio de las secuencias se pudieron establecer perfiles de abundancia (Fig.4A) y
diversidad (Fig.4B) de sRNA, en funcién del porcentaje de lecturas redundantes y unicas,

respectivamente.
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Fig. 4: presenta el % de lecturas redundantes (A) y no-redundantes (B) para SRNAs de entre 20 y 26 nt, comparando
control y sequia. Las barras de error se corresponden con la desviacidn estandar.
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Centrandose en los sRNAs de tamafios comprendidos entre 20 y 26 nucle6tidos (rango lo
suficientemente amplio para abarcar aquellos reconocidos como los principales con actividad
bioldgica), resultd que las secuencias mas abundantes y a la vez diversas fueron las comprendidas
entre 21 y 24 nt, especialmente las de 24 nt. Al comparar entre control y sequia se aprecian
diferencias a nivel de abundancia en lecturas de 22 y 23 nt (a favor del control) y de 24 nt (a favor
de la sequia), mientras que respecto a la diversidad las diferencias son menores y tanto en lecturas
de 23 como de 24 nt se podria afirmar que las muestras de sequia son ligeramente méas diversas, al
contrario de las de 21 nt, donde el control presenta un poco mas de diversidad.

En primer lugar, el hecho de que el rango de tamafios de las secuencias mas destacable abarque
entre 21 y 24 nucledétidos coincide con lo esperable, dado que la mayoria de SRNAs con actividad
biologica oscilan entre dichos tamafios (Chitwood y Timmermans, 2010), sin embargo que el
tamafio mayoritario sea 21 0 24 nt es una cuestion mas controvertida, pues depende de multiples
factores como la especie, el tejido, las condiciones de estrés y si presenta fenotipo o no, como se

discutira a continuacion.

Asi, existe un estudio realizado en hojas de meldn (Sattar et al., 2012) que destaca sobre el resto las
lecturas de 24 nucledtidos, especialmente en el control respecto a las muestras de respuesta
temprana y tardia frente al estrés por herbivoria de afidos; mientras que Gonzalez-lbeas y
colaboradores (2011) postulan que en cultivares de meldn tolerantes o susceptibles a algunos virus,
las secuencias mas abundantes y diversas son de 21 nucle6tidos. EI motivo por el que Gonzélez-
Ibeas y colaboradores (2011) obtienen un resultado diferente podria deberse al tipo de tejidos
empleados (cotiledones, fruto y ovario) frente a las hojas maduras de Sattar y colaboradores (2012).
Esta importancia del "factor tejido™ queda patente en un reciente trabajo (Herranz et al., 2015) en el
que se analizan 4 tejidos de melén diferentes, observandose de nuevo una mayor abundancia de
SRNAs de 24 nucledtidos en hojas y de 21 nucleétidos en cotiledones, si bien las mayores
diferencias entre estos dos tamafios se encuentran en raiz y floema. Por otra parte, también se pone
de manifiesto en este trabajo que el "factor estrés” es incluso mas relevante, ya que las variaciones
en los perfiles de acumulacion de especies de SRNAs son mayores en las plantas infectadas con
MNSV (Melon Necrotic Spot Virus); asi, salvo en el floema, se produce un gran aumento en el
nimero de lecturas redundantes de 21 nucledtidos acompafiado de un descenso de las de 24.
Adicionalmente, este estudio permite revisar también la importancia del "factor especie”, pues
presenta también resultados de una especie filogenéticamene muy préxima al meldn, el pepino

(Cucumis sativus), pudiéndose observar diferencias cuando se comparan los mismos tejidos. A este
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respecto, un trabajo anterior realizado también en pepino (Martinez et al., 2011) plantea las lecturas
de 24 nt como las mas diversas, aunque no las méas abundantes, esas serian las de 22 nt y por tanto
con un elevado nivel de redundancia. Estudios en otras especies menos afines como Medicago
truncatula (Szittya et al., 2008), Solanum spp. (Song et al., 2010) y Citrus trifoliata (Moxon et al.,
2008b) reafirman la dominancia de los SRNAs de 24 nucleotidos, estableciéndolo con un patron

considerablemente frecuente.

