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Resumen

El presente trabajo se basa en resultados previos obtenidos a partir del andlisis de las
poblaciones de sRNAs determinadas por secuenciacion masiva (Next Generation
Sequencing) provenientes de plantas de melén (Cucumis melo L. cv. Piel de Sapo)
expuestas a diferentes condiciones adversas, con el fin de llevar a cabo un estudio
sistematico de la respuesta a estrés, en el cual se observo una acumulaciéon predominante
de secuencias de 24 nucleétidos, seguida se secuencias de 21 nucleétidos de longitud (la
habitual en la mayoria de los miRNAs descritos).

Con el fin de determinar la posible actividad biolégica de estas secuencias, asi como
identificar y describir nuevos miRNAs de meldn (diferentes a los miRNAs depositados en
el repositorio miRBase), se emplearon una serie métodos de prediccién bioinformaticos
respaldados por diferentes ensayos biol4gicos.

En este trabajo se muestra cémo ambas “especies” de miRNAs pueden ser aisladas de
muestras de sSRNAs de melén por stem loop RT-PCR y verificadas por secuenciaciéon. Una
posterior predicciéon de dianas para dichos posibles miRNAs seguida del estudio de las
mismas por 5’'RLM-RACE permitié determinar que efectivamente algunas de las dianas
predichas estaban siendo degradadas, aislando en ciertas ocasiones el punto de corte
canonico para la actividad como miRNA del correspondiente sSRNA. Mediante una qRT-
PCR se comprobd la correlacién entre los estudios previos de acumulacién diferencial de
los diferentes sRNAs en las muestras de melén de los diferentes estreses, y la hipotética
respuesta esperada en los niveles de mRNA diana de dichos sRNAs actuando como
miRNAs. De las dianas predichas para los miRNAs analizados principalmente fueron
detectables los cortes esperados y acumulaciones diferenciales del transcrito en aquellas
dianas que lo eran para posibles miRNAs de 21 nt, mientras que solo dos pudieron ser
validadas para sRNAs de 24 nt a pesar de ser la especie predominante (mas del 50 % de
los sRNAs analizados). En base a los resultados obtenidos en este trabajo 8 de los 26
sRNAs analizados presentan un nivel de evidencia lo suficientemente elevado que
permitiria anotarlos como verdaderos miRNAs nuevos de mel6n de respuesta a estrés. Del
mismo modo, estos resultados parecen indicar que los miRNAs de 24 nt especificos de
mel6n podrian haber evolucionado, por un mecanismo de adaptacién especifico, hacia
otro tipo de regulaciéon de la expresion génica alternativa a la actividad de corte del
transcrito; como la inhibicién de la traduccién o la metilacién de secuencias reguladoras;
aunque harian falta otros ensayos bioldgicos para determinarlo con precision.



Abstract

The present work is based on previous results obtained from the analysis of sRNA
populations determined by deep sequencing (Next Generation Sequencing) from melon
plants (Cucumis melo L. cv. Piel de Sapo) exposed to different adverse conditions in order
to carry out a systematic study of the response to stress, in which a predominant
accumulation of sequences of 24 nucleotides was observed, followed by sequences of 21
nucleotides in length (the usual in most of the miRNAs described).

To determine the possible biological activity of these sequences, as well as to identify and
describe new melon miRNAs (different to the miRNAs deposited in the miRBase
repository), a series of bioinformatic prediction methods supported by different biological
assays were used.

This work shows how both "species" of miRNAs can be isolated from samples of melon
sRNAs by stem loop RT-PCR and verified by sequencing. A subsequent prediction of
targets for said possible miRNAs followed by the study of them by 5'RLM-RACE allowed to
determine that indeed some of the predicted targets were being degraded, isolating in
certain occasions the canonical cut-off for the miRNA activity of the corresponding sRNA.
Using a qRT-PCR the correlation between the previous studies of differential accumulation
of the different sSRNAs in the melon samples of the different stresses and the hypothetical
response expected in the target mRNA levels of said sRNAs acting as miRNAs was
confirmed. Of the predicted targets for the miRNAs analysed, the expected cuts and
differential accumulations of the transcript were detectable in those targets that were
possible for 21 nt miRNAs, while only two could be validated for sSRNAs of 24 nt despite
being the species predominant (more than 50% of the sRNAs analysed). Based on the
results obtained in this work, 8 of the 26 analysed sRNAs present a sufficiently high level
of evidence that would allow them to be annotated as true new melon stress responsive
miRNAs. In the same way, these results seem to indicate that the miRNAs of 24 nt specific
of melon could have evolved, by a specific adaptation mechanism, towards another type of
regulation of gene expression alternative to the activity of cutting the transcript; such as
inhibition of translation or methylation of regulatory sequences; although other biological
tests would be necessary to determine it with precision.



Introduccion

Estrés y biogénesis de microRNAs

Cuando el crecimiento y/o el desarrollo de las plantas se ve afectado negativamente en
algiin modo por cualquier factor externo dicho factor pasa a ser considerado como un
inductor de estrés. Dada su naturaleza sésil, las plantas han evolucionado hasta
desarrollar unos mecanismos extremadamente sofisticados y a su vez robustos que les
permiten hacer frente al estrés con el principal objetivo de limitar el impacto de las
alteraciones del ambiente en su fisiologia (Zhang, 2015). Las plantas responden con una
reprogramacién de su actividad transcripcional, en general especifica y bien definida, que
el auge y expansidn del uso de las tecnologias 6micas ha permitido estudiar; dicho estudio
ha llevado a la identificacion y caracterizacién funcional de cientos de genes implicados en
el mantenimiento de la tolerancia a estrés que estan transcripcionalmente coordinados
(Baxter et al, 2014; Golldack et al., 2014; Lee et al.,, 2014). Ademas, dicho estudio y andlisis
de las alteraciones transcripcionales que se desencadenan a raiz de los estimulos
ambientales han revelado a su vez una compleja red de regulaciéon subyacente que
participa en las respuestas frente al entorno (Carrera et al, 2009). A pesar de todos los
conocimientos adquiridos, aun estan por descubrir ciertos aspectos de la regulaciéon tan
fina que tiene lugar durante la respuesta al estrés. Una respuesta que se da tanto a nivel
cuantitativo, implicando a los genes relacionados con el estrés, como a nivel de los
mecanismos que forman parte de la red de regulacién y que juntos permiten la
recuperacion de la homeostasis en las plantas (Shriram et al., 2016; Zhang et al., 2016).

Adicionalmente, en los ultimos afios se han ido acumulando crecientes evidencias de la
importancia que diferentes especies de pequefios RNAs (small RNAs, sSRNAs) tienen sobre
la respuesta al estrés. En concreto, multiples andlisis llevados a cabo en diferentes
especies vegetales (Arabidopsis, arroz, maiz, sorgo, girasol, etc.) expuestas a distintas
situaciones de estrés han puesto de manifiesto que una clase particular de sRNAs, los
micro RNAs (miRNAs) tienen un papel fundamental en la regulacion de la respuesta de las
plantas a estrés (Sunkar et al., 2007; Kumar, 2014; Zhang, 2015).

Los miRNAs se encuentran ampliamente distribuidos entre los organismos eucariotas.
Fueron descritos por primera vez en Caenorhabditis elegans en 1993 (Lee et al., 1993) y
posteriormente en plantas, en concreto Arabidopsis, por Reinhart et al. (2002). Los
miRNAs presentan normalmente una longitud de 20 a 24 nucledtidos y actian como
componentes de la maquinaria de silenciamiento jugando un papel fundamental en el
control de la expresion génica.

En el caso de las plantas, los miRNAs controlan diversos procesos biol6gicos como son el
desarrollo, el metabolismo, la senescencia o las diferentes respuestas a estreses (Borges
and Martienssen, 2015; Xie et al, 2015; Shriram et al, 2016). Estos pequefios RNAs son
generados a partir de un transcrito primario (o pri-miRNA) proveniente de un gen
endogeno (gen MIR) que es procesado por la RNA polimerasa II (figura 1). Este transcrito
presenta una estructura secundaria caracteristica, plegada sobre si misma con un bucle o
stem loop generando una horquilla (o hairpin), en uno de cuyos brazos se encuentra el
futuro miRNA (Bologna et al, 2013). El procesamiento del miRNA es llevado a cabo por la
RNAsa nuclear DICER-LIKE 1 (DCL1) que corta el tallo de la horquilla dando lugar a un
RNA de doble cadena formado por un miRNA maduro o funcional y su complementario, el
miRNA* (star), que en principio carece de funcion en el sistema de silenciamiento génico,
pero que se mantiene unido al miRNA maduro hasta que éste es “cargado” por la proteina



ARGONAUTA 1 (AGO1) en el complejo RISC RNA (RNA
Induced Silencing Complex, RISC) (Bartel, 2004; Reis et al.,
2015), del que forma parte. DCL1 esta asistida por sus
proteinas accesorias SERRATE (SE) e HYPONASTIC
LEAVES (HYL1) como se puede apreciar en la figura 1, las
cuales se encargan de mejorar la eficiencia y precision del
corte realizado por DCL1 sobre el precursor (Dong et al.,
2008; Achkar et al.,, 2016), determinando asi la secuencia
definitiva del diplex miRNA/miRNA* y consecuentemente
la especificidad por su diana (Bologna et al, 2013). El
duplex miRNA/miRNA* presenta una 2’ O-metilaciéon en
ambos extremos 3’ realizada por HUA-1 enhancer (HEN1),
una metiltransferasa de pequefios RNAs que interactia
con el complejo de DCL1 (Baranauske et al, 2015), tras lo
cual el miRNA es exportado al citoplasma. Tras este paso
el miRNA es cargado en el complejo RISC el cual, como se
exponia, contiene un miembro de la familia ARGONAUTA
(normalmente AGO1) como componente principal. Los
miRNAs se aparean con sus RNA mensajeros (mRNA)
diana por complementariedad modulando la expresion
génica a nivel post-transcripcional mediante el corte y/o
la inhibicién de la traduccién del mensajero (Bartel, 2004;
Zhang, 2015; Achkar et al, 2016). La idea generalmente
mas aceptada es que los miRNAs son componentes clave
de la red regulatoria de la expresion génica, asimismo se
ha observado que su acumulacién en las plantas esta
estrictamente controlada de forma predominante por la
acumulacion y procesado de los pri-miRNAs (Zhang et al.,
2015). Mientras que los niveles de pri-miRNA dependen
de su estabilidad (el equilibrio entre su transcripcién y su
degradacidn), su procesamiento se puede ver afectado por
la estructura del bucle (o stem loop), su longitud (Bologna
et al, 2013) y/o la accién de proteinas accesorias (Ren
and Yu, 2012). Una biogénesis tan finamente regulada de
los miRNAs es crucial para el desarrollo y adaptacion de la
planta a los cambios ambientales (Zhang et al,, 2015).

Durante la evolucién de las plantas Unicamente unas
pocas familias de miRNAs se han conservado desde los
musgos hasta las plantas superiores actuales; la mayoria
de los miRNAs anotados por tanto forman parte de grupos
especificos de cada especie o familia, lo cual sugiere que la
mayoria de los miRNAs conocidos son relativamente
recientes en términos evolutivos (Axtell, 2005; Cuperus et
al, 2011; Borges and Martienssen, 2015; Cui et al, 2017).
Actualmente se piensa que tanto los miRNAs especificos
como los comunes estarian contribuyendo a la regulacion
coordinada de la respuesta frente al estrés en plantas
(Shriram et al., 2016; Zhang et al., 2016; Cui et al., 2017).

Los miRNAs especificos de respuesta a estrés han sido
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Figura 1. Pasos del procesamiento de un
pri-miRNA y maduracién del miRNA en
una célula vegetal. La expresiéon de los
miRNAs en las plantas comienza con la
transcripcion realizada por la pol II de los
locus MIRNA que tipicamente se
encuentran en regiones del genoma que
no estan ocupadas por genes codificantes
de proteinas, antes conocidas como
regiones intergénicas. Los transcritos
primarios de un miRNA (pri-miRNA)
poseen una caperuza en 5 y una cola
poli(A) en 3’, asi como la capacidad de
adquirir una estructura secundaria de
forma similar a una horquilla. DCL1 y
otros dos factores, HLY1, una proteina de
uniéon a ADN de doble cadena, y SE, una
proteina con un dominio dedos de zinc
tipo C2H2 interaccionan fisicamente
entre ellas para formar un complejo de
procesamiento (complejo DCL1) en
cuerpos subnucleares. Los pasos llevados
a cabo por DCL1 sobre el pri-miRNA
culminan dando lugar a un dudplex
miRNA:miRNA* que es posteriormente
reconocido y metilado en sus extremos
por HEN1. Cargar la cadena guia de
miRNA en la proteina AGO para formar
un complejo miRISC funcional marca el
final de la biogénesis del miRNA. Imagen
tomada de (Xie et al.,, 2010)



descritos tanto en plantas sometidas a estreses bidticos: v.g. bacterias, hongos o patogenos
virales (Niu et al, 2015; Chaloner et al, 2016; Zhang et al, 2016) como abidticos: v.g.
sequia, salinidad, falta de nutrientes, frio, alta temperatura, etc. (Shriram et al., 2016; Zhu,
2016). Estos estudios han aportado evidencias de que los miRNAs responden a las
alteraciones del ambiente en una manera dependiente de estrés, genoma e incluso tejido
(Moxon et al, 2008a); ejemplificando la idea emergente de que los miRNAs podrian
rivalizar con las proteinas en lo que a importancia regulatoria se refiere (Mishra et al,
2015). Sin embargo, investigadores como Zhang (2015) destacan la falta de estudios en los
cuales se lleve a cabo un analisis sistematico de miRNAs de respuesta al estrés en plantas
en los mismos estadios de desarrollo y expuestas a diferentes condiciones adversas .

Este tipo de estudios se plantean actualmente como un pilar fundamental en la ampliaciéon
de los conocimientos sobre los procesos de regulacion y respuesta frente a las condiciones
adversas de un medio en constante cambio debido al cambio climatico y a la aparicion y
dispersion de patégenos en regiones antes aisladas de su influencia. Estos conocimientos
permitiran el desarrollo de nuevas herramientas biotecnoldgicas, asi como de nuevas
estrategias para hacer frente a los problemas que se plantean actualmente a la agricultura.
Ademas, realizar estos analisis empleando modelos que sean actualmente cultivos
rentables y de importancia econdmica permitiria una aplicacién mas rapida, directa, y fina
de los posibles descubrimientos que se puedan realizar a la hora de internar atajar o paliar
los problemas o necesidades actuales a los que se enfrenta la agricultura.

Por todos estos motivos, y otros que se describen a continuacidn, nuestro grupo de
investigacion se ha centrado en el cultivo del melén (Cucumis melo L.) para llevar a cabo
una serie de experimentos que permitan abordar el estudio del papel de los miRNAs en la
respuesta a estrés,

El melon

El melén es una especie eudicotiledonea (2n=2x=24) de interés tanto por sus propiedades
biolégicas especificas como por su importancia econémica (Garcia-Mas et al., 2012). A
pesar de ser uno de los miembros de la familia Cucurbitaceae mas extensamente cultivado
en regiones semiaridas (Wei et al, 2013), existen una serie de factores ambientales que
afectan seriamente a la produccion de los cultivos de meldn (Nuifiez-Palenius et al., 2008).
Las condiciones cambiantes de clima como las largas sequias seguidas de lluvias
torrenciales estan provocando pérdidas millonarias en el cultivo de melén de todo el
mundo; asi como periodos anormalmente calidos que alteran las fechas de siembra y
recoleccion generando una inestabilidad en los mercados desincronizando la demanda
con la produccién (europapres.es y freshplaza.com). En el caso concreto de Espafia segin
el Ministerio de Agricultura y Pesca, Alimentacion y Medio Ambiente (Mapama) se
cultivaron en el afio 2016 (a falta de los datos actualizados de 2017) 21.500 Ha,
alcanzando una produccién de 685.200 Tm (valecniafruits.com). La exportacion espafiola
de meldén en 2016 alcanzé un volumen de 444.370 Tm suponiendo un valor final en el
mercado de 303,4 millones de euros. Segin los datos de exportacion de aduanas, El primer
receptor de melones de origen espafiol fue Francia que recibi6 el 27 % (120.083tm) de las
exportaciones totales de este cultivo. Alemania en segundo lugar con un 23,5%
(104.675tm), seguida de Reino Unido que adquiere el 13% (57.652Tm) como tercer gran
receptor de las exportaciones espafiolas de melon. Estas exportaciones representan un
valor de 97, 65,3 y 35,8 millones de euros respectivamente (proexport.es). Por lo tanto, es
clave proteger la produccién de melén frente a las condiciones adversas del medio



derivadas del calentamiento global, asi como desarrollar nuevas herramientas que
permitan mantener la produccién y competitividad del mercado espaiiol.

