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Resumen:

Desde la antigliedad la salinizacién del terreno ha supuesto un importante limitante en
la produccion agricola. En la actualidad el area afectada por este problema es superior
a 800 millones de hectareas pero esta superficie se incrementa afio tras afo. Por esta
razén es fundamental conocer en profundidad como afecta la salinidad a las plantas
asi como las respuestas que se desencadenan en ellas frente a una situacion de
estrés, principalmente en especies de interés agricola, pues los resultados obtenidos
pueden ser rapidamente aplicados a planes de mejora. Por otra parte, el estudio de los
pequeiios RNAs (sRNAs) no codificantes, como reguladores de las respuestas a
estrés es un campo emergente del que todavia se conoce muy poco. En este estudio
se analizd el efecto del estrés salino sobre melon (Cucumis melo) a nivel de
poblaciones de sRNAs. Para ello se secuenciaron los sRNAs presentes en las plantas
sometidas a estrésy, a través de herramientas bioinformaticas, se estudidla
abundancia y la diversidad de las lecturas obtenidas. A partir de estas secuencias se
identificaron micro RNAs (miRNAs) con expresién diferencial asi como los posibles
genes diana a los que podrian estar regulando. Por ultimo se intentovalidarin vivolos
resultados predichosin silico mediante la evaluacion por RT-PCR semicuantitativa de

los niveles de transcrito de los genes diana.



1.- Introduccion.

Desde el inicio de la agricultura la produccién se ha visto limitada por diversos factores
como sequias, frio, enfermedades y otros estreses a los que se encuentran sometidas
las plantas. A lo largo de los afios, la busqueda de variedades mas resistentes ha

sido una de las vias para la mejora en la produccion.

Los estreses se suelen clasificar como bidticos o abiéticos. Los primeros son aquellos
que presentan un origen biologico (ej. virus, bacterias, insectos, etc.), mientras que los
abioticos incluyen aquellas condiciones medioambientales que reducen el crecimiento
y/o rendimiento de los cultivos por debajo de los niveles éptimos (Cramer et al., 2011).
En la actualidad estos ultimos son los principales limitantes de la produccion agricola.
En concreto, se considera que estreses como el hidrico o el salino causan pérdidas
anuales de entre el 30 y el 60% (Mantri et al., 2008).

1.1.- El estrés salino.

Dentro de los estreses abidticos uno de los mas importantes es el estrés salino, que es
generado en las plantas como consecuencia de una concentracion de sales solubles
elevada en el medio. Este tipo de suelos se puede encontrar tanto a nivel del mar
como en zonas de montafia y desde regiones tropicales a polares (Carillo et al., 2011),
aungue es en zonas aridas donde el impacto es mayor. El aporte de sales al suelo
puede darse de diversas maneras, de forma natural (salinizaciébn primaria): sales
depositadas por la lluvia, liberadas por la erosién de minerales o transportadas por el
viento desde el mar, entre otras. O también puede deberse a practicas humanas
(salinizacién secundaria) como consecuencia del uso de fertilizantes minerales o por
el empleo en regadio de aguas de mala calidad (Munns & Tester, 2008) afladiéndose

asi sales al suelo que previamente no estaban presentes en él.

Son conocidos diversos casos a lo largo de la historia donde la salinizacion de la tierra
ha llegado a cotas tan altas como para condicionar profundamente la vida en regiones
enteras. Los ejemplos abarcan desde la antigliedad, propiciando la desaparicion de
las civilizaciones Mesopotamica y Sumeria hace unos 5000 afios (Jacobsen &
Adams,1958), hasta la actualidad, siendo uno de los casos mas destacados la

salinizacion de regiones de Kazajistan y Uzbekistan cercanas al mar Aral .



Actualmente existen unos 800 millones de hectareas de suelo afectado por salinidad
(FAO, 2008), gran parte de este suelo salino es de origen natural pero unos 45
millones de hectareas de tierra de regadio y unos 32 millones de tierras de secano
estan afectadas por salinidad como resultado de la accion humana. El caso concreto
de las tierras de regadio es el mas evidentedebido a que a pesar de ocupar sélo el
15% de la superficie cultivada (230 millones de ha) se concentraen ellas un 33% de la
produccion mundial de alimentos (Munns & Tester, 2008). A nivel europeo existen
entre 1 y 3 millones de hectareas afectadas, principalmente en la zona mediterranea
(European Commission, 2003). En lo que respecta a Espafia,se estima que 525 mil
hectéreas de suelo de regadio se encuentran bajo riesgo alto de salinizacién y 105 mil
se encuentran gravemente afectadas (Ladeiro, 2012). Estas zonas se encuentran
principalmente en regiones aridas en el sur-sureste de Espafia donde el empleo de
agua de poca calidad y la salinizacion de los acuiferos por intrusiones de agua marina
han contribuido fuertemente a su salinizaciéon. Adicionalmente, el aumento en la aridez
como consecuencia del calentamiento global se vera reflejado en un aumento de la

superficie afectada por salinidad.

1.2.- Respuesta de las plantas al estrés salino y métodos

de mejora.

La salinidad aqueja a las plantas de diversas maneras, pero se pueden resaltar dos
principales. Por un lado, una alta concentracion de sales en el suelo interfiere en la
captacion de agua por parte de las raices al elevar el potencial osmoético del suelo,
provocando estrés hidrico. Por otraparte, la acumulacién de sales dentro de la planta,

especialmente en hojas de mayor edad, puede producir toxicidad i6nica.

Un exceso de iones puede perturbar la sintesis proteica y dificultar la asimilaciéon de
nutrientes; asi, la acumulacion de Na® inhibe la absorcion de K* , esencial para el
crecimiento y el desarrollo de las plantas. Por otra parte, el i6n cloruro (Cl), interfiere
en la actividad de algunas enzimas (Munns, 2005) debido a la alteracion en el
equilibrio entre las fuerzas hidrofébicas y electrostaticas que sustentan la estructura
de las proteinas (Conde et al.,2011). Adicionalmente, el estrés salino promueve la
produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS), como el perdxido de hidrogeno
(H,0,) (Abogadallah, 2010), las cuales ejercen un efecto deletéreo sobre la planta al
reaccionar con diferentes moléculas, causando peroxidacion de los lipidos de

membrana, oxidaciéon de proteinas o dafiando los &cidos nucleicos (Ashraf, 2009;
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Munns, 2005). Todos estos efectos conducen a una senescencia prematura de las
hojas asi como a la aparicion de clorosis y necrosis y la disminucion de la capacidad
fotosintética (Parida & Das, 2005; Carillo et al.,, 2011), lo que se traduce en una
reduccion en el desarrollo de las plantas y por consiguiente en la produccion de los

cultivos.

Las plantas pueden responder ante el estrés salino a diferentes niveles. A nivel celular,
modificando por ejemplo la arquitectura de la pared celular; a nivel molecular,
ajustando su propio metabolismo mediante la regulacion de la expresion génica; y
también a nivel epigenético (Krasensky & Jonak, 2012). Todo esto con el fin ultimo de
adaptarse y sobrevivir al estrés.

A lo largo del tiempo se han considerado diferentes aproximaciones para el desarrollo
de cultivos tolerantes a salinidad. Una es el empleo de programas de mejora clasica,
seleccionando lineas de plantas que presentasen una mayor tolerancia a la salinidad.
Asi se han obtenido variedades prometedoras de maiz (Maiti et al.,1996), trigo
(Hollington, 2000) y arroz (Sahi et al., 2006). Sin embargo es importante destacar que
la mayoria de las lineas obtenidas por mejora convencional no se han probado en
condiciones de campo (Ashraf & Akram, 2009).

También se ha intentado introducir genes mediante hibridacién desde especies
silvestres a especies comerciales, como es el caso del trigo (Wei et al.,, 2001) o el
tomate (Perez-Alfocea et al., 1994), sin embargoesta aproximacion no se ha traducido
en la obtencién de variedades tolerantes comerciales, lastradas en parte por barreras

reproductivas.

Otro camino para la mejora en la tolerancia a la salinidad de las plantas es a través de
la ingenieria genética, mediante la induccién de diferentes cambios metabdlicos o
modificando la expresion de genes implicados en la respuesta a la salinidad. A este
respecto se han realizado numerosos estudios conducentes a: a) Reducir la entrada o
acumulacién de iones toxicos y b) Minimizar los efectos deletéreos que éstos tienen

sobre las plantas.

Existen varias rutas en la sefalizacion del estrés salino, siendo la ruta SOS (Salt
Overly Sensitive) la mas comdn (Turan et al.,, 2012). En esta ruta los iones son
percibidos por proteinas de la membrana plasmatica denominadas RLCK (Receptor-
like Cytolasmic Kinases) que transducen la sefial empleando Ca*? como mensajero, el

cual, tras ser reconocido por la proteina SOS3 activa a la proteina kinasa SOS2, que
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fosforila a SOS1, un antiportador Na*/H" de la membrana plasmatica (favoreciendo asi
la expulsién de iones de la célula), y a otros antiportadores Na*/H* presentes en la
membrana de la vacuola (NHX) (permitiendo secuestrar iones en la vacuola) (Surekha,
2015).

Diversos estudios pusieron de manifiesto que el aumento en la acumulaciéon de iones
toxicos en la vacuola por la sobreexpresion del antiportador Na*/H" vacuolar NHX1 de
arroz (Fukuda et al., 2004) y Arabidopsis thaliana (Xue et al., 2004) aumentaba la
tolerancia de estas plantas a la salinidad. Lo mismo se constatd al sobreexpresar el
gen AVP1 de alfalfa, que codifica una H*-pirofosfatasa vacuolar (Bao et al., 2009).