Por otra parte, si se toma como factor determinante del patron de lecturas el estrés por sequia en
otras especies, los perfiles descritos son muy variables, por lo que a continuacion se comentan
algunos de ellos. En el caso de Populus trichocarpa (Shuai et al., 2013), los resultados son similares
a los que aqui se presentan en meldn, ya que las lecturas de 24 nt son las mas abundantes y por lo
general las lecturas de sequia dominan tanto en abundancia como en diversidad sobre las del
control; aunque la diferencia esta en las lecturas Unicas, pues en P. trichocarpa la diversidad es
mayor en secuencias de 21 nt. Wang y colaboradores (2011) muestran datos de Medicago
truncatula que coinciden en gran medida con los que se obtuvieron en este trabajo, puesto que tanto
las lecturas unicas como las redundantes de 24 nt predominan sobre el resto, al igual que lo hacen
todas las lecturas de las muestras de sequia respecto al control. Por ultimo, el caso de la cafia de
azucar en condiciones de sequia (Saccharum spp.) ha sido investigado y reflejado en dos articulos
con diferentes enfoques: comparando variedades mas y menos tolerantes al estrés (Ferreira et al.,
2012) y otro que adicionalmente contrasta datos de hojas y raices (Thiebaut et al., 2014).

De este modo, en el primero de los estudios recientemente mencionados (Ferreira et al., 2012), se
muestran una serie de patrones muy similares en rasgos generales, dominando en todos ellos las
lecturas de 21 nt (Unicas y redundantes). Las Unicas diferencias apreciables son las inversiones en la
ligera dominancia del estrés sobre el control (y viceversa) entre lecturas redundantes y unicas de 21
y 24 nt, a la vez que sucede lo mismo en la comparacion entre las variedades con distinto grado de
tolerancia a sequia; de lo que se podria deducir que quizés el grado de tolerancia de la planta al

estrés no sea el factor mas significativo a la hora de determinar el perfil de lecturas.
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Por otro lado, del segundo articulo (Thiebaut et al., 2014) se puede extraer que el tejido es muy
relevante en el perfil de lecturas, ya que en el caso de la raiz dominan tanto a nivel de abundancia
como de diversidad las secuencias de 24 nt, mientras que en las hojas lo hacen los de 21 nt. En éste
también comparan variedades tolerantes y susceptibles a sequia, y se observa que en las muestras de
raiz apenas hay diferencias significativas entre ellas, no obstante en las hojas si que hay variacion,
especialmente en las lecturas Unicas, lo cual refleja la complejidad de las interacciones entre

factores determinantes del patron de lecturas.

Expresion diferencial de SRNAs y prediccion de dianas de miRNAs para validacion

El Servicio de Bioinformatica del IBMCP, asi como dos bioinformaticos de nuestro grupo de
trabajo, sometieron las secuencias cuyo tamafio oscilaba entre 18 y 36 nucle6tidos (entre las cuales
se encontrarian siRNAs y miRNAs) a un analisis de expresion diferencial empleando el paquete
informatico edgeR, obteniéndose asi datos de CPM (cuentas por millon) y logFC (log Fold-Change).
El valor de CPM muestra una cuantificacion relativa de las secuencias, que se corresponde con el
nimero de lecturas de una misma secuencia por cada millén de secuencias totales de la muestra. El
logFC es el resultado de comparar las CPM del control y de las muestras tratadas, y por tanto es el
valor que propiamente aporta informacion de expresion diferencial; éste se calcula como la
diferencia entre el logaritmo en base dos de las CPM de la muestra tratada y el de las CPM del
control, de manera que un logFC positivo implica una mayor expresion en muestras de sequia, y un

valor negativo, mayor expresion en el control.

Dado que uno de los objetivos de esta investigacion consiste en la validacion bioldgica de los
resultados obtenidos in silico, era necesario identificar aquellas secuencias potencialmente
funcionales en la regulacion de los mRNAs y diferenciarlas de las que son subproductos de
degradacion. Por ser los miRNAs los méas extensamente caracterizados fueron seleccionados para
realizar los estudios de actividad bioldgica. Asi se utilizo el programa miRCat para determinar las
secuencias de los posibles miRNAs con expresion diferencial en sequia (respecto al control), para lo

cual se vale de los resultados del analisis de edgeR.