En esta linea existen diferentes estudios que han contribuido a la identificacién de
multiples miRNAs en plantas de melén sometidas a estrés que parecen estar involucrados
en la respuesta a dichas condiciones (Gonzalez-Ibeas et al, 2007; Sattar et al, 2012;
Herranz et al, 2015). Sin embargo, se sigue teniendo un conocimiento escaso sobre como
la biogénesis, acumulacion y distribucién de los miRNAs podria verse afectada por
condiciones ambientales adversas en este cultivo de tanta importancia econémica en
nuestro pais. Ademas, en los ultimos afios se han desarrollado diversas herramientas
moleculares en melén como son las colecciones de EST (Clepet et al, 2011), plataformas
de TILLING (Gonzalez et al., 2011) y la secuenciacion del genoma (Garcia-Mas et al., 2012)
haciendo del meldn un modelo experimental “accesible” ademas de interesante para la
investigacion vegetal.

Antecedentes del grupo de investigacion

El presente trabajo se basa en resultados previos obtenidos a partir del andlisis de las
poblaciones de sRNAs determinadas por secuenciacién masiva provenientes de plantas de
meldn (Cucumis melo L. cv. Piel de Sapo) sometidas a diferentes estreses, a saber: frio (C),
sequia (D), salinidad (SA), dia corto (SD) y las infecciones con el hongo Monosporascus
cannonballus (MON), el viroide Hop Stunt Viroid (HSVd) y la bacteria Agrobacterium
tumefaciens (AGRO). Los detalles de las condiciones de desarrollo de las plantas en cada
uno de los casos se muestran en la tabla 1, asi como en el anexo [ apdo. material vegetal.

Tabla 1. Condiciones en las que se desarrollaron las plantas de melén Cucumis melo L. cv. Piel de Sapo.
Condiciones de estrés: frio (C), sequia (D), salinidad (SA), dia corto (SD) y las infecciones con el hongo
Monosporascus cannonballus (MON), el viroide Hop Stunt Viroid (HSVd) y la bacteria Agrobacterium
tumefaciens (AGRO).

c 16h/8h 20°C / 14°C Alteracion de la
temperatura
D 16h/8h 28°C /20 °C Privacién dela
irrigacion
Alteracién del
o o
SD 8h/16h 28°C/20°C fotoperiodo
10 dias Riego inicial con 50
SA 16h/8h 28°C/20°C mL de una solucién
16 hdeluza 200 mM de LiCl
24ha25°C 28°C
48ha37°C
o dad 16 hluz/ / Infeccién: 50 mL de
scurida -
8 h oscuridad o N solucién con 1000
8hde MON 16h/8h 28°c/20°C UFC de micelio de M.
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20°C
Inoculacién en
HSvd 16h/8h 28°C/20°C ambos cotiledones
con el RNA viroidal
Agroinfiltracién en
AGRO 16h/8h 28°C/20°C ambos cotiledones a
una DO de 0,8
CONTROL 16h / 8h 28°C/20°C -




Los experimentos se realizaron por triplicado y se recolectaron muestras a distintos
tiempos tras la aplicacion del estrés: a los 11 dias post-trasplante se aplic6 sobre las
distintas réplicas los diferentes tratamientos, siendo este el tiempo 0 (T0). Posteriormente
se tomaron muestras a los 13, 15, 18 y 22 dias post-trasplante siendo los tiempos T1, T2,
T3 y T4 respectivamente. Para el muestreo se tomé en cada caso la primera hoja bajo el
meristemo apical de tres plantas diferentes. E1 RNA total proveniente de éstas fue
enriquecido en RNAs de cadena corta (menos de 200 nt) y llevado a secuenciar.

Tanto la construccion como la secuenciacién de las librerias fueron realizadas por la
empresa SISTEMAS GENOMICOS. Las librerias de cDNA se construyeron en base a las
recomendaciones de ILLUMINA; para ello se anadieron adaptadores al RNA ligados tanto
en 5’ como en 3’ con el propdsito de permitir la transcripcion reversa de dicho RNA y su
paso a cDNA. Los cDNAs resultantes fueron enriquecidos por PCR para asi generar una
libreria de cDNAs de cadena doble indexados. Se realizé una seleccién de tamafio
mediante un gel de poliacrilamida al 6 %, seguido de la cuantificacién de las librerias que
fue realizada mediante PCR cuantitativa en tiempo real (qQRT-PCR). Se realiz6 una mezcla
equimolar de las librerias (provenientes de sRNAs de hojas de meldn de la condicién
control y de los 7 tratamientos) que fue secuenciada por extremos pareados (pair-ends).
Tanto las secuencias de los adaptadores empleados en los pasos de obtencion del cDNA
como las lecturas de baja calidad obtenidas tras el proceso de secuenciaciéon fueron
eliminados empleando la herramienta Cutadapt (v. 1.10) en Python (Martin, 2011).
Secuencias menores de 20 o mayores de 25 nucledtidos de longitud fueron
posteriormente filtradas y eliminadas recuperdndose un total de 88.710.455 lecturas
limpias del conjunto de las plantas control y sometidas a estrés (Sanz et al., 2018, datos sin
publicar).

Al analizar los grupos de datos de pequefios RNAs se observd un enriquecimiento en las
lecturas de secuencias con una longitud de 24 nt (42 % del total de las lecturas, 54% de las
lecturas tnicas), seguido por una acumulacién comparable de secuencias con longitudes
de 21, 22 y 23 nt, sin apreciarse diferencias de perfil obvias entre las muestras control y
las correspondientes a los tratamientos de estrés (figura 2). Esta observacion es
consistente con los perfiles de sSRNAs previamente descritos en hojas de C. melo por Sattar
et al. (2012) y Herranz et al. (2015); y para mezclas de tejidos foliares y de frutos de
cuatro miembros de la familia Cucurbitaceae, segtn los cuales las secuencias de 24 nt son
la “especie” de sRNAs mas representada (Jagadeeswaran et al, 2012), aunque hasta el
momento se desconocen tanto el origen como las posibles funciones de esta poblacién de
SRNAs .

Para evaluar los efectos del estrés en las poblaciones de sRNAs y determinar aquellos
potencialmente implicados en la respuesta al estrés, se analizaron las muestras control y
las tratadas mediante tres métodos de pruebas estadisticas diferentes con el fin de evaluar
si algunos de los sRNAs encontrados presentaba una acumulaciéon diferencial; edgeR
(Robinson et al,, 2010), DESeq2 (Love et al,, 2014) y NOISeq (Tarazona et al., 2015). Las
lecturas de sRNAs se consideraron con expresion diferencial cuando estas cumplian dos
criterios: un log2 fold change (log2FC) >1,0 0 <-1,0 y P valor < 0,05 (Robinson and Oshlack,
2010). Unicamente aquellas secuencias predichas como diferencialmente acumuladas por
las tres herramientas de andlisis, un total de 51.693 secuencias unicas, fueron
consideradas como verdaderos sRNAs de respuesta a estrés. Estos sRNAs diferenciales
fueron alineados frente a la base de datos de miRBase (repositorio de secuencias de
miRNAs identificados en un gran nimero de especies tanto animales como vegetales)
empleando blastall (v. 2.2.17) (Griffiths-Jones, 2010), resultando ser algunas de ellas, en
concreto 153, idénticas a algunos miRNAs previamente descritos en melén o en alguna de
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las especies de plantas de la familia Viridiplantae, clasificindose asi como verdaderos
miRNAs. El resto de las secuencias no se pudieron adscribir fehacientemente a ningtn tipo
de ribonucleétido regulador previamente descrito y constituyen el punto de partida del
presente trabajo.

En los siguientes apartados se describe brevemente el funcionamiento de algunos
métodos de prediccion de miRNAs empleados en nuestro analisis.
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Figura 2. Perfiles de acumulacién de los sRNAs de mel6én por longitudes en las muestras control y las
correspondientes a los tratamientos de estrés: C, D, SA, SD, MON, HSVd y AGRO. Imagen tomada de Sanz et al.
(2018), datos sin publicar.

miRBase

miRBase es un repositorio publico para todas las secuencias de miRNAs y su anotaciéon
asociada. Establecido en 2002 como MicroRNA Registry (Griffiths-Jones, 2004) con el
propdsito principal de asignar nombre de manera estable y consistente a los miRNA recién
descubiertos. Los nuevos miRNAs que son propuestos para ser incluidos en miRBase
deben haber sido identificados y descritos en un articulo publicado en una revista con
revision por pares. Los precursores de miRNAs depositados en miRBase se nombran con
la forma “ath-mir-100”. El prefijo se refiere al organismo en el cual fue descrito, que en
este caso se trataria de Arabidopsis thaliana, Los nimeros se asignan secuencialmente;
para los homologos descritos en diferentes especies se mantiene el nimero modificando el
identificador, en el caso de los miRNAs paralogos se les asignan nombres con sufijos
numerados y alfabetizados, dependiendo de si el microRNA maduro es idéntico en
secuencia, o contiene diferencias respecto al descrito en primer lugar. miRBase ofrece
todas las secuencias publicadas de miRNAs para su consulta y bisqueda por secuencia o a
través de palabras clave, mediante la interfaz web (http://www.miRBase.org/) y la
version descargable por FTP (ftp://miRBase.org/). La primera version del miRBase en el
2002 contenia 218 loci de microRNAs pertenecientes a 5 especies. Desde entonces el
campo de estudio de los miRNAs ha sufrido una gran expansion alcanzando las miles de



http://www.mirbase.org/
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entradas (actualmente 28645) de miRNAs que estan presentes en los genomas tanto de
animales como de plantas. El nimero de miRNAs publicados no deja de crecer,
principalmente por el incremento de la capacidad de analisis que supusieron los
experimentos de secuenciaciéon masiva de pequeiios RNAs. Actualmente para cada entrada
de una secuencia perteneciente a un miRNA miRBase ofrece las referencias principales
que describen el descubrimiento, enlaces a las principales fuentes de evidencia que avalan
la anotacion de dicho miRNA, asi como enlaces a las bases de datos de las dianas tanto
predichas como validadas para dichos miRNAs.

Prediccion de posibles nuevos microRNAs de melon

Dada la cantidad de lecturas generadas por la secuenciaciéon de sRNAs (de entre 20 y 25
nucleétidos) se hace patente la imposibilidad de analizar cada una de ellas
experimentalmente en profundidad, al mismo tiempo que nace la necesidad de establecer
un filtro que ayude a determinar cudles de dichas secuencias presentan mas
probabilidades de ser verdaderos nuevos miRNAs. Para ello existen varias herramientas
computacionales dedicadas a la deteccién de miRNAs a partir de los datos generados por
la secuenciaciéon masiva. Muchas de ellas, como miRCat (Moxon et al., 2008b), miRDeep2
(Friedlander et al, 2012), miRPlant (An et al, 2014) y miReap
(http://mireap.sourceforge.net/), fueron introducidas cuando la profundidad de lectura
de las NGS era en general varios érdenes de magnitud inferior a las actuales. Puesto que
este factor influye enormemente en la funcién de agrupamiento de muchas de estas
herramientas (Tucker et al, 2009; Baker, 2010), resultando en algunos casos en los altos
ratios de falsos positivos y falsos negativos (Mohorianu et al., 2013), en los dltimos afios se
han ido generando versiones mejoradas capaces manejar los datos generados por las
ultimas tecnologias de secuenciacion.

miRCat2

miRCat2 es una herramienta que forma parte del “UEA small RNA Workbench” (Stocks et
al, 2012). Esta basado en elementos de su predecesor miRCat (Moxon et al., 2008b) y en
caracteristicas discriminatorias de miRDeep2 (Friedlander et al, 2012). Este nuevo
algoritmo incorpora una nueva aproximacion basada en la entropia para detectar los loci
de miRNAs y estd disefiado para soportar el volumen de datos generados con la
profundidad de secuenciacién de las dltimas técnicas. Entre sus funciones es capaz de
generar representaciones graficas de la estructura de la horquilla y representar sobre ella
los alineamientos de las secuencias sobre la estructura secundaria.

Paicu et al. (2017) ensayaron el nuevo algoritmo del miRCat2 junto a otras herramientas
de prediccion escogidas por ser los métodos mas avanzados en base a su popularidad y en
los resultados de benchmarking (Li et al, 2012; Williamson et al, 2013; Kang and
Friedlander, 2015), empleando datos provenientes tanto de animales como de plantas, asi
como de mutantes en la ruta de biogénesis de miRNAs. Observaron que miRCat2 veia
incrementada su precision frente a otros métodos ademas de ser capaz de predecir nuevos
miRNAs diferencialmente expresados en el wild-type frente a los mutantes de la ruta de
biogénesis.

El algoritmo empleado por miRCat2 agrupa las lecturas por proximidad sobre el genoma
de referencia. Selecciona entonces a un candidato de cada locus y computa todas las
caracteristicas discriminatorias de su estructura secundaria, clasificando aquellos que


http://mireap.sourceforge.net/

resulten satisfactorios como miRNAs. Es capaz de diferenciar candidatos de miRNAs de las
secuencias de fondo (o ruido) aplicando secuencialmente los nuevos filtros sobre los
alineamientos de secuencias candidatos y su estructura secundaria.

miRDeep*

miRDeep* (An et al, 2013), que como en el caso anterior presenta una serie de avances
frente a su predecesor miRDeep2 (Friedlander et al, 2008), cuenta con una sustancial
mejora de la precision en la detecciéon de nuevos miRNAs introduciendo nuevas
estrategias para la identificacién de los precursores, también es capaz de determinar los
niveles de expresion en base al nimero de lecturas tanto de nuevos miRNAs como de
otros ya descritos (Friedlander et al, 2012), asi como generar sus pre-miRNAs y sus
correspondientes horquillas (o hairpins). Se afiaden ademas la estructura secundaria del
pre-miRNA y la localizacion de las lecturas para cada miRNA predicho en forma de
representacion grafica.

En la mayoria de los protocolos de secuenciacién masiva las librerias de pequefios RNAs
son amplificados mediante PCR como paso previo a la secuenciacion (An et al, 2013). Esto
implica que una dnica molécula de sRNA puede dar lugar a multiples lecturas en la
secuenciacion con lo cual no puede constituir una evidencia de su frecuencia
(prevalencia). Sin embargo, cuando un sRNA es detectado consistentemente en distintas
muestras constituye una serie de evidencias independientes de dicha prevalencia y por
tanto que dicho sRNA sea el resultado de una biogénesis especifica. En cada analisis del
miRDeep* cada lectura estd marcada de manera que se pueda trazar la muestra de la que
proviene. Durante la identificacion de miRNAs nuevos y conocidos (ya descritos) las
lecturas de todas las muestras se agrupan para realizar una prediccién mas precisa. En el
resultado final las lecturas son desagrupadas lo cual permite identificar el origen de cada
una de ellas (An et al, 2013).

Ademas, miRDeep* (An et al, 2013) ofrece una gran robustez a la hora de identificar
miRNAs no candnicos que son prevalentes en algunas especies, como es el caso del meldn.
miRDeep* realiza una busqueda de agrupaciones de lecturas que encajan exactamente en
sus posiciones 5’ y 3’ en el genoma, una vez identificados, el agrupamiento local mas
grande es clasificado como miRNA maduro. La secuencia cubierta por el agrupamiento es
aislada junto a una secuencia adyacente que permita la formaciéon de la horquilla
(Martens-Uzunova et al, 2012) y el resultado es devuelto como un nuevo miRNA predicho.

Prediccion de las dianas

La funcidon de regulacion que ejercen los pequeiios RNAs sobre diversas dianas, como
pueden ser diferentes factores de transcripcion y genes relacionados con el desarrollo,
implica que éstos estan jugando un papel clave en la red de regulaciéon de la expresion
génica que controla el desarrollo y el crecimiento (Li and Zhang, 2005). Surgi6 entonces la
necesidad de llevar a cabo analisis masivos tanto de los pequefios RNAs como de sus
funciones, por ejemplo, identificando aquellos genes que son diana de su regulaciéon en
plantas.