Otro componente relacionado con la sefializacion de la salinidad es el receptor
osmosensor ATHK1, que activa la ruta de las MAP kinasas (Mitogen Activated Protein
Kinases , MAPK) (Urao et al., 1999), segun la cual diferentes kinasas (MAPKKK-
MAPKK-MAPK) se activan secuencialmente mediante fosforilacion y modifican la
actividad de algunos factores de transcripcion implicados en la regulacion de procesos

como por ejemplo la biosintesis de osmolitos (Whitmarsh, 2007; Zhu, 2002).

Los osmolitos compatibles, como prolina, glicina-betaina, sacarosa o trehalosa son
otro elemento clave en la respuesta a estrés. En general se trata de compuestos de
bajo peso molecular cuya acumulacion en el citoplasma permite mantener un potencial
osmético bajo sin inhibir el metabolismo celular. Asimismo también ejercen funciones
osmoprotectoras estabilizando proteinas y membranas al poder reemplazar a las
moléculas de agua de su superficie (Carrillo et al., 2011). Para aumentar la produccién
de los diferentes metabolitos se busca sobreexpresar aquellas enzimas clave en su
ruta de sintesis. Asi, el incremento en la concentracion de prolina producido como
consecuencia de la sobreexpresion del gen P5CS (que codifica la pirrolina-5-
carboxilato sintasa), aumento la tolerancia a salinidad en arroz, trigo y tabaco (Ashraf
& Akram, 2009). Por otra parte, el aumento en los niveles de trealosa debidos a la
sobreexpresion del gen OsTPSL1 (que codifica la trealosa-6-fosfato sintasa), condujo a

una mejora en la tolerancia a salinidad y otros estreses en arroz (Li et al., 2011).

Un punto central en la regulacion de la respuesta a salinidad, al igual que en otros
estreses, son los factores de transcripcion. Estas proteinas permiten regular la
expresion de grupos de genes, lo cual los vuelve herramientas muy utiles para el
desarrollo de plantas transgénicas teniendo en cuenta que la tolerancia a la salinidad

no viene regulada por un Unico gen. Entre las familias de factores de transcripcion que
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se conoce que estan vinculados a la tolerancia a la salinidad se encuentran MYC,
MYB, NAC o bZIP entre otras (Shureka et al.,2015). Varios de estos factores se han
empleado con resultados positivos para incrementar la tolerancia a salinidad. Este es
el caso del factor de transcripcién SNAC2 sobreexpresado en arroz (Hu et al., 2008) o
GmbZIP1 sobreexpresado en Arabidopsis thaliana y en tabaco (Gao et al., 2011).

Asimismo, el incremento en la sintesis de antioxidantes capaces de combatir el efecto
citotoxico de las especies de oxigeno reactivas que se producen durante el estrés,
como es el caso de las enzimas superoxido dismutasa o la glutation peroxidasa, ha
mostrado ser una via de la mejora en la tolerancia a diferentes estreses, incluido el

salino, en diversas especies de plantas (Roxas et al., 1997; Badawi et al., 2004).

Se ha observado que en condiciones de estrés ocurre un aumento en la expresioén de
genes que codifican helicasas, correlacionandose con un aumento de tolerancia a
estreses como el salino. Estas proteinas, cuya funcién es separar las dobles cadenas
de ADN y ARN, se encuentran implicadas en procesos relacionados con la regulacion
de la transcripcion, reparaciéon , traduccion y recombinacién de acidos nucleicos
(Vashisht y Tuteja, 2006). La sobreexpresion del gen de la DNA helicasa MCM6 en
tabaco (que se induce en respuesta a salinidad pero no por sequia) produjo un
incremento en la tolerancia de estas plantas a salinidad y otros estreses (Dang et al.,
2011).

Finalmente, otros participantes en la tolerancia al estrés que se han explorado para la
produccion de cultivos resistentes al estrés salino son las proteinas LEA (Late
Embryogenesis Abundant) y las proteinas chaperonas. Estas primeras, aunque
principalmente asociadas a la tolerancia a sequia, también participan en la tolerancia a
la salinidad, contribuyendo en la renaturalizacion de proteinas o secuestrando iones
(Dure, 1993). Sun y colaboradores (2014) sobreexpresaron el gen de una proteina
LEA procedente de Tamarix en alamo con relativo éxito. Las segundas son conocidas
como proteinas de choque térmico (Heat, Shock Proteins, HSP), las cuales se
encuentran implicadas en diferentes procesos, destacando su colaboracion en el
normal plegamiento de las proteinas recién formadas. Su relacion con el estrés salino
es que presentan la capacidad de estabilizar y replegar proteinas y evitar la formacion
de agregados de proteinas (Saibil, 2013), minimizando asi los efectos dafiinos de
dicho estrés. Un ejemplo del empleo de estas proteinas para dotar de tolerancia a

salinidad lo encontramos en Jiang et al., 2009, donde se expres6 en Arabidopsis una



chaperona procedente de Rosa chinensis obteniéndose resistencia a diversos

estreses, incluido el salino.

Todos estos esfuerzos estan encaminados a reducir las pérdidas de productividad de
diferentes cultivos como consecuencia de una disminucionde la superficie y calidad del
terreno arable como consecuencia de la salinizacion. Sin embargo, a pesar de los
avances, siguen existiendo incognitas en cémo lograr plantas tolerantes a la salinidad
viables agrondmicamente, por lo cual se hace fundamental un mejor conocimiento de
los efectos del estrés salino en las plantas y los mecanismos que se dan en ellas para
regular la respuesta a dicho estrés. Ello podria dar lugar a la obtencion de variedades
de cultivos més tolerantes a la salinidad permitiendo su cultivo en suelos que han
perdido su capacidad productiva por la salinizacién y asi ayudar a suplir necesidades
alimentarias futuras. Uno de los cultivos que podria beneficiarse de esto es el melon,
sobretodo el cultivado en el area mediterranea, debido al creciente aumento de terreno
salinizado, como consecuencia de intrusiones de agua marina y al empleo de agua

salobre para riego entre otros factores (Rana & Katerji, 2000).

1.3.- El cultivo del melon.

Actualmente existen una gran cantidad de estudios centrados en el efecto de los
diversos estreses en plantas modelo, como Arabidopsis thaliana, a pesar de que esto
supone una base, es necesario que el conocimiento adquirido en dichas especies
pueda reflejarse en una mejora de la produccion agricola, por ello es necesario realizar

estudios sobre especies de interés agronémico.

El melon (Cucumis melo) es una importante especie horticola a nivel mundial. El
género Cucumis pertenece a la familia Cucurbitaceae y contiene cerca de 50
especies entre las que se destacan por su importancia Cucumis sativus L. (Pepino) y
Cucumis melo L. (melén) (the plant list, 2010). Se ha considerado tradicionalmente que
el origen de Cucumis melo se situaba en Africa, pero estudios recientes empleando

DNA cloroplastico muestran que Asia fue realmente su origen (Sebastian et al.,2010).
El meldn es una planta herb4cea rastrera eudicotileddnea, de la cual existen diversas

variedades (Piel de sapo, cantaloup, galia) y cuyo fruto (una baya peponide), de

nombre homonimo, se emplea en alimentacion.
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En la actualidadse producen en el mundo 30 millones de toneladas de melones al afio
(Anexo 1) principalmente de las variedades Honeydew y Cantaloup siendo China el
principal productor con unos 10 millones de toneladas (FAO). A nivel europeo Espafa
es el principal productor (40% de la produccién europea), aunque en los Ultimos afios
su cultivo se ha reducido Anexo 2). La variedad "piel de sapo” es la méas cultivada
(MAGRAMA, 2003). Por regiones la produccion se concentra sobre todo en Castilla la
Mancha y Andalucia con mas del 60% de la producciéon (MAGRAMA, 2003). En el
caso de la Comunidad Valenciana, su produccion alcanza las 40 mil toneladas (5% de
la produccién espafiola) concentradas principalmente en la provincia de Alicante
(Anexo 3)(MAGRAMA, 2003).

Aparte del interés econémico del meldn, la reciente secuenciacion de su genoma
(Garcia-Mas et al., 2012), la cual aporta una importantisima herramienta para su
estudio, asi como la existencia de analisis previos de pequefios RNAs no codificantes
presentes en meldn (Gonzalez-lbeas et al., 2011) han sido dos factores clave a la hora

de seleccionar esta especie horticola.

1.4- RNAs no codificantes.

Ademas de los mecanismos moleculares implicados en la respuesta a estrés salino
detallados en el apartado 1.2 de la introduccién, en la Ultima década se ha avanzado
mucho en la comprension del papel que las secuencias de RNAs no codificantes
(ncRNASs), término referido a aquellos RNAs que no codifican ninguna proteina, tienen
en la respuesta a estrés (Mattick & Makunin, 2006; Prasanth & Spector 2007; Matsui
et al., 2013).

Los ncRNAs se clasifican como pequefios RNAs no codificantes (SncRNAs) o RNAs
no codificantes largos (INCRNAs) segun su tamafio sea inferior o superior a 40 nt

respectivamente.

En plantas se considera que los INcRNAs participan en la regulacion de la trascripcion
y se encuentran implicados en diversos procesos como la fotomorfogénesis, la
vernalizacion o la fertilidad entre otros (Liu et al., 2015). Por otra parte, los sSncRNAS,
participarian en la regulacion postranscripcional de la expresién génica, en el
mantenimiento de la estabilidad del genoma o en la iniciacion del ensamblado de la

heterocromatina (Gonzalez-Ibeas et al., 2011).
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Dentro de los sncRNAs se distinguen,en funciébn de su biogénesis,dos grupos:
pequefios RNAs de interferencia (SIRNAs) y microRNAs (miRNAs). El descubrimiento
de la existencia de estos pequefios RNAs en plantas es muy reciente, en 1999 los
siRNAs (Hamilton & Baulcombe, 1999) y en 2002 los miRNAs (Reinhart et al., 2002),

por lo que actualmente existen lagunas sobre su biosintesis y funciones.

1.4.1.- Biosintesis de los siRNAs.

