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Durante el transcurso de esta tesis doctoral tuve la desgracia de perder a un amigo querido en
mi pais. Dedico este manuscrito a Alexy, y recuerdo la suerte que tenemos todos aqui
presentes: que nadie nos haya quitado el derecho de vivir.

Nous nous étions rencontrés dans les couloirs de la cité universitaire, peut-étre bien que j’avais
frappé a ta porte pour te demander un briquet ; au fond de moi [’espoir naissant de faire une
belle rencontre. Avec ton grand sourire sans doute, tu m’as ouvert les portes de ta chambre et de
ton cceur. De voisins nous sommes trés vite passés a amis et confidents, vadrouilleurs et
aventuriers. Nous avons rapidement établi un rituel basé sur le sport et la détente. Autour de ta
théiere sacrée fusaient des discussions philosophiques ou nos idées se croisaient et nos opinions
s ‘entremélaient. Toujours a la recherche d’un monde meilleur, d’une vie saine et plaisante, dans
le respect de la nature. Tu savais profiter du moment présent et tu envoyais en toutes
circonstances ton énergie positive. Nous n’avons qu 'une vie, et tu le savais tres bien.

La vie, ce jeu ou personne ne nous a demandé notre avis, n’est pas toujours juste. Comme
partout, il y en a qui trichent : les menteurs, les voleurs et les tueurs. Nous nous sommes menti
lors de notre dernier au revoir. Ton assassin nous a volé nos retrouvailles.

Mais pourquoi se dire adieu si tu es toujours présent dans mon cceur ?

A Alexy
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Resumen

Phaseolus vulgaris es una leguminosa de grano de amplio interés econémico y social,
la cual establece una interaccion simbiética con la bacteria Rhizobium etli que resulta
en la formacién de nodulos fijadores de nitrégeno. En esta interaccién, las plantas de
origen mesoamericano son noduladas preferencial y mas eficientemente por cepas de
rizobios que son predominantes en la misma regidn geografica. Nuestro grupo de
investigacion ha identificado y caracterizado varios genes involucrados en esta
asociaciéon preferencial. En la presente Tesis doctoral nos planteamos como objetivo
general identificar y caracterizar a nivel funcional aquellos pequefios ARNs (sARNSs)
que desempeinan una funcién en el establecimiento de esta simbiosis eficiente. Se
construyeron y secuenciaron bibliotecas de sARNs de raices inoculadas con cepas de
rizobio de alta y baja eficiencia en la nodulacién o con el medio de cultivo control
utilizando la tecnologia Illumina. Se obtuvieron en promedio 28 millones de lecturas por
biblioteca, de las cuales aproximadamente el 90 % mapearon al genoma de P. vulgaris.
A partir del analisis in silico, se identificaron microARNs (miARNs) conservados y
nuevos que muestran cambios en su perfiles de acumulacion en respuesta al rizobio.
Se selecciond un miARN conservado, el miR390b, el cual se acumula a mayores
niveles en respuesta a la cepa mas eficiente. En paralelo, se seleccion6 y caracterizd
funcionalmente un nuevo mMIARN diferencial, denominado miR5924, el cual es
procesado a partir de la region no traducida del transcripto que codifica para Dicer-like
1 (DCL1). Los resultados obtenidos sugieren que este nuevo miARN cumple una
funcién clave en el establecimiento de la simbiosis. Los resultados obtenidos han
permitido avanzar y profundizar el conocimiento acerca de las bases moleculares de la
nodulacion eficiente. A su vez, los miARNs caracterizados proveen nuevos candidatos
a ser utilizados en futuros programas de mejoramiento genético que contribuyan a
mejorar la fijacion biolégica de nitrégeno y la productividad del cultivo de P. vulgaris.
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Introduccion

1. La simbiosis fijadora de nitrégeno y su importancia en la
agricultura

1.1 Importancia de las leguminosas en la agricultura

La adquisicidon de nutrientes es una de las necesidades mas importantes para el
crecimiento y desarrollo de las plantas, lo que adquiere una dimension importante en
el rendimiento de los cultivos en sistemas agrondmicos. En particular, la disponibilidad
de macro-nutrientes como el nitrégeno y el fésforo es uno de los factores que mas
limita la produccién agricola después del agua. Para suplir el déficit de nitrdgeno de los
suelos se desarrolld el proceso de Haber-Bosh para la producciéon industrial de
grandes cantidades de amonio (NH,"), el cual es utilizado como fertilizante nitrogenado
en los sistemas agricolas. Este proceso consiste en la reaccion de nitrogeno e
hidrogeno gaseosos a alta presion y temperatura para producir amoniaco. La
aplicacion de fertilizantes sintéticos en los sistemas agricolas generd un importante
incremento en la produccién de los cultivos, sin embargo este incremento fue
acompanado de altos costos econdémicos y ambientales. Se estima que el 1% de la
energia mundial esta destinada al proceso de Haber-Bosh. Uno de los desafios
mayores de la biotecnologia moderna aplicada a la agricultura es el de aumentar la
productividad de los cultivos requerida para alimentar a la poblacidn humana en
permanente crecimiento de manera sustentable, reduciendo a su vez los costos
econdmicos y ambientales asociados (FAO, 2009, How fo Feed the World in 2050).
Esto implica la aplicacion de estrategias alternativas que permitan utilizar al maximo
los recursos agrondmicos disponibles y optimizar el rendimiento de los cultivos (‘la
nueva Revolucion Verde’, Jez et al., 2016).

El nitrégeno atmosférico (N,) es el gas mas abundante en la atmdsfera terrestre; sin
embargo pocos organismos pueden incorporarlo directamente a su metabolismo. Son
los casos de ciertas bacterias, cianobacterias, algas cianoficeas y actinomicetos. La
fijacion bioldgica de nitrégeno (FBN) consiste en la reduccion de N, en amonio (NH3)
por estos microorganismos. El uso agronomico de la FBN es una alternativa
sustentable a la sintesis de fertilizantes nitrogenados, y consecuentemente, una forma
de disminuir la contaminaciéon ambiental que producen. La asociacion simbidtica entre
plantas leguminosas y bacteria del género Rhizobium da cuenta de un porcentaje
significativo del nitrégeno incorporado a los suelos (200 millones de toneladas fijadas
por afio (Ferguson et al., 2010). Ademas de proveer una fertilizacion natural a los
suelos para los subsecuentes cultivos, el crecimiento de leguminosas en la rotacion de
cultivos promueve la diversidad y reduce significativamente las poblaciones de
patdégenos vegetales (Brockwell et al., 1995). Por otra parte, aproximadamente el 33%
de las necesidades nutricionales de nitrégeno en las dietas humanas provienen de las
leguminosas de grano, siendo la base proteica de las dietas de numerosos paises en
vias de desarrollo (Graham and Vance, 2003). De ahi que las leguminosas resulten
indispensables para el desarrollo de sistemas de agricultura sustentable, preservando
la integridad de los ambientes ecoldgicos y a su vez representen un valor econémico y
social para aquellas regiones dedicadas a la produccion de leguminosas.
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Las leguminosas de grano (Fabaceae, utilizadas para el consumo humano y alimentacion
del ganado) y las forrajeras incluyen las especies de mayor interés comercial, tanto a nivel
global como local. Como ejemplos pueden mencionarse la soja (Glycine max), el poroto
(Phaseolus vulgaris), el mani (Arachis hypogeae), el garbanzo (Cicer arietinum), la
lenteja (Lens culinaris), la arveja (Pisum sativum), y la alfalfa (Medicago sativa). Entre
12 y 15 % de la superficie de la tierra es utilizada para la siembra de leguminosas
(Graham and Vance, 2003) y representan el 25 % de la produccion primaria de cultivos
del mundo (Ferguson et al., 2010). En Argentina, aproximadamente el 7 % de la
superficie total del pais esta destinada al cultivo de la soja (Figura 1A, FAO stat.),
siendo el tercer pais productor después de Estados Unidos y Brasil. El 84% de la de
soja producida en Argentina esta destinada a la exportacibn como grano, harina,
aceite o biodiesel (Bolsa de Comercio de Rosario, 2016), mientras que el resto de la
produccion local esta destinada esencialmente a la alimentacién del ganado.

A.
Semillas

Soja Manies  Porotos Garbanzos Lentejas
Area cosechada (ha) 19 252 552 409312 350 150 51574 1705

Produccion (toneladas) 53397715 1165924 429 832 54 508 2 460

B.
500000
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Figura 1: Leguminosas comestibles en Argentina. A. El consumo de las leguminosas de grano,
o legumbres es importante a nivel mundial. Los cultivos de soja (Glycine max), mani (Arachis
hypogeae), poroto (Phaseolus vulgaris), garbanzo (Cicer arietinum) y lenteja (Lens culinaris)
tienen gran importancia en la agricultura argentina. Los datos representados de la area
cosechada en hectareas y la produccion en toneladas provienen de la FAO (Food and
Agriculture Organization of the United Nations), del Gltimo afio disponible (2014). B. Evolucion
del cultivo de poroto en Argentina. La superficie cosechada y la produccién de porotos secos
han aumentado en los Ultimos afios, sin embargo no se refleja en el rendimiento (expresado
en hectogramo por hectarea). http://www.fao.org/faostat

1.2 Importancia del poroto en la alimentacién y salud humana

El poroto comun representa la mitad de las legumbres de grano de consumo mundial
humano, aportando mas de 70 % del contenido proteico de las dietas de las
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poblaciones pobres de América Latina y Africa Oriental (Broughton et al., 2003). Su
composicion rica en minerales, especialmente hierro y zinc, y en vitaminas (Tabla 1)
(Beebe et al., 1999; Ganesan and Xu, 2017) son esenciales para prevenir la anemia, la
gastroenteritis, las infecciones respiratorias y la malnutricién, especialmente en nifios
(Bouis, 2003). Las semillas de poroto son fuentes importantes de hidrato de carbono
(>50 % para la mayoria de las variedades) y de proteinas (entre 6 y 22 % segun la
variedad considerada). En cuanto a los minerales, son buena fuente de calcio, hierro,
potasio y magnesio.

Particularmente, el poroto negro, de origen mesoamericano, es una variedad que tiene
los mayores aportes energéticos, con una composicion importante en proteinas (14
%), lipidos (21 %), carbohidratos (57 %), y que contiene altos niveles de minerales y
vitaminas. Las semillas de poroto también representan una fuente de compuestos
polifendlicos con numerosas propiedades para la salud humana (Ganesan and Xu,
2017). Los polifenoles son metabolitos de plantas con propiedades antioxidantes que
reducen los efectos del estrés oxidativo generado en enfermedades graves. También
poseen propiedades que contribuyen a prevenir la diabetes, la obesidad, las
inflamaciones y el cancer.