En este contexto, se desarrollaron un gran nimero de programas y algoritmos que
permitieran identificar estas dianas de los microRNAs (Chaudhuri and Chatterjee, 2007; Li
et al, 2010; Dai et al, 2011). Sin embargo, la mayoria de estas herramientas fueron
disefiadas para trabajar con miRNAs animales los cuales difieren mucho de los de plantas
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en el proceso de reconocimiento de la diana (Lim et al, 2003; Li et al., 2010). Por ejemplo,
los miRNAs de animales son capaces de llevar a cabo su funcién aln sin tener una gran
complementariedad en sus ocho primeros nucleétidos mientras que en el caso de las
plantas se requiere que la complementariedad entre el miRNA maduro y la secuencia de
su diana sea casi perfecta. Ademas, los miRNAs de animales tienden a inhibir la expresién
de su gen diana mediante la supresion de la traduccién, mientras que en las plantas el
miRNA directamente provoca el corte del transcrito. Del mismo modo, asi como los
miRNAs animales tienden a reconocer las regiones 3’ UTR de los miRNAs diana, los de
plantas no parecen presentar preferencias en términos de posicion (Dai and Zhao, 2011).
Los resultados mas recientes parecen indicar que los miRNAs de plantas también podrian
inhibir la expresion génica al nivel traduccional (Brodersen et al., 2008), aunque parecen
emplear un patrén de reconocimiento diferente comparado con el modo de accién de un
miRNA animal tipico. Estas diferencias hicieron patente la necesidad de desarrollar
herramientas para el anlisis de dianas de miRNAs de manera especifica y separada para
plantas.

PSRNATarget

De dicha necesidad nacié psRNATarget, desarrollado por Dai and Zhao (2011), una
herramienta en la cual se incluyeron dos funciones analiticas muy importantes: i)
emparejamiento complementario reverso entre el SRNA y el transcrito diana empleando
un esquema de puntuacién probado y ii) la evaluaciéon de la accesibilidad del sitio
especifico de unién mediante el calculo de la energia de desapareamiento (unpaired
energy, UPE) necesaria para “abrir” la estructura secundaria del mRNA alrededor del sitio
de reconocimiento del pequefio RNA (empleando para ello el RNAup, Vienna Package,
[Miickstein et al, 2006]). Mientras que muchas herramientas de analisis se han centrado
en la complementariedad entre el miRNA y su diana, no han tenido en cuenta la
accesibilidad de este sitio de reconocimiento, la cual esta determinada por la estructura
secundaria del transcrito, un factor que ha demostrado ser muy importante a la hora del
reconocimiento de la diana por el SRNA (Kertesz et al, 2007; Brodersen and Voinnet,
2009; Hausser et al., 2009; Marin and Vaniceek, 2011). A menor energia mayor posibilidad
de ser una diana efectiva, ya que la estructura secundaria podria evitar el contacto entre el
SsRNA y el sitio de reconocimiento. Para determinar y evaluar la accesibilidad del sitio
diana se tienen en cuenta las secuencias que lo flanquean tanto en 5’ como en 3’ (Kertesz
et al, 2007). Esta herramienta ademas incluye la capacidad de distinguir en el analisis
entre la inhibiciéon traduccional y la post-transcripcional (Brodersen et al, 2008),
generando una serie de parejas de miRNA/sRNA en aquellos casos en los que asocia una
actividad de reconocimiento de un pequefio RNA con un transcrito diana. Se ha observado
que en plantas los errores de complementariedad cerca del centro de la regién de
apareamiento entre el miRNA y el mRNA suelen provocar la pérdida de la capacidad de
corte de RISC, sin embargo, la uniéon de RISC al mRNA aun es capaz de bloquear la
expresion del gen al nivel de traduccion (Brodersen et al, 2008). psRNATarget esta
disenado para el andlisis de datos masivos generados por las técnicas NGS asi como para
trabajar tanto sobre librerias depositadas como propias del usuario (Dai and Zhao, 2011).
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Materiales y Métodos

1. Validacion de microRNAs

1.1. Validacion de su existencia

1.1.1. Purificacion de sRNAs a partir de RNA total

Partiendo de una mezcla de RNA total de plantas control y sometidas a estrés (ver
introduccién: Material vegetal) se llev6 a cabo la purificacion de los SRNAs empleando el
kit “REALTOTAL miRNA kit” (Durviz SL, Paterna, Valencia) con ligeras modificaciones.

Se siguié el protocolo proporcionado por la casa comercial para la extracciéon y
purificacién de sRNAs a partir de sangre ya que al tratarse de una mezcla de RNA total
previamente purificado no se requeria un tratamiento tan agresivo de la muestra como en
los casos de purificacidn desde tejido vegetal.

Se afladié a la muestra (100 pl) 300 pl del tampén de lisis que proporciona las sales
necesarias para facilitar una posterior precipitacién de los acidos nucleicos con etanol. A
continuacion, se afiadieron 200 ul de etanol a una concentracién final del 35 %. Esto
provoca la precipitacion de los RNAs de mayor tamafio, los cuales quedaron retenidos en
una columna selectivamente (“LargeRNA renoval Spin Column”). Al eluido se le afiadieron
700 pl de etanol a una concentracién final del 70 % y se pasé por una columna
“microRNA” en la cual quedan retenidos los pequeiios RNAs. Mediante un tampoén de
lavado se eliminaron las sales residuales, y finalmente, con un tampén de elucion de RNA
los pequefios RNAs fueron eluidos y recogidos en un tubo Eppendorf.

Los sRNAs purificados fueron cuantificados en un espectrofotémetro NanoDrop® ND-
1000 (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, EEUU).

1.1.2 Aislamiento y secuenciacion de microRNAs

Segiin Ambros et al. (2004) uno de los criterios para poder anotar un nuevo miRNA es
poder identificarlo dentro de una muestra enriquecida en secuencias de pequefios RNAs
(aproximadamente de 22 nt de longitud), sin embargo la falta de sensibilidad en las
diferentes técnicas que se empleaban para el estudio de los miRNAs como son el clonaje, el
nothern blot o el primer extension result6 ser un problema a la hora de alcanzar una
deteccion y cuantificacion fiables dada la dificultad para amplificar los miRNAs. A esto se
sumaba que la baja especificidad podia provocar la aparicién de multiples falsos positivos
debido a miRNAs cercanos entre si, los precursores o incluso las secuencias genémicas. La
introduccion de la técnica del stem loop RT-PCR permitié incrementar enormemente la
especificidad y la sensibilidad de la deteccidn y reduciendo de manera muy significativa la
deteccion tanto de los precursores como del DNA gen6mico en favor de las secuencias de
miRNAs maduros (Chen et al, 2005). Las observaciones indican que la alta sensibilidad y
especificidad de los cebadores stem loop de RT vienen dadas por el alto grado de
apilamiento de las bases, que mejora la estabilidad térmica y la huella efectiva del duplex
cebador de RT/RNA requeridas para una RT efectiva, y la restriccion espacial de la
estructura del stem loop que previene la uniéon a moléculas de doble cadena como el DNA
genémico (Chen et al., 2005). Por los motivos expuestos anteriormente la stem loop RT-
PCR fue la técnica escogida en para la identificacion de miRNAs en este trabajo.
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I) Diseiio del stem loop especifico de RT-PCR

El stem loop es el cebador diseflado especificamente para amplificar un determinado
miRNA a partir de una mezcla heterogénea de sRNAs. Este cebador estd disefiado para
adquirir una forma de horquilla a la vez que deja expuestos 6 nucleétidos en su extremo 3’
como se puede apreciar en la figura 3b. Esta pequefia secuencia es complementaria al
miRNA, permitiendo asi su amplificacién mediante una RT-PCR pulsada (Pulsated Reverse
Transcription Polymerase Chain Reaction). Estos cebadores son sometidos a un paso de
desnaturalizacién (10 min a 952C) seguido de una lenta renaturalizacién previo a su uso
con el fin de asegurar un plegamiento 6ptimo de la horquilla.

La lista con los cebadores especificos empleados para la identificacion de los 26 sRNAs
analizados en este trabajo se encuentra en el anexo II tabla S1.

a Stem loop 5 — GTTGGCTCTGGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACCAGAGCCAAC -3’

b
-N-N-N-N-N-N-N

1

Figura 3. a) Secuencia del stem loop empleado como base para el disefio de cebadores de RT-PCR para la
amplificacion de miRNAs. b) Secuencia plegada mediante la herramienta RNAfold WebServer
(http://rna.tbi.univie.ac.at/), la escala de colores muestra la entropia posicional dentro de la estructura de
minima energia libre (minimun free energy, MFE) predicha para la secuencia. Afiadidos los seis nucledtidos (N)
que se disefian especificamente para la amplificaciéon de cada miRNA.

II) RT-PCR pulsada

La RT se realiz6 empleando el kit "RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit" (Thermo
Fisher Scientific). Previa a la reaccion de RT-PCR se realiz6 una mezcla de 4 pl de una
purificacién de sRNAs (50 ng/ul) y 1 pl de dNTPs Mix (10 pM), dicha mezcla se someti6 a
una temperatura de 65 °C durante 5 min con el fin de romper las estructuras secundarias
que se hubieran podido formar en los sRNAs y que pudieran afectar negativamente a la
reaccion de RT-PCR.

La reaccion de RT-PCR se llevo a cabo en un volumen final de 10 pl: 5 ul de la mezcla
anteriormente mencionada, 1 pl de cebador de RT especifico stem loop, concentracidn final
0,1 uM, 2 pl de tampdn de reaccidn, 1X concentracion final, 0,2 pl de RiboLock RNase
Inhibitor (200 U/ul), 0,2 pl de RevertAid M-MulV RT (20 U/ul), completando hasta el
volumen final con 2 pl de agua MiliQ. La reacciéon de RT-PCR se llevo a cabo en un
termociclador LifeECO TC-96/G/H(b)C (Hangzhou Bioer Technology Co. Ltd., Binjiang,
Zhejiang, China).
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III) PCR

La PCR se realiz6 sobre una dilucién 1:2 del cDNA generado en la RT-PCR pulsada (apdo.
II). La reaccion de PCR se llevo a cabo en un volumen final de 20 pl, los componentes estan
expresados en concentracion final: 6 pul de cDNA, 5 pl de cebador directo de PCR especifico
de miRNA (concentracion 0,25 uM), 0,5 pl de cebador reverso de PCR especifico del stem
loop (comun a todos los miRNAs, 0,25 uM), 2 ul de tampdn (1X), 0,5 ul de polimerasa
Netzyme (1 U/ul), 0,5 ul de dNTPs Mix (0,25 uM), completando hasta el volumen final con
5,5 pl de agua MiliQ. La reaccion de PCR se llevé a cabo en un termociclador LifeECO TC-
96/G/H(b)C (Hangzhou Bioer Technology Co. Ltd., Binjiang, Zhejiang, China).

La lista con los cebadores especificos empleados en los pasos anteriores para la
identificacion de los 26 sRNAs analizados se encuentra en el anexo II tabla S1. A
continuacion se muestra en la figura la amplificacién de los miRNAs en dos pasos a modo
de esquema representativo del proceso.

Cebador de RT
miRNA

Paso 1:
Stem loop RT

*IIIIIIIIIIIIIIIIIIII
cDNA

Paso 2:
PCR

<

\ Cebador directo A

&>

—

| Cebador reverso
universal

Figura 4. Descripcion esquematica de la identificacion de miRNAs en dos pasos basada en la stem
loop RT seguida de una PCR. Los cebadores stem loop se unen al extremo 3’ de las moléculas de
miRNA permitiendo su transcripcion reversa. El producto de la RT se emplea para el segundo paso
de PCR utilizando para ello el cebador reverso universal que amplifica desde la secuencia del stem
loop y un cebador directo especifico de cada miRNA. El propdésito de la cola del cebador directo en
5’ es incrementar la temperatura de melting dependiendo de la composicién de la secuencia de las
moléculas de miRNA. Imagen tomada y modificada de Chen et al. (2005).

IV) Ligacién del producto de PCR de miRNAs

Se empleé como vector para la ligacion 1 pl del plasmido Ptz (PT257R-T) cuyo mapa se
representa en la figura 3. Para llevar a cabo la reaccién se afiadié 1 ul de T4 DNA ligasa
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(Thermo Fisher Scientific, 5 U/ul), 2 ul de tampdn de ligacién (concentracion final 1X,
valor aproximado), 2 pl del producto de PCR y 3 pul de agua miliQ. La reaccién se dejo toda
la noche (overnight, o/n) a 4 °C antes de continuar con pasos posteriores.
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Figura 5: Mapa del vector PT257R-T en el que se muestran la region del polylinker dentro de la subunidad
omega del gen de la galactosidasa (lacZ) precedido por el promotor de T7, la regién intergénica del fago f1
(IG), el origen de replicacién para E. coli (pMB1) y el gen de resistencia para la seleccion por el antibiético
ampicilina (bla). Imagen tomada de http://www.thermofisher.com/order/catalog/product/K1213

V) Transformacion y PCR de colonia

La transformacién de bacterias competentes de Escherichia coli se llevd a cabo por
electroporacién. Se emplearon 50 pl de competentes DH5a y 3 ul de ligacion del producto
de la PCR de los miRNAs. La electroporacion se realizé en un electroporador Biowave II
(Biochrom Ltd., Cambridge, Inglaterra) y una exposicién de entre 2 y 3 ms a 1700V. Se
resuspendieron las bacterias en 600 pl de medio LB sin ampicilina y se mantuvieron en
una camara de cultivo a 37 °C durante 45 min (hasta 1h) para permitir que el gen de
resistencia contenido en el vector de clonaje del miRNA se expresara. Dicha
transformacion fue plaqueada en medio LB con ampicilina (50 pg/ml) al que se le
afiadieron 10 pl de X-Gal (20 pg/ml) para permitir la seleccién por color por actividad del
gen de la B-galactosidasa incluido en el plasmido. Se seleccionaron aquellas colonias que
presentaban un color blanco pues son aquellas en las cuales el polylinker ha sido
interrumpido por la insercién del miRNA, quedando interrumpida del mismo modo la
subunidad omega de la galactosidasa impidiendo a dichas colonias liberar el componente
azul en la degradacion del X-Gal.

La PCR de colonia se basa en el lisado y amplificacién de la secuencia contenida en el
vector de clonaje con el cual se ha transformado a las células competentes. La region que
contiene el inserto se amplifica empleando los cebadores para el M13 directo y reverso.

La reaccion de la PCR de colonia se realizé empleando: 0,5 pl de dNTPs Mix (0,25 pM), 2 pl
de tampodn (1X), 0,3 pl de polimerasa Netzyme (1 U/ul), 0,5 pl del cebador directo y 0,5 pl
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del cebador reverso del M13 (0,25 pM), completando con 16,2 pl de agua miliQ hasta el
volumen final de 20 ul.

VI) Tratamiento con ExoSAP y secuenciacion

Antes de llevar a secuenciar los amplicones de los miRNAs los productos de PCR se
limpiaron con ExoSAP (Thermo Fisher Scientific), que contiene una mezcla de exonucleasa
y desfosforilasa, dejando inicamente cadenas de doble hebra disponibles para la reacciéon
de secuenciacion. Se emplearon 3 pl del producto de la PCR de colonia seleccionada, 1 pl
de ExoSAP y 1,5 pl de agua miliQ. Dicha mezcla se incub6 a 37 °C durante 15 min, tras este
paso se prosiguio la incubacién durante otros 15 min a 809C para la inactivacién de las
enzimas presentes en el mix. Una vez finalizado el tratamiento se diluyeron las muestras
con 20 pl de agua. Las muestras fueron cuantificadas y ajustadas en funciéon de su
concentracion para cumplir los requerimientos del Servicio de Secuenciacion del IBMCP.
Las muestras fueron secuenciadas empleando el cebador directo del M13.

1.2. Validacidn de la actividad funcional. Prediccidn, analisis y validacion de dianas
de miRNAs

1.2.1. 5 RLM-RACE (RNA Ligase Mediated Rapid Amplification of cDNA Ends)

Los mensajeros predichos como dianas de los miRNAs estaran hipotéticamente cortados
en el punto de unién predicho entre ambos. Para localizar dichos mensajeros se procedié a
ligar unos adaptadores de RNA a los extremos 5’ que han quedado expuestos tras dicho
corte. Tras este paso se procedio a realizar una reaccién de retrotranscripciéon empleando
un cebador dT con una cola de secuencia conocida. A continuacion, se efectué una
amplificaciéon inespecifica (PCR universal) de todos los mensajeros cortados con un
cebador especifico de la secuencia del adaptador y un cebador correspondiente a la
secuencia presente en el cebador dT del paso anterior, que amplificara desde la cola polyA
de los mensajeros.

Para identificar las dianas seleccionadas para su validacion se disefiaron un par de
cebadores especificos para cada diana a analizar. Un primer cebador reverso (R1), que se
encuentra mas alejado del punto de corte hipotético del miRNA; y un cebador R2 mas
cercano. La idea es realizar dos amplificaciones empleando estos cebadores
secuencialmente (PCR anidada), siempre junto al especifico del adaptador 5’ (GeneRacer
5"), para asi aumentar la especificidad de la reaccion e incrementar lo maximo posible la
abundancia de la diana que se quiere estudiar como se muestra a continuacion en la figura
6.