Se obtuvieron asi 9 secuencias, que fueron cotejadas con miRBase para su identificacion y que

constituyeron la base sobre la cual realizar las validaciones biologicas (Tabla 2).

26



Tabla 2: presenta las secuencias predichas como miRNA por miRCat (inferior) alineadas con las secuencias
correspondientes registradas en miRBase (superior), “gaps” en rojo y “mismatchs” en azul. Junto a ellas se muestran los
datos de edgeR (logFC y CPM) que corroboran su expresion diferencial, y su identificacion segiin miRBAse.

Secuencia miRBase CPM CPM . Identificacion
0
miRNA predicho control sequia : miRNA

UCAUUGAGUGCAGCGUUGAUGU )
0.600 7.180 3.42 cme-miR397
CAUUGAGUGCAGCGUUGAUGU

UUGGACUGAAGGGAGCUCCC
224.000 | 94.400 | -1.25| cme-miR319a
UUGGACUGAAGGGAGCUCCCU

UAGCCAAGGACGAC UUGCCUA ]
- 5.990 1.570 | -1.92 | ptc-miR169u-5p
GC AAG UCGUCCUUGGCUACCU

CCCGCCUUGCAUCAACUGAAU )
216.000 | 58.600 | -1.88 | bra-miR168c-3p
CCCGCCUUGCAUCAACUGAAU

UGCUCACUUCUCUUUCUGUCAUC . .
19.900 6.450 | -1.62 | mtr-miR156i-3p
UGCUCACUUCUCUUUCUGUCAG

UUACUAAAGAAUACCGUGUGC 10.400 3.400 -1.60 Desconocido

AAAUUAUGAUGUUGGGUCU .
14.500 0.140 | -6.37 ptc-miR171g
AAAUUAUGACGUAGGCUCUGC

UGCCUGGCUCCCUGUAUGCCA )
2.800 0.399 -2.75 cme-miR160c¢
UGCCUGGCUCCCUGUAUGCC

GUUGACAGAAGAGAGUGAGCAC ) )
23.600 11.300 [ -1.07 | cme-miR156j
UGACAGAAGAGAGUGAGCAC

A continuacion, se utilizaron las herramientas online de psRNATarget para, en primer lugar,
determinar, con ayuda de BLAST, las posibles dianas de los miRNAs potenciales predichos por

miRCat, y después, confirmar la union miRNA-diana predicha.
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Para realizar la prediccion de dianas se emplearon los pardmetros que psRNATarget presenta por
defecto: la expectativa (E), que representa el grado de complementariedad del miRNA vy la diana, y
su valor puede ser < 3 (a mayor valor, menor complementariedad); y UPE, que supone una medida
de la accesibilidad de la diana para el miRNA, cuyo valor puede ser < 25 (a mayor valor, menor
accesibilidad). De este modo se obtuvieron predicciones de dianas para 8 de los 9 miRNAs, y en 7

de ellas fueron corroboradas las uniones miRNA-diana (Tabla 3).

Tabla 3: muestra las secuencias y nombres de los miRNA dados por miRCat frente a su correspondiente diana predicha
mediante psRNATarget y sus “resultados de prediccion: la expectativa (E), la accesibilidad de la diana (UPE) y el
mecanismo de inhibicién del miRNA sobre su diana. El fondo verde corresponde a dianas predichas que coinciden con
las definidas en la bibliografia, el rojo a aquellas que no lo hacen y entre paréntesis las que aparecen en la literatura
cientifica. En los datos escritos con fuente de color azul no ha sido confirmada la unién “miRNA-mRNA diana” en
psRNATarget. Aquellos destacados en negrita fueron los 4 seleccionados para la validacién bioldgica.

TS Resultados de prediccion
N . entificacion .
Secuencia miRNA predicho . Diana

P MiRNA .