Tabla 1: Variedades de porotos y aportes nutricionales.
La composicién nutricional estd expresada por cada 100 g de una porciéon comestible. Esta
tabla se realizé a partir de los datos proviniendo de Ganesan and Xu, 2017.

Variedades de poroto Blanco Kidney Colorado Pinto Cranberry

g
Fenotipos de las semillas e ]

Nutrientes Unidades

Energia kcal 464 92 92 167 500 257
Proteina g 14.29 6.15 5.38 22.22 10.71 22.86
Lipidos totales g 21.43 0 0.38 0 21.43 0
Carbohidratos g 57.14 16.15 20.77 63.89 60.71 60
Fibras totales g 14.3 4.6 5.4 44.4 10.7 25.7
Azucares totales g 3.57 0 0.77 2.78 3.57 2.86
Almidon g 1.7 4.2 2 3.8 1.9 2.6
Minerales

Calcio mg 143 62 46 167 71 114
Hierro mg 3.86 1.38 1.38 7.29 2.57 5.1
Potasio mg 279 300 268 222 96 265
Magnesio mg 60 48 37 44 43 39
Sodio mg 286 108 8 69 286 10
Vitaminas

Vitamina C mg 0 0.9 0.9 0 0 0
Folate Hg 128 127 115 140 147 124
Lipidos

Acidos grasos saturados totales g 1.79 0 0 0 1.79 0
Acidos grasos mono-insaturados totales g 14.29 0 0 0 14.29 0
Acidos grasos poli-insaturados totales g 5.36 0 0 0 5.36 0
Polifenoles equiv/g 12.6 12.47 14.14 13.68 12.52 11.73
Flavonoides equiv/g 1.28 1.78 2.59 1.55 0.98 1.65

América Latina contiene la area mas grande del mundo de cultivo de poroto (Beebe et
al.,, 2013). En Argentina, este cultivo ocupa la segunda posicion en la produccion en
leguminosas consumidas por los humanos (Figura 1A). Mientras la superficie
cosechada y la produccion de porotos secos han aumentado constantemente en los
ultimos afos en Argentina, el rendimiento de este cultivo no ha sido mejorado
considerablemente (Figura 1B, FAO stat.). La actividad agricola asociada a la



Introduccion

produccién de poroto posee una importancia econémica y social para la region del
Noroeste del pais; sin embrago, la produccion alcanza solamente el 55 % de su
potencial en cuanto al rendimiento, lo que provee amplio margen para su
mejoramiento (Blair et al., 2009). Los experimentos a campo efectuados a nivel
mundial mostraron que las tasas de nodulacion y de fijacion del nitrégeno son aun muy
bajas (Graham, 1981; Hardarson, 1993). Por eso, es esencial estudiar la
compatibilidad entre diferentes variedades de poroto y cepas de rizobios para lograr
mejorar la fijacion biolégica de nitrégeno, y, en consecuencia, el rendimiento de los
cultivos y la calidad de las semillas.

2. Interaccién simbiética entre leguminosas y rizobios

2.1 Formacion de nédulos funcionales: de la infeccidon bacteriana a
la fijacién del nitrégeno

Las plantas son capaces de establecer relaciones endosimbidticas con
microorganismos del suelo como hongos y bacterias, las cuales proveen beneficios
para ambos organismos. Una de las simbiosis de mayor importancia ecolégica y
agronomica es la simbiosis fijadora de nitrégeno, que se establece entre plantas
leguminosas y bacterias del suelo conocidas comunmente como rizobios. Esta
asociacion conduce a la formacién de un nuevo o6rgano en la raiz de la planta
denominado nodulo. En el interior del mismo se produce la conversion del nitrégeno
atmosférico (N,) a formas reducidas que pueden ser utilizadas por el metabolismo de
la planta, gracias a la actividad de un complejo enzimatico bacteriano, la nitrogenasa
(Thorneley et al., 1992). La bacteria recibe, como contrapartida, compuestos organicos
derivados de la fotosintesis que puede utilizar como fuente de energia y un nicho
microaerdbico requerido para la reduccién del Na.

La formacién de nodulos fijadores de nitrégeno requiere la activacion simultanea de
dos programas genéticos finamente coordinados: la infeccion bacteriana y la
reiniciacion de las divisiones corticales para formar el primordio del nédulo (Madsen et
al., 2010). En el modo de infeccion mas comun de las simbiosis entre rizobios y
leguminosas, la bacteria penetra la epidermis y las diferentes capas corticales hasta el
nodulo emergente por una via de infeccion muy sofisticada que involucra al pelo
radical (Figura 2). La bacteria se adhiere a la superficie del pelo radical, el cual se
curva atrapando a la bacteria. Dentro del hilo curvado la bacteria se multiplica
formando una microcolonia. A partir de esta curvatura se produce la invaginacion de la
membrana plasmatica que da lugar a la formacion de una estructura tubular
denominada hilo de infeccién. El hilo de infeccién se alarga y ramifica hacia las capas
internas del cortex. Al mismo tiempo, se producen divisiones celulares en el cértex de
la raiz que dan lugar a la formacién del primordio del nédulo. Una vez que el hilo de
infeccion alcanza el primordio nodular, las bacterias son internalizadas y rodeadas por
una membrana derivada de la planta llamada membrana del simbiosoma, formando
estructuras subcelulares de tipo organelas denominadas simbiosomas. Dentro de los
simbiosomas, las bacterias diferencian a bacteroides (Haag et al., 2012), y utilizan la
energia provista por la planta para convertir el nitrdgeno atmosférico (N,) en amonio
(NH3) (revisado en Gage, 2004).
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Figura 2: Las etapas de la infeccion bacteriana en la raiz. El proceso de infeccién bacteriana se
inicia por invasidn de los pelos radicales. La bacteria (en azul) se adhiere al pelo radical, que se
deforma y encierra la microcolonia, formando el foco de infeccidén. Las bacterias progresan
hacia el interior de la raiz a través del hilo de infeccidn, una estructura tubular formada por
invaginacion de la membrana plasmatica, colonizando primero el pelo y luego las capas
celulares internas corticales. En simultaneo, las células internas del cértex y del periciclo
empiezan a dividirse (células mas oscuras en el dibujo) para dar origen al primordio del nédulo.

2.2 Simbiosis y regulaciéon hormonal

La organogénesis del ndédulo es dependiente de una sefalizacion hormonal que
involucra una via de citoquinina y la inhibicién localizada del transporte de auxina en
los sitos de infeccion (revisado en Oldroyd et al., 2011). Esta modulacion por
hormonas es diferente para los dos tipos de nddulos que se forman en la simbiosis con
rizobios, los nédulos determinados (de los géneros Lotus, Glycine, Vigna y Phaseolus),
y nédulos indeterminados (grupos Medicago y Pisum). Los dos se diferencian por su
forma en el estado maduro, redonda o alargada para determinado e indeterminado
respectivamente (Figura 3). Los nodulos de tipo determinado pierden la actividad
meristematica rapidamente, después de la iniciacion y el tamafio del nédulo crece
debido al crecimiento celular. Al contrario, los nddulos indeterminados mantienen un
meristema apical activo, lo que produce la formacién de nuevas células a lo largo de la
maduracion del 6rgano. Los nodulos indeterminados son estructurados en zonas, las
cuales dependen de su desarrollo. En el apex se encuentra el meristema persistente
(zona 1), seguido de la zona de infeccion (zona Il), y de la zona Ill, donde los
bacteroides diferenciados fijan el nitrdgeno atmosférico. En los estadios mas tardios
se forma una cuarta zona en la parte basal donde los bacteroides y las células
vegetales son degradadas (zona IV de senescencia) (Patriarca et al., 2002). En los
estadios maduros avanzados, la parte basal del nédulo de la zona de senescencia
evoluciona en zona V, caracterizada por la presencia de bacterias saproéfitas (Dupont
et al., 2012).
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Figura 3: Arquitectura de los nddulos. Los nddulos de tipo determinado crecen por expansién
celular, resultando en nédulos maduros de forma esférica (ej. P. vulgaris a la izquierda). Los
nddulos indeterminados (ej. M. truncatula a la derecha), por su meristema continuamente
activo son caracteristicos por su forma cilindrica en el estado maduro. Se dividen en zonas
correspondiendo a las diferentes etapas de su desarrollo. La zona | situada en el dpex es la
zona meristematica, la zona Il es la zona de infeccion donde los rizobios son liberados desde
los hilos de infeccidn. La zona Il es la zona de fijacidn del nitrogeno atmosférico. La zona IV es
la zona en la cual las células entran en senescencia. En los nddulos maduros se distingue una
zona V de senescencia avanzada donde las bacterias no diferenciadas se multiplican en un
modo de vida saprofito e invaden las células. Los nédulos fijadores de nitrégeno son de color
rosado debido al funcionamiento de la leghemoglobina. Cuando las células entran en
senescencia, esta proteina es degradada dando un color verde. Los nddulos son protegidos por
tejidos externos corticales y estan conectados al sistema de conduccién de la raiz a través de
haces vasculares que permiten el intercambio de solutos y agua.

2.3 Plantas modelos, secuenciacioén y aplicacion

La familia de las leguminosas (Fabaceae) es la tercera familia mas amplia de las
angiospermas, con mas de 18000 especies ya descriptas. La familia incluye hierbas,
arbustos, arboles y vides repartidos a través el mundo en diferentes habitats y
ecosistemas. Dos especies pertenecientes a la subfamilia Faboideae, Lotus japonicus
y Medicago truncatula, han sido seleccionadas como modelos de leguminosas y han
facilitado los estudios genéticos y funcionales a partir del desarrollo de herramientas
genéticas, como métodos de transformacion, bancos de mutantes, datos de expresion
a gran escala y la secuenciacion completa de sus genomas. L. japonicus y M.
truncatula presentan tipos de nodulacion determinada e indeterminada
respectivamente. Estas plantas modelos de leguminosas permitieron dilucidar muchos
de los procesos moleculares vy fisiologicos de la simbiosis leguminosas-rizobios. Sin
embargo, los ndodulos formados por los rizobios presentan una gran diversidad
fenotipica, donde la forma, el color, la cantidad y la morfologia no son parametros
universales (Figura 4). Semejante diversidad aparecié como consecuencia del tiempo
de divergencia y de diferencias en el estado de ploidia entre especies de Fabaceae,
involucrando mutaciones de genes y seleccidbn basada en las condiciones
ambientales.
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a. Mimosa pudica -Cupriavidus taiwanensis b. Sesbania rostrata -Azorhizobium caulinodans c.
Aeschynomene afraspera - Bradirhizobium sp d. Aeschynomene sensitiva -Bradirhizobium sp e. soybean -
Sinorhizobium fredii f. Crotalaria perrottetii - Methylobacterium nodulans g. Medicago sativa -Sinorhizobium
meliloti h. Parasopnia andersonii -Sinorhizobium sp 1. Phaseolus vulgaris - Rhizobium etli.