La primera reaccion de RACE se realizd6 en un volumen final de 20 pl: 2 pl de PCR
universal, 0,5 pul de dNTPs Mix (concentracién final 0,25 uM), 0,5 pl de cebador GeneRacer
5 (0,25 uM), 5 ul del cebador R1 (0,25 uM), 2 pl de tampédn (1X), 0,5 ul de polimerasa
Netzyme (1 U/ul), y 9,5 ul de agua miliQ.

La segunda reaccion de RACE se realizé en un volumen final de 20 pl. Las condiciones son
idénticas a las de la primera reaccion salvo que se emplearon 2 ul de una dilucién 1:10 del
producto de la PCR anterior y el cebador empleado en este caso fue el R2, 5 pl a una
concentracion final de 0,25 pM.
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Figura 6. Descripcién esquematica del proceso de amplificacién especifica y anidada del sitio de corte de un
miRNA mediante 5’RLM-RACE; empleando una ligacién de un adaptador en el extremo 5’ fosfato libre dejado
por la accién de AGO1, seguido de una retrotranscripcién con un cebador dT (RT universal). Posteriormente se
emplearon los cebadores especificos (R1 y R2) junto al cebador del adaptador (Gene Racer 5’) para llevar a
cabo la PCR anidada con el fin de aislar para su posterior secuenciacién el punto de corte de un posible miRNA
estudiado. Imagen tomada y modificada de Llave et al. (2011).

La ligacion del producto de PCR, transformacién y PCR de colonia, y tratamiento con
ExoSAP y secuenciacion se realizaron exactamente igual a como se describié en el
apartado anterior 1.1.2. pasos IV, Vy VI.

1.2.2. PCR semi-cuantitativa

La PCR semi-cuantitativa se realizé para comprobar que la reaccion de amplificacion con
los cebadores disefiados era especifica y, a ser posible, determinar si existia una diferencia
facilmente detectable en la acumulacién de los genes diana de los nuevos miRNAs
predichos estudiados entre las muestras que presentaban acumulacién diferencial de los
sRNAs y el control a modo de comprobacién previa a la realizacion de la PCR cuantitativa.
La reaccion de PCR semi-cuantitativa se llevé a cabo por triplicado y se retiré cada una de
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las tres réplicas a los 27, 30 y 33 ciclos respectivamente. La reaccion se realiz6 en un
volumen final de 20 pl: 5 ul de cDNA (dilucién 1:20 de la PCR universal, ver apdo. 1.2.1.), 1
ul de cebador directo y 1 pl de cebador reverso (concentracion final para ambos de 0,25
uM), 2 ul de Buffer (1X), 0,5 ul de polimerasa Netzyme (1 U/ul), 0,5 ul de dNTPs Mix (0,25
uM), completando hasta el volumen final con 10 pl de agua MiliQ. La reaccién de PCR semi-
cuantitativa se llevé a cabo en un termociclador LifeECO TC-96/G/H(b)C (Hangzhou Bioer
Technology Co. Ltd., Binjiang, Zhejiang, China).

1.2.3. PCR cuantitativa (qPCR), acumulacion diferencial de la diana
Sintesis de cDNA

Se emplearon 1.5 pg de RNA total de plantas control o tratadas (condiciones de estrés) que
fueron sometidos a un tratamiento con DNasa (EN0525, Thermo Scientific™), tras dicho
paso se llevo a cabo la transcripcion reversa empleando para ello el RevertAid First Strand
cDNA Synthesis Kit (Thermo Scientific™) de acuerdo con las instrucciones del fabricante.
Se realiz6 este proceso tanto para las muestras control (NT) como para las tratadas (C, D,
SD, SA, MON, AGRO y HSVd) para cada uno de los tiempos (T1, 2, 3 y 4).

gPCRy analisis de los datos

Los ensayos se realizaron empleando el reactivo PyroTaq EvaGreen mix Plus (ROX)
(CulteK Molecular Bioline). Las muestras empleadas en cada ensayo fueron aquellas en las
cuales el sRNA (posible miRNA) estaba diferencialmente acumulado, esperando observar
en consecuencia una acumulacion diferencial (y opuesta al posible miRNA) de su diana. El
volumen final por pocillo fue de 10 pl: 2 pl del PyroTag mix, 2 pl de la muestra
correspondiente, 0,5 ul de cebador directo y 0,5 pl de cebador reverso especificos de la
diana a ensayar (a una concentraciéon final de 0,5 uM) completando con 4,8 pl de agua
miliQ hasta el volumen final. Todos los analisis se realizaron por triplicado en un ABI 7500
Fast-Real Time qPCR (Applied Biosystems) empleando un protocolo estandar excepto una
modificacién del paso inicial, modificando el tiempo de exposicién a 95 °C aumentandolo
de 10 a 15 minutos ya que la enzima empleada es una hot start, y modificando el volumen
por pocillo predeterminado de 20 microlitros a 10 microlitros. Se emplearon tres genes
considerados de expresion constitutiva para la normalizacién de las muestras: Profilina
(NM_001297545.1), Actina 7 (XM_008442791.2) y un factor de ribosilacién del ADP
(XM_008463181.2). La eficiencia de amplificaciéon de la qPCR se derivd de una curva
estandar generada con una serie de cuatro diluciones seriadas 1:10 de una mezcla de
cDNAs de las muestras que serian empleadas posteriormente para ensayar cada uno de los
genes de interés. La expresion génica relativa fue determinada con el método comparativo
de AACt y normalizado frente a la media geométrica de expresion. La significancia
estadistica de las diferencias observadas fue evaluada mediante un T-test no pareado
(Livak and Schmittgen, 2001).
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Objetivos

El objetivo general del presente trabajo consiste en llevar a cabo un andlisis sistematico
(bioinformatico y bioquimico) de sSRNAs acumulados en plantas de melon (Cucumis melo L.
cv. Piel de Sapo) en los mismos estadios de desarrollo y expuestas a diferentes condiciones
adversas con el fin de identificar nuevos miRNAs especificos de dicha especie
potencialmente relacionados con la respuesta a estrés mediante la validacién de su
existencia y funcionalidad y asi poder inferir en las robustas redes regulatorias
subyacentes a la respuesta global modulada por los miRNAs frente al estrés; con el fin
ultimo de ampliar los conocimientos disponibles en este campo para poder aplicarlos,
junto a otras herramientas biotecnoldgicas, en el desarrollo del cultivo de un melén mas
resistente a las condiciones ambientales y por ende mas productivo o con un valor
afiadido.

Este proceso de identificaciéon de nuevos miRNAs y de andlisis de su potencial funcién se
hace especialmente importante en el caso de C. melo, especie en la que se ha observado
una acumulacion predominante de SRNAs de 24 nucleétidos.

Para poder materializar, al menos en parte, este objetivo general, en el presente trabajo se
pretenden desarrollar los siguientes objetivos especificos:

1) Identificacién de posibles miRNAs nuevos de melén (sRNAs que no se han descrito
previamente como miRNAs en esta especie), mediante la aplicaciéon de
herramientas bioinformaticas de prediccion de miRNAs

2) Validacion de la secuencia del potencial miRNA empleando la técnica de stem loop
RT-PCR.

3) Validacion funcional del potencial miRNA por:

a. Identificacion del corte de las dianas predichas por 5’ RLM-RACE.
b. Correlaciéon negativa entre la acumulaciéon del nuevo miRNA y de su
transcrito diana.
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Resultados

I. CRITERIOS DE PREDICCION DE NUEVOS MIRNAS.

A. Prediccion de miRNAs por miRDeep*

La prediccion informatica de los miRNAs a través de miRDeep* (ver intr. apdo. miRDeep*)
se realizé empleando el archivo FASTA en el cual estaban contenidas las secuencias de
sRNAs de todas las librerias, incluyendo todas las réplicas de cada tiempo y de cada uno de
los estreses, asi como las correspondientes al control. Los parametros empleados para
esta prediccion fueron los determinados por defecto por el programa. En el andlisis de
dichas secuencias miRDeep* es capaz de discernir entre miRNAs ya descritos y posibles
nuevos miRNAs de meldn, estos dltimos pasarian a ser considerados candidatos y por lo
tanto susceptibles de validacion. Finalmente, se generdé una lista de 22 candidatos
clasificados como posibles nuevos miRNAs de melén, que se nombraron mediante un
cédigo identificador (c6digo SNCMel de la secuencia del sRNA de las librerias) y por un
numero asignado en base a la familia de miRNAs de la familia Viridiplantae depositados en
miRBase con los que presentaron mayor homologia, pasando a ser objeto de estudio en
este trabajo. Dichos candidatos estdn recogidos en el anexo III tabla S2.

B. Prediccion de miRNAs por miRCat2

Al igual que en el caso anterior, la prediccion informdtica de los miRNAs a través de
miRCat2 se realizé a partir de todas las secuencias de sRNAs representadas en todas las
librerias (incluyendo todas las réplicas en todos los estreses y tiempos). Como ya se ha
expuesto en la introduccién (apdo. miRCat2), miRCat2 establece agrupaciones o puntos
calientes de secuencias de las cuales genera una secuencia consenso la cual es plegada
junto a las secuencias de horquillado (anexas a la consenso) por la funcion RANDFold.

Para generar una horquilla en primer lugar el programa debe ser capaz de establecer una
secuencia consenso (agrupamiento local de muchas lecturas) frente al genoma que se
anotara como el miRNA maduro. Como segundo requisito debe ser capaz de encontrar en
las librerias una secuencia que encaje como miRNA star (o miRNA*) frente al maduro.
Como tercer requisito, una vez plegada la horquilla, los miRNAs maduro y star deben
presentar la disposicion clasica de +/-2 nt ademds de que ambas secuencias deben tener la
misma longitud como se aprecia en la figura 5a. La complementariedad entre las hebras
madura y star se establece posteriormente a la generacién del hairpin mediante un
blastall. miRCat2 es capaz de generar representaciones graficas de las horquillas, asi como
marcar la posicidn y extensidon que ocupan tanto la hebra madura como la star dentro de la
estructura secundaria. Los pardmetros que la persona encargada de la prediccion
bioinformatica emple6 para ejecutar el programa son los que se detallan en el anexo apdo.
II: algoritmo de miRCat2.

Una vez generado el hairpin (u horquilla) tanto la hebra madura como la star se
enfrentaron a la base de datos de miRBase para determinar su homologia con secuencias
de miRNAs ya descritos en las especies de la familia Viridiplantae de plantas. Se estableci6
que aquellos miRNAs predichos cuya homologia fuera mayor del 90 % para un numero de
nucleétidos mayor o igual a su longitud total -2 nt (tanto para la secuencia madura como la
star) a miRNAs ya descritos en miRBase serian auténticos miRNAs, considerando las
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variaciones encontradas como fruto del proceso de especiacién y variabilidad natural.
Todas aquellas secuencias que no cumplian dichos requisitos de homologia fueron
tomadas como posibles nuevos miRNAs de meldn, e igual que con el sistema de predicciéon
anterior, se identificaron segtn el c6digo SNCMel de secuencia de la libreria, asi como un
ndmero (asignado en base al miembro de la familia de miRNAs de miRBase con los que
presentaba mayor homologia), y pasaron a ser objeto de estudio en este trabajo

! f!.r----.---________ o

€

b SNCMel000020264 - State: 2-T2- A
maturemiRNA_TGCCAAAAGAGACTTGCCCTG Size: 21 Position: 56-77
miRNA*_GGGCGGATCTTTTTTGGCAGG Size: 21 Position: 9-30
chr8 Mature;79 Star1:18
MFE_-48.65854_STRAND_- [Negative strand]
Mean counts : 37.667

variable
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RPM

AReverse

E) 40 & &0
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Figura 7. Estructura secundaria y distribucion de secuencias del hairpin predicho para la secuencia
SNCMel000020264, a modo de ejemplo de coémo tiene que ser un buen candidato de miRNA. a) horquilla
generada por miRCat2 para la secuencia, b) representacion grafica de la distribucién de las secuencias de las
librerias 100% homologas a la secuencia del hairpin predicho por miRCat2. El eje X representa la longitud de
la secuencia del hairpin. Para ambas imagenes se representa en azul la secuencia madura, y en rojo, la
secuencia star.

La aplicacién de miRCat2 gener6 una lista con un total de 49 posibles miRNAs, de los
cuales 32 fueron clasificados como posibles nuevos miRNAs de melén (recogidos en el
anexo III tabla S2). Para determinar aquellos més interesantes para su validacion biolégica
se abordé su seleccion de manera diferente a aquellos predichos por miRDeep*,
estableciéndose dos criterios obligatorios (debiendo cumplir como minimo uno de ellos) y
uno accesorio: las representaciones graficas de los miRNAs (Fig. 7a) debian presentar una
estructura secundaria predicha satisfactoria (secuencias madura y star complementarias,
bucles que no den lugar a estructuras poco verosimiles...) y/o la distribucién de las
lecturas sobre el genoma (para ambas secuencias, star y madura) debian presentar un
perfil adecuado (Fig. 7b), es decir, una acumulacién mayor de la hebra madura frente a la
star como se esperaria de un verdadero miRNA en el cual dicha hebra es rapidamente
degradada por carecer de funcién bioldgica. Como criterio accesorio se dio prioridad a
aquellos miRNAs que presentaban dianas predichas por el programa psRNATarget con
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una expectativa menor o igual a 3 (valor maximo establecido por defecto en el programa
para determinar la idoneidad de una diana, ver intr. apdo. psRNATarget).

C. Seleccion de los mejores candidatos

Por lo tanto, se predijeron mediante ambos procedimientos un total de 52 posibles nuevos
miRNAs de meldn (ver fig. 8), habiendo sido dos de ellos predichos por ambas técnicas
(SNCMel000020264 y SNCMel000042761). De entre todos ellos, se seleccionaron 26 (un
50%) como mejores candidatos a ser auténticos miRNAs (atendiendo a los criterios
estructurales y funcionales descritos en los apartados anteriores) y fueron validados
experimentalmente. La tabla en la cual estan recogidos los 52 sRNAs predichos como
posibles nuevos miRNAs de meldn se encuentra en el anexo Il tabla S2.

miRCat2 miRDeep*

Figura 8. Representacion grafica de los posibles nuevos miRNAs predichos por miRCat2 (amarillo), miRDeep*
(verde). En la intersecciéon dos secuencias: SNCMel000020264 y SNCMel000042761. En azul secuencias
seleccionadas como mejores candidatos a ser auténticos miRNAs nuevos de melén segtn criterios descritos en
el texto y validados experimentalmente en este trabajo.

Posibles nuevos miRNAs predichos

56%

m2] m22 m23 =24 m25

Figura 9. Perfil en porcentaje de los tamafios de las 52 secuencias predichas por miRCat2 y miRDeep* como
posibles nuevos miRNAs de melén.
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Posibles nuevos miRNAs analizados
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Figura 10. Perfil en porcentaje de los tamafios de las 26 secuencias seleccionadas como mejores candidatos a
ser auténticos nuevos miRNAs de melén y analizadas en el presente trabajo.

Como se puede observar el la figura 9 el perfil de los tamafios de las secuencias predichas
como posibles nuevos miRNAs coincide con el observado para la poblacién original de
sRNAs provenientes de las librerias (ver introduccién fig. 2), siendo la fraccién de
secuencias de 24 nucle6tidos la mayoritaria (56%), seguida por las secuencias con 21
nucleétidos de longitud (31%). El resto de secuencias de 22, 23 y 25 nucledtidos de
longitud son minoritarias (13%). La gran abundancia de secuencias de 21 nucleétidos (la
longitud que poseen la mayoria de los miRNAs funcionalmente descritos en plantas y
animales), y de 24 nucleotidos, entre las secuencias predichas como nuevos miRNAs hace
pensar que éstas podrian ser activas funcionalmente.

Por otra parte, como se puede observar en la figura 10, la aplicacién de los criterios
estructurales y funcionales empleados para seleccionar los mejores candidatos para su
posterior validacién no ha producido sesgos en lo que a distribucion de longitud de las
secuencias se refiere. Las secuencias de los 26 sRNAs escogidos mediante los criterios
expuestos en los apartados anteriores se encuentran recogidas en el anexo II tabla S1.

I1. VALIDACION DE LA EXISTENCIA DE LOS NUEVOS MICRORNAS PREDICHOS

Identificacion de los posibles miRNAs por stem loop RT-PCR,

Con el fin de realizar una nueva verificacion empirica de la secuencia real de los SRNAs
provenientes de la secuenciacién masiva e identificados por los programas de prediccién
como posibles nuevos miRNAs, se procedié a amplificar las secuencias de los sRNAs
escogidos por la técnica de stem loop RT-PCR, en la que al emplear un oligonucleétido en
forma de horquilla para la retrotranscripcion se consigue amplificar de forma especifica
dichas secuencias cortas (ver apdo. 1.1.2. de MyM figs. 3b y 4).