E | UPE | Inhibicién
CAUUGAGUGCAGCGUUGAUGU cme-miR397 Lacasse-11 15111,677 Corte
UUGGACUGAAGGGAGCUCCCU | cme-miR31ga | Clucanendo-l3-beta-glucosidase 11 |, o1 gas | corpe
(TCP transcription factor)
. Nucl iption f; Y i
GCAAGUCGUCCUUGGCUACCU | pto-miRisgu-sp | oo oroct Plio% Fetor subumit | 5 117,005 | Corte
CCCGCCUUGCAUCAACUGAAU | bra-miR168¢-3p Carbon'c(aA”gédl;asez"'ke 3,0 | 20,185 | Traduccién
Genomic scaffold,
UGCUCACUUCUCUUUCUGUCAG | mtr-miR156i-3p unassembled_sequence34811 0,0] 12,121 Corte
(SPL protein)
UUACUAAAGAAUACCGUGUGC Desconocido
Ciclic nucleotide-gated ion channel
AAAUUAUGACGUAGGCUCUGC ptc-miR171g 1-like 3,0 | 18,920 | Traduccion
(SCL transcription factor)

UGCCUGGCUCCCUGUAUGCC cme-miR160c Auxin response factor 17 0,51 19,759 Corte
UGACAGAAGAGAGUGAGCAC |  cme-miR156j Squamosa p;?gzitﬁgb'"d'"g"'ke 1,0]14379| Corte
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/659089164?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=02C3KJUV014

Validacion bioldgica de los resultados

Con esta finalidad se seleccionaron 4 de los miRNAs con expresion diferencial predichos por
miRCat, estos eran: miR168, miR171, miR160 y miR397 (Tabla 3). Para validar la
prediccion bioinformatica se empleo la técnica de RT-PCR semicuantitativa, de manera que
si las diferencias de expresion de los miRNA (Tabla 2) era coherente con los niveles de
MRNA de sus dianas correspondientes (Fig. 5A-E), teniendo en cuenta la inhibicion que los
primeros ejercen sobre los Ultimos, la prediccion se consideraria validada. A continuacion se

expondran y discutiran los resultados obtenidos para cada caso.

miR171 v su diana, CNG Channel 1-like

En el caso de miR171, a pesar de las diferencias observadas entre plantas control y sometidas
a estrés hidrico a nivel del miRNA (logFC = -6’37), no se detectaron diferencias
significativas en las concentraciones del mRNA diana analizado (p = 0°102) (Fig. 5B, F).
Esto podria deberse a que el efecto inhibidor del miRNA sobre su diana sucederia a nivel

traduccional, hecho que no puede constatarse con la técnica empleada (RT-PCR).

Este es un caso interesante dado que esta familia de miRNAs no habia sido descrita en melén
previamente y ademas, la funcion que se ha predicho en el presente estudio para la secuencia
de miRNA detectada difiere de la descrita en otras especies, que seria la inhibicién de
diversas formas de factores de transcripcion Scarecrow-like 6 (SCL6), provocando una
reduccion en la elongacion de la raiz primaria (Wang et al., 2010). Asimismo, se hallan
contrapuestos los resultados observados en Arabidopsis thaliana (Liu et al., 2008) y Oryza
sativa (Lv et al., 2010). En el primer caso miR171 se ve inducido por multiples estreses
abioticos (sequia, salinidad y frio), mientras que en el caso del arroz se describe su inhibicion
por frio Gnicamente, lo cual pone de manifiesto lo variable que puede ser esta regulacion de

la expresion génica basada en miRNAs en diferentes especies.
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Eid. 5: muestra los geles de electroforesis de las RT-PCR del control de profilina y las 4 dianas; diferenciando
muestras control y tratadas, y tres diluciones diferentes de cDNA (A). Presenta también las intensidades de
banda analizadas con ImageJ de las 4 dianas: canal i6nico regulado por nucle6tidos ciclicos 1-like (B), anhidrasa
2-like (C), factor de respuesta a auxinas 17 o ARF17 (D) y lacasa 11 (E). Ademas, se representa graficamente la
prueba T (F), donde los datos de intensidad de banda proceden de promediar las 3 diluciones de cDNA,
mostradas en las figuras anteriores.
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Por otra parte, en este estudio realizado en melon se le ha atribuido una diana diferente, un
canal ionico regulado por nucle6tidos ciclicos, cuya implicacion en un contexto de estrés por
sequia y/o salinidad seria facilmente explicable por su papel directo en la regulaciéon del
potencial osmético, indirectamente del potencial hidrico. No obstante, dada la naturaleza
traduccional de su supuesta accion regulatoria sobre esta diana y las limitaciones de la técnica
empleada, no se puede asegurar todavia que realmente exista esta relacion “miRNA-diana” y

debera ser investigado en el futuro.