Figura 4: Diversidad en la formacién de nddulos en la simbiosis entre rizobios y leguminosas.
La forma de los nddulos, su densidad y su localizacion es muy variable seglin la especie de
leguminosas. Los nédulos son generalmente formados en la raiz, en la zona de pelos radicales
en crecimiento, aunque en algunos casos (ej. b-c-d) los rizobios pueden penetrar por el tallo de
las plantas, formando nddulos extra-radicales. Escalas: (a-d) 1 cm, (e-h) 1 m, (i) 5 mm. Figura
adaptada a partir de Masson-Boivin et al., 2009 (a-g); Op den Camp et al., 2011 (h); y Zanetti et
al., 2010 (i).

Por otra parte, la subfamilia Papplionoideae contiene varias leguminosas de gran
importancia agronémica como la soja (Glycine max) y el poroto (Phaseolus vulgaris).
Los genomas completos de estas plantas han sido secuenciados utilizando la
estrategia de shotgun (Schmutz et al., 2010, 2014, respectivamente). En primer lugar
se secuencid el genoma de una variedad andina de P. vulgaris (cultivar Race Peru), vy,
recientemente con una estrategia de secuenciacion hibrida involucrando las
tecnologias de 454, SOLID y Sanger se obtuvo la secuenciacion del genoma de la
variedad mesoamericana BAT93 (Vlasova et al., 2016). Recientemente se ha
desarrollado una base de datos de factores de transcripcion de poroto (PvTFDB) con
mas de 2000 modelos génicos putativos disponibles (Bhawna et al., 2016).

La disponibilidad de los genomas representantes de los dos pools genéticos de P.
vulgaris y su importancia agronémica posicionan al poroto como sistema modelo de
leguminosas de grano utilizadas para la alimentacion humana (Castro-Guerrero et al.,
2016; Bitocchi et al., 2017). La diversidad natural visible en el fenotipo de sus semillas
(forma, tamario y color, Tabla 1), relacionado a su historia evolutiva y el desarrollo de
nuevas herramientas genéticas, incentivd nuevamente el interés de su estudio.
Algunas de las orientaciones en las lineas de investigacion principales actualmente
son las caracterizaciones de las respuestas adaptativas de plantas creciendo en suelo
con deficiencia de nutrientes (Castro-Guerrero et al., 2016), la comprension en la
evolucion del cultivo (revisado en Bitocchi et al., 2017), o los estudios de
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caracterizacion y determinacion de eficiencia simbidtica con rizobios aislados a partir
de nédulos (de Sousa Cardoso et al., 2016). Una de las lineas de investigacién con
aplicacion directa en el campo se enfoca en el mejoramiento a través de la seleccion
de caracteres de interés agronémico utilizando variedades silvestres (resistencia a
patdgenos, tolerancia a estreses abidticos, etc.) para su transferencia a variedades
domesticadas, permitiendo aumentar la biomasa y el rendimiento. Aunque el
mejoramiento de los cultivos fue desde siempre una prioridad para la agricultura,
surgié nuevamente la necesidad de acceder a los recursos genéticos presentes en la
biodiversidad con el fin de responder a problemas ecoldgicos o climaticos actuales,
como la destruccién de habitats, la aparicion de especies invasivas, la urbanizacion, la
contaminacién ambiental y los cambios climaticos.

2.4 Simbiosis: dialogo molecular inicial

La interaccién simbidtica entre leguminosas y rizobios se inicia con un intercambio de
sefales en la interfase entre la raiz y el suelo (Figura 5). En primer lugar, la bacteria
percibe metabolitos exudados por la raiz derivados de la ruta de los fenilpropanoides,
principalmente flavonoides e isoflavonoides (Redmond et al., 1986; Hassan and
Mathesius, 2012). Estos compuestos son percibidos por el regulador proteico
bacteriano NodD, que activa los genes bacterianos de nodulacion o genes nod, cuyos
productos proteicos participan de la sintesis de los factores Nod (NF). Estas moléculas
de naturaleza lipochito-oligosacarida actuan activando muchas de las respuestas
requeridas para la nodulaciéon y son determinantes de la especificidad de especies
leguminosas que los rizobios son capaces de nodular (Oldroyd and Downie, 2008).

Phaseolus vulgaris Didlogo Molecular

\ P ~— iSOszlil\(zioides \ P
5;3 - e

L~ 95 -~
Factor Nod
3
T~
w_ “

N

Rhizobium etli N, + 3H, —> 2NH,

Figura 5: Simbiosis fijadora de nitrégeno. La interaccion empieza en la rizdsfera a través del
intercambio de moléculas entre los dos simbiontes. En respuesta a la percepcién de los
isoflavonoides secretados por la leguminosa, se activan genes del rizobio que participan en la
sintesis de los factores Nod. Estas moléculas de naturaleza lipochitooligosacarida dan inicio a
los procesos de infeccidon bacteriana y de organogénesis del nddulo. En este drgano, las
bacterias diferenciadas en bacteroides fijan el nitréogeno atmosférico (N;,) convirtiéndolo en
amonio (NH,"). La disponibilidad de nitrégeno en formas asimilables por el metabolismo
vegetal tiene un impacto positivo en su crecimiento.
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La percepcion de los NF en la epidermis de la raiz es mediada por receptores tipo
quinasa (RLKs, Receptor like kinases) con dominios extracelulares de tipo LysM
(Figura 6A). En L. japonicus, los receptores NFR1 y NFR5 (Nod Factor Receptor 1y 5)
fueron identificados mediante estudios funcionales de mutantes con pérdida de funcién
(Madsen et al., 2003; Radutoiu et al., 2007). Plantas mutantes Ljnfr1 y Ljnfr6 exhiben
el mismo fenotipo no nodulante, sugiriendo que ambos receptores podrian formar un
receptor heterodimérico. Estudios posteriores presentaron evidencias adicionales de la
heterodimerizacion de estos receptores (Broghammer et al., 2012). Por otra parte, se
ha demostrado que los dominios LysM de NFR5 funcionan como responsables de la
especificidad de la percepcion del NF (Radutoiu et al., 2007). De manera similar, en M.
truncatula, el receptor NFP (por Nod Factor Perception) fue identificado mediante el
analisis de mutantes deficientes en la nodulacién (Amor et al., 2003). NFP es un RLK
con dominios LysM, sin embargo, su dominio quinasa no muestra actividad de
autofosforilaciéon, en contraposicion al receptor codificado por el gen LYK3 (LysM
receptor-like kinase 3), ortélogo a NFR1 (Arrighi, 2006). LYK3 es considerado como
receptor de entrada (Limpens et al.,, 2003; Smit et al., 2007), implicado en el
reconocimiento de los sustituyentes estructurales especificos de los NF (grupos
lipidicos y acetatos) (revisado en Jones et al., 2009). Este reconocimiento y el
posterior desarrollo del programa de nodulacion esta circunscripto a la region de pelos
radicales en crecimiento activo, conocido como zona Il (Figura 6B) (Hadri and
Bisseling, 1998). En Medicago, el reconocimiento temprano de los NF por NFP a nivel
de los pelos radicales inicia una via de sefalizacién que involucra oscilaciones de
calcio, denominadas calcium spiking, las cuales son esenciales para la activacion de
genes de nodulacion o nodulinas tempranas. En una segunda etapa, NFP y LYK3
asociados a la membrana son necesarios para la activacion de la via de sefializacion
asociada a la infeccion.

Este reconocimiento de los NF activa respuestas diversas en el citoplasma, como
influjos de iones y oscilaciones de calcio, que son responsables de los cambios
morfolégicos y moleculares en las células epidérmicas, y al mismo tiempo, son
necesarias para los eventos moleculares que permiten la organogénesis del nédulo
(Oldroyd and Downie, 2008; Oldroyd et al., 2011).
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Figura 6: Percepcion del Factor Nod en la epidermis de los pelos radicales. A. Reconocimiento
del Factor Nod por NFR1 y NFR5 en L. japonicus. Los receptores putativos de Factor Nod fueron
identificados en varias especies de leguminosas. Su estructura esta constituida por un dominio
extracelular con motivos lisina (LysM), un dominio transmembrana (MP por membrana
plasmatica), y un dominio quinasa intracelular. Los dominios LysM extracelulares serian
responsables de la unién del Nod Factor al receptor, y la quinasa de NFR1 de la transduccién
de la sefial conduciendo a la infeccién bacteriana y la nodulacidn. El dominio quinasa de NFR5
contiene aminoacidos no conservados en su sitio catalitico, por lo que ha sido catalogado
como una pseudoquinasa. B. Zonas del desarrollo del pelo radical en L. japonicus. La infeccion
rizobiana ocurre en la zona de elongacién de los pelos radicales. Figura adaptada a partir de
Kouchi et al., 2010 (A) y Karas et al., 2005 (B).