De 26 posibles miRNAs seleccionados 11 fueron validados mediante la técnica de
amplificaciéon por stem loop y posterior secuenciacion como se describe en el apartado de
1.1.2 de MyM. El perfil de los tamafios de las secuencias detectadas y predichas como
posibles nuevos miRNAs se representan en la figura siguiente:
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Posibles miRNAs validados por stem loop RT-PCR

9%

36%
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21nt 124 nt @25nt

Figura 11. Perfil en porcentaje de los tamafios de las 11 secuencias validadas por la técnica de stem loop RT-
PCR: en naranja aquellos de 21 nucleétidos de longitud (4), en amarillo los de 24 (6) y en verde los de 25 (1).

Del mismo modo a como ocurria en la secuenciacion masiva, se puede apreciar en la
validacion individual que sigue existiendo en melén un enriquecimiento poblacional de las
secuencias de 24 y 25 nt de longitud no candnica (mayores de 23 nt) respecto a la mayoria
de los miRNAs descritos, suponiendo éstas un 63,6 % del total de los posibles miRNAs que
se han podido identificar mediante la técnica del stem loop RT-PCR.

Esta técnica supone un grado mdas de evidencia y validaciéon biolégica respecto a la
secuenciacién masiva evidenciando que ambas especies de sRNAs, tanto las que poseen la
longitud esperada para un auténtico miRNA (21 nt) como las mayores de 23 nt, pueden
ser perfectamente aisladas de muestras de SRNAs de mel6n, demostrandose asi que las
variaciones en la longitud observadas no se deben a errores en el procesamiento
bioinformatico de los datos obtenidos de la secuenciacién masiva (eliminacién de la
secuencia de los adaptadores defectuosa, etc.). No obstante, este analisis no se consider6
critico para demostrar la validez de un posible miRNA, pues al tratarse de secuencias poco
frecuentes en las librerias (media inferior a 65 cuentas por millén), esta técnica puede no
tener la sensibilidad necesaria para poderlas detectar todas.

I1I. VALIDACION FUNCIONAL DE LOS POSIBLES MICRORNAS EN BASE AL ANALISIS DE
SUS DIANAS PREDICHAS

A. Predicciony seleccion de dianas

Todas las secuencias escogidas para su validacién como posibles miRNAs (26 secuencias
recogidas en la tabla S1 del anexo II) fueron analizadas por el programa de predicciéon de
dianas psRNATarget (http://plantgrn.noble.org/psRNATarget/) (ver intr. psRNATarget)
empleando la versién Schema V1 (2011) sobre las colecciones de transcritos de melén
depositadas por los consorcios ICuGl (International Cucurbit Genomics Initiative) y
MELONOMICS Project, con el fin de encontrar posibles transcritos que pudieran ser diana
de la actividad de dichas secuencias actuando como auténticos miRNAs. Se seleccionaron
para su validacidn funcional aquellas dianas que presentaran expectativas en sus parejas
miRNA/diana de un valor menor o igual a 3 (valor maximo por defecto estipulado por el
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Tabla 2. Posibles nuevos miRNAs de Cucumis melo L. cv. Piel de sapo predichos por miRDeep* y miRCat2 identificados mediante su c6digo SNCMel, seguidos por
su secuencia consenso y la longitud de la misma. Todos los SRNAs presentan las dianas predichas para la actividad de cada uno de ellos como verdaderos miRNAs
acompafiados por la expectativa de dicha prediccion, el tipo de inhibicién que ejerceria el posible miRNA, asi como un cédigo identificativo de cada una de las
dianas (todas ellas son PREDICTED: Cucumis melo). Ademas, se muestran también los valores de Log2FC de la acumulacién diferencial y el estrés y el tiempo en el
cual fueron determinados dichos valores para aquellos sRNAs los tuvieran.

Identificador ~ Secuencia consenso Longitud  Estrés Log2FC Expectativa Inhibicion Blastnucl Descripcion
SNCMel000004019  TGAAATGAGGAACATTGATGATT 23 mmn,%ﬁ M&% 25 Corte  XM_008453025.2 Protein FAR1-RELATED SEQUENCE 5 (LOC103492594), mRNA
SNCMel000004698 TGCAGATCAGTAGAGATGAAACATT 25 m%\%ﬁ_\ .NH%@ 3 Corte  XM_008461848 NADH dehydrogenase [ubiquinone] 1 alpha
AGROTZ  -279 - —

SNCMel000011573  GATCCTGTTGAGTTCTTACGCT 2 BT 259 3 Corte  XM_008441472.2 Transcription factor GTES (LOC103484412), transcript variant X1, mRNA
SNCMel000015070  AGCAAATGTTGGTCTATCATTGAT 24 mwﬂunﬁ .NN%N 25 Corte  XM_008455821 Transcription factor bHLH113-like (LOC103494587), transcript variant X1, mRNA

3 Corte  XM_008453304.2 Chaperone protein DnaJ-like (LOC103492786), mRNA.
SNCMel000015111  TCTATTGTCTTCATTTGTGAT 21 MONTL 179

¢ 3 Corte  XM_008459644.1 Zinc finger CCCH domain-containing protein 62-like (LOC103497448), transcript variant X5,

SNOME000019875 AGTCAATICGAACATAGCTCAGTG 24 AGROT2 104 3 Traduccion XM_008464065.2 zmmﬁwaaqmawoz%zxmw.:_‘%_&%_mmcn_:Loﬁamoo%ﬁ5xz>. o

3 Corte  XM_008468110.2 Cryptochrome DASH, chloroplastic/mitochondrial (LOC103503771), transcript variant X1, mk
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programa para que un transcrito sea considerado diana de un miRNA dado). Las dianas

correspondientes a cada posible miRNA seleccionadas para su andlisis estan recogidas en

la tabla 2 que se muestra a continuacion.

SNCMel000020264  TGCCAAAAGAGACTTGCCCTG 21 CT4 -397 3 Cortex2 XM_008441632.2 Probable ubiquitin-conjugating enzyme E2 24 (L0C103484521), transcript variant X1, mRNA
DT4 1,22 2,5 Corte  XM_008462841.1 Root phototropism protein 3 (LOC103499766), mRNA
SNCMel000032737 ~ CATGTGCTCTTCTTCTCCAAC 20
¢ HSVdTL 2,37 3 Corte  XM_008453265.2 Putative glucose-6-phosphate 1-epimerase (L0C103492758), transcript variant X1, mRNA
ONCMel000034342  TTCTATTGTCTTCATTTGTGA 21 . . 05 Corte  XM_017044457.1 Protein zw.,:\ PTR FAMILY H.N..Ea (L0C103488191), mRNA
Corte  XM_008438969.2 Agamous-like MADS-box protein AGL19 (LOC103482693), mRNA.
SNCMel000042761  TTTGTTTGGATTGAAGAAATT 21 X X Corte AB297386.1  Cucumis melo var. cantalupensis ERS1 gene for ethylene receptor, complete cds.
Corte  XM_008464956.2 Dolichol kinase EVAN (LOC103501385), transcript variant X1, mRNA.
SNCMel000049332  TTCTCGATCTTGTTATTTICTGCT 24
¢ o Corte  XM_0084607662 Uncharacterized LOC103498240 (LOC103498240), mRNA
Corte  XM_008465511.2 TPR repeat-containing thioredoxin TTL1 (LOC103501809), mRNA.
SNCMel000051551  ACAAATGATCTATACAACCTCTAT 24 CT4 148
¢ Corte  XM_008460625.2 Mitochondrial inner membrane protease ATP23 (LOC103498128), mRNA.
Traduccion ~ XR 5371272  Uncharacterized LOC103486771 (LOC103486771), ncRNA
SNCMel000108829  CTCTTCTGCGTGTTCTAAATC 21
¢ o Corte XM_0084685142 NAC domain-containing protein 2 (LOC103504077), mRNA
SNCMel000148412  CGATAGTATGGTAGAAAGAAAT 2 ZM“MH %MN Corte  XM_008440270.2 Phosphate transporter PHOT (LOC103483572), mRNA



B. Validacién funcional, identificacién del corte en las dianas por 5’RLM-RACE

Determinar la existencia del punto de corte predicho en un transcrito diana permite
establecer una evidencia de funcionalidad de la secuencia de SRNA asociada a dicha diana
lo que permitiria catalogarla como un auténtico miRNA.

En este orden se pas6 a abordar dicha cuestion seleccionando para ello aquellas parejas de
sRNAs y diana o dianas predichas que presentaban una expectativa en la prediccién con
un valor menor o igual a 3 (como se exponia al comienzo de este apartado, III A). Se llevé a
cabo el andlisis de un total de 21 transcritos candidatos a ser dianas de 14 posibles
miRNAs (del total de los 26 analizados) mediante la técnica de 5’RLM-RACE (ver apdo.
1.2.1 MyM) que quedan recogidos en la tabla 3.

Tabla 3. Clasificacion en categorias de las dianas predichas para la actividad de posibles nuevos miRNAs
de meldn en base a los resultados obtenidos mediante 5’RLM -RACE acompafiados por la expectativa de
dicha prediccion, el tipo de inhibicién que ejerceria el posible miRNA, asi como un cédigo identificativo de
cada una de las dianas (todas ellas son PREDICTED: Cucumis melo y fueron ensayadas en muestra no

tratada).
Categoria Descripcion Identificador Expectativa Inhibicion Blastnucl

Cat.1 Transcription factor GTE8, mRNA  SNCMel000011573 3 Corte XM_008441472.2
Probable ubiquitin-conjugating

Cat.1 enzyme E2 24, mRNA SNCMel000020264 3 Cortex 2 XM_008441632.2
(626-646/840-860)
Protein FAR1-RELATED

Cat. 2 SNCMel000004019 2,5 Cort: XM_008453025.2

# SEQUENCE 5, mRNA € orte -

Cat.2 ;hsﬁinne protein Dnaj-like, 3 Corte  XM_008453304.2
Zine ) P : SNCMel000015111

Cat.2 incinger - comam= 3 Corte  XM_008459644.1
containing protein 62-like, nRNA

Cat.z ~ |lagnesium transporter MRS2-11, 3 Traduccién  XM_008464065.2
chloroplastic, mnRNA
Cryptochrome DASH, SNCMel000019875

Cat.2 chloroplastic/ mitochondrial, 3 Corte XM_008468110.2
mRNA

Cat.2 :ﬁ’;ih”mmp'smpme’“ 3, 2,5 Corte  XM_008462841.1
Putative glucose-6-phosphate 1- gl L

Cat.2 . £ paasp 3 Corte  XM_008453265.2
epimerase, mRNA

Cat.z ~ Lrotein NRT1/PTRFAMILY 12- 05 Corte  XM_017044457.1
like, mRNA SNCMel000034342

e

Agamous-like MADS-box protein

Cat. 2 AGL19, mRNA 2 Corte XM_008438969.2

Cat.2 Dolichol kinase EVAN, mENA. 3 Corte XM_008464956.2

- Uncharacterized LOC103498240, SNCMel000049332 - - XM_008460766.2
mRNA
TPR repeat-containing thioredoxin

Cat.2 TTL1, mRNA. 3 Corte XM_008465511.2
Mitochondrial b SNCMel000051551

itochondrial inner membrane

Cat.2 protease ATP23, mRNA. 3 Corte XM_008460625.2

Cat.3 NAPH.dEhyergenase SNCMel000004698 3 Corte XM_008461848
[ubiquinone] 1 alpha

Cat.3  IranscriptionfactorbHLH113-like, o\ orre1000015070 25 Corte XM_008455821
mRNA
Cucumis melo var. cantalupensis

Cat.3 ERS1 gene for ethylene receptor, SNCMel000042761 15 Corte AB297386.1
complete cds

Cat.3 Uncharacterized LOC103486771, 3 Traduccién XR_537127.2
ncRNA
NAC dommai caind ceing  SNCMel000108829

Cat.3 omain-contaimng protein <, 25 Corte  XM_008468514.2
mRNA

Cat.3 ;h;;ihate R R A SNCMel000148412 3 Corte  XM_008440270.2
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Los resultados de la validacion de estos mensajeros predichos como dianas de diferentes
miRNAs se clasificaron en tres categorias (ver tabla 3) en base a la “idoneidad” de los
mismos, es decir, segin cuanto se ajustan al patrén de corte esperado. La categoria 1
corresponde a aquellas dianas que presentan el corte esperado por la acciéon de AGO1
sobre el transcrito en la regiéon de homologia con el miRNA estudiado (corte canénico); la
categoria 2 incluye aquellas dianas en las cuales se han encontrado Unicamente cortes
posteriores al lugar de corte canénico, y por lo tanto podrian ser productos de
degradaciéon de una diana correctamente cortada por el miRNA en cuestién pero cuyo
corte candnico no ha sido detectado (quizds debido a haberse analizado un nimero
reducido de secuencias); y por ultimo la categoria 3 es aquella en la cual se han hallado
cortes anteriores y posteriores al lugar predicho, lo cual indicaria que la degradacién de
dicha diana no depende del miRNA estudiado (también se incluyen en esta categoria los
resultados de la técnica que no son concluyentes). Como se puede apreciar en la tabla 3, de
los 21 transcritos analizados 15 (el 71,4 %) fueron auténticas dianas de 9 nuevos miRNAs
(categorfas 1 y 2), mientras que en el 28,6 % de los casos no se pudo validar la
funcionalidad de los sRNAs analizados (categoria 3). Si bien inicamente en dos de ellas se
ha podido detectar el corte candnico, no quiere decir que el resto de dianas positivas sean
menos importantes, sino que constituyen un grado menor de evidencia respecto a las
primeras en cuanto a la hipotética funcionalidad de los SRNAs que tienen asociados.

C. Validacion funcional por qRT-PCR de las dianas predichas

Establecer una correlacién entre los niveles de acumulaciéon de los posibles miRNAs y de
los transcritos diana asociados a éstos mediante las predicciones podria proporcionar
indicios de una funcién asociada a las secuencias de SRNAs analizadas que las catalogarian
como auténticos miRNAs. Se empled para comprobar dicha correlacion la técnica qRT-PCR
(ver apdo. 1.2.3. MyM) permitiendo medir la acumulacién de los transcritos asociados a
los posibles miRNAs que presentaban a su vez una acumulacién diferencial en algtin estrés
o estreses (valores recogidos en la tabla 2 del apdo. IIT A).

Se seleccionaron aquellas secuencias que presentaban valores de acumulacién diferencial
que hipotéticamente darian lugar a una alteracion detectable por qPCR de su diana (o
dianas): es decir, aquellas que presentan un valor de Log2FC >1,5 0 <-1,5 y un P valor <
0,05 para como minimo un tiempo de un estrés. Por lo tanto, se analizaron las 14 dianas
correspondientes a 10 posibles miRNAs con acumulacion diferencial.

Se comprobé que 10 de dichas dianas presentaban diferencias significativas en sus niveles
de expresion entre el control y aquel estrés en el cual estaba identificado su posible
miRNA como diferencialmente expresado o acumulado. Al representar el valor de Log2FC
de los posibles miRNAs frente al valor de expresion relativa Log2ACt de los valores
obtenidos para cada una de sus correspondientes dianas (figura 9) se obtuvo que dichos
pares secuencia/diana presentaban una correlacién negativa con un valor de R =-0,7937 y
un P valor = 1,4285 x 10*. Como se puede apreciar en la figura 9 y por los datos
estadisticos ( Ry P valor) todas ellas, excepto la diana con codigo XM_008460625.2 (tabla
2, segunda diana del SNCMel000051551), se comportan de la manera esperada para un
verdadero miRNA, es decir, presentan la clasica correlacion negativa entre los niveles de
expresion del transcrito que es diana de un determinado miRNA y los niveles de expresion
de dicho miRNA: por lo tanto, como se puede observar en la figura 12, si el posible miRNA
estd sobreexpresado respecto al control (valores de Log2FC mayores que 1) su diana
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debera estar reprimida respecto al control (valores de Log2ACt menores que 0) y
viceversa. Todas las dianas fueron comprobadas en al menos un tiempo de un estrés para
el cual su posible miRNA fuera diferencial en base a los criterios ya expuestos. Los valores
obtenidos del andlisis de los resultados de la qPCR (ACt) asi como los valores de Log2FC
de los posibles miRNAs correspondientes estan recogidos en el anexo III apdo. 1.3 tabla
S3.