Asimismo, aunque no se han cuantificado los niveles del mRNA de SCL6, no cabria esperar
que la secuencia que se ha identificado como ptc-miR171g tenga dicho efecto en Cucumis
melo, ya que el programa informatico utilizado no ha detectado ninguna diana potencial entre
los mMRNA de SCL de mel6n. Esto plantea otra diferencia interespecifica respecto a los
miRNASs, ya no basada en los niveles de éstos frente a determinados estreses, si no en que
miRNAs definidos como integrantes de una familia con determinadas dianas y mecanismos

de accion pueden variar segun la especie vegetal.

miR168 v su diana, CA2

Por otro lado, el miR168 (el cual tampoco habia sido descrito en plantas de melén) ha
presentado un resultado diferente, puesto que si se han detectado diferencias significativas en
la cantidad de mRNA diana (Fig. C, F).

Ahora bien, al igual que en el caso anterior, la diana identificada para este miRNA en melén,
una anhidrasa carbonica tipo 2, no es la que tradicionalmente se ha vinculado a miR168
segun la bibliografia, que seria el mMRNA de Argonauta 1 0 AGO1 (Vazquez et al., 2004).
Aunque el programa informatico no presentaba el mMRNA de AGOL1 de C. melo como posible
diana de la secuencia identificada como bra-miR168c-3p, es cierto que guarda cierta
homologia con la secuencia del mRNA de esta anhidrasa carbonica, y en el futuro seria
interesante cuantificar los niveles de AGOL1, con el fin de averiguar si este miRNA puede
tener maltiples dianas en meldn, lo cual ademas podria explicar por qué se detecta variacion
en la concentracion de mRNA de la anhidrasa cuando no cabria esperarlo dada su regulacion

a nivel traduccional, pues podria estarse viendo afectada indirectamente a través de AGOL,
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que constituye una pieza esencial en el sistema de regulacion por silenciamiento, al

establecerse un feedback. (Vaucheret et al., 2004).

miR160 v su diana, ARF17

En cuanto a miR160, se confirmd que la prediccion de una disminucion de los niveles del
mismo en sequia (Tabla 2) era coherente con un incremento significativo en la acumulacién
del mMRNA del gen diana ARF17 (Auxin Response Factor 17) (Fig. 5D, F).

Los factores de respuesta a auxinas son factores de transcripcion que regulan genes en
funcion de la concentracién de auxinas, activando o inhibiendo su transcripcion segun sea el
caso. Estudios previos describen como un descenso en los niveles de miR160, que tiene un
efecto represor sobre ARF10, ARF16 y ARF17, hace que éstos se acumulen en hojas
(Mallory et al., 2005; Wang et al., 2005).

ARF16 ha sido relacionado con el control de la formacion de la caliptra y del nimero de
raices laterales, inhibiendo su formacién (Wang et al., 2005). Asi, Liang y colaboradores
(2012) observaron que plantas de A. thaliana crecidas en condiciones de déficit de nitrogeno,
presentaban un incremento de miR160 y una consiguiente reduccion de ARF16 lo cual se
traducia en un mayor desarrollo de raices laterales. Si bien en este trabajo no se estudiaba el
estrés hidrico, las repercusiones que tiene el control de la estructura radicular sobre la

respuesta a dicho estrés resultan obvias.

En cuanto a ARF17, Mallory y colaboradores (2005) hacen un amplio estudio sobre su
regulacién mediante silenciamiento por miR160, y asi determinan que es muy eficaz, hasta
tal punto que en las construcciones transgénicas de tipo 35S:ARF17 (de expresion
constitutiva) decrecen notablemente los niveles de ARF17 y se incrementan los productos de
su corte por miR160. Por otro lado, también determinan que esta regulacion es fundamental,
ya que en una linea transgénica resistente a miR160 mas del 55% de las plantas analizadas
presentaban algun tipo de defecto del desarrollo, ya sea vegetativo y/o floral, frente al control

en que todas se desarrollaban con normalidad.
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Pero la clave en el caso de estrés por sequia probablemente resida en ARF10, que esta
implicado en la sensibilidad a acido abscisico (ABA). La sobreexpresion de miR160 en
plantas de A. thaliana produce insensibilidad a ABA, mientras que lineas de sobreexpresion
de una forma de ARF10 resistente a mirl60 son hipersensibles (Liu et al., 2007).
Adicionalmente, otro estudio sefiala que en plantulas de arroz el ABA ayuda a la
acumulacién de mRNA de algunos ARF mediante la reduccion de los niveles de miR160 (Liu
et al., 2009).