2.5 Senalizacién temprana en la simbiosis fijadora de nitrogeno

En estos ultimos 20 afios se han realizado enormes progresos en la caracterizacién de
la respuesta a los NF a través de estudios genéticos y funcionales, especialmente en
las dos leguminosas modelos. En los pelos radicales, la activacion de la cascada de
sefalizacién dependiente de NF conduce a oscilaciones de calcio especificas
necesarias para la transcripcion de genes de respuesta temprana, llamados nodulinas
(Figura 7). Por ejemplo, ENOD11 es un gen de M. truncatula que codifica para una
proteina de la pared de tipo con dominios repetitivos ricos en prolina (RPRP,
Repetitive Proline Rich Protein), el cual es fuertemente expresado en respuesta a la
bacteria simbiética o por tratamiento de la raiz con NF purificados (Journet et al., 2001;
Charron et al.,, 2004). Comunmente se utiliza el transcripto de ENOD11 como
marcador molecular de la activacion de esta via de senalizacion en estudios de las
etapas tempranas de la interaccion. Luego de la percepciéon de los NF por los
receptores LysM-RLK, el canal iénico localizado en la membrana nuclear codificado
por DMI1 (Doesn’t Make Infection 1, CASTOR y POLLUX en L. japonicus) y el receptor
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quinasa con dominio LRR (Leucine Rich Repeat) localizado en la membrana
plasmatica codificado por DMI2 (SYMRK en L. japonicus), son actores esenciales a la
transmision de la sefal anterior a las oscilaciones de calcio (Riely et al., 2007).
Recientemente se identificaron canales de nucledtidos ciclicos requeridos para las
oscilaciones de calcio. Estos CNGCs (nuclear-localized cyclic nucleotide-gated
channels) de la membrana nuclear interactian con el canal de potasio DMI1 para
modular la liberaciéon de calcio necesaria a las respuestas simbidticas (Charpentier et
al., 2016). La quinasa dependiente de calcio y calmodulina CCaMk (Calcium-
Calmodulin-dependent protein kinase) codificada por DMI3 decodificaria las
oscilaciones de calcio en el nucleo. En M. truncatula IPD3 (o CYCLOPS en L.
Japonicus) codifica por una proteina especifica de plantas con dominio NLS (Nuclear
Localization Signal) y un dominio super enrollado coiled-coil. En el nucleo, esta
proteina conservada en angiospermas interactua y es fosforilada por DMI3. En L.
japonicus se mostré que CYCLOPS es requerido para la activacion transcripcional de
NIN y ENODA40 indispensable para la organogénesis del nddulo (Yano et al., 2008). La
nodulina NIN (Nodule Inception) tiene un papel central como regulador de la
nodulacion, participando en la coordinacion del programa de desarrollo durante la
simbiosis. En las células epidérmicas es necesario para la iniciacion de la infeccion
bacteriana, mientras que también promueve la organogénesis del nodulo en las
células corticales (Schauser et al., 1999; Marsh et al., 2007; Soyano et al., 2013). NIN
actua ademas como regulador negativo inhibiendo las repuestas al NF después de la
activacion inicial de la sefalizacion en la epidermis (Vernié et al., 2015). Asi, actuando
en conjuncion con las auxinas y citoquinas (Ferguson and Mathesius, 2014), NIN tiene
un papel central en la regulacion de la formacion de noédulos, denominado
autorregulacién de la nodulacion (Marsh et al., 2007; Soyano and Hayashi, 2014;
Soyano et al., 2014; Yoro et al., 2014). En las células epidérmicas, NIN restringe la
expresion de ENOD11 a través de la inhibicién competitiva de ERN1. En el cértex, NIN
es suficiente para promover la sefalizacion de citoquinas a través de la activacion del
receptor de citoquinina CRET1 (Cytokinin Response 1), necesario para la
organogénesis del nédulo (Vernié et al., 2015).
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Figura 7: Seiializacion iniciada por NF en la epidermis de la raiz. Los principales determinantes
moleculares implicados en la respuesta a NF conocidos han sido caracterizados en las
leguminosas modelos. Los actores involucrados en la percepcién del NF y la transduccion de
sefiales que lleva a la organogénesis del nédulo participan del denominado Nod Pathway. En
este esquema estan representados algunos de sus componentes validados por genética
funcional en Medicago truncatula y que han sido implicados en las etapas tempranas de la
interaccion. El receptor like-kinase NFP asociado a LYK3 percibe los factores Nod en la
membrana de los pelos radicales. El receptor quinasa DMI2 en la membrana citoplasmatica y
el canal catiénico DMI1 de la membrana nuclear son esenciales para la induccién de seiales de
calcio dentro y en la periferia del ndcleo entrando a través de canales de calcio (representado
por el cilindro rojo). La proteina quinasa DMI3 es la que responderia a las oscilaciones de calcio
en el nucleo, siendo necesaria para la activacién de los factores de transcripcién NSP1 y NSP2
(representados por los circulos azules), que actian como heterodimeros. NSP1 reconoce los
motivos NRE presentes en los promotores de ERN1 y ENOD11. ERN1 y ERN2 (representados
por los circulos naranja) son factores de transcripcidon que reconocen la NF box del promotor
de ENOD11, activando su expresion.

Aguas abajo de DMI3, se ha mostrado la importancia de factores de transcripcién de
tipo GRAS (NSP) y ERF (ERN) en la transmision de la sefial: estos factores son
esenciales para la expresion de ENOD11. En primer lugar NSP1 y NSP2 (por
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Nodulation Signalling Pathway) (Smit et al.,, 2005; Kalé et al., 2005), forman un
heterodimero que se une al ADN en los motivos NRE (por Nodulation Responsive
Element) de los promotores de ERN1 y ENOD11, activando la expresion de dichos
genes (Hirsch et al., 2009). Ademas, el promotor de ENOD11 contiene una secuencia
de 33 bp (el NF-box) necesaria y suficiente para su expresién mediada por los NF en
los pelos radicales (Boisson-Dernier et al., 2005; Andriankaja et al., 2007). La NF-box
es el blanco de los factores de transcripcion ERN1 y ERN2 (por ERF Required for
Nodulation) para activar la transcripcion de ENOD11 (Andriankaja et al., 2007). ERN1
es requerido para activar la expresion de ENOD1711 dependiendo de los NF
exclusivamente durante los tiempos tempranos de la pre-infeccion (antes y durante la
progresion del hilo de infeccion), mientras que NSP1 y NSP2, no tienen un papel
directo sobre la regulacion de ENOD11 durante la sefalizacién a pesar de actuar
aguas arriba de ERN1. A su vez, ERN2 estd implicado (pero no es esencial) en
algunas etapas de la infeccion rizobiana mas tardias, como durante la penetracion del
hilo de infeccidn en las células corticales y los nédulos infectados (Cerri et al., 2012).

Ademas de la senal contenida en los NF, existen moléculas de senales secundarias
presentes en la superficie de la pared bacteriana o secretadas al medio, tales como los
exopolisacaridos (EPS) y lipopolisacaridos (LPS), que contribuyen a la seleccion de la
cepa de rizobios, suprimiendo las respuestas de defensa durante la iniciacion y el
desarrollo de la infeccién (Aslam et al., 2008; Scheidle et al., 2004; revisado en
Downie, 2010). La inoculacion de raices con cepas de bacterias mutantes afectadas
en la biosintesis de EPS no resulta en la produccion de hilos de infeccion ni nédulos
(Cheng and Walker, 1998; Jones and Walker, 2008). Recientemente en L. japonicus
se ha identificado EPR3, un receptor de tipo RLK que reconoce el EPS de M. loti
(Kawaharada et al., 2015). Mientras la percepcién de los NF es determinante para la
induccién de la expresiéon de EPR3, el reconocimiento de los EPS tendria un rol en la
discriminacion de bacterias compatibles e incompatibles. Por otra parte, la Inoculacion
con mutantes bacterianos afectados en la biosintesis de LPS llevan a anomalias en el
proceso de infeccion (Perotto et al., 1994; Gao et al., 2001). Recientemente se realiz6
un analisis de transcriptomica a tiempos tempranos de la simbiosis (24 horas post
inoculacion) en raices de P. vulgaris inoculadas con cepas de R. etli deficientes en las
sintesis de NF, EPS o LPS (Dalla Via et al., 2015). Mas de 2600 genes fueron
identificados como diferenciales de acuerdo a su expresién, incluyendo factores de
transcripcion y receptores. Estos resultados revelan una respuesta molecular compleja
de la planta frente a las diferentes moléculas de senalizacidon del rizobio. El analisis
mas profundo de estos datos émicos permitira identificar nuevos actores directos o
indirectos de la sefalizacion generada por estas moléculas de superficie o secretadas
por los rizobios. Esta comunicacion quimica compleja permite el reconocimiento y la
colonizaciéon de cepas de bacterias especificas, a la vez que inhibe las respuestas de
defensa prolongadas en las raices de la planta.

2.6 Simbiosis y evolucion

Dada la naturaleza sésil de las plantas, la optimizacion en la adquisicion de nutrientes
es crucial para su supervivencia. Para superar esta limitacién, las plantas han
desarrollado mecanismos que les permiten establecer interacciones simbidticas con
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microorganismos benéficos que facilitan la captura de estos nutrientes. La simbiosis
fijadora de nitrégeno involucra mas de 18000 especies de leguminosas en asociacion
con de o- y pB-proteobacterias, de los géneros Rhizobium, Sinorhizobium,
Mesorhizobium y Bradyrhizobium. Desde el punto de vista evolutivo se ha propuesto
que la capacidad de establecer una interaccion simbidtica fijadora de nitrogeno
apareci6 varias veces independientemente, ya que se encuentra presente no soélo en
las leguminosas, sino también en especies muy distante como por ejemplo en
Parasponia y en las plantas actinorizias (revisado en Doyle, 2011). El mecanismo de
sefalizacion es comun entre las especies de leguminosas (Fabaceae) y Parasponia
(Cannabaceae), y evoluciond probablemente desde una sefnalizacion mas ancestral
que permite a la mayor parte de las plantas terrestres reconocer los hongos que
forman micorrizas arbusculares (AM) (Gherbi et al., 2008; Op den Camp et al., 2011;
Maillet et al., 2011; Harrison, 2005; Froussart et al., 2016).