Los siRNAs se forman a partir de RNAs de doble cadena (dcRNAs) perfectamente
pareados, pudiéndose diferenciar en funcién del origen de dicha doble hebra y la ruta
de biosintesis distintos tipos de siRNA, entre los cuales destacan: a) trans-acting
siRNAs (ta-siRNAs), b) natural antisense-transcript siRNAs (nat-siRNAs), c) repeat-
associated siRNAs (rasiRNAS).

Los ta-siRNAs (trans-acting siRNAs) son siRNA que derivan de genes TAS. Dichos
genes son transcritos por la RNA polimerasa |l y la secuencia resultante es cortada por
MiRNAs especificos, siendo los fragmentos resultantes transformados en siRNAs por
la accién secuencial de 3 proteinas (Yoshikawa et al., 2005; Rajeswaran & Pooggin,
2012). El primer paso, llevado a cabo por la proteina SGS3 (Suppressor of Gene
Silencing 3), consiste en la proteccion y estabilizacion de los fragmentos frente a su
degradacion por parte de RNasas (Yoshikawa et al., 2005). El segundo paso es la
sintesis de una cadena complementaria al fragmento dando lugar a una doble hebra
de RNA, la precursora de los siRNA. Este paso es llevado a cabo por la RNA
polimerasa dependiente de RNA 6(RDR6) (Rajeswaran & Pooggin, 2012). La doble
cadena de siRNA resultante es cortada para dar lugar a duplex de siRNA de 21nt,
gracias fundamentalmente a la accion de la proteina DCL4, perteneciente a una familia
de endonucleasas denominadas Dicer-like (DCL) (Vazquez et al., 2004; Yoshikawa et
al., 2005).

Los nat-siRNA (natural antisense-transcript siRNAs) son miRNA cuya doble hebra de
RNA de origen procede de la union de dos transcritos, derivados de parejas de genes
situados en hebras opuestas con regiones solapantes, denominados "natural
antisense gene pairs" (Jen et al., 2005), un ejemplo de este tipo de genes son P5CDH
y SRO5. A partir del RNA de doble hebra resultante de la union de los transcritos, se
originaran siRNA de 21 nucleo6tidos por la actividad endonucleasa de DCL4, o de 24
nucleétidos como resultado de la acciéon de DCL2 (Borsani et al., 2005). En la

formacion de ambos siRNAs participan las proteinas SGS3, RDR6, asi como la RNA
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polimerasa DNA-dependiente NRPD1A, aunque el rol de estas proteinas en la

formacion de los siRNA de 24 nt es poco conocido (Borsani et al., 2005).

Otros posibles origenes de siRNA pueden ser algunos elementos transponibles, como
es el caso de los rasiRNA (repeat-associated siRNAs), o también pueden tener
procedencia exdgena, como los RNA virales o viroidales (Carthew & Sontheimer,
2009).

1.4.2.- Biosintesis de los miRNAs.

Los miRNAs se encuentran codificados por los genes MIR, los cuales, a través de la
RNA polimerasa ll, originan transcritos de cadena simple denominados pri-miRNAs,
gue presentan una estructura tipo hairpin (Fig. 1). Estos pri-miRNA son estabilizados
mediante proteinas DAWDLE (DDL) (Voinnet, 2009) y procesados por endonucleasas
tipo Dicer (DCL), las cuales son asistidas por las proteinas HYL, SE y TGH (Rogers &
Chen, 2013) que se unen a distintas regiones del pri-miRNA promoviendo la accion de
DCL o la precision en el corte realizado (Dong et al., 2008; Ren et al., 2012). La accién
de la DCL sobre los pri-miRNA da como lugar a los pre-miRNA, al cortar la estructura
stem-loop del resto del transcrito. Estos uUltimos son procesados de nuevo por las DCL
con la asistencia de HYL y SE (Khraiwesh et al., 2012; Rogers & Chen, 2013. La
longitud de las secuencias de estos duplex dependera del tipo de DCL que realice los
cortes, siendo DCL1 la responsable en la mayoria de los miRNAs, dando lugar a
fragmentos de 21 nucleétidos. Las endonucleasas DCL3, DCL2 y DCL4 dan lugar a
fragmentos de 24, 22 o 21 nucleétidos respectivamente (Xie et al., 2004). Estos duplex
de miRNA son 2-o-metilados por la metiltransferasa HEN1 (Hua enhancer 1) (Voinnet,
2009), para evitar su degradacion. Los duplex de miRNA son trasladados desde el
nucleo al citoplasma, por medio de una proteina exportadora denominada HASTY
(HST) (Rogers & Chen, 2013). Una vez en el citoplasma, ambas cadenas se separan;
una de ellas, denominada cadena guia, constituye el miRNA funcional, la otra,
denominada "passenger" acaba siendo degradada en la mayoria de los casos
(Voinnet, 2009).
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Figura 1: Estructura hairpin (stem loop), extraido de Shabalina & Koonin, 2008.

1.4.3.- Mecanismos de accion de los sncRNAs.

En ambos tipos de sncRNA, tanto el daplex de siRNAs como el de miRNAs, sélo una
de las cadenas, la cadena guia, se incorporara a la proteina con accién endonucleasa
AGOL1 (Argonaut 1), formandose el complejo proteico RISC (RNA-induced silencing
complex) del cual AGO1 es su componente catalitico (Khraiwesh et al.,2012). El
sncRNA guia a este complejo hasta un mRNA diana, reconocido debido a presentar
una secuencia complementaria. Una vez unido RISC al mRNA diana, AGO1 puede
ejercer su accion endonucleasa sobre el mRNA cortandolo entre los nucle6tidos 10 y
11 en direccién 5° (Tomari & Zamore, 2005) tras lo cual la degradacion se completa
por accion de exonucleasas celulares (Orban & Izaurralde, 2005).

Alternativamente, RISC puede inhibir la traduccién del mRNA diana. Aunque existen
casos reportados de dicha actividad (Li et al., 2013), el mecanismo por el cual se da
esta represion en plantas es desconocido actualmente (Roger & Chen, 2013).

De ambas formas se consigue regular post-transcripcionalmente la expresion de los
genes (Khraiwes et al, 2012) en lo que se conoce como silenciamiento

postranscripcional del RNA.

Aparte de esta regulacién postranscripcional, también se puede dar una regulacién a
nivel transcripcional. Esto se produce cuando un sncRNA de 24 nt (Sunkar et al.,
2007) se une a AGO4 o AGO6 (Zhang et al.,, 2013) dando lugar al complejo RITS
(RNA-induced Transcriptional Silencing Complex). La secuencia de sncRNA actia
como guia del complejo hasta una secuencia homdloga de ADN para mediar su
metilacién, en un proceso denominado RNA-directed DNA methylation (RdDM)
(Khraiwesh et al., 2010). En este proceso el complejo formado por la unién del

sncRNA y AGO se une a la polimerasa V en el nucleo. Adicionalmente, para que
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ocurrala metilacion es necesaria la asociacion con el complejo DDR, formado por la
proteina DRD1 (Defective in RNA-directed DNA methylation 1) un factor de
remodelacion de la cromatina, la proteina implicada en mantenimiento de la estructura
cromosomica DMS3 (Defective in Meristem Silencing 3) y RDM1 (RNA-directed DNA
Methylation) (Xie & Yu, 2015). Este complejo permite la separacion de las hebras del
DNA y con ello la interaccion de la polimerasa V con el DNA, asi como su actividad
(Zhang et al., 2013). Adicionalmente, la proteina RDM1 actia como intermediario entre
AGO vy la enzima responsable de la metilacion DRM2 (Domain Rearranged
Methyltransferase 2) (Gao et al.,, 2010). Este proceso provoca el silenciamiento

transcripcional de la secuencia diana.

1.4.4.- sncRNAs y el estrés salino.

Se han descrito algunos sncRNAs que ven modificados sus niveles en respuesta al
estrés salino (Borsani et al.,, 2005, Khraiwes et al, 2012). De esta manera los
sncRNAs pueden participar en la regulacion de diversas rutas relacionadas con la
tolerancia a la salinidad. Por ejemplo, el SRO5-P5CDH natsiRNA al ser inducido
reduce la acumulacibn de la proteina P5CDH (Pyrroline-5-carboxylate
dehydrogenase), una enzima que participa en la degradacion de la prolina (Funck et
al., 2010), de manera que la prolina se acumula en la planta pudiendo ejercer su
actividad osmoprotectora. Por otra parte, el miRNA miR169 actla sobre el factor de
transcripcion NF-Y (Nuclear Transcripcion Factor Y), el cual regula la expresién de
diversos genes implicados en el metabolismo de los carbohidratos, afectando asi al
crecimiento (Sun et al., 2015).

Curiosamente, los niveles de miR156 aumentan como consecuencia de un estrés
salino en Arabidopsis thaliana mientras que se reducen ante un estrés similar en Zea
mays (Khraiwes et al, 2012). Asi, se pone de manifiesto la importancia de estudiar la

expresion de sRNAs no solo en plantas modelo sino también en especies agricolas.
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2.-Objetivos

Este trabajo forma parte de un proyecto en el cual se pretende estudiar la respuesta
que se da en melon (Cucumis melo) a diversos estreses a nivel de pequefios RNAs
con un enfoque holistico. Sin embargo en este trabajo se exponen resultados
obtenidos en aquellas plantas sometidas Unicamente a estrés salino. Por ello el
objetivo general de este trabajo es realizar una caracterizacion preliminar de algunos

mecanismos de repuesta a estrés salino mediados por SRNAs en meldn.
Para esto se siguieron los siguientes objetivos especificos.
1- Exponer plantas de melén a situaciones controladas de estrés salino.

2- Purificar a partir de ellas extractos enriquecidos con sSRNAs y someterlos a estudios

de secuenciacion masiva.
3- Caracterizar las poblaciones de sRNAs obtenidas.

4- ldentificar potenciales miRNAS de meléncon expresion diferencial en plantas

expuestas a estrés salino y sus potenciales dianas.