Relacion de los pares sRNA/Diana
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Figura 12. Distribucién de los pares de valores de Log2FC (eje Y) de cada uno de los sRNAs analizados frente
al Log2ACt (eje X) del valor obtenido por qPCR para cada una de sus dianas predichas en cada uno de los
estreses en los que fueron ensayadas. Cada punto representa una pareja posible microRNA-diana (estrés y
tiempo correspondiente). Todos los pares excepto aquel perteneciente al par
SNCMel000051551/XM_008460625.2 (C T4) presentan la esperada correlaciéon negativa entre la diana y un
verdadero microRNA.

IV. MIRNAS NUEVOS DE MELON RELACIONADOS CON LA RESPUESTA A ESTRES

La validacién experimental de los nuevos miRNAs candidatos es el pilar sobre el que se
sostiene la anotacién de verdaderos nuevos miRNAs. Los tres ensayos llevados a cabo
(stem loop RT-PCR, 5 RLM-RACE y qRT-PCR) suponen cada uno por si solo un grado
aditivo de evidencia independientes entre si que permiten determinar cuales de los
miRNAs candidatos poseen la suficiente robustez experimental para ser anotados como
verdaderos miRNAs nuevos de meldn. En base a esta idea y los resultados obtenidos para
cada una de las técnicas recogidas en los apartados anteriores, se clasificaron las 26
secuencias analizadas en 4 categorias segun su grado de evidencia para ser verdaderos
nuevos miRNAs (tabla 4).

Como se puede apreciar en la tabla anterior, de entre las 26 secuencias seleccionadas
inicialmente como potenciales candidatos a ser auténticos miRNAs, 5 de ellas han
acumulado suficientes evidencias directas (deteccion de corte en la diana predicha) e
indirectas (amplificacion por stem loop o correlacién negativa entre la acumulacién del
sRNA y de su transcrito diana) como para considerarlas auténticos miRNAs nuevos de
meldén de respuesta a estrés (Cat. I). Ademas, otros 3 sRNAs se consideran muy probables
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miRNAs auténticos, ya que aunque acumulan menos evidencias indirectas, si presentan un
buen perfil de corte de la diana asociada (Cat. II). Dentro de la categoria IIl se encuadran
sRNAs que podrian tener alguna funcién biolégica, bien sea porque se han detectado por
stem loop RT-PCR o porque sus dianas asociadas sufren variaciones en los estreses en los
que son diferenciales; sin embargo, su actividad reguladora no puede adscribirse a la de
corte del transcrito predicho como diana, sino que podrian estar relacionadas con
mecanismos como los de inhibicion de la traduccion o de metilacion del DNA.
Interesantemente, este grupo de secuencias (Cat. III) se halla enriquecido en secuencias de
24 nucleétidos, para los que la bibliografia asigna funciones de ese tipo (Henderson et al,
2006).

Tabla 4. 26 secuencias analizadas distribuidas en 4 categorias segun la evidencia obtenida en los tres
ensayos de validacién para determinar los posibles verdaderos nuevos miRNAs de melén. La columna
referente a la stem loop RT-PCR tiene marcadas con un (+) resaltado en verde aquellas secuencias aisladas
por dicha técnica. La columna de la qRT-PCR tiene marcadas con un (+) resaltado en verde aquellas
secuencias cuyas dianas mantenian una correlacion negativa respecto a la acumulacién de su sRNA
correspondiente, resaltado en rojo con un (-) aquella diana que no mostré dicho comportamiento. Por
ultimo, las categorias de 5’RLM-RACE son las estipuladas en el apartado de resultados III B, mostrando en
el caso de que existieran dos dianas probadas para un mismo sRNA la de mejor resultado.

SCNMel Longitud | stem loop RT-PCR | qRT-PCR | 5’RLM-RACE
SNCMel000020264 21 + + categoria 1
SNCMel000011573 22 + categoria 1
Categoria | SNCMel000015111 21 + + categoria 2
SNCMel000019875 24 + + categoria 2
SNCMel000032737 21 + + categoria 2
SNCMel000034342 21 T categoria 2
Categoria Il | SNCMel000004019 23 + categoria 2
SNCMel000051551 24 + - categoria 2
SNCMel000004698 25 + + categoria 3
SNCMel000015070 24 + categoria 3
SNCMel000148412 22 + categoria 3
SNCMel000049332 24 categoria 2
Categoria lll SNCMel000031046 24 +
SNCMel000037367 24 +
SNCMel000032956 24 +
SNCMel000045463 24 +
SNCMel000042761 21 categoria 3
SNCMel000108829 21 categoria 3
SNCMel000005508 24
SNCMel000093128 24
Categoria IV SNCMel000018078 24
SNCMel000077356 24
SNCMel000018562 24
SNCMel000032193 24
SNCMel000066180 21
SNCMel000014163 24

Cabe destacar que entre las secuencias de las categorias I y II (consideradas como
auténticos o muy probables miRNAs) se encuentran un par de secuencias
(SNCMel000019875 y SNCMel000051551) con una longitud de 24 nucleétidos y otras dos,
SNCMel000011573 y SNCMel000004019, de 22 y 23 nucle6tidos respectivamente. Asi, se
habrian aportado evidencias sélidas que apuntan a que en melén podrian existir miRNAs
de una longitud diferente a la habitual (21 nt) con actividad de corte de transcrito. En este
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caso quedaria por determinar qué proteina estd mediando en el procesamiento de los
precursores para dar lugar a dichas secuencias, es decir, si se trata de DCL1 o de alguna
otra proteina tipo DICER como DCL3 (Henderson et al., 2006). Asimismo, seria interesante
averiguar si es, como ocurre convencionalmente, AGO1 la encargada de cargar dichas
secuencias para mediar el corte o esta interviniendo alguna otra proteina de la familia
Argonauta.

Por ultimo, en la categoria IV se han incluido aquellos sSRNAs que, a pesar de tener una
buena prediccion como miRNAs a nivel estructural, no hay ninguna prueba experimental
que demuestre que poseen alguna funcién biolégica, demostrandose asi que las
predicciones bioinformaticas no son suficientes para describir nuevos miRNAs.

Asi, si bien se partid de una estructura poblacional en la cual las secuencias de 24
nucleétidos eran las predominantes (resultados apdo. I fig. 9 y fig. 13b), al final del estudio
se puede concluir que la mayoria de las secuencias para las cuales hay importantes
evidencias de actividad funcional (Cat. I y II, figura 13a), al menos de corte, son menores
de 23 nt. Por lo tanto, todavia queda por determinar la funcién biolégica de muchas de las
secuencias de 24 nucleétidos, tan predominantes en meldn, algunas de las cuales parecen
ser importantes en la respuesta a estrés ya que algunos de ellos si son capaces de alterar
los niveles de expresion de su diana (Cat. 111, ver fig. 13b).

a) Distribucion de tamaiios en las b) Distribucion de tamaiios de la
categorias 1y Il categoria Il

4
v

m21nt 22nt m23nt m24nt m25nt =21 nt 22nt m23nt m24nt m25nt

Figura 13. Perfil en porcentaje de los tamafios de las secuencias analizadas incluidas en a) las categorias [ y II,
como conjunto de probables miRNAs, y b) la categoria IIIl como sRNAs no clasificables como miRNAs en base a
la evidencia aportada por los ensayos realizados.
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Discusion

Como se ha comentado anteriormente el objetivo principal de este trabajo consiste en
identificar posibles miRNAs nuevos de meloén especificos de la respuesta a estrés,
empleando para ello una serie de predicciones bioinformaticas y su posterior validacién
experimental. Este segundo punto es crucial, ya que por un lado permite comprobar la
validez de las predicciones informaticas, y, por otro lado, en base a las técnicas empleadas
y el enfoque de este trabajo, permite que la identificacion de miRNAs nuevos de melén
cuente con una gran evidencia que respalde su anotacion respecto a los criterios clasicos
para la anotacion de nuevos miRNAs.

Segun los criterios establecidos por Ambros et al. (2004) para anotar un nuevo miRNA se
debe poder detectar mediante alguna técnica dicho miRNA candidato dentro de una
muestra enriquecida en sRNAs (de aproximadamente 22 nt de longitud) o que dicha
secuencia pueda ser localizada dentro del genoma y detectada en una libreria de cDNAs
generados a partir de una muestra de RNA fraccionado (criterios de expresion). En cuanto
a la biogénesis se establecen diferentes criterios referentes a los precursores que incluyen
la filogenia, la acumulacion del precursor en mutantes para DICER y predicciones de la
energia libre de la estructura que contendria el miRNA candidato. Todos estos criterios, a
excepcion del primero, son satisfechos por las predicciones actuales ya que estas se basan
en las librerias de secuencias filtradas (para presentar los tamafios adecuados)
provenientes de la secuenciacién masiva que son enfrentadas al genoma de la especie en
cuestion, y inicamente aquellas secuencias que satisfagan lo criterios para la formacion de
un precursor valido son propuestas como candidatos a nuevos miRNAs (ver resultados
apdo. I Ay B). Por lo tanto, los criterios establecidos para la anotacién de nuevos miRNAs
se ven satisfechos por los candidatos generados por los ultimos métodos de prediccion y
sin embargo muchos de ellos no superan la validacion experimental (ver resultados apdo.
[V tabla 4). Este hecho resalta la necesidad de un nuevo nivel de evidencia que apoye la
anotacion de candidatos como verdaderos nuevos miRNAs, y una forma de alcanzar ese
nivel de evidencia es a través de la validacion experimental mediante técnicas como el
5’'RLM-RACE o la qPCR, ya que de este modo se corrobora una caracteristica inherente y
definitoria de los miRNAs, la funcionalidad.

Sin embargo, como ya se apuntaba en la introduccién y se ha ido remarcando en el
desarrollo de los diferentes apartados, los mecanismos que se pretende estudiar son
extremadamente especificos, complejos y participan en una regulaciéon muy fina de la
respuesta y la recuperacion de la homeostasis en situaciones de estrés para las plantas.
Por lo cual se esta tratando de inferir sobre mecanismos moleculares que ocurren en
momentos muy concretos frente a estimulos muy especificos y que suponen una muy baja
proporcién respecto al total de los procesos celulares, en este caso de transcripcion y
procesamiento post-transcripcional. En consecuencia, las moléculas que participan en
ellos son extremadamente dificiles de aislar para su estudio o su simple deteccidn, lo cual
hace que la dificultad metodolégica se incremente enormemente. Tanto es asi que los
posibles miRNAs (sRNAs) estudiados en este trabajo se encuentran en las librerias en una
proporcién inferior a 65 cuentas por millon de lecturas. No obstante, dada la crucial
importancia de dichos procesos, merece la pena caracterizarlos, estudiarlos y tratar de
comprenderlos, pues este conocimiento podria ser empleado para el desarrollo de
herramientas biotecnolégicas de gran valor para la mejora de especies cultivadas, como se
trata del caso que atafie a este trabajo, el melon.
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Debido a que el miRNA maduro es cargado en RISC mientras que su miRNA* se degrada
rapidamente, o solo se acumula a niveles muy bajos (Sunkar, 2010), es posible detectar
dichas secuencias mediante la técnica stem loop RT-PCR. Como se apuntaba en el apartado
II de resultados, 11 de los 26 posibles miRNAs predichos por diferentes programas
(miRDeep* y miRCat2) y seleccionados como mejores candidatos a ser auténticos miRNAs
(en base a criterios descritos en resultados apdo. I) pudieron ser aislados mediante esta
técnica (ver resultados apdo. II figura 11). Entre las secuencias validadas por este método
se encontraba también una proporcién de secuencias de 23 y 24 nucleétidos similar a la
observada en las librerias secuenciadas, indicando que estas secuencias existen en
realidad y no son fruto de errores en la manipulacién bioinformatica de los resultados de
la secuenciacion masiva, pudiendo tener relevancia biolégica en el contexto de la
respuesta a estrés. No obstante, un resultado negativo en este analisis no se considerd
concluyente para descartar un posible miRNA nuevo, pues al tratarse de secuencias muy
poco abundantes, este método puede no ser lo suficientemente sensible como para
detectarlas de forma efectiva. A ello se suma el hecho de que, con el fin de economizar en
el valioso material biolégico procedente de los experimentos de estrés, se emple6 RNA de
plantas control como material de partida para aislar los sSRNAs, muestras en las que en la
mayoria de los casos su acumulacion no es la 6ptima.

Asi, la validacidon de una secuencia de SRNA como posible miRNA nuevo debia hacerse
seguin criterios funcionales, es decir, mostrando evidencias de su actividad como
verdadero miRNA sobre sus posibles dianas.

La prediccién de las dianas por psRNATarget y la posterior aplicacion de los criterios de
seleccién de las mismas (ver resultados apdo. III A) dio como resultado un total de 21
transcritos seleccionados candidatos a ser dianas de la posible actividad de 14 (de los 26
analizados) sRNAs como verdaderos miRNAs. Todas estas dianas fueron analizadas
mediante la técnica de 5’'RLM-RACE con el fin de localizar el corte esperado en el
transcrito fruto de la actividad de un verdadero miRNA para asi validar los SRNAs en base
a una funcionalidad probada. Como se exponia en el apartado correspondiente a dicha
técnica en el apartado III B de los resultados, el 71,4 % de las dianas probadas mostraban
un perfil de cortes esperado seguin la actividad directa del miRNA predicho sobre su
secuencia, si bien, dada la escasa cantidad de secuencias analizadas sélo fue posible
detectar el corte canénico en dos casos (ver tabla 3, resultados apdo. III B). Se trata de un
excelente resultado, habida cuenta del alcance y de las limitaciones que presenta este
enfoque de validacion, pues por una parte hay que considerar que, aunque la predicciéon
bioinformatica de la diana segin la homologia a la secuencia del posible miRNA sea
favorable, para que se dé el corte de esta mediado por el miRNA en cuestion han de
coexistir ambos factores en el mismo contexto espaciotemporal. Por otra parte, hay que
tener en cuenta que el éxito en la deteccion del corte depende de la abundancia del
transcrito en las librerias de 5' RLM-RACE, asi, transcritos poco abundantes, como podrian
ser algunos factores de transcripcion, pueden no ser amplificados de forma efectiva. A ello
hay que sumar el hecho de que, con el fin de economizar en valioso material vegetal, el
analisis se realiz6 empleando muestra no tratada en las que la acumulacién del posible
miRNA no es la mas favorable para la deteccion de la diana cortada (cabria esperar una
mayor acumulacion de transcrito cortado activamente en aquellas muestras donde la
acumulaciéon del miRNA es mayor), asi, la proporciéon de miRNAs candidatos validados
funcionalmente por esta técnica podria ser incluso superior a la observada.

Son muy pocos los estudios en los que se comprueban las dianas de los miRNAs de manera
experimental ya que en la mayoria de los casos se estudian miembros muy homologos de
la misma familia que teéricamente comparten diana. Unicamente en tres de las dianas
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analizadas en el presente trabajo se ha encontrado validacién empirica del corte estudiado
por 5" RLM-RACE en la bibliografia (ver tabla 5), y en todos los casos el miRNA que esta
regulando dicho corte pertenece a una familia muy bien caracterizada de 21 nucleétidos
de longitud. Cabe destacar que, segin los resultados obtenidos, el transcrito
correspondiente a la enzima E2 conjugadora de ubiquitina presenta el corte esperado en
la region de reconocimiento del SRNA SNCMel000020264, el cual presenta una homologia
mayor del 90% con el miR399 de A. thaliana identificado por Allen y colaboradores (2005)
como responsable del corte de ese mismo gen en dicha especie; asi, dicho pequefio SRNA
podria ser un miembro de la familia miR399 no descrito hasta el momento en meldn.

Tabla 5. Dianas ensayadas por 5 RLM-RACE corroboradas por la bibliografia, acompafiadas de los autores que
comprobaron experimentalmente dichas dianas (u otras lo mas similares posibles) y el miRNA que fue
asociado a cada una de las mismas, asi como la especie vegetal, en la cual fue descrita dicha asociacion.

Diana Autores miRNA

NAC domain-containing protein 2 (Addo-Quaye et al., 2008) | miR164 (A. thaliana)
Transcription factor bHLH113-like (Allen et al., 2005) miR393 (A. thaliana)
Ubiquitin-conjugating enzyme E2 24 | (Allen et al, 2005) miR399 (A. thaliana)

Aunque la identificacién del sitio de corte esperado en la diana predicha supone la
evidencia mas robusta a la hora de determinar la funcionalidad de una secuencia para
adscribirla como un auténtico miRNA, no siempre es posible determinarlo con exactitud,
se procedi6é entonces a analizar la acumulacién de los transcritos diana por qRT-PCR en
aquellos estreses en los que la acumulacién del sRNA fuera diferencial, con el fin de
evaluar la correlacién existente entre ellos y aportar una nueva evidencia indirecta de su
funcionalidad. Como se expone en el apartado III C de resultados figura 12, la correlacion
observada entre los pares diana/posible miRNA en 9 de las 10 dianas analizadas es
negativa y altamente significativa (R = -0,7937 y P valor = 1,4285 x 10-4), segiin cabria
esperar para auténticos miRNAs con actividad de corte.