La simbiosis AM es una interaccién mutualista en la cual el microsimbionte facilita la
captura de minerales, esencialmente fosfato, a través de la formacion de estructuras
especializadas en la raiz, denominadas arbusculos, donde los hongos se alojan
(Strack et al., 2003; Parniske, 2008). Ambos tipos de simbiosis, la simbiosis fijadora de
nitrégeno (SFN) y la AM, requieren del establecimiento de un dialogo molecular
complejo entre ambos organismos (Gough and Cullimore, 2011; Oldroyd, 2013). En el
caso de la SFN, ésta se inicia por la exudacién de flavonoides por parte de la raiz,
mientras que la AM se inicia por la liberacion de estrigolactonas (Kretzschmar et al.,
2012), sefales que seran reconocidos por los rizobios u hongos AM, respectivamente.
Estas sefiales de la planta inducen la produccion de lipochitoligosacaridos especificos,
NF para los rizobios, y Myc-LCOs para los hongos AM (Dénarié et al., 1996; Maillet et
al., 2011). La percepcion de estas moléculas por las células de la raiz conduce a una
via de senalizacion comun denominada Common Symbiotic Signaling Pathway
(Bapaume and Reinhardt, 2012; Singh and Parniske, 2012; Harrison, 2012; Haage and
Parniske, 2013; Oldroyd, 2013). Varios componentes de estas vias de sefializacion
son compartidos entre ambas simbiosis y se pueden clasificar segun su funcién en las
diferentes etapas del establecimiento de la interaccion (Gutjahr and Parniske, 2013).
Las etapas de infeccién del microorganismo (Catoira et al., 2000; Kistner, 2005) y la
percepcion simbidtica en la membrana plasmatica de la raiz son mediadas por
receptores que ya han sido caracterizados en la SFN, pero aun no se han identificado
los receptores de los Myc-LCOs (Gobbato, 2015). La transduccién de sefales mediada
por oscilaciones de calcio en el nucleo y la activacién de otras proteinas quinasas,
junto con SYMRK (Markmann et al., 2008; Stracke et al., 2002) y la CCaMK (Singh et
al., 2014) estan también conservados entre las dos simbiosis. La nodulina ENOD11,
que tiene un papel clave en diferentes etapas de la SFN es altamente expresada en
las células corticales internas durante la colonizacién por hongo micorricicos (Journet
et al., 2001). El papel de nucleoporinas como NUP133, NUP85 y NENA (Kanamori et
al., 2006; Saito et al., 2007; Groth et al., 2010) también ha sido demostrado en ambas
simbiosis. Genes de esta via de senalizacion estan también funcionalmente
conservados en arroz, lo que sugiere que su existencia es anterior a la diversificacion
de las Angiospermas (Markmann et al., 2008; Gutjahr et al., 2008; Chen et al., 2009,
Imaizumi-Anraku et al., 2005; Banba et al., 2008).
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Mas recientemente se estudié y comparé la implicacién de las hormonas en el
desarrollo de ambas simbiosis (Foo et al., 2016). Estos procesos estan regulados por
las auxinas, citoquininas, estrigolactonas, giberelinas, acido jasmoénico, etileno y acido
abcisico, a través de redes complejas, que dependen de estimulos del medio ambiente
(Gutjahr, 2014; Ferguson and Mathesius, 2014). También se estableci6 la funcion de
las proteinas DELLA, que son reguladoras centrales de la sefalizacién del acido
giberélico y su conexion con factores de transcripcion del Common Symbiotic
Signaling Pathway (Jin et al., 2016). Otras de las caracteristicas que tienen en comun
estas simbiosis son la estrategia de colonizacion de la raiz y la supresidén de las
respuestas de defensa de la planta (Martin et al., 2017).

3. Relacién entre simbiosis y respuestas de defensa

Las plantas han desarrollados sofisticados mecanismos de defensas que les permiten
protegerse del ataque de patdgenos (bacterias, hongos, viruses, insectos). La primera
linea de defensa es una respuesta inmune innata (revisado en Cao et al., 2017),
basada en el reconocimiento de moléculas o patrones moleculares asociadas a
microbios que se encuentran conservados en la evolucién: los MAMPs o PAMPs (por
microbial- o pathogen-associated molecular patterns). Este reconocimiento requiere
receptores localizados en la membrana plasmatica de las células, las PRRs (pattern
recognition receptors) e inicia la respuesta inmune que corresponde a la PTI (PAMP-
triggered immunity). Los patdgenos competentes han adquirido la capacidad de
superar la PTI a través de la produccién de efectores que ingresan al citoplasma del
huésped e interfieren con la respuesta de defensa, la ETS (effector-triggered
susceptibility). Con la evolucion, las plantas resistentes desarrollaron otra linea de
defensa llamada ETI (effector-trigger immunity), para lidiar contra los patégenos
virulentos. La ETI depende del reconocimiento especifico de un efector por una
proteina de resistencia codificada por un gen de resistencia (R). La evolucion del
sistema inmune de las plantas en respuesta a los patégenos ha sido ilustrado por el
Modelo Zigzag (Jones and Dangl, 2006). Este representa el aumento de la amplitud de
la defensa que avanza con la complejidad de las repuestas de virulencia del patégeno
y de la resistencia del huésped. La mayoridad de los genes R codifican receptores
intracelulares con dominios de unién a nucleétido y dominios ricos en leucina, los
denominados NB-LRR (con dominios nucleotide binding and leucine rich repeat)
(Dangl, 2013; y revisado en Elmore et al., 2012; Takken and Goverse, 2012; Hacquard
et al., 2017). Como en la simbiosis, la PTl y ETI disparan una cascada de senalizacion
donde participan influjos de iones, activacién de proteinas quinasas y modificacion de
la sintesis de hormonas. En el nucleo, mas particularmente la ETI esta asociada a la
regulacion transcripcional de la expresion de genes de defensa.

Los receptores que detectan las moléculas de patdégenos contienen diferentes
dominios de reconocimiento. Los principales son los LRR (revisado en Bella et al.,
2008) y los dominios de unidn a lectina, que desencadenan una transduccion de la
senal a través de la reprogramacién de la expresion de genes (revisado en Clua et al.,
2018). Estos dominios extracelulares son capaces de reconocer proteinas, péptidos o
carbohidratos secretados por los patéogenos o productos de la accién de enzimas
hidrolicas de la pared celular vegetal. Por ejemplo, las moléculas derivadas de quitina

17



Introduccion

son importantes en la respuesta de sefalizacion al hongo patdgeno de cual las
paredes celulares son degradadas por la accion de quitinasas de la planta. Los chito-
oligosacaridos (CO) vy lipochito-oligosacaridos (LCO) son igualmente moléculas
importantes en las sefalizaciones de las simbiosis a micorrizas (Maillet et al., 2011;
Genre et al.,, 2013) y formadores de nddulos (Dénarié and Cullimore, 1993). Los
receptores de los factores Nod y los exopolisacaridos (EPS) rizobianos contienen
dominios LysM extracelulares (Amor et al., 2003; Arrighi, 2006; Kawaharada et al.,
2015; Limpens et al., 2003), que son motivos comunes a las PRR (revisado en Desaki
et al., 2017). En un trabajo reciente, se ha mostrado que diferentes miembros de los
receptores LysM de L. japonicus y M. truncatula estan implicados en la percepcién de
CO y LCO, ambos iniciando las respuestas de defensa o simbioticas (Bozsoki et al.,
2017). Estos resultados sugieren que las vias de transduccién de sefales son
independientes y pueden ejercer un efecto negativo entre ellos.

Durante la simbiosis entre las leguminosas y los rizobios, el éxito de la infeccion
rizobiana depende de una efectiva supresion de las respuestas de defensa de las
plantas. Experimentos de transcriptomica hechos en soja (G. max, Libault et al., 2010),
en M. truncatula (Lohar et al., 2006) y L. japonicus (Kouchi et al., 2004) sustentan esta
hipotesis. Estos estudios mostraron que las etapas tempranas de la interaccién con el
rizobio o etapas de pre-infeccidn estan asociadas a la induccion de genes de defensa,
mientras que en etapas mas tardias estas respuestas se reprimen para dar paso al
inicio de los eventos de infeccion. La relacién entre la simbiosis y defensa ha sido
demostrada mediante estudios funcionales. Por ejemplo, las raices de L. japonicus
tratadas tanto con el MAMP flg22 o una suspension de células de M. loti muestran la
induccién de respuestas de defensas como aumento en la produccion de etileno, la
activacion de la MAPK y la induccién de genes de defensa canodnicos. El pre-
tratamiento de flg22 genera un retraso de la nodulacion y una reduccion del nimero de
nodulos. Por el contrario, el tratamiento con flg22 después de la inoculacién con el
rizobio no afecta la cantidad de ndédulos formados (Lopez-Gomez et al., 2012),
sugiriendo que el rizobio ha superado la respuesta de defensa. En M. truncatula
también se ha mostrado que la inoculacién de plantas con la cepa DC3000 de la
bacteria patogénica Pseudomonas syringae pv. Tomato o la cepa Sm2011 del
simbionte S. meliloti activa las respuestas de defensa. Sin embargo, cuando las dos
cepas fueron co-inoculadas, el rizobio suprime las respuestas de defensa generadas
por la bacteria patogénica, y esta ultima reduce el nimero de hilos de infeccién y de
nodulos formados por el simbionte, disminuyendo también la expresion de nodulinas
como NIN (Chen et al., 2017). Los receptores NB-LRR son conocidos por su papel en
las respuestas de defensa, en particular en la ETI mediante el reconocimiento de
factores especificos. Sin embrago, estos receptores pueden también ejercer una
funcién en la simbiosis fijadora de nitrégeno. Por ejemplo Yang et al.,, 2010 han
demostrado en soja que Rj2 y Rfg1 son genes alélicos que codifican proteinas TIR-
NB-LRR (Toll-Interleukine NB-LRR Receptor) que participan en el control de la
especificidad de huésped, en la infeccion y la nodulacion.

En conjunto, los antecedentes mencionados sugieren que existe un mecanismo de
reconocimiento comun entre las interacciones simbidticas y patogénicas (revisado en
Zipfel and Oldroyd, 2017). Durante la simbiosis, luego de una induccion transitoria de
las respuestas de defensas, estas son reprimidas para permitir la infeccién rizobiana.
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Sin embargo, la interconexion entre las dos vias de sefializacion no ha sido adn
dilucidada. La existencia de componentes y/o comunes o compartidos en las vias de
sefalizacién de las interacciones simbidticas o patogénicas sugieren que la
maquinaria de reconocimiento y sefalizacion de la simbiosis rizobiana podria haber
evolucionado a partir de aquellas existentes previamente en las interacciones
patogénicas (Deakin and Broughton, 2009).