Estos resultados son coherentes con los del presente trabajo, pues se esperarian niveles mas
bajos de miR160 en las plantas melon que sufren de estrés hidrico para facilitar el rol de
ABA en la tolerancia a dicho estrés. Otros trabajos presentan resultados similares en otras
especies como Populus trichocarpa (Lu et al., 2008).

miR397 v su diana, LACASSE-11

La Gltima secuencia que se estudio, fue identificada como cme-miR397, y al igual que en el
caso anterior, se cuantificd su diana potencial, el mMRNA de la enzima lacasa 11. El resultado
obtenido fue que la acumulacién de miR397 en las plantas tratadas con sequia (Tabla 2) se
correspondia con unos niveles de mRNA diana significativamente menores respecto al
control (Fig. 5E, F).

La identificacion de una lacasa como diana de miR397 concuerda con trabajos previos que
relacionan este miRNA con dichas enzimas (Sunkar y Zhu, 2004), en algunos casos
refiriéndose a su papel en la regulacion de la sintesis de lignina (Lu et al., 2013; Wang et al.,
2014) y en otros tratando de dar una explicacion con implicaciones en la respuesta a estrés
hidrico, dada su regulacion negativa sobre una lacasa que reduce el crecimiento radicular (Cai
et al., 2006).

Pero quizds sea también interesante en términos de respuesta a sequia su otra diana
mencionada en la bibliografia (que aunque no se ha analizado en este experimento podria ser
interesante para futuros estudios), el mRNA de la pB-fructofuranosidasa (Zhou et al., 2010),

implicada en el metabolismo de la sacarosa y el almidon. Su importancia residiria en la
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hipétesis de que el equilibrio entre sintesis y metabolismo de los gllcidos puede ser esencial

para tolerar la sequia (Ding et al., 2013).

Como ya se ha comentado previamente, el resultado de la cuantificacion realizada en este
trabajo muestra un aumento del miR397 en condiciones de sequia en Cucumis melo, al igual
que sucede en A. thaliana (Sunkar y Zhu, 2004) y al contrario que en Oryza sativa (Zhou et
al., 2010), o como en la soja con genotipo sensible a sequia y opuestamente al tolerante
(Kulcheski et al., 2011); lo cual supone una reafirmacion de la hipdtesis que ya se plante6
con los miRNA anteriormente explicados, de que existe una importante variacion
intraespecifica en este sistema de regulacién de la expresion génica, incluso al tratarse de un

mismo miRNA.
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CONCLUSIONES

Se puso a punto un sistema para la sincronizacién en la germinacion de plantulas de

melén.

Fue posible determinar el patron general de acumulacion de sSRNAs en plantas de

meldn expuesta a sequia.

Se identificaron miRNAs con expresion diferencial en plantas de melon expuesta a

sequia.
Para al menos 2 de estos miRNAs con expresion diferencial (miR160 y miR397) fue

posible validar las dianas predichas bioinformaticamente, asi como cambios en su

acumulacién en repuesta a condiciones de estrés hidrico.
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Fig. S1: representacion de la produccion espafiola de meldn frente la de la UE entre 2003 y 2013. Tomada de
FAOSTAT.

35M
30M
wn 25M
T
°
g}
[
=
o
= 20M
15M
10M
<o} D 5 o A > 9 Q N v &)
Q Q Q Q Q Q Q N & & S
A® DY Y W 0 D S DY Y D DY
-o- China Mundo
Melones, otros (incl. cantaloupe) Melones, otros (incl. cantaloupe)
Produccién Produccion
M = Million, K = Thousand

Fig. S2: representacion de la produccion espafiola de meldn frente la de la UE entre 2003 y 2013. Tomada de
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