Asimismo, también seria de esperar que las dianas que estan siendo reguladas por estos
miRNAs relacionados con el estrés estuvieran a su vez implicadas en la regulacion de la
respuesta frente a dichos estreses (o con el estrés en general). De ser asi, ello constituiria
una nueva evidencia indirecta de la funcionalidad del sRNA actuando como auténtico
miRNA.

A este respecto existen varios estudios que describen un incremento en la expresion de
FAR1 (Far Red Impaired Response 1 related sequence), posible diana de la secuencia
SNCMel000004019, con la respuesta a frio en plantas de grama (Cynodon dactylon L. Pers.)
(Shi et al,2014), fendmeno que también se observa en las plantas de mel6n sometidas a
bajas temperaturas (C) o infectadas por HSVd (Hop Stunt Viroid), asociado a una caida en
la acumulacién del citado miRNA. Esta misma respuesta presentan en nuestro
experimento con melén el par formado por la secuencia SNCMel000015070 (que se
reprime) y el factor de transcripciéon bHLH (basic Helix-Loop-Helix), que junto con FAR1,
también se activa por efecto de algunos estreses tanto bidticos como abidticos en la
especie de algodon Gossypium barbadense L. (Zhou et al,2016). Un factor de transcripcion
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de la familia bHLH se encuentra entre las dianas que han sido descritas, concretamente
como diana del miR393 en A. thaliana (Allen et al., 2005).

La diana predicha para la secuencia SNCMel000020264, una E2 conjugadora de ubiquitina
(o Ubc, ubiquitin-conjugating enzyme), esta implicada en el marcaje de proteinas con
ubiquitina para su posterior degradaciéon en el proteasoma 26S, que normalmente se
asocia a procesos de desarrollo en plantas (Zhou et al, 2010). En 2010 Zhou y
colaboradores identificaron en soja un gen (GmUBC2) que codificaba para una E2 cuya
expresion se inducia por el estrés generado en condiciones de salinidad o sequia con el fin
de regular la homeostasis idnica, la sintesis de osmolitos y la respuesta al estrés oxidativo.
Estos mismos autores demostraron que la sobrexpresion de GmUBC2 en Arabidopsis
conferfa una mejora en la tolerancia tanto a sequia como a salinidad, regulando la
expresién de un conjunto importante de genes de respuesta al estrés abidtico. Segun los
resultados presentados en este manuscrito, en el experimento llevado a cabo en melon el
transcrito de este gen se acumula fuertemente en frio y es diana de la secuencia
SNCMel000020264 segin 5 RLM-RACE. Este sRNA, cuya acumulacién se reduce
drasticamente en el estrés por frio y que ademas se pudo amplificar por stem loop RT-PCR
se presenta como un firme candidato a ser un verdadero miRNA nuevo de melén
especifico de la respuesta a estrés.

Asimismo, el factor de transcripcion GTE8, predicho como posible diana del
SNCMel000011573, el cual es diferencial en los experimentos de melén en respuesta a la
infeccion por HSVd y por Agrobacterium (AGRO), se induce también en plantas Nicothiana
benthamiana frente al estrés bidtico en este caso de manera dependiente del fitness viral
durante las infecciones por el Tobacco Etch Potyvirus (TEV) (Cervera et al.,, 2017) y frente
al estrés bidtico simulado por la por exposicion a OA (icido oxalico) (Bahieldin et
al,2016). La correlacion negativa existente entre la acumulaciéon de GTE8 y de su posible
secuencia reguladora (SNCMel000011573) y la secuenciacién del corte canénico esperado
sobre el transcrito obtenido por 5’RLM-RACE (ver resultados apdo. III B tabla 3) hacen de
este SRNA un buen candidato a ser un verdadero nuevo miRNA de mel6n de respuesta a
estrés.

También existe una correlacién negativa entre la acumulacién de las secuencias de los
pequefios RNAs SNCMel000148412 y SNCMel000015111 y de sus respectivas dianas, el
transportador de fosfato PHO1 y una chaperona similar a DNAJ. La disminucién de los
niveles de expresion de PHO1 observada en respuesta a frio o a la infecciéon por el hongo
M. cannonballus podria ser debida al efecto regulador de la secuencia SNCMel000148412
que se esta sobreacumulando en dichos estreses, con el objetivo de reducir la toma de
fosforo, quizd como mecanismo de respuesta a la sintesis de osmolitos que se produce por
el estrés hidrico que genera el frio, o bien con el objetivo de empobrecer en nutrientes las
células para ralentizar el avance de una posible infecciéon. Asimismo, la chaperona DNA]J,
que aparece asociada al desarrollo de fruto (Roig et al., 2012; Saladié et al.,, 2015) y que se
reprime en plantas infectadas con Monosporascus, podria estar regulada por la accién de la
secuencia SNCMel000015111, en un intento de frenar el desarrollo en condiciones de
estrés y permitiendo derivar la energia la respuesta frente a la infeccion.

Sin embargo, cabe destacar una caracteristica comun entre aquellos miRNAs descritos en
la bibliografia, y mas importante aun, aquellos confirmados funcionalmente a nivel
experimental, y es que casi todos ellos presentan longitudes consideradas canodnicas,
concretamente de 21 nucleétidos (ver tabla 4). Este hecho no suscitaba ningun tipo de
cuestion, pues las poblaciones predominantes de sRNAs aisladas en las especies
estudiadas se correspondian con aquellas que parecian ser las encargadas de la
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regulacion, es decir que poseian funcionalidad propia como miRNAs y no como sRNAs que
participan en el fenémeno de interferencia mediado por dichos elementos. Dicha maxima
se mantuvo asi hasta la apariciéon de estudios como los realizados en melén y otras
especies que incidieron en que en los estudios poblacionales de sRNAs de dichas especies
se encontraban enriquecimientos “anormalmente” elevados de sRNAs entre los cuales
podrian encontrarse multiples miRNAs considerados de longitudes no canénicas, como es
el caso del melén. Como se exponia en la introduccién (fig. 2) y en el apartado de
resultados (apdo. I figura 9) las observaciones realizadas por el grupo, en consistencia con
las de otros autores como Sattar et al. (2012) y Herranz et al. (2015) demostraron la
existencia en mel6n una poblacién consistente de sRNAs de 24 nucle6tidos que supone
aproximadamente un 50 % del total. Dicho enriquecimiento en esta especie de secuencias
cortas se mantiene tanto previa como posteriormente a la predicciéon de posibles nuevos
miRNAs (resultados apdo. I figura 9). Sin embargo, tras la validaciéon funcional de los
mismos aquellos con longitudes canodnicas (menores de 23 nt) ofrecen mas resultados
positivos que aquellos de longitudes no candnicas (resultados apdo. IV tabla 4),
refiriéndose principalmente a aquellos de 24 nt por ser la poblacién mayoritaria y de la
cual cabria esperar mayor actividad y por lo tanto mas resultados positivos debido a su
abundancia. Estos resultados parecen indicar que los miRNAs de 24 nt especificos de
mel6n parecen haber evolucionado hacia otro tipo de regulacidn de la expresion génica,
como es el caso de la inhibicién de la traduccién o la metilacién de secuencias reguladoras
(Henderson et al., 2006), dado que su gran acumulacién y abundancia respecto a otras
plantas parece significar que se trata de un mecanismo de adaptacion especifico.

METC019042 - Lenght: 1228
PREDICTED: Cucumis melo proteasome subunit beta type-7-A (LOC103503130), transcript variant X1, mRNA - 98.449% - 1225nt
PREDICTED: proteasome subunit beta type-7-A [Cucumis melo] - 99.267% - 1225aas
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Figura 30. Representacion del degradoma de una diana (Proteasome subunit beta type-7-A)
predicha con una expectativa de 3,5 para el SNCMel000004019 (representado por una linea
roja horizontal). En el eje X se representa toda la longitud del transcrito, asi como la posicién
relativa de las secuencias en él. En el eje Y se representa el nimero de cuentas por millén con
el que aparecen dichas secuencias.

De manera paralela al desarrollo de este trabajo en el grupo se llevd a cabo la
secuenciacion masiva del degradoma de mel6n. En un analisis preliminar de los resultados
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obtenidos se pudo apreciar que, en algunos casos, dianas que los sistemas de predicciéon
descartaban por ser poco probables (expectativa superior a 3) presentan perfiles de
abundancia de secuencias que parecen indicar que existe una frecuencia de corte elevada
en el sitio de reconocimiento del posible miRNA, aportando una evidencia de actividad
funcional para ese miRNA que de otra manera no se habria detectado.

Asi, podemos afirmar que los métodos de prediccion, en los cuales se basan muchos
autores para describir nuevos miRNAs o dianas, no tienen la precisién necesaria para
establecer conclusiones fidedignas. En la mayoria de los casos, principalmente si se trata
de sRNAs de longitud superior a 21 nt, hacen falta estudios exhaustivos para poder
determinar la actividad bioldgica del pequefio RNA antes de asignarlo como un miRNA
auténtico. Por otra parte, la prediccién de dianas basada exclusivamente en la homologia
de la secuencia puede inducir a error al asignar dianas que pueden no ser reales o pueden
no tener relevancia bioldgica, quizds porque no coexistan en el mismo contexto
espaciotemporal; y del mismo modo pueden descartarse posibles dianas, que a pesar de
que no cumplir los requerimientos establecidos por los programas de prediccion, pueden
estar biol6gicamente reguladas por un determinado miRNA.

No obstante, a pesar de las limitaciones que supone buscar nuevos miRNAs (ya que
aquellos que atin no han sido descritos se trata con gran frecuencia de que o bien dichos
miRNAs o bien sus dianas son poco frecuentes y dificiles de estudiar), hemos sido capaces
de identificar 8 pequefios RNAs que acumulan evidencias suficientes como para ser
auténticos miRNAs con actividad funcional de corte, entre los cuales hay dos secuencias de
24 nt de longitud. Asimismo, cabe destacar que hemos detectado otros muchos sRNAs de
24 nt que podrian tener actividad bioldgica diferente de la de corte (inhibicién de la
traduccion, metilacion de DNA, etc.), aunque para poder describirlos con precision se
requieren nuevos enfoques y ensayos.
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Conclusiones

1.- En el presente trabajo se han identificado empleando diferentes métodos de predicciéon
bioinformatica 52 secuencias de sRNAs que, atendiendo a su abundancia y a la estructura
de la horquilla generada frente al genoma, podrian ser auténticos miRNAs nuevos de
meloén; 26 secuencias presentaban unas caracteristicas estructurales muy semejantes a las
de los miRNAs de melon anotados hasta el momento y fueron consideradas las mejores
candidatas para posteriores andlisis. Entre ellas se observa un enriquecimiento en
secuencias de 24 nucle6tidos semejante al observado en la distribuciéon poblacional de las
librerias de melén secuenciadas por NGS.

2.- Once de estas secuencias fueron amplificadas por stem loop RT-PCR, incluyendo
algunas de 23 y 24 nucleétidos de longitud, indicando que estas especies existen en las
muestras en una proporcion detectable y no son fruto de errores en la manipulaciéon
informatica de los datos.

3.- Se ha adscrito actividad funcional de corte caracteristica de los miRNAs a 9 de las
secuencias predichas para actuar como tales, siendo detectado en dos casos el corte
candnico esperado segun la accién de AGO1 sobre el mensajero diana. Asimismo, se ha
observado una correlacion negativa muy significativa entre la acumulacién de los sRNAs,
alli donde son diferenciales, y sus dianas predichas, segin cabria esperar de auténticos
miRNAs.

4.- En base a estos resultados se han podido identificar 8 pequefios RNAs que acumulan
evidencias suficientes para ser anotados como miRNAs nuevos de melén de respuesta a
estrés. La mayoria de ellos tienen 21 nucleétidos de longitud y s6lo dos de estos nuevos
miRNAs son de 24 nucleétidos, presentando todos ellos actividad funcional de corte como
cabria esperar de un miRNA canénico.

5.- No se puede descartar que algunos de los sRNAs de 24 nucledtidos descritos en el
presente trabajo puedan tener alguna actividad bioldgica, aunque serian necesarios otros
ensayos para determinarlo con exactitud.

6.- Asimismo, los resultados mostrados en este trabajo han puesto de manifiesto que las
predicciones bioinformaticas, a pesar de las importantes mejoras acumuladas a lo largo de
los afios, siguen requiriendo de confirmacién experimental, ya que como se ha destacado a
lo largo de este manuscrito generan tanto falsos positivos como falsos negativos, por ello
deben ser tomadas con cautela y nunca como evidencias de la validez biolégica de los
datos.
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Anexos

I. Anexo introduccion

A. Material vegetal

Se germinaron semillas de melén cv. Piel de Sapo en placas Petri en condiciones de
oscuridad (durante 48h) a 37 °C seguido de un periodo de 24h a 25 °C (16/8 h de
luz/oscuridad respectivamente). Las plantulas de melén fueron entonces transferidas a
macetas y mantenidas durante 10 dias bajo condiciones controladas (16h de luz a una
temperatura de 28 °C, y 8h de oscuridad a 20 °C) en una camara de cultivo. De dichas
plantas Unicamente aquellas que presentaban un desarrollo sincrénico y homogéneo
fueron seleccionadas para los tratamientos de estrés. Al 11ler dia de cultivo las plantas
seleccionadas fueron sometidas a los tratamientos de estrés. Frio (C): las plantas fueron
mantenidas a 20°C/ 16 h de luz y a 14 °C/ 8 h de oscuridad, ademas fueron regadas con 50
mL de solucién Hodglan. Sequia (D): las plantas fueron regadas con 50 mL de solucién
Hodglan y posteriormente privadas de irrigacién. Dia corto (SD): las plantas se regaron
con 50 mL de solucion Hodglan y se mantuvieron con 8 h de luz a 28 °C y 16 h de
oscuridad a 20 °C. Salinidad (SA): se regaron las plantas con 50 mL de una solucién 200
mM de LiCl, se empled esta sal en vez de NaCl con el fin de reducir el efecto osmético
(Goossens et al, 2000). Ascomiceto (MON): las plantas fueron regadas con 50 mL de
solucion Hodglan conteniendo 1000 UFC de micelio de Monosporascus cannonballus
crecido en PDA (potato dextrose agar) (Roig et al., 2012). Hop Stunt Viroid (HSVd): se
inocularon las plantas en ambos cotiledones con el RNA viroidal, ademas se regaron las
plantas con 50mL de solucién Hodglan. Agrobacterium tumefaciens (AGRO): plantas
regadas con 50 mL de soluciéon Hodglan fueron agroinfiltradas en ambos cotiledones a una
DO de 0,8.

B. Extraccion de RNA

El RNA total se extrajo de mezclas de hojas (0,1 g) tanto de los tratamientos como del
control empleando para ello el reactivo TRI (SIGMA) de acuerdo con las instrucciones del
fabricante. Posteriormente se enriquecié la muestra en la fraccion de RNA de menor peso
molecular (es decir inferior a 200 nt) empleando el TOTAL-miRNA (miRNA isolation kit,
REAL) siguiendo las instrucciones del fabricante.

Tanto la construccién como la secuenciacién de las librerias fueron realizadas por
SISTEMAS GENOMICOS. Las librerias de cDNA se construyeron en base a las
recomendaciones de ILLUMINA. Se anadieron adaptadores al RNA ligados tanto en 5’
como en 3’ con el propdsito de permitir la transcripcién reversa de dicho RNA y su paso a
cDNA. Los cDNAs resultantes fueron enriquecidos por PCR para asi generar una libreria de
cDNAs de cadena doble indexados. La seleccion de tamafio se realizé mediante un gel de
poliacrilamida al 6 %. La cuantificacion de las librerias fue realizada mediante PCR
cuantitativa en tiempo real (QRT-PCR) en un LightCycler 480 (ROCHE). Previamente a la
generacion de los clusters por Cbot (ILLUMINA) se realizé una mezcla equimolar de dichas
librerias.

Una vez obtenida la mezcla de las librerias de cDNA (provenientes de sRNAs de hojas de
meldn control y de los 7 tratamientos) esta fue secuenciada mediante secuenciacién de
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extremos pareados (pair-ends) (100x1) en un HigSeq 2000 (ILLUMINA). Tanto las
secuencias de los adaptadores empleados en los pasos de obtenciéon del cDNA como las
lecturas de baja calidad obtenidas tras el proceso de secuenciacién fueron eliminados
empleando la herramienta Cutadapt (v. 1.10) en Python (Martin, 2011). Secuencias
menores de 20 o mayores de 25 nucledtidos de longitud fueron filtradas y eliminadas
recuperando un total de 88.710.455 lecturas limpias de las plantas control y estresadas
(P1).