5- Validar la actividad de miRNAs seleccionados mediante analisis de acumulacion de

los transcritos diana.
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3.-Material y métodos:

3.1.-Material vegetal

Como material vegetal para este proyecto se emplearon hojas procedentes de plantas
de melon Cucumis melovariedad Piel de sapo. Las semillas de dichas plantas fueron
proporcionadas por el Dr. Monforte del Instituto de Biologia Molecular y Celular de
Plantas de Valencia (CSIC-UPV).

4.2 .-Tratamiento de las semillas

Las semillas empleadas fueron esterilizadas con hipoclorito sédico (NaClO) al 15%
durante 15 minutos seguido de dos lavados con agua destilada. Adicionalmente, se
practic6 un pequefio corte en la parte apical de la semilla para facilitar el
desprendimiento de la céscara durante el crecimiento de la plantula sin que se
dafiasen los cotiledones. Para la pre-germinacion de las semillas, éstas se
mantuvieron en oscuridad a 37°C durante 2 dias envueltas en papel de filtro
humedecido y con una base de algodon en placas Petri. Tras este paso se

mantuvieron las placas en condiciones de luz y 25°C durante un dia.

3.3.-Siembra de las plantulas

Tras la germinacion de las semillas se procedi6é a su traslado a un fitotrén. Previo a la
siembra se extrajo la cascara de las semillas y tras un analisis visual se descartaron
aquellas plantulas con un desarrollo anémalo. Las plantulas fueron sembradas
individualmente en macetas (volumen 700 ml) a una profundidad de 5cm empleando
turba-perlita como sustrato.

Las plantulas utilizadas crecieron en un fitotron sometidas a un fotoperiodo de 16
horas de luz y 8 de oscuridad. La temperatura en el fitotron fue de 25°C durante las
horas de luz y 20°C en oscuridad. Cada bandeja de plantas fue regada con 1,2 litros

de solucién salina Hoagland 3 veces a la semana.
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3.4.-Tratamiento de las plantas

Tras 11 dias de crecimiento en el fitotrobn se procedié a iniciar el tratamiento.
Previamente a su inicio se eliminaron aquellas plantas con crecimiento diferencial
(Figura 2).

En total se emplearon 9 macetas para las plantulas control (no tratadas), colocadas
sobre una bandeja, y otras 9 macetas para las plantulas con tratamiento salino, en una
segunda bandeja.

Aquellas plantas no tratadas fueron regadas inicialmente con 50 ml de agua
directamente en cada maceta. Las plantas con tratamiento de salinidad fueron regadas
con 50 ml de cloruro de litio (200mM) directamente sobre cada maceta (pruebas
previas mostraron que con dicha cantidad se lograba provocar sintomas significativos
de estrés salino en las plantas).

Durante el desarrollo de las plantas, se tomaron muestras a diferentes tiempos,
t0,t1,t2,t3,t4,t5, siendo el tiempo O el correspondiente a hojas de 4-5 plantas
cosechadas el propio dia de inicio de los tratamientos. El tiempo 1 corresponde a las
hojas cosechadas a las 48 horas del inicio del tratamiento, el tiempo 2 a las 96 horas,
el 3 a las 168 horas y el 4 a los 11 dias. Las muestras de los tiempos del 1 al 4
corresponden a una mezcla de 3 hojas de 3 plantas diferentes expuestas a las mismas
condiciones (3 réplicas de 3 hojas para cada tratamiento). La muestra de tiempo 5 fue
tomada a los 13 dias, en este caso se recolecté una muestra formada por una hoja de
cada planta (9 hojas totales) de cada tratamiento. Las hojas empleadas corresponden
a la segunda hoja por debajo del brote apical para cada planta. Sin embargo, en este
trabajo, debido a su condicion de acercamiento inicial, s6lo se representan los
resultados obtenidos de la secuenciacién de las muestras del tiempo 4. Las hojas
recogidas se guardaron en tubos de rosca manteniéndose a -80°C hasta su posterior

utilizacion.
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Figura 2: Plantulas de Cucumis melo previas a su tratamiento.

3.5.-Extraccion de ARN

Tras la recoleccién del material vegetal se procedié a la extraccion de RNA. El
material vegetal (100 mg) se homogeneiz6 mediante el uso de mortero y nitrégeno
liquido. EI material homogeneizado fue transferido a un tubo Eppendorf. A dicho
material se le afiadié 1 ml de trizol (Tri REAGENT, Sigma-Aldrich, St Louis, Missouri,
EEUU) y la mezcla se agitd con vértex dejandose reposar 5 min. a temperatura
ambiente. Seguidamente se afiadieron 200 pl de cloroformo al eppendorf, se
mezclaron con vortex y se incubd todo a temperatura ambiente durante 10 min. Tras
ésto se centrifugd la mezcla a 13000 rpm durante 15 min a 4°C, se recupero la fase
acuosa y se transfiri6 a un nuevo eppendorf. El paso de extraccién en cloroformo se
repitié una segunda vez con el fin de eliminar por completo cualquier resto de trizol de
la muestra. La muestra de &cidos nucleicos se precipitdé por adiciéon de 500 pul de
isopropanol, dejandola reposar durante unos 10 min y centrifugandola posteriormente
a 15000 rpm durante 10 min a 4°C, tras lo cual se retir6 el sobrenadante. El
precipitado obtenido se lavé con etanol al 70% y se centrifugé a 7000 rpm durante 5
min a 4°C, tras lo cual se sustrajo el sobrenadante y se dej6 secar para que el etanol
evaporase. El pellet se resuspendié en 100 ul de agua, y el RNA se volvié a precipitar
afiadiendo 10 pl de acetato sodico 3M y 300 pl de etanol absoluto e incubando la
mezcla a -80°C durante 2 horas. Tras una centrifugacion a 13000 rpm durante 10
minutos en frio y un lavado con etanol al 70% el pellet resultante, una vez seco, se
resuspendié en 20 uL de agua MilliQ libre de RNasas . EI RNA total obtenido se

conservo a -20°C hasta su uso para evitar la degradacion.
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3.6.-Aislamiento de pequeios RNAs

El aislamiento de pequefios RNAs de las muestras de ARN total anteriormente
obtenidas se realiz6 empleando el kit "REALTOTAL microRNA kit" (Durviz SL,
Paterna, Valencia) siguiendo las instrucciones del fabricante con ligeras
modificaciones. El proceso consiste fundamentalmente en la precipitacion diferencial
de acidos nucleicos segun la concentracion de etanol presente en la muestra, la

captacion en membranas de celulosa y su posterior elucién.

3.7.-Secuenciacion

La secuenciacion de los pequefios RNAs de las diferentes muestras fue llevada a cabo
por la empresa Sistemas Gendémicos (Paterna, Valencia, Espafia),la cual tambien
analizo la calidad y cantidad de snRNAs mediante un Bioanalyzer 2100 (Agilent ,
Santa Clara, California, EEUU). Para realizacion de la secuenciacion se llevaron a
cabo previamente 4 pasos. El primer paso es la "tagmentacién " uniendo los extremos
3" y 5" del RNA a adaptadores. El segundo paso es la realizacion de una reaccion de
retrotranscripcion para obtener cDNA a partir del RNA original (la secuenciacién
lllumina se realiza con DNA). Este cDNA con sus adaptadores es amplificado por PCR
para crear bibliotecas indexadas de cDNA siguiendo las recomendaciones de lllumina.
El 4° paso es el "clustering”, consistente en una amplificacion de las secuencias en la
que cada cDNA, que corresponde a un sRNA, se unira a un cluster diferente (regiones

con multiples copias de oligos) gracias a sus adaptadores.

Para la secuenciacion de las librerias de cDNA por "paired-end sequencing " se utilizé
un secuenciador HiSeq 2000 (lllumina, San Diego, California, EEUU).Durante el
proceso se registra la luz emitida por los nucleétidos marcados fluorescentemente, que
se van afiadiendo a las copias de cDNA de los diferentes clusters (gracias a que en
cada cluster hay varias copias de cada cDNA siendo secuenciadas al mismo tiempo la
emison de luz es suficientemente alta como para ser detectada). Que el cDNA de cada
copia de un mismo sRNA existente en la muestra se una a un cluster diferente y cada
cluster al secuenciarse sea considerado una Unica lectura, permite conocer la
abundancia de cada sRNA en la muestra, la cual se refleja a traves de las CPM
(cuentas por millén) calculadas en funcion del nidmero de clusters con la misma

secuencia.
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3.8.-Tratamiento informatico

Los datos obtenidos de la secuenciacion de las muestras fueron analizados mediante
el programa FastQC (Andrews, 2010) para comprobar la calidad de las lecturas
obtenidas. Posteriormente el sofware edgeR (Robinson et al., 2010) fue empleado
para detectar los diferentes niveles de expresién entre tratamientos de los diferentes
sRNAs. Para la deteccién de posibles miRNA entre todas las lecturas de sRNAs se

utilizé el programa miRCat (Moxon et al., 2008b).

3.9.-Analisis del ARN y reaccion RT

Tras una nueva extraccion de ARN total de las muestras se procedid a la
cuantificacion de las mismas mediante un espectrofotdmetro NanoDrop® ND-1000
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, EEUU). Se decidi6 juntar las
muestras de cada tratamiento como paso previo a la realizacion de la RT, y realizar los
ajustes necesarios (a través de diluciones en agua estéril) de manera que la cantidad
en RNA de todas las muestras fuera la misma (350 ng).