4. La interaccién entre Phaseolus vulgaris y Rhizobium etli

4.1 Asociaciéon preferencial entre variedades de P. vulgaris y su
simbionte R. etli

Dentro de la familia de las leguminosas, el género Phaseolus incluye unas setenta
especies, de las cuales cinco han sido domesticadas: Phaseolus vulgaris, P.
coccineus, P. dumosus, P. acutifolius, y P. lunatus (Bitocchi et al., 2017). Phaseolus
vulgaris es nativo de América y la distribucién actual de su cultivo cubre una amplia
zona geografica, desde el norte de México hasta el noroeste Argentino. Durante
muchos afos se considerd que su origen fue en los actuales territorios de Ecuador y
de Peru (Kami et al., 1995). Sin embargo, estudios mas recientes de AFLP y
variaciones de nucledtidos simples sugieren un origen mesoamericano (Rossi et al.,
2009; Bitocchi et al., 2012). La domesticacién del poroto habria ocurrido entre 4000 y
8000 arios atras (Martinez-Romero, 2003; Castro-Guerrero et al., 2016) en dos centros
mayores de diversificacion genética: la region Mesoamericana y la region Andina
(Becerra-Velasquez and Gepts, 1994) (Figura 8). El poroto es considerado como un
hospedador promiscuo, ya que puede ser nodulado por una amplia variedad de
rizobios (Kaschuk et al., 2006). En Brasil, por ejemplo, existen reportes sobre la
capacidad de P. vulgaris de establecer simbiosis con Rhizobium tropici, R. etli, R.
leguminosarum y R. giardinii, con bacterias del genero Mesorhizobium 'y
Sinorhizobium, y con otras bacterias que podrian representar nuevas especies
(Mostasso et al.; Grange and Hungria, 2004). Sin embargo, R. etli biovar phaseoli es la
especie predominante que se encuentra asociada tanto a las variedades de poroto
salvajes como a los cultivares agronémicos en México, Colombia y la parte sur de los
Andes (Amarger, 2001). R. etli es una bacteria que contiene un cromosoma circular y
seis plasmidos totalmente secuenciados (Gonzalez et al., 2006). La mayoridad de los
genes relacionados a la simbiosis se ubican sobre los plasmidos o en islas
cromosomicas, probablemente adquiridos por transferencia horizontal (Gonzalez et al.,
2003). R. etli posee cerca de 200 familias de ADN repetitivo, las cuales han
recombinado dando lugar a rearreglos gendémicos. Se especula que esta flexibilidad
gendmica podria estar involucrada en el potencial adaptativo de esta bacteria creando
variabilidad. La rapida adaptaciéon de las bacterias a condiciones de un medio
ambiente cambiante es esencial para colonizar exitosamente nuevos nichos
ecologicos. Ya que la adaptacion local bacteriana es considerada como prueba de
evolucion, ha sido propuesta la coevolucion entre el poroto y su rizobio huésped
(Aguilar et al., 2004).

La asociacion preferencial a través el reconocimiento especifico influencia la eficiencia
de nodulacién, directa o indirectamente. Se ha demostrado que las plantas que han
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coevolucionado con sus simbiontes en un ambiente natural muestran una preferencia
por aquellas cepas mas eficientes, sugiriendo que existen mecanismos de seleccion
que permiten evitar a los simbiontes de menor calidad, determinando de esta forma la
competencia de las bacterias en la rizésfera. La coevolucién es considerada una de
las mayores fuentes de creacién de biodiversidad en el planeta, conectando los
genomas de las especies que interactuan. El poroto, frijol o judia es una de las
leguminosas en las que este fendmeno ha sido descripto en detalle (Brockwell et al.,
1995). Se mostré que las plantas que coevolucionaron con su bacteria simbidtica
muestra preferencia por la cepa mas eficiente (Aguilar et al., 2004; Meschini et al.,
2008). Eso sugiere la existencia de un mecanismo que permite discriminar y
seleccionar entre variedades genéticas con diferente eficiencia en la nodulacion.
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Figura 8: Evolucion de P. vulgaris y R. etli en América Central y América del Sur. P. vulgaris es
nativo de América, mas precisamente de la regién centroamericana. Dos centros mayores de
diversificacion génica han sido caracterizados: el Centro Mesoamericano (poroto negro), que
incluye los actuales territorios de México, América central y Colombia; y el Centro Andino
(poroto blanco) que incluyen Ecuador, Peri y el norte de Argentina. Los analisis del
polimorfismo del gen nodC de R. etli mostraron que las cepas con el alelo nodC tipo a son
predominantes en los suelos mesoamericanos, mientras las cepas que portan los alelos tipo 6
son predominantes de la regiéon andina. Los colores rojos del mapa indican la cantidad de
especies de Phaseolus actuales (resultados de Ramirez-Villegas et al., 2010). Figura adaptada a
partir de Bitocchi et al., 2017, realizada con los datos publicados en Aguilar et al., 2004.

El uso de marcadores moleculares, como las phaseolinas (Blair et al., 2009; Llaca and
Gepts, 1996; Burle et al., 2010) ha incrementado la comprensién del proceso de
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domesticacion del poroto comun y su coevolucién con los rizobios asociados. Las
poblaciones de rizobios provenientes de diferentes regiones geograficas presentan un
polimorfismo en el gen de nodulacion nodC (Aguilar et al., 2004). Analisis de las
comunidades bacterianas presentes en los suelos mostraron que las cepas aisladas a
partir de suelos mesoamericanos llevan el alelo nodC tipo alfa (nodC a), mientras que
el alelo nodC delta (nodC 0) es predominante en las cepas provenientes de suelos
andinos (Figura 8).

El estudio de la eficiencia de nodulacion de diferentes variedades de poroto,
inoculadas con representantes de las cepas de R. etli nodC ay & (SC15 y 55N1
respectivamente) mostré que las variedades mesoamericanas, tanto salvajes como
domesticadas, son noduladas mas eficientemente con la cepa SC15 nodC a. Por el
contrario, las variedades andinas muestran una mayor cantidad de nédulos con 55N1,
una cepa nodC o. La preferencia de cepa podria entonces ser directamente
relacionada con una nodulacién mas eficiente. Por otra parte, accesiones salvajes y
cultivadas de poroto representantes de los centros de diversificacion genética
mesoamericano y andino fueron analizadas en ensayos de co-inoculacién con cepas
de R. etli que contienen los alelos nodC a y d, provenientes de las diferentes zonas
geograficas. Los resultados de estos experimentos de competencia mostraron una
asociacion preferencial de las variedades mesoamericanas de P. vulgaris con cepas
de R. etli que predominan en los suelos de la misma region geografica (Aguilar et al.,
2004; Zanetti et al., 2010). Esta preferencia sugiere que las plantas provenientes de
Mesoamérica pueden reconocer y seleccionar aquellos rizobios que son
predominantes en la misma regién geografica.

4.2 Competitividad de los rizobios del suelo

En los ecosistemas naturales o en cultivos agricolas, las plantas encuentran en los
suelos diversas comunidades de microorganismos. La simbiosis fijadora de nitrégeno
es una interaccion altamente especifica, ya que pocas combinaciones de especie y
cepas hospedador-huésped llevan a una colonizacion exitosa. La eficiencia de la FBN
de una especie leguminosa puede variar mas de 10 veces, proveyendo un enorme
potencial para la optimizacién del proceso. En el cultivo de leguminosas se utilizan
cepas de rizobios altamente eficientes en cuanto a la fijacion del nitrégeno, las que se
agregan al suelo como inoculantes (Den Herder and Parniske, 2009). Sin embargo,
estas cepas suelen ser poco competitivas y mas del 90% de los ndédulos formados en
las plantas cultivadas son ocupados principalmente por las bacterias presentes
naturalmente en el suelo, menos eficientes, pero mejores competidoras (Thies et al.,
1991b, 1991a). Esto disminuye la efectividad del uso de bio-inoculantes en agricultura
(revisado en Triplett and Sadowsky, 1992). La existencia de cepas con menor
capacidad de competir en el suelo, pero que son capaces de establecer una
interaccion funcional, sugiere la existencia de sefales que permitirian a las plantas
discriminar entre cepas con menor o mayor grado de eficacia. La discriminacion entre
diferentes especies de rizobios comienza a establecerse en la rizésfera (Simms, 2002;
Simms and Taylor, 2002), donde la planta tiene un rol activo en seleccionar y
establecer simbiosis mas eficientes que han sido favorecidas por coevolucion (Aguilar
et al., 2004). Mientras el reconocimiento de especies es determinada por los NF
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(Radutoiu et al., 2007), la seleccién de una cepa de rizobio particular por la planta
tiene un impacto significativo en la eficiencia de nodulacién, la competitividad a campo
y consecuentemente en la cantidad de nitrégeno fijado. Muchos de los genes
involucrados en el establecimiento de la simbiosis han sido caracterizados y son
comunes a las diferentes especies de leguminosas Sin embargo, se conoce mucho
menos acerca de los genes de la planta involucrados en la seleccién y/o preferencia
de cepas

4.3 Genes de P. vulgaris implicados en la preferencia de cepa

Estudios previos en nuestro laboratorio utilizando una estrategia de hibridacién
sustractiva permitieron identificar 41 genes que se expresan diferencial y
especificamente en respuesta a la cepa SC15 a tiempos tempranos de la interaccion
(Meschini et al., 2008). La clasificacion funcional de dichos genes indic6 que los
mismos corresponden a diferentes categorias funcionales, siendo las categorias mas
representadas las de sintesis y procesamiento de proteinas (20%), metabolismo
primario (15%) y transduccién de senales (12%). Uno de estos genes codifica por una
pequefia GTPasa que pertenece a la familia Rab; la cual participa en la formacion del
crecimiento polar del pelo radical y es requerido para la reorientacién del mismo en
respuesta a R. etli en los tiempos tempranos de la interaccion (Blanco et al., 2009).
Los experimentos de silenciamiento del gen RabAZ2 mostraron que las raices de
plantas que expresan un ARN interferencia (ARNi) RabA2 no son capaces de formar
nodulos, independientemente de la cepa de rizobio inoculada. En las plantas
silenciadas se ve afectada la induccién de nodulinas a tiempos temprano, tales como
ENOD40 y ERN. Estos resultados indicaron que RabA2 es necesaria para las
repuestas moleculares tempranas tanto en el epidermis que en las células corticales
(Blanco et al., 2009). Recientemente se estudid con mas detalles la funcién de esta
GTPasa monomérica utilizando versiones constitutivamente activas y dominantes
negativas, demostrando que se requiere de una RabA2 funcional para la progresion
del hilo de infeccion y la integridad de su membrana (Dalla Via et al., 2017). Otro gen
caracterizado fue NF-YC1 que codifica para un factor de transcripcion con dominio de
unién al ADN tipo CCAAT. Esta proteina regulatoria interacciona con los promotores
mediando la activacién o inhibicién transcripcional de genes, permitiendo a las células
respondan a cambios ambientales. Se ha mostrado el papel de NF-YCT1 en la
determinacion de la preferencia de los cultivares mesoamericanos para cepas de
rizobios que compiten y fijan el nitrogeno mas eficientemente (Zanetti et al., 2010).
Mas precisamente, la reduccion de los niveles de transcriptos de NF-YC1 por ARNi en
plantas mesoamericanas detiene el desarrollo del nédulo y provoca defectos en el
proceso de infecciébn con las cepas mas y menos eficientes. Ademas, la
sobreexpresion de este gen tiene un efecto positivo en la eficiencia de nodulacion y la
seleccion de cepas de R. etli que son normalmente menos eficaces y malos
competidores. A su vez NF-YC1 regula, directa o indirectamente, la expresion de
genes del ciclo celular durante la formacién del primordio del nédulo. Posteriormente,
se demostro que NF-YC1 se induce especificamente en las variedades
mesoamericanas pero no en las andinas; sugiriendo que existen diferentes
mecanismos de regulacion dependiendo de la variedad. Analisis funcionales de NF-
YC1 indicaron que el silenciamiento de NF-YC1 reduce la nodulacién en la variedad
andina Alubia (Mazziotta et al., 2013), de manera semejante a lo observado
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previamente en el cultivar mesoamericano NAG12 (Zanetti et al., 2010). Sin embargo,
contrariamente a lo observado en el cultivar mesoamericano, la sobreexpresion de NF-
YC1 tiene un impacto negativo en la nodulacién del cultivar andino,
independientemente de la cepa utilizada (Mazziotta et al., 2013). Estos resultados
indican que las variaciones transcripcionales y funcionales de NF-YC1 en diferentes
variedades de P. vulgaris pueden modular positivamente o negativamente la formacion
de noédulos y/o la preferencia de cepa. La comparacion gendmica de las secuencias de
las ORF de NF-YC1 entre dos cultivares mesoamericano (NAG12) y andino (Alubia)
no mostré diferencias nucleotidicas, por lo que las diferencias funcionales podrian
encontrarse a nivel de los promotores o de las regiones transcriptas no traducidas.