La correlacién entre los perfiles de expresion de los sSRNAs (considerando los diferentes
tratamientos y sus réplicas biologicas) fueron estimados mediante un andlisis de
componente principal (PCA). Se realiz6 el PCA con la funcién “prcomp” en los “stats” del
paquete de R v.3.3.1. El plot mostré que el PCA era capaz de separar y agrupar las réplicas
biolégicas para una misma condicién permitiendo distinguirlas claramente de otros
tratamientos, aportando robustez a la reproducibilidad de los ensayos realizados (Sanz et
al, 2018, datos sin publicar).
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II. Anexo materiales y métodos

Tabla S1. Cebador reverso universal (SL_UNIV_R) para la amplificacién por PCR del stem loop.
Secuencias consenso de los 26 posibles miRNAs analizados junto a los cebadores stem loop
especificos de cada uno (apdo. 1.1.2 MyM), y el cebador directo empleado para su amplificacién por
PCR junto al cebador reverso universal. Aquellos cuyo identificar se encuentra resaltado en verde
son aquellos que han podido ser identificados mediante la técnica del stem loop RT-PCR.

SL_UNIV_R(b) GTGCAGGGTCCGAGGTattc
Identificador l:::;l{;\l[t:
Sec. Consenso TGCCAAAAGAGACTTGCCCTG
SNCMel000020264 399 RT-mir399 GTTGGCTCTGGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACCAGAGCCAACcagggc
mir399-F gccgcTGCCAAAAGAGACTT
Sec. Consenso CATGTGCTCTTCTTCTCCAAC
SNCMel000032737 164 RT-mir164 GTTGGCTCTGGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACCAGAGCCAACgttgga
mirl64-F gccgcCATGTGCTCTTCTTC
Sec. Consenso TTCTCGATCTTGTTATTTTCTGCT
SNCMel000049332 6288C RT-mir6288C GTTGGCTCTGGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACCAGAGCCAACagcaga
mir6288C-F gccgc TTCTCGATCTTGTTATTT
Sec. Consenso TTCTATTGTCTTCATTTGTGA
SNCMel000034342 158B RT-mir158B GTTGGCTCTGGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACCAGAGCCAACtcacaa
mirl158B-F gccgc TTCTATTGTCTTCAT
Sec. Consenso TTTGTTTGGATTGAAGAAATT
SNCMel000042761 6138 RT-mir6138n GTTGGCTCTGGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACCAGAGCCAACaatttc
mir6138n-F gcccgc TTTGTTTGGATTGAA
Sec. Consenso TGGACCACCAATTCTGATACC
SNCMel000066180 834 RT-mir834n GTTGGCTCTGGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACCAGAGCCAACggtatc
mir834n-F gccgaTGGACCACCAATTCT
Sec. Consenso CTCTTCTGCGTGTTCTAAATC
SNCMel000108829 5544 RT-mir5544n GTTGGCTCTGGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACCAGAGCCAACgattta
mir5544n-F ccatgcCTCTTCTGCGTGTTC
Sec. Consenso TCTATTGTCTTCATTTGTGAT
SNCMel000015111 158 RT-mir158n GTTGGCTCTGGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACCAGAGCCAACatcaca
mir158n-F cggcgcgTCTATTGTCTTCATT
Sec. Consenso AAAAGACAAACTATTGACAAAAAT
SNCMel000018562 4411 RT-mir4411n GTTGGCTCTGGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACCAGAGCCAACattttt
mir4411n-F cgcggcgAAAAGACAAACTATTGAC
Sec. Consenso AATAGTATCTGTTTGAAGTGTAAC
SNCMel000032193 6112 RT-mir6112n GTTGGCTCTGGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACCAGAGCCAACgttaca
mir6112n-F ggccgcgAATAGTATCTGTTTGAAG
Sec. Consenso ACAAATGATCTATACAACCTCTAT
SNCMel000051551 5537 RT-mir5537n GTTGGCTCTGGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACCAGAGCCAACatagag
mir5537n-F ggcggcgACAAATGATCTATACAAC
Sec. Consenso AGTCAATTCGAACATAGCTCAGTG
SNCMel000019875 5789 RT-mir5789n GTTGGCTCTGGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACCAGAGCCAACcactga
mir5789n-F gcccgAGTCAATTCGAACATAGC
Sec. Consenso AAACGATCGTGTAGGTAAATCTAA
SNCMel000037367 7129 RT-mir7129nA  GTTGGCTCTGGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACCAGAGCCAACttagat
mir7129n-F cggcAAACGATCGTGTAGGTAA
Sec. Consenso AATCTATCGGCGATAGGCTTCTAT
SNCMel000014163 NA RT-mirNAn GTTGGCTCTGGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACCAGAGCCAACatagaa
mirNA-F ggcAATCTATCGGCGATAGGC
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Sec. Consenso

ACGATCGTGTAGCTAAATCTAAAT

SNCMel000018078 1861 RT-mir1861n GTTGGCTCTGGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACCAGAGCCAACatttag

mir1861n-F tccggACGATCGTGTAGCTAAAT

Sec. Consenso ACGATCGTGTAGGTAAATCTAAAC
SNCMel000032956 9473 RT-mir9473n GTTGGCTCTGGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACCAGAGCCAACgtttag

mir9473n-F cgtcaACGATCGTGTAGGTAAAT

Sec. Consenso ATGGATACTCATATTCTTGACGGT
SNCMel000045463 1048 RT-mir1048n GTTGGCTCTGGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACCAGAGCCAACaccgtc

mir1048n-F tgcccgcATGGATACTCATATTCTT

Sec. Consenso ATGGATACTTATATTCTTGACGGT
SNCMel000077356 2923 RT-mir2923n GTTGGCTCTGGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACCAGAGCCAACaccgtc

mir2923n-F tgggcggcATGGATACTTATATTCTT

Sec. Consenso ATGGTCTCTCAGTAATAAACTTGT
SNCMel000005508 7504 RT-mir7504n GTTGGCTCTGGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACCAGAGCCAACacaagt

mir7504n-F tgcggcATGGTCTCTCAGTAATAA

Sec. Consenso TTTACGGTCCGTGTAACAAAGCAC
SNCMel000093128 7772 RT-mir7772n GTTGGCTCTGGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACCAGAGCCAACgtgctt

mir7772n-F gtcgTTTACGGTCCGTGTAACA

Sec. Consenso ATACGATCGTTTAGATTTAGCTAC
SNCMel000031046 7129B RT-mir7129bn ~ GTTGGCTCTGGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACCAGAGCCAACgtagct

mir7129bn-F cggcgtgATACGATCGTTTAGATTT

Sec. Consenso TGAAATGAGGAACATTGATGATT
SNCMel000004019 | miR5227 RT-mir4019 GTTGGCTCTGGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACCAGAGCCAACaatcat

mir4019-F gccgccTGAAATGAGGAACATTG

Sec. Consenso TGCAGATCAGTAGAGATGAAACATT
SNCMel000004698 | 6476a/novel RT-mir4698 GTTGGCTCTGGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACCAGAGCCAACaatgtt

mir4698-F gcccTGCAGATCAGTAGAGATGA

Sec. Consenso GATCCTGTTGAGTTCTTACGCT
SNCMel000011573 novel RT-mir11573 GTTGGCTCTGGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACCAGAGCCAACagcgta

mir11573-F gccGATCCTGTTGAGTTCT

Sec. Consenso AGCAAATGTTGGTCTATCATTGAT
SNCMel000015070 3p/?r>ngi‘ll1az_112 RT-mir15070 GTTGGCTCTGGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACCAGAGCCAACatcaat

mir15070-F gccaccgAGCAAATGTTGGTCTATC

Sec. Consenso CGATAGTATGGTAGAAAGAAAT
SNCMel000148412 | 8051 /novel RT-mir148412 GTTGGCTCTGGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACCAGAGCCAACatttca

mir148412-F

ggcccaggCGATAGTATGGTAGAA
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III. Anexo resultados

1.1 Algoritmo de miRCat2

UEA sRNA Tools v4.0, versién java por comando

java -Xms1g -Xmx13g -jar ~/app/srna-workbenchV4.0Alpha/Workbench.jar --tool mircat \
-srna_file fichero-secuencias.fasta \

-genome CM3.5.1_pseudomol.fa \

-output_directory directorio/salida/estres \

-params params.cfg

HHHHH A params.cfg

#extend=100.0
#min_energy=-15.0
#min_paired=17
#max_gaps=3
#max_genome_hits=16
#min_length=20
#max_length=24
#min_gc=20
#max_unpaired=60
#max_overlap_percentage=80
#min_locus_size=1
#orientation=80
#min_hairpin_len=75
#complex_loops=true
#pval=0.1
#min_abundance=2
#cluster_sentinel=200
#Thread_Count=18
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1.2 52 posibles miRNAs nuevos de meldén predichos

Tabla S2. 52 sRNAs predichos como posibles nuevos miRNAs de melén por el miRDeep* y el miRCat2,
acompafiados de su longitud, y la longitud y porcentaje de homologia que presentan con familias de miRNAs
ya descritos dentro de Viridiplantae.

Identificador Secuencia consenso Long. Origen % Homo. l-ll‘(())rl:ng(; Familia de miRNA
SNCMel000004019 TGAAATGAGGAACATTGATGATT 23 miRDeep* 69 21 miR5227
SNCMel000004698 TGCAGATCAGTAGAGATGAAACATT 25  miRDeep* 81 18 6476a/novel
SNCMel000011572 ATCCTGTTGAGTTCTTACGCT 21  miRDeep* novel
SNCMel000011573 GATCCTGTTGAGTTCTTACGCT 22 miRDeep* novel
SNCMel000012253 GGAAGTCCTCGTGTTGCACCCCT 23 miRDeep* novel
SNCMel000012418 CGCGAGAAGTCCACTGAACCT 21  miRDeep* novel
SNCMel000015070 AGCAAATGTTGGTCTATCATTGAT 24  miRDeep* 62 16 394a-3p/miR2112
SNCMel000015154 TTTGCTACATGGTCTATCGGTGAT 24  miRDeep* novel
SNCMel000015557 TTTGCTACATGGTCTATCGATGAT 24 miRDeep* novel
SNCMel000020264 TGCCAAAAGAGACTTGCCCTG 21  miRDeep* 87 21 399/novel
SNCMel000023068 CAATTTTGCTCGGGATGAACCG 22 miRDeep* novel/miR5174
SNCMel000023455 ACGATCTTGTACCAAATCTAAACG 24  miRDeep* 64 20 1882e/novel
SNCMel000035619 GAACTTATTAGATACCACAGA 21 miRDeep* novel
SNCMel000042761 TTTGTTTGGATTGAAGAAATT 21 miRDeep* 76 17 miR1535/6138
SNCMel000054360 ATTTGGGACGTAGACTATTATAAT 24  miRDeep* 69 21 3981/miR4241
SNCMel000055510 AGAGTTGGGTTGAGTTGGTAAAAT 24  miRDeep* 76 17 5653/miR2275
SNCMel000127239 TGACTATCGTTGTCTATCACTGAT 24  miRDeep* novel
SNCMel000135036 TTTGACCAACAAATTCCATTG 21 miRDeep* novel/miR1520
SNCMel000145306 AGATAGTATGGTAGAAGGATT 21 miRDeep* 81 18 8051/novel
SNCMel000146265 ATCGATGATAGACACTGATATGCT 24  miRDeep* novel/miR9478
SNCMel000148412 CGATAGTATGGTAGAAAGAAAT 22 miRDeep* 80 16 8051novel
SNCMel000169705 ACAGATATGGTATAGGGGTGC 21 miRDeep* novel
SNCMel000005508 ATGGTCTCTCAGTAATAAACTTGT 24  miRCat2 92,31 13 7504
SNCMel000012519 AGACACTGATAGACTTTTATTACT 24  miRCat2 86,67 15 9561
SNCMel000014163 AATCTATCGGCGATAGGCTTCTAT 24  miRCat2 novel
SNCMel000015111 TCTATTGTCTTCATTTGTGAT 21  miRCat2 87,5 16 158
SNCMel000015605 AAAATGTCACTGTCTATTAATGAT 24  miRCat2 76,19 21 4387
SNCMel000018078 ACGATCGTGTAGCTAAATCTAAAT 24  miRCat2 76,19 21 1861
SNCMel000018562 AAAAGACAAACTATTGACAAAAAT 24  miRCat2 78,95 19 4411
SNCMel000019875 AGTCAATTCGAACATAGCTCAGTG 24  miRCat2 86,67 15 5789
SNCMel000026523 TGATTGAGCCGTGCCAATATC 21  miRCat2 100 21 171
SNCMel000030148 TCGGACCAGGCTTCATTCCCC 21  miRCat2 100 21 166
SNCMel000031046 ATACGATCGTTTAGATTTAGCTAC 24  miRCat2 86,36 22 7129
SNCMel000032193 AATAGTATCTGTTTGAAGTGTAAC 24  miRCat2 92,31 13 6112
SNCMel000032737 CATGTGCTCTTCTTCTCCAAC 21  miRCat2 90,48 21 164
SNCMel000032956 ACGATCGTGTAGGTAAATCTAAAC 24  miRCat2 100 12 9473
SNCMel000034342 TTCTATTGTCTTCATTTGTGA 21 miRCat2 87,5 16 158
SNCMel000037367 AAACGATCGTGTAGGTAAATCTAA 24  miRCat2 100 13 7129
SNCMel000040586 TCTCGATCTTGTCATTTTCTGCTT 24  miRCat2 100 12 6288
SNCMel000045463 ATGGATACTCATATTCTTGACGGT 24  miRCat2 81,25 16 1048
SNCMel000049332 TTCTCGATCTTGTTATTTTCTGCT 24  miRCat2 100 13 6288
SNCMel000051551 ACAAATGATCTATACAACCTCTAT 24  miRCat2 84,21 19 5537
SNCMel000060712 ACGATAGAACTCTATTACTGATAG 24  miRCat2 85,71 14 8686
SNCMel000066180 TGGACCACCAATTCTGATACC 21  miRCat2 77,78 18 834
SNCMel000077356 ATGGATACTTATATTCTTGACGGT 24  miRCat2 75 20 2923
SNCMel000093128 TTTACGGTCCGTGTAACAAAGCAC 24  miRCat2 86,67 15 7772
SNCMel000107957 ACGATAGAACTCTATCACCGATAG 24  miRCat2 77,78 18 6159
SNCMel000108829 CTCTTCTGCGTGTTCTAAATC 21  miRCat2 86,67 15 5544
SNCMel000114948 ACGATCGTTTAACTTTGATAGA 22 miRCat2 88,89 18 7129
SNCMel000122837 TATTTACGGTCTGTATAACAAAAT 24 miRCat2 82,35 17 7737
SNCMel000164624 AGGGATAAGATCGAGTGAATAGCT 24 miRCat2 77,78 18 169
SNCMel000167577 GGGCGGATCTTTTTTGGCAGG 21 miRCat2 80,95 21 399
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1.3 qRT-PCR

Tabla S3. Dianas analizadas y los valores obtenidos ‘para las mismas mediante el método comparativo de
AACt y normalizado frente a la media geométrica de expresion; y sus sSRNAs correspondientes junto a sus
valores de log2FC en aquellos estreses en los cuales se encontraban diferencialmente acumulados. En el caso
de las dianas los valores mayores que uno indican expresién mayor que en el control, mientras que aquellos
menores de uno indican una menor expresion; en el caso de los sRNAs los valores mayores que 0 indican
mayor acumulacién respecto al control, y los menores que 0 acumulacién inferior.

Identificador Diana Estrés Identificador Diana ‘Estrés
SNCMel000004019 FAR1 SNCMel000148412 PHO1 ‘

-4,41 2,578 | CT4 1,88 0,831 CT1
-4,50 3,489 | HSVd 1,82 0,271 MON
SNCMel000051551 | ATP23
-1,90 1,807 | CT4 1,49 2,527 C T4
-2,66 2,286 | HSVd
SNCMel000019875 MT
1,04 0651 | AGRO
-2,79 3,107 | AGRO
-2,59 3,125 | HSVA | | nle ol b DNAJ
1,79 0,741 MON

SNCMel000015070 bHLH

SNCMel000020264

-3,97

E2 (1er

corte)

YAVA
corte)

-2,60 2,195 | CT4 SNCMel000032737 EPIMERASA ‘
-2,52 2,594 | HSvd -2,37 1,793 HSvd
-1,22 1,135 D T4
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