Para la reaccion de transcriptasa reversa se empleé el kit " Thermo Scientific
RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit" siguiendo las instrucciones del fabricante.
El primer paso fue tratar las muestras extraidas de ARN con DNAsas (DNase I-
RNase free. Thermo Scientific) para la eliminacion del ADN gendémico. Se adicion6
DNAsa | y tampon de reaccion 10x a las muestras y se incubaron a 37°C durante 30
min, tras esto se les afiadié 1 uL de EDTA 50mM y se incubaron durante 10 min a
65°C. Posteriormente se procedi6 a realizar la sintesis de cDNA a partir del ARN libre
de ADN gendmico. El volumen de reaccion empleado fue de 20 pL incluyendo los
siguientes componentes: 8 uL RNA, 1 uL oligo dT, 3 yL agua estéril, 4 pL de Reaction
Buffer 5x, 1 pL de RiboLock RNase Inhibitor (20 U/uL), 2 uL dNTP Mix (10mM) y 1uL
RevertAid M-MuLV RT (200 U/uL). La mezcla se incubé a 42°C durante 60 minseguido
de 5 min a 70°C para parar la reaccion. Los productos de esta reaccion se guardaron a

-20°C hasta su uso.
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3.10.-PCR semicuantitativa

Se realizaron PCR semicuantitativas de las diferentes dianas estudiadas tanto en las
muestras tratadas como en las muestras control. Previamente a las PCRs, se
realizaron diluciones, tanto del cDNA de las plantas control como del de las plantas
tratadas, en agua MilliQ. Las diluciones fueron:1.1, 1.5 y 1:25. Para cada diana
estudiada se realizaron PCRs con cada una de estas diluciones.

Las reacciones de PCR se llevaron a cabo en tubos eppendorf en untermociclador de
PCR Mastercycler® pro S (Eppendorf, Hamburgo, Alemania). El volumen de reaccion
utilizado fue de 20 pl, incluyendo: 14 uL de agua MilliQ, 0,5 pl primer forward (10 uM)
y 0,5 pl de primer reverse (10 uM)(tabla 1), 2 ul de buffer 10x, 0,5ul de tag-polimerasa,
2 ul de cDNAy 0,5 de pl dNTPs (10mM)

Los parametros de amplificacion en el termociclador fueron los siguientes:
3min/94°C (desnaturalizacion)

30 sec/94°C (desnaturalizacion)

30 sec/57°C (anillamiento) 30 ciclos

45 sec/72°C (extension)

5min 72°C

comin 14°C

o gk w NP

Como control negativo se someti6 a PCR, al igual que el resto de muestras, una

reaccion como las anteriores pero en vez de cDNA se afiadié agua MiliQ.

Los primers especificos para las dianas estudiadas se desarrollaron empleando las
herramientas bioinforméticas Primer-BLAST (Ye et al., 2012) y OligoAnalyzer 3.1°
(Integrated Device Technology, San Jose, California, EEUU). Todos los primers fueron

encargados a la empresa Sigma-Aldrich (St Louis, Missouri, EEUU).
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Tabla 1: Secuencias, temperatura de "melting" y % de guaninas y citosinas de los
oligos de las dianas estudiadas.

N° Forward secuence (5°->3") GC% ™ Reverse secuence (5°->3") GC% ™
SPL9 GCCAACAGTGTAGCAGATTCC 52,40% |[56,1°C | ATTGGTAGCGGCATGAGTTG 50% 55,6°C
ZNRD1 | TCCAATTTCCGCGCGTTTAG 50% 56,2°C | CAGCCGATCTCATCTGTCTGC 57,10% |57,7°C

Tabla 2: Secuencias, temperatura de "melting" de los oligos de las dianas empleadas

como control.

Tras la reaccion de PCR se procedi6é a su analisis mediante electroforesis en gel de
agarosa al 1,5% p/v en tampén TAE (40 Mm Tris-HCI pH 7, 20 mM acetato sédico,
1Mm EDTA), empleandose bromuro de etidio para tefiir el gel. Las muestras se
corrieron durante 30 minutos a 130 voltios. Los geles se visualizaron en
transluminador con luz ultravioleta a 250 nm.

Para cada diana estudiada se realizaron 3 réplicas (3 PCR), cada una analizada por
duplicado.
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3.11.-Extraccion y purificacion de bandas

Las bandas obtenidas para cada target fueron separadas de los diferentes geles
mediante espatulas e introducidos en tubos de 1,5 mL. Para la extraccion del DNA del
gel se empleo el kit GeneJET Gel Extraction Kit (Thermo Fisher Scientific, Waltham,

Massachusetts, EEUU) siguiendo las instruccies del fabricante.

El DNA purificado de los diferentes targets fue llevado al servicio de secuenciacién
del IBMCP con el objetivo de cerciorarse que las bandas observadas han sido

ampliadas correcta y especificamente.

3.12.-Andlisis de los datos

Para el analisis de los geles se emple6 la herramienta bioinformatica ImageJ
(Rasband, ImageJ, U. S. National Institutes of Health, Bethesda, Maryland, USA) que

permite conocer la intensidad de cada una de las bandas observadas en el gel.

A partir de dichas intensidades se utiliz6 el método estadistico prueba T de Student
para comprobar si existian diferencias significativas entre las intensidades de las
muestras tratadas y no tratadas para cada uno de las dianas estudiadas (p<0.05) de

manera que se pueda confirmar la veracidad de las predicciones.
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4.- Resultados y discusion:

Este trabajo de investigacion esta circunscrito en uno mayor cuyo objetivo principal
consiste en el estudio de las variaciones que sufren las poblaciones de pequefios
RNAs en plantas de meldén sometidas a diferentes estreses. En concreto, se detallaran
a continuacién los resultados preliminares obtenidos a este respecto en plantas
sometidas a estrés salino asi como una primera aproximacion a una validacion

biol6gica de éstos.

4.1.- Disefio experimental, analisis fenotipico y toma de
muestras.

El estrés salino se divide en dos componentes: el estrés idnico y el estrés osmatico.
Aunque una sal comunmente empleada en estudios de las respuestas a estrés salino
es el cloruro de sodio (NaCl), se ha comprobado que éste, ademas de afectar a la
respuesta a salinidad puede alterar también rutas implicadas en la respuesta a estrés
por déficit hidrico (sequia), complicando el analisis de los resultados. Asi, en este
experimento se emple6 el cloruro de litio (LICl) como inductor del estrés salino, pues
éste activa rutas similares a las del NaCl, pero la concentracion necesaria de cloruro
de litio para ejercer su toxicidad i6nica es una décima parte de la concentracion
necesaria de NaCl (Tester y Davenport, 2003). De esta forma se consigue someter a
las plantas mayoritariamente al estrés i6nico reduciendo el impacto del estrés

osmético.

Las plantas de meldn objeto de este estudio fueron tratadas con LiCl (200mM) durante
11 dias (tiempo 4), frente a las no tratadas, que se regaron Unicamente con solucién
Hoagland (para mas informacién consultar apartado 3.4 de materiales y métodos).
Transcurrido ese tiempo se procedié a la recogida de muestras, consistente en tomar
una hoja situada debajo de la segunda del brote apical de cada una de las plantas en
grupos en grupos de 3 (3 réplicas de 3 hojas, cada hoja procedente de una planta
distinta),que fueron inmediatamente congeladas y conservadas a -80°C para su

posterior procesamiento.
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Como se puede observar en la figura 3, las plantas sometidas a estrés salino durante
13 dias presentaban diversos sintomas bastante significativos, entre los cuales
destacan una reduccion del crecimiento, pérdida de turgencia y clorosis en las hojas.
El grado de estos sintomas permite asegurar que el estrés salino ha afectado de forma

significativa a la plantas.

Figura 3: 12 planta a la izquierda: Control. 32 planta: tratamiento salinidad
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4.2.- Andlisis preliminar de la naturaleza de las secuencias
de sRNAs.

Los pequefios RNAs (sRNAs) extraidos y purificados a partir de las muestras
detalladas en el apartado anterior, provenientes de plantas sometidas a estrés salino,
asi como plantas no tratadas, se enviaron la la empresa Sistemas Gendmicos
(Paterna, Valencia, Espafia), que se encarg6 de la generacién de bibliotecas y de la
secuenciacion segun un proceso descrito por lllumina (San Diego, California, EEUU).
Para mas informacion del tratamiento de las muestras asi como del proceso de

secuenciacién consultar los apartados de 3.5 a 3.7 de Materiales y Métodos.

A continuacion, el Servicio de Bioinforméatica del IBMCP procedi6 a la "limpieza" de las
secuencias (eliminacién de las secuencias de los adaptadores) asi como a un primer
andlisis de la calidad de las bibliotecas mediante el programa FastQC. Se determiné
que todas ellas tenian una calidad de lectura de 37 en la escala Phred, es decir, la
probabilidad de que una de las bases de una secuencia sea errGnea es menor del
0,02%, lo cual esta dentro de los limites admisibles para este tipo de analisis, por lo

gue se considera que la calidad de las secuencias es buena.

Como resultado de todos estos procesos se nos suministraron una serie de tablas que
contenian informacion de los tipos de secuencias representadas en las bibliotecas,

clasificadas por tamafios y nimero de lecturas.

En este trabajo mostramos Unicamente los datos relativos a los sSRNAs de tamafos
comprendidos entre 20 y 26 nucle6tidos, pues son los que se considera que tienen
mayor relevancia bioldgica (Figura 4). Los tamafios menores a 20 suelen corresponder

a productos de degradacion (Gonzalez-lbeas et al., 2011).

Las secuencias obtenidas de las bibliotecas se engloban en dos categorias: lecturas
redundantes y lecturas Unicas. Las primeras incluyen todas las secuencias presentes
en la biblioteca; las Ultimas son subconjuntos de éstas por agrupacion de secuencias
idénticas. Las secuencias redundantes aportan una idea de la abundancia de sRNAs

mientras que las secuencias no redundantes indican la diversidad de sRNAs existente.