5. Pequenos ARNs no codificantes

5.1 Clasificacion de los sARNs no codificantes

La regulacion génica es un continuo que incluye diversos mecanismos que van desde
la activacion transcripcional hasta la degradacién de los productos funcionales
codificados en los genes. En la ultima década, los pequeiios ARNs o sARNs (small
ARNSs) han emergido como reguladores claves de la expresion génica tanto a nivel
transcripcional como post-transcripcional (Bartel, 2009; Megraw et al., 2016). Estas
moléculas en su forma madura poseen una longitud de 20 a 24 nucleétidos (nts) y son
generados a partir de loci gendmicos diferentes mediante vias que pueden ser
separadas genéticamente (Axtell, 2013). La primera distincion que se puede hacer
entre las diferentes clases de sARNs es segun el precursor que les da origen (Figura
9). Los sARNs derivan de un transcripto en simple hebra con una estructura de hairpin
(caso de los miARNs y hpARNSs) o a partir de un ARN doble hebra (los siARNSs).

Si bien la biogénesis de los distintos SARNs es diferente (Bologna and Voinnet, 2014),
todos ellos son incorporados en complejos inductores del silenciamiento a ARN (RISC,
RNA induced-silencing complexes) que contiene un miembro de la familia de
Argonauta (AGO) como componente principal (Chapman and Carrington, 2007; Fang
and Qi, 2016). Los sARNs guian a las proteinas AGO hasta el ARN blanco usando la
complementariedad de base como herramienta de busqueda. A su vez, los complejos
RISC regulan la expresién de los genes a nivel transcripcional y post transcripcional
(Voinnet, 2009).

Los miARNs (de 20 a 24 nts) son procesados a partir del precursor de manera precisa
para dar uno o pocos sARNs funcionales. Los sARNs que provienen del
procesamiento impreciso de una hairpin no son considerados miARNs. Los miARNs
largos (23 y 24 nts) han sido asociados a los mecanismos de metilacion del ADN,
depositando marcas represivas sobre la cromatina. Los miARNs de 21 y 22 nts son
reguladores post-transcripcionales de la expresion génica, y actuan regulando la
estabilidad o traducibilidad de los transcriptos blancos.
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Figura 9: Clasificacion de los pequeifios ARNs endogenos en plantas. Los sARNs no
codificantes en planta pueden ser diferenciados segln su biogenesis, su tamafo o su funcion.
A. sARNs procesados a partir de un precursor de ARN cuya estructura secundaria genera una
estructura de hairpin (los hpARNs y los miARNs). B. Los siARNs son sARNs generados a partir de
una doble hebra de ARN. Los phasiARNs son sARNs segundarios ya que son procesados a partir
de un ARN doble hebra generado luego del corte de un miARN sobre un transcripto. Figura
realizada a partir de Axtell, 2013.

Otra gran categoria de sARNs es la que corresponde a los pequefios ARNs de
interferencia o siARNs (small interference RNAS). Los siRNAs se generan a partir de
ARN doble cadena, en su forma madura poseen una longitud de 21 a 24 nts y
funcionan principalmente como supresores de la actividad de elementos méviles
(transposones) y manteniendo la estabilidad del genoma via metilacién del ADN o
modificaciones de la cromatina (Matzke et al., 2015; Deleris et al., 2016; Richard and
Takken, 2017). Los siARNs enddégenos provienen de un ARN largo en doble hebra,
generado a partir del producto de una polimerasa dependiente de ARN (RdRP), una
transcripcién convergente o repeticiones de transcriptos. Los siARNs participan
generalmente a su propio silenciamiento, en el cual actuan sobre blancos de ADN o
ARN correspondiendo a los loci de donde han sido generados. Los siARNs de
heterocromatina (hc-siARNs), de 23 o 24 nts son producidos a partir de regiones
intergénicas o repetitivas. Estos siARNs participan a la via candnica de metilacion del
ADN dirigida por ARN (RdDM, RNA directed DNA methylation) involucrada en la
metilacion de novo del ADN. Los NAT-siARNs son producidos a partir de un precursor
ARN de doble hebra formado por la hibridacion de transcriptos independientes y
complementarios. Se diferencian los cis-NAT-siARNs de los trans-NAT-siARNs por el
origen de su precursor, los dos actian como represores transcripcional. Los
precursores de los cis-NAT-siARNs son transcriptos a partir de genes que se
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superponen en polaridad opuesta. Los precursores de los trans-NAT-siARNs
provienen de mensajeros de /oci diferentes con complementariedad.

Los miARNs pueden actuar como disparadores de la produccién de sARNs
segundarios, los phasiARNs. Los phasiARNs son siARNs (para phased small
interference ARN) que son procesados en fase a partir de un ARN doble hebra
generado luego del corte de un mIARN sobre un transcripto. Se distingan los
casiARNs (cis-acting siARNs) de los tasiARNs (trans-acting siARNs) segun actuen
sobre el mismo transcripto que les dio origen o sobre un transcripto blanco diferente,
es decir en cis 0 en trans, respectivamente. Algunos tasiARNs estan implicando en la
via no-candénica de RdDM, en la cual seran incorporados con una proteina AGO
mediando la metilaciéon de novo de genes TAS.

5.2 Biogénesis y modo de accién de los miARNs

Los sARNs mejor caracterizados son los miARNs. En plantas, estos son pequefios
ARNs que poseen una longitud de 20 a 23 nts y funcionan principalmente como
reguladores post-transcripcionales regulando negativamente la expresion de sus
genes blanco. En la Figura 10 se muestra un esquema de la biogénesis y el modo de
acciéon de los miARNs en plantas. Los transcriptos primarios de miARNs (los pri-
miARNSs) son sintetizados por la ARN polimerasa Il a partir de la expresion de los
genes MIR, que suelen ser unidades transcripcionales independientes (Figura 10A).
Los miARNSs primarios son procesados mediante la adicién de una cola de poliA en el
extremo 3’ y un cap en el extremo 5’. La proteina nuclear DDL de unién a ARN (por
DAWDLE) estabiliza el transcripto. Los pri-miARNs son convertidos en precursores de
miARNs (premiARNs) en los centros de procesamientos de los miARNs (Dicing-
bodies) (Fang and Spector, 2007) por un complejo ribonucleoproteico orquestado por
una RNAsa de tipo Ill denominada DCL1 (Dicer Like 1). DCL1 contiene dos NLS
putativos (Nuclear Localization Signal), por lo que es generalmente aceptado que las
diferentes etapas de procesamientos de los miARNs de plantas ocurren todas en el
nucleo (Schauer et al., 2002). La proteina HYL1 (por HYPONASTIC LEAVEST)
reconoce las estructuras de ARN en doble hebra, y junto a SE (por SERRATE) una
proteina zinc-finger, interactia con DCL1. HEN1 (Hua Enhancer 1) metila el extremo 3’
del duplex del miARN, protegiéndolo de la degradacion de la exonucleasa SDN (Small
RNA Degrading Nuclease). El duplex del miARN con su ARN complementario,
denominado miARN asterisco (miARN*) es exportado al citoplasma a través del poro
nuclear que contiene a HASTY, una proteina de planta homologa a la exportin5 de
animales (Park et al., 2005). El miARN maduro se asocia a alguna de las proteinas
AGO y el complejo resultante actua reprimiendo la expresion génica por clivaje del
transcripto blanco (Figura 10B) o de inhibicién de la traduccion (Figura 10C). En el
caso del clivaje de transcripto, el corte se produce en la regién central de sitio de union
entre el miARN y su ARN blanco, generalmente entre las posiciones 10 y 11 a partir
del extremo 5’ del miARN (Llave et al., 2002; Tang et al., 2003; Kasschau et al., 2003).
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Figura 10: Biogénesis y modo de accion de los miARNs. A. La biogénesis de los miARNs ocurre
en el nucleo a partir de la expresién de un gen MIR. La ARN polimerasa Il produce los miARNs
primarios con una cola poliA en el 3’ y una cap en el 5, al cual se asocia el complejo de unioén al
cap (CBC por Cap Binding Complex). DCL1 orquestra la conversion del miARN primario al
precursor de miARN en el D-body (area circular verde). El duplex (miARN maduro en celeste,
asociado al miARN* en violeta) esta exportado al citoplasma por el poro nuclear mediante un
mecanismo donde participa la proteina HASTY. EIl miARN maduro incorporado a la proteina
AGO lleva a cabo las reacciones de silenciamiento de represidn de la expresion de los genes
por inhibicidn transcripcional (en B); o de inhibicién de la traduccién (en C). D. Los miARNs son
igualmente responsables de la biogénesis de pequefios ARNs segundarios: los phasiARNs. Dos
vias son actualmente reportadas: el modelo “one hit” (a la izquierda), iniciada por un miARN
de 22 nts y el modelo “two hits” (a la derecha), por un miARN de 21 nts.