27



A Distribucién de pequenos RNAs redundantes

35

30 T
§ 25
220
2
g 15 T = Control
X 10 - M Salinidad

20 21 22 23 24 25 26
Tamaiio
B Distribucion de pequenos RNAs no
redundantes

60

50
8 40
2
2 30
] M Control
320
x 10 m Salinidad

O .
20 21 22 23 24 25 26
Tamaiio

Figura 4: Distribucion de tamafios de los pequefios RNAs de plantas control o
tratadas con LiCl 11 dias después del inicio del tratamiento. A) sRNAs totales
(secuencias redundantes). B) sRNAs no redundantes (secuencias unicas). En el
eje X se representan los diferentes tamafios de pequefios RNAs en nimero de
bases. En el eje Y se representa el % de pequefios RNAs del total que tienen cada
tamafio. Las barras representan las desviacién estandar.

Las secuencias mas abundantes fueron las de 21, 22, 23 y 24 nucleétidos tanto en
plantas control como tratadas con salinidad, siendo 24 nucleétidos el tamafio
mayoritario con diferencia, siendo ademas el tamafio que presenta una mayor
diversidad de secuencias. Que las secuencias mas abundantes sean de tamafos de
21-24 concuerda con lo esperado, pues dichos tamafios corresponden a los sRNA
(Chen, 2005; Vaucheret, 2006) dentro de los cuales se pueden diferenciar
principalmente en microRNAs (miRNAs) y pequefios RNAs de interferencia (SIRNAS).
Tanto en las plantas control como en las plantas tratadas con salinidad se observa el
mayor grado de redundancia (menor proporcion de secuencias Unicas frente a las

secuencias totales) en las secuencias de tamafos 21 y 22 nt mientras que las
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secuencias de 24 nucleédtidos son bastante menos redundantes(anexo 4).Por un lado
esto puede indicar que los SRNAs de menor tamafo (21 y 22 nt) son producidos a
partir de precursores de los cuales se escinden secuencias cortas claramente
definidas (Moxon et al., 2008a), estos sSRNAs son frecuentemente miRNAs y
normalmente tienen una alta expresion (Vaucheret, 2006). Por otro lado, la menor
redundancia de algunos sRNAs (Ej. los de tamafio 24 nt) podria deberse a que estos
sRNAs derivan de locique generan poblaciones de sRNA heterogéneos (Moxon et al.,
2008a). Los sRNAs de mayor tamafio (como los de 24nt) se suelen asociar con
procesos de metilacion y con la formacién de la heterocromatina (Moxon et al., 2008a).

La diversidad en la frecuencia de los distintos SRNAs se ha observado en diversas
especies vegetales tales como sauce (Rao et al., 2014), arabidopsis (Rajagopalan et
al., 2006; Hsieh et al., 2009) , algoddn (Li et al., 2012; Xie et al., 2014), tomate (Moxon
et al., 2008a), vid (Pantaleo et al., 2010) o en pepino (Martinez et al., 2011). En dichos
estudios predominan las secuencias de entre 21 a 24 nt, al igual que en nuestros
resultados. La preponderancia de un tamafio de secuencias sobre otras varia en
funcion de la especie (Ej. en la vid el tamafio mas destacado es el de 21 nt mientras
en algoddn es el de 24 nt) asi como el tipo de tejido dentro de la planta (Ej. en las
hojas de tomate las secuencias mas frecuentes de los pequefios RNAs son de 21
nucleétidos mientras que en su fruta las secuencias de 22 o 24 son las mas
frecuentes) u otros factores como las condiciones a las cuales es sometida la planta
(Arenas-Huertero et al., 2009; Xie et al., 2014). Sin embargo el tamafio mayoritario

suele ser de 24 nt.

En el caso concreto del meldén existenvarios trabajos previosen los cuales se ha
observado también la predominancia de las secuencias de 21 a 24
nucleétidos.Gonzalez-Ibeas y colaboradores (2011) observaron una mayor abundancia
de secuencias de 21 nucleétidos en cotiledones de melén. Sin embargo, Sattar y
colaboradores (2012), al estudiar la respuesta de plantas de melén frente a la
alimentacion de &fidos, detectaron como mas abundantes las secuencias de 24
nucleotidos. Estas divergencias encontradas podrian deberse a que estos Ultimos
emplearon hojas adultas como material de partida. Herranz y colaboradores (2015)
observaron igualmente una predominancia de las secuencias de 24 nucle6tidos en
hojas adultas de mel6n, mientras que en cotiledones las secuencias de 21 nucleotidos
eran las mas abundantes. Diferencias en la frecuencia de pequefios RNAs entre
tejidos de una misma planta se han observado anteriormente en otras plantas (Moxon
et al, 2008a; 11 Liang et al., 2014).Herranz y colaboradores (2015) también

observaron que el perfil expresion de abundancia de las secuencias cambiaba
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drasticamente cuando las plantas eran infectadas con Melon necrotic spot virus
(MNSV), disminuyendo notablemente las secuencias de 24 nucle6tidos a la vez que
aumentaban las de 21.

A la hora de comparar las secuencias obtenidas en las plantas control frente a las
plantas tratadas, no se observan diferencias entre tratamientos cuando se considera
Unicamente aquellas secuencias no redundantes (figura 4b), en cambio si se tienen en
cuenta las secuencias redundantes encontradas en dichas plantas (figura 4a), si se
aprecian diferencias entre tratamientos, concretamente en las secuencias de 21 y 24
donde se da un aumento de su frecuencia en las plantas tratadas con salinidad a la
vez que se observa una disminucion de las secuencias de 23 nucleétidos. El aumento
de secuencias de 21 y 24 nucleétidos en las plantas sometidas a salinidad sugiere que
se esta produciendo una respuesta frente al estrés aumentandose la cantidad de
mMiRNAs y siRNAs expresados.

4.3.- Expresion diferencial de pequefios RNAs e

identificacion de miRNASs.

El Servicio de Bioinformética del IBMCP, asi como dos bioinformaticos de nuestro
grupo de trabajo, sometieron las secuencias cuyo tamafo oscilaba entre 20 y 25
nucleotidos (entre las cuales se encontrarian siRNAs y miRNAs) a un andlisis de
expresion diferencial empleando las herramientas proporcionadas por el paquete

informatico edgeR(Robinson et al., 2010).

Aunque ese proceso de andlisis no forma parte de los resultados propios de este
trabajo, considero necesario hacer una breve explicaciéon de sus fundamentos, pues
son necesarios para comprender los pasos posteriores. Asi, basandose en el nimero
de lecturas obtenidas para cada secuencia en cada una de las bibliotecas (CPM,
cuentas por millén), el programa edgeR permite detectar diferencias significativas
mediante la realizacion de estudios pareados enfrentando las réplicas de las plantas
no tratadas frente a las réplicas de las plantas sometidas a estrés salino. Gracias a
este proceso se obtiene el LogFoldChange (logaritmo en base 2 del ratio
tratamiento/control) , un valor que nos indica el grado de variacion en la acumulacién
de una secuencia Unica entre los tratamientos. Un valor positivo indica un mayor
namero de copias en las plantas estresadas, mientras que un valor negativo es

indicativo de una disminucién en el numero de copias como consecuencia del estreés.
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Cuanto mayor es el valor absoluto de este pardmetro, mayor es la diferencia

observada entre las dos muestras.

Puesto que uno de los objetivos del presente trabajo de investigacion consiste en la
validacién biolégica de los resultados obtenidos in silico, necesitabamos identificar
aguellas secuencias potencialmente funcionales en la regulacion de los mMRNAs y

distinguirlas de las que son subproductos de degradacion.

De entre todas las especies de sRNAs descritas con actividad reguladora (ver
apartado 1.4 de la introduccion), los miRNAs son los mas extensamente
caracterizados, por ello fueron nuestros primeros candidatos para empezar a hacer los

estudios de actividad biolégica.

Con el fin de distinguir de entre todas las secuencias obtenidas las que podrian ser
verdaderos miRNAs se empleé el software miRCat(Moxon et al., 2008b). Este andlisis
fue realizado por uno de los bioinforméticos del grupo, se describe aqui brevemente
porque es necesario para comprender los resultados y la discusion posteriores. Asi,
basandose en caracteristicas propias de los miRNAs (proceden de un locus del
genoma (gen MIR) y de transcritos con una estructura secundaria particular), el
programa mirCat permite identificar dentro del genoma los miRNAs maduros y sus
secuencias precursoras; posteriormente el programa realiza una serie de analisis de
los sSRNA de cada locus (Ej. busqueda de patrones de alineacion de dos picos de
sRNAs en una cadena del locus) y también evalla la estructura secundaria de
posibles transcritos precursores empleando los programas RNAfold y randfold (Moxon
et al., 2008b). Gracias a este programa se predijeron varias secuencias como posibles
miRNAs (tabla 3, primeras 5 columnas), éstos son los datos que se nos

proporcionaron para continuar con la validacion bioldgica.

Basandonos en la secuencia deducida a partir del ensamblaje realizado por mirCat de
las bibliotecas de meldn se realiz6 un estudio mas profundo de éstas con el fin de
tener la mayor informacién posible. Por una parte, se buscé enla base de datos de
mirBase (que contiene los datos de las distintas familias de miRNAs descritos para un
amplio niumero de especies), el miRNA que mas se pareciera a la secuencia en

cuestion (tabla 3, dos ultimas columnas).
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Tabla 3: miRNA con expresién diferencial en salinidad y su identificacion.

Bibliotecas de Cucumis melo miRNAs asignados segin mirBase
Nombre secuencia CPM CPM LogFold Secuencia
de la control salinidad Change
Nombre
secuencia
secll41 UCUCGGACCAGGCUUCAUUCU 1,47 atr- ucucggaccaggcuucauucc
67.600 188.000 miR166b
sec4088 UCGGACCAGGCUUCAUUCCCC 1,11 ata- ucggaccaggcuucauucccc
miR166d-
3150 6810 3p
sec274 CAAAUUAUGACGUAGGCUCU 1,66 sin
1.790 identificar
5.660
sec3356 1,82 ata- ugaaguguuugggggaacuc
miR395c-
UGAAGUGUUUGGGGGAACUC 0.9310 3.420 3p
sec2196 2,05 sin
CUUUUACUAAAGAAUACCGUG 39.300 162.000 identificar
sec4990 AUGGAACAAUGUAGGCAAGG 1,43 sin
4.720 12.900 identificar
sec4995 AUGUAGGCAAGGGAAGUCG 1.13 7.79 | 2,64 sin
identificar
sec3375 1,39 atr- ugauugagccgcgccaauauc
UGAUUGAGCCGCGCCAAUAUC 10.900 28.500 miR171c
Sasec2266 | UAGCCAAAAAUGACUUGCCUGC 2.190 9.350 | 2,05 cme- uagccaaaaaugacuugccuge
miR169|
sec4404 1,94 cme- uugacagaagauagagggcac
UUGACAGAAGAUAGAGGGCAC 11.400 43.700 miR156e

Asimismo, se procedid a la busqueda de los posibles mMRNAs diana de dichos
MiRNAs. Para ello se empled la herramienta bioinformatica psRNA Target (Dai y Zhao,
2011), que realiza un alineamiento con secuencias de unigenes de melén (icugi) con el
fin de obtener los mejores candidatos. Los parametros empleados para la busqueda
son los que presenta por defecto el programa: a) Expectativa (E), que mide el grado de
complementariedad entre el miRNA y sus posibles dianas, menor o igual a 3; b) UPE,
gue indica la accesibilidad del mMRNA diana por el miRNA, menor a igual a 25.

A partir de las secuencias de los unigenes predichas por psRNA Target como dianas
se empled la herramienta BLASTn (Altschul et al., 1997) para buscar secuencias
homdlogas en otras especies y asi poder asignarles una funcién (tabla 4).
Obviamente, este sistema presenta algunas deficiencias, pues al tratarse de
secuencias gendémicas y no de transcritos pueden obtenerse resultados erroneos por
mala identificacion de las dianas o por mala asignacion de sus funciones, pero sirvié
como una primera aproximacion con el fin de establecer criterios que permitieran

seleccionar los mejores candidatos para llevar a cabo la validacion bioldgica.

32


http://nar.oxfordjournals.org/content/39/suppl_2/W155

Tabla 4: Prediccion de dianas para los distintos miRNA con expresion diferencial en salinidad.
En fondo verde miRNA con sus dianas selecionados para su validacion. En fondo rojo miRNA

gue no se une a la diana predicha.

Nombre de
la

secuencia

Dianas

Nombre CME

Secuencia de E UPE Inhibicién Funcién de ladiana
referencia de la
diana (NCBI)

sec4088 homeobox-leucine zipper XM_008441332.1 corte Factor de transcripcion,
ata-miR166d- protein ATHB-14-like implicado en el estrés
3p 2.0 20.184 osmotico

sec274 RALF-like 34 protein XM_008459646.1 Traduccion Proteina implicada en la

sin identificar

low affinity sulfate
transporter 3-like

sefializacion celular del
estres y el desarrollo

XM_008455557.1 Transportador de sulfato

sec4995 - - Ningun resultado - - -
sin identificar
sec3375 Scarecrow-like protein 6 XM_008459909.1 corte Factor de transcripcion,
. 0.0 16.738 L
atr-miR171c implicado en el desarrollo
sec2266 phosphoserine XM_008450270.1 traduccién Implicado en la ruta de

aminotransferase,

cme-miR169| chloroplastic-like

biosintesis de a serina
2.5 22.216

Atendiéndose a criterios como, importancia de la funcion de la diana, namero total de

lecturas (CPM) y grado de diferencia en los niveles entre plantas tratadas y no tratadas

(LogFoldChange), se seleccionaron 3 genes candidatos a ser regulados por la accién

de miRNAs de melon (ver elementos marcados con fondo verde en la tabla 4), para

validar su expresion por RT-PCR semicuantitativa.

Adicionalmente,también se emplearonel factor de ribosilacién del ADP y la proteina

profilina como dianas de control (Tabla 5),debido aque estudios previos habian puesto

de manifiesto que su expresion se mantiene constante en diferentes condiciones de

estrés (Kong et al., 2014).

Tabla 5: Dianas control.

Diana

Secuencia de referencia de la diana (NCBI)

Profilina

NM_001297545.1

Factor de ribosilacion de ADP

XM_008463181.1

33



4.4.- Niveles de expresion de las dianas
seleccionadas para validacion.

Los tres genes seleccionados para la validacion de los resultados obtenidos de la
secuenciacion de las bibliotecas de pequefios RNAs en plantas sometidas a estrés
salino (figura 4), asi como dos genes control, cuya expresion no varia con el estrés
segun estudios previos (Kong et al., 2014), fueron amplificados por RT-PCR, a partir
de una mezcla de RNA de las tres réplicas del experimento, usando un oligodT para la
retrotranscripcion y oligos especificos para la diana (ver apartado 3.9 de Materiales y
Métodos).

Los resultados de este andlisis se muestran en la figura 5.

4.4.1.- Evaluacion del cDNA por amplificacion de genes

control.

Como se aprecia en las figuras 5.1 y 5.2, segun cabria esperar, no se observaron
diferencias significativas (p-value mayor de 0.05 segun t-test) en los valores de
expresion de los genes control (profilina y factor de ribosilacién del ADP) entre las
muestras procedentes de plantas no tratadas y las de aquellas sometidas a estrés
salino. Asi, de observarse diferencias en la expresion de nuestros genes candidatos
en estas dos poblaciones, éstas deberian producirse por efecto de variaciones reales
en la cantidad de transcrito en las muestras y no por defectos en la cantidad o la

calidad del cDNA proveniente de la RT.
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4.4.2.- mirl56e y su diana SPLO9.

La secuencia sec4404 fue identificada in silico como el miR156e de Cucumis melo.La
secuencia de este miRNA difiere de la descrita para otras especies, destacandose
una sustitucién de adenina por guanina en el nucleétido 17 (anexo 5). El miR156 ha
sido asociado a diversos estreses que abarcan el estrés térmico (Stief et al., 2014), el
estrés salino o la sequia (Covarrubias & Reyes, 2010; Wang et al., 2011; Sun et al.,
2012) entre otros. Esto podria indicar que se trata de uno de los actores generales en
la respuesta a estrés. También se ha observado que su sobreexpresién se relaciona

con retrasos en la floracion o reduccién de la dominancia apical (Schwab et al., 2005).

Nuestros resultados muestran un aumento del miR156 en las plantas sometidas a
estrés salino (1,94 log fold change).Este incremento de miR156 en plantas crecidas en
un ambiente salinopodria ser un mecanismo de defensa mediante el cual las plantas,
para soportar mejor las condiciones del estrés, prolongarian su etapa juvenil,
suprimiendo la reproduccion, hasta que la situacion de la planta fuera mas favorable
(Cui et al., 2014). Existen un par de trabajos en los cuales se observd también un
aumento de este miRNA en condiciones de estrés salino (Cui et al., 2014; Xie et al.,
2014), aunque también hay otros en los que se describe precisamente lo contrario
(Ding et al., 2009).

En este trabajo se predijo como posible diana de miR156e el mRNA de SPL9
(Squamosa Promoter binding-like protein 9). Este factor de transcripcion forma parte
de una amplia familia cuyos componentes presentan diversas funciones en el
crecimiento y el desarrollo de las plantas, que abarcan desde el tiempo de floracion
hasta la acumulacion de biomasa, pasando por el desarrollo de tricomas (Preston &
Hileman, 2013; Wang et al., 2015).En el caso concreto de SPL9 parece estar
implicado, entre otras funciones, en la duracion del plastocrono (intervalo de tiempo
entre la aparicion de dos primordios foliares consecutivos), también parece tener un
papel relevante interfiriendo en la acumulacion de antocianinas en tejidos vegetativos
(Gou et al., 2011), en la iniciacién de tricomas (Yu et al., 2010) o en el momento de

floracion (Schwarz et al., 2008).

En trabajos previos ya se habia informado de la presencia de sitios de union de
miR156, y también de otro miRNA, mirl57, en mensajeros de diferentes miembros de
la familia de SPLs (Wang et al., 2015; Preston & Hileman, 2013). Curiosamente, se ha
observado en arabidopsisque a la vez que SPL9 es regulado por miR156, este factor

de transcipcién regula la expresion de otro miRNA, miR172 (Wu et al., 2009) implicado
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en el desarrollo de las hojas, lo que aporta una idea de la complejidad de la regulacion

mediada por miRNAs.

Segun nuestros resultadosla acumulacién del transcrito de SPL9 (figura 5.3) no
muestra diferencias entre las plantas sometidas a estrés salino y las plantas control
(p>0,05 segun t-test). Esto no concuerda con lo esperado, pues la prevision era la de
una correlacion negativa entre la expresién del miR156 y su diana. Sin embargo, esta
relacién de aumento de miR156 y disminucién de SPL en condiciones de salinidad si
se ha puesto de manifiesto en un estudio previo (Cui et al., 2014), aunque en ese caso
el inductor de salinidad era NaCl en lugar de LiCl.

Dada la complejidad existente en las rutas de sefializacién y de regulacién génica, no
debe extrafiarnos que en ocasiones los resultados no concuerden con la hipétesis
simplista de que un incremento en los niveles de un miRNA deben venir siempre
acompafiados de una disminucién en la acumulacion del mRNA de su diana.
Particularmente en el caso del miR156 y de su diana SPL9, para los que ya se

acumulan datos previos de fendmenos de cruce de rutas.

4.4.3.- mir395c y su diana APS1.

La secuencia sec3356de nuestras bibliotecas de SRNAs present6 una gran homologia
con el mIRNA ata-miR395c-3p. En meldn se han identificado 6 isoformas de miR395
pudiéndose dividir en dos grupos bastante similares entre si, variando Gnicamente en
el nucleétido en posicion 5° (anexo 6). La induccion de diferentes isoformas de miR395
se ha vinculado profundamente a condiciones de privacion de sulfato (Liang et al.,
2010; Kawashima et al., 2011). Adicionalmente, también se ha asociado a otros

estreses, como el estrés salino (Ding et al., 2009) o la sequia (Xie et al., 2014).

Nuestros resultados muestran un aumento de miR395 en las plantas sometidas a
estrés salino (1,82 log fold change). En la literatura existente se aprecia diversidad en
los resultados para la expresion de miR395 en salinidad, desde no distinguirse
diferencias significativas entre plantas control y tratadas (Xie et al., 2014), pasando
por trabajos que concuerdan con nuestros resultados (Ding et al., 2009), hasta
trabajos donde se observo el efecto contrario, asociado a niveles elevados de sal en el
medio (Wang et al., 2013).

En este trabajo se predijo que una de las posibles dianas del miR395c seria el mMRNA

de Cucumis meloAPS1 (ATPsulfurylase 1). Esta proteina se encuentra localizada en
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los cloroplastos y es la diana que se emple6 para la validacion de los resultados. Otra
diana predicha en este trabajo para el miR395c fue el mMRNA del transportador de baja
afinidad de sulfato SULTR3(o AST). Ambos genes codifican enzimas implicadas en la
ruta metabdlica del sulfato (Liang et al., 2010) y se han descrito previamente en la
literatura como dianas de la accion de miR395 (Jones-Rhoades & Bartel, 2004).

En concreto, la ATP sulfurilasa es la primera enzima en la ruta de asimilacion del
sulfato en las plantas, cataliza la activacion del sulfato y produce adenosine-5"-
phosphosulfate que posteriormente es reducido a S*. Gracias a esta ruta las plantas
adquieren el S* necesario para las sintesis de cisteina, metionina o GSH (glutation) u
otros metabolitos (Saito, 2004). Liang y colaboradores (2010) observaron quetanto en
plantas en las cuales las diferentes APS estaban inhibidas, como en plantas que
sobreexpresaban miR395, se sobreacumulaba sulfato en los tallos y sin embargo en
dichas plantas aparecian sintomas de deficiencia en S (clorosis y reduccion de
crecimiento) indicando que la asimilacién del sulfato estaba reprimida.

Por otro lado, los transportadores de sulfato de baja afinidad (SULTR) sirven para
transportar por el xilema el sulfato y son los responsables de la translocacion del
sulfato desde las hojas senescentes hacia hojas jovenes (Liang et al., 2010).

En nuestros resultados, la acumulacién del transcrito de APS1(figura 5.4) no muestra
diferencias entre las plantas sometidas a salinidad y las plantas control (p-value>0,05
segun t-test). Esto no concuerda con lo esperado, pues la prevision existente era la
presencia de una correlacion negativa entre la expresion del miR395 y su diana. Esta
relacion entre el aumento de miR395 y disminucién de la ATP sulfurilasaen
condiciones de estrés se ha observado en trabajos previos (Jones-Rhoades & Bartel,
2004; Liang et al., 2010). Sin embargo también se han descito casos en los
cuales,ante un incremento en la expresion del miR395, la expresién de sus dianas no

se veia alterada y en algunos casos incluso aumentaba (Kawashima, et al., 2011).

Asi, nos encontramos ante un caso de nuevo en el que no ha sido posible establecer
una relacion directa entre secuencia de SRNA y mRNA diana. Esto, que ya habia sido
descrito en otros trabajos, es otro ejemplo de la complejidad de los mecanismos de

regulacion génica.
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4.4.4.- mirl66b y su diana ZNRD1.

La secuencia secl141 fue identificada como el atr-miR166b. Nuestros resultados
muestran un aumento del miR166 en las plantas sometidas a estrés salino (1,47 log
fold change), lo cual concuerda con trabajos previos (Mangrauthis et al.,, 2013;
Kitazumi et al., 2015).Los miR166 se han encontrado en mdultiples especies, desde
papaya a tabaco pasando por Arabidopsis (Xie et al., 2005; Aryal et al., 2012; Tang et
al., 2012), y se han asociado a diferentes procesos como la fertilidad (Achard et al.,
2004), el desarrollo de las hojas (Mallory et al., 2004) o el de las raices (Hussain et al.,
2015) entre otros. También se han observado variaciones en los niveles de estos
miRNA en diferentes condiciones de estrés como sequia (Bertolini et al., 2013), por
metales pesados (Zhou et al., 2008) o en el estrés salino, donde se vio que plantas
tolerantes a salinidad presentaban una reduccién en los niveles de miR166 (Ding et
al., 2009).

En este trabajo se predijo mediante un andlisis in silico empleando la herramienta
bioinformatica psRNATarget que la diana de nuestra secuencia correspondia al
MRNA del la subunidad 1 de la RNA polimerasa DNA dependiente tipo RPA12
(también llamada Zinc ribbon domain-containing protein 1, ZNRD1) de Cucumis melo.
Si miR166 actla realmente sobre esta polimerasa ello implicaria que participa en la
regulacion de la transcripcion de multitud de diferentes genes. Sin embargo,
numerosos trabajos previos han predicho como dianas del miR166a miembros de la
familia de factores de transcripcion HD-ZIP (homeobox-leucine zipper) (Ding et al.,
2009; Jones-Rhoades & Bartel 2004), que se encuentran implicados en la respuesta a
diversos estreses como salinidad o sequia (Harris et al., 2011) e intervienen en la
regulacién de procesos como la expansion, division y diferenciacion celular (Harris et

al., 2011) o la acumulacion de antocianinas entre otros.

En nuestros resultados, la expresion de ZNRD1(figura 5.5) no muestra diferencias
entre las plantas sometidas a salinidad y las plantas control (p-value >0,05 segun t-
test). Esto a priori no concuerda con lo esperado y al ser ésta la primera vez que se
asocia esta diana con el miR166b los resultados obtenidos no se pueden correlacionar
con datos previos.Aparte del posible error en la prediccion de la diana, otra posible
explicacion es que el valor de log fold change de nuestro miRNA sea demasiado bajo
(poca diferencia real entre tratamientos) de manera que mediante el método empleado
(PCR semi-cuantitativa) no se puedan apreciar las diferencias existentes en la
expresion de su diana. Una solucién es el empleo de un método mas sensible como

pudiera ser una PCR cuantitativa para la medicion de la expresion.
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5.-Conclusiones:

1. Hemos logrado llevar a cabo un experimento de exposicion de plantas de
meldn a situaciones controladas de estrés salino (LiCl), lo que provee de
material bioldégicopara la realizacion de diversos estudios de repuesta a este

tipo de estrés en meldn.

2. Se ha obtenido un mapa general de las poblaciones de sRNAs en plantas de

melén sometidas a estrés salino.

3. El perfil de sSRNA observado en meldn es similar al encontrado en estudios
previos en los cuales se emple6 el mismo tipo de tejidos, siendo las secuencias
de tamafio 24 las mayoritarias. Adicionalmente, es en este tamafio donde se
encontré un mayor nivel de redundancia en las secuencias. Asi mismo, se dio
un pequefio aumento en las secuencias redundantes en las plantas tratadas a

salinidad.

4. A nivel de las dianas de los miRNA no se han observado variaciones en su
expresion entre tratamientos. Pudiendo deberse a diversos factores que
abarcan diversas posibilidades, desde un error en la predicion de las dianas del
MiRNA a que el log fold change del miRNA sea demasiado bajo como para que

se aprecien diferencias con la tecnica empleada.
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Anexo 1: Producciéon mundial de melén frente a la produccion europea en los Gtimos

50 afios.
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Anexo 2: Produccién espafiola y europea de meldn en los ultimos 50 afios.
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Anexo 3: Produccion y superficie cultivada de Melén en la comunidad Valenciana,

dividido por provincias. Azul superficie en hectareas y rojo produccién en tonelada.
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Anexo 4: Representacion del % de secuencias unicas sobre las secuencias
redundantes. En el eje X se representa los tamafios de las secuencias, en el eje Y los
% de las secuencias Unicas frente a las redundantes. A menor % mayor redundancia.
Columnas rojas resultados en plantas control, columnas azules resultados en plantas
en salinidad.
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Anexo 5: Secuencias de los miR156e en diferentes plantas. En rojo los nucleotidos
diferentes con respecto a la secuencia del cme-miR156e. Cme: Cucumis melo, gma:
Glycine max, mtr: Medicago truncatula, tcc: Theobroma cacao, lus: Linum

usitatissimum, cpa: Carica papaya. ath: Arabidopsis thaliana. Secuencias extraidas de

miRbase.

Nombre Secuencia madura

sec4404 UUGACAGAAGAUAGAGGGCAC
cme-miR156e UUGACAGAAGAUAGAGGGCAC
gma-miR156e UUGACAGAAGAUAGAGAGCAC
mtr-miR156e UUGACAGAAGAUAGAGAGCAC
tcc-miR156e UUGACAGAAGAUAGAGAGCAC
lus-miR156e UUGACAGAAGAUAGAGAGCAC
cpa-miR156e UUGACAGAAGAUAGAGAGCAC
Ath-miR156e GUGACAGAAGAGAGUGAGCAC

Anexo 6: Secuencias de las diferentes isoformas del miR395. La primera secuencia
corresponde a uno de los miRNA con expresion diferencial hallados en las plantas

estudiadas. En rojo los nucleétidos diferentes con respecto dicha secuencia (sec3356).

Secuencias extraidas de miRbase.

Nombre Secuencia madura

sec3356 - UGAAGUGUUUGGGGGAACUC
cme-miR395a CUGAAGUGUUUGGGGGAACUC
cme-miR395hb UUGAAGUGUUUGGGGGAACUC
cme-miR395¢ UUGAAGUGUUUGGGGGAACUC
cme-miR395d CUGAAGUGUUUGGGGGAACUC
cme-miR395e CUGAAGUGUUUGGGGGAACUC
cme-miR395f CUGAAGUGUUUGGGGGAACUC

52



http://www.mirbase.org/cgi-bin/mirna_entry.pl?acc=MIMAT0001673