26



Introduccion

Como se mencionod en la seccién anterior, otra funcién especifica de algunos miARNs
de 21 o0 22 nts es promover la biogénesis de pequenos ARNs secundarios de 21 nts
procesados en fase de a 21 nts a partir del sitio de clivaje del miARN, denominados los
phasiARNs (Figura 10D). Dentro de estos se han identificado cuatros phasiARNs que
actian en trans, los cuales son procesados a partir de los transcriptos TAS1, TAS2,
TAS3 y TAS4. Se han propuesto dos modelos para la biogénesis de los tasiARNs. En
el modelo “one hit’, un miARN de 22 nts asociado a la proteina AGO1 se une al sitio
de unién de un mensajero non-codificante (ej. TAS1, 2, 3) y lo corta. RDRG6 (por RNA-
dependant RNA polymerase 6) interactia con SGS3 (suppressor of gene silencing 3) y
sintetiza el fragmento de ARN en doble hebra (dsARN). El dsARN es el sustrato de
DCL4 (Dicer Like 4), lo cual interactua con DRB4 (DICER RNA binding factor4) para
procesar los siARNs (small interference) (phasi o tasiARNs) en fase de a 21 nts
respecto al sitio de corte. En el modelo “two hits”, el miARN de 21 nts asociado a la
proteina AGO7 reconoce dos sitios blancos. El transcripto (ej. TAS3) es clivado en el
sitio mas préximo al extremo 3’ del transcripto. El producto 5° de clivaje es copiado por
RDR6 con ayuda de SGS3. EL ARN doble cadena es procesado en fase de a 21 nts a
partir del sitio de clivaje del miARN. En el modelo “one hit’ el procesamiento se efectlua
en la direccion 3" respecto del sitio de clivaje (downstream), mientras en el modelo
“two hits” se realiza hacia el 5°del sitio de clivaje (upstream). El siARN secundario es
cargado con la proteina AGO para reconocer y cortar un transcripto complementario
generalmente en trans.

5.3 Diferencias entre miARNs de plantas y animales.

Tanto en animales como en plantas, los genes que dan lugar a los miARNs o genes
MIR son genes enddgenos, presentes en los genomas, y son transcriptos por la ARN
polimerasa |l dando lugar al transcripto primario de miARN (pri-miARN) que forman
estructuras secundarias imperfectas (Lee et al., 2004). Los precursores primarios de
miARNs de plantas son en su mayoria generados a partir de una unidad
transcripcional independiente (Xie, 2005; Szarzynska et al., 2009); mientras los de
animales provienen de intrones, zonas no traducidas de regiones codificantes (UTR
por Untranslated Region) o precursores en tandem (Kim et al., 2009). Tanto en plantas
como en animales los pri-miARNs llevan una cap en 5 y son poliandenilados. La
proteina DDL (por DAWDLE) estabiliza el transcripto en el nucleo (Yu et al., 2008).
Como se mencion6 anteriormente en la seccion 5.2 de esta Introduccion, los pri-
miARNs de plantas son procesados por DCL1 en un precursor de miARN y luego
nuevamente por DCL1 para dar el miARN maduro (Kurihara and Watanabe, 2004). En
la biogénesis de miARNs de animales el primer corte del pri-miARN al premiARN es
catalizada por la RNAsa Drosha que no es similar a Dicer en su secuencia pero si en
su funcionalidad (Lee et al., 2003). En animales contrariamente a la biogenesis de
miARNs de plantas, el procesamiento esta compartimentalizado (Axtell et al., 2011;
Bologna et al., 2013). Luego del primer clivaje del pri-miARN en el nucleo por Drosha,
el factor de exportacion nuclear (Exp5) exporta el premiARN al citoplasma, a donde
estara procesado por Dicer en duplex de miARN. En Drosophila un solo producto del
procesamiento de Dicer se acumula a partir de una sola hebra del dsARN (Hutvagner
et al., 2001) mientras que el miARN* es rapidamente degradado (Lau et al., 2001;
Mourelatos et al., 2002). Al contrario el procesamiento de los premiARNs de plantas a
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partir de los cortes catalizados por DCL1 produce una molécula de ARN doble cadena
con complementariedad perfecta y dos nucleétidos protuberantes en los extremos 3’
(Elbashir et al., 2001). En plantas cobra relevancia el control de la estabilidad de los
miARNSs por accion de las exonucleasas SDN (por Small RNA Degrading Nuclease)
(Ramachandran and Chen, 2008). La supresién simultanea de los 3 miembros de la
familia génica SDN en Arabidopsis causa defectos severos en el desarrollo,
ocasionados por la sobre acumulacion miARNs. Las proteinas SND son altamente
conservadas en eucariotas, y sus homodlogos en animales también podrian participar
en la degradacion de los sARNSs, particularmente de los miARNs. Sin embargo las
nucleasas Eri-1 (Enhanced RNAI-1) identificadas originalmente en C. elegans
(Kennedy et al., 2004) difieren de las SDNs de plantas (Ramachandran and Chen,
2008), ya que a diferencia de las SDN las proteinas Eri-1 degradan especificamente
los duplices de siARNs. En animales los siARNs y piwiARNs serian O-metilados por el
ortélogo de HEN1, sin embargo, no se han identificado miARNs de animales que
lleven esta modificacién en su extremo 3" (Horwich et al., 2007; Aravin et al., 2007).

Los precursores de miARNs suelen divergir considerablemente en las regiones afuera
de la secuencia del miARN. La presidn de seleccion se evidencia esencialmente en el
duplex miARN/miARN*, resultando en mutaciones de muy pocas bases en este
segmento, conservando la total tendencia a formar la doble hebra de ARN (Reinhart et
al.,, 2002). El tamano de las estructuras de tallo y horquilla de premiARNs de
Arabidopsis son mas variables que las de los premiARNs de animales y son
generalmente mucho mas largos. Por ejemplo, el miR169 es uno de los miARNs
conservados mas largos en Arabidopsis con =190 nts, mientras que en C. elegans, los
premiARNs poseen sélo =70 nts con el miARN maduro ubicado a =2-10 bp del bucle
terminal de la estructura de tallo y horquilla (Lau et al., 2001).

Los miARNs de plantas poseen una pequefia cantidad de transcriptos blancos
generalmente miembros duplicados de una familia multigénica (Voinnet, 2009),
uniéndose en la mayoria de los casos a un unico sitio que exhibe alta
complementariedad de bases (no mas de 5 mismatches) con el miARN (Fahlgren and
Carrington, 2010). Estos sitios de unién a miARNs de plantas se ubican generalmente
en las regiones codificantes de los transcriptos blancos (Mallory et al., 2004; Schwab
et al, 2005). Por el contrario, los miARNs de animales presentan una
complementariedad con sus blancos limitada a la zona central (6 nts) y cada
transcripto puede contener sitios de unién para varios miARNs (Rajewsky, 2006). Las
diferencias observadas entre los miARNs de plantas y de animales sugieren una
aparicion independiente entre los dos linajes (Axtell et al., 2011; Moran et al., 2017).
En plantas, los miARNs conservados a lo largo de la evolucién son esencialmente
aquellos que regulan factores de transcripcién implicados en el desarrollo del embrion,
vegetativo o floral (Chen et al., 2005; Jones-Rhoades et al., 2006; Mallory and
Vaucheret, 2006). En estos casos, no solamente el miARN se encuentra conservado
en multiples especies sino también el mecanismo de regulacién del miARN sobre su
ARN blanco (Jones-Rhoades and Bartel, 2004).
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5.4. miARNs implicados en la simbiosis

Se han descriptos miARNs conservados en la simbiosis entre leguminosas y rizobios,
otros involucrados preferencialmente en un tipo de nodulacién (determinada o
indeterminada), o especificos de especies. Algunos miARNs de leguminosas han sido
involucrados en el organogénesis y desarrollo del nddulo tales como miR169 y miR166
de M. truncatula (Combier et al., 2006; Boualem et al., 2008) y los miR482, miR1512, y
miR1515 de soja (Li et al., 2010). Muchos de los genes blancos de estos miARNs son
factores de transcripcion relacionados con el establecimiento de la simbiosis. Dentro
de este grupo, uno de los primeros miARN identificado de la simbiosis en M. truncatula
es el miR169, regulador de NF-YA1, un factor de transcripcion de la familia de los NF-
Ys (Baudin et al., 2015). En M. truncatula, NF-YA1 (HAP2-1) codifica para un factor de
transcripcién simbidtico que actua durante el desarrollo del nédulo controlando la
persistencia del meristemo (Combier et al., 2006). El miR169 restringe la expresion de
NF-YA1 en la zona meristematica de los nédulos indeterminados en los eventos
tempranos de la simbiosis. EI miR169 presenta alto nivel de conservacion evolutiva
entre las especies de plantas (Li et al., 2008; Pant et al., 2009). NF-YA pertenece a
una familia multigénica y actua en complejos heterotrimericos con las subunidades B y
C, involucrados en varios procesos de desarrollo y respuestas a estimulos del medio
ambiente (Zanetti et al., 2017). En P. vulgaris, la familia NF-Y y la regulacion de la
subunidad NF-YA1 por el miR169 estaria conservada (Ripodas et al., 2015). Como
NF-YC1 (ver seccion 4.3), NF-YA1 contribuye a la seleccién de cepas de rizobio que
son mas eficientes en la formacion de nédulos (Ripodas, Tesis Doctoral).

En M. truncatula se identificd también el miR166, con una funcidon en el desarrollo de
nodulos y de las raices laterales a través de la regulacion de los HD-ZIP Il (por class-
Il homeodomain-leucine zipper) (Boualem et al., 2008). En soja, se ha reportado que
la sobreexpresion de los miARNs miR482, miR1512 y miR1515 incrementa
significativamente el numero de nddulos respecto a las plantas salvajes (Li et al.,
2010). Especificamente, el miR482 regula genes asociados a la resistencia primaria, y
podria estar involucrado en la modulacién de los mecanismos de defensa de la planta
para permitir el establecimiento de la simbiosis. El miR1512 regula proteinas de union
de tipo calmodulina implicados en la sefalizacién celular y en el trafico de membranas.
Finalmente, el miR1515 regula una proteina homologa a DCL2 de A. thaliana, la cual
interviene en el control de virus de ARN vy silenciamiento (Diaz-Pendon et al., 2007;
Moissiard et al., 2007). Sin embargo se desconoce su funcion en la interaccién
simbidtica.

A otros miARNs se les han asignados funciones en el desarrollo de los nédulos
relacionados a la regulacién de los niveles de las fitohormonas, como es el caso de las
auxinas. Un miARN relacionado con las auxinas es el miR390. El miR390 es un es un
miARN conservado en plantas cuyo blanco es un mARN no codante, denominado
TASS3. El clivaje de TAS3 por el miR390 genera la produccién de los tasiARFs. Estos
tasiARNs regulan mediante una regulacion transcripcional los factores de transcripcion
regulados por auxinas, los ARFs (Montgomery et al., 2008). En M. truncatula los
niveles estacionarios de los tasiARFs disminuyen en respuesta a la inoculacién con S.
meliloti a tiempos tempranos, mientras sus blancos, los ARF2, ARF3 y ARF4
aumentan significativamente (Reynoso et al., 2013). A su vez, la activacion de la via
miR390/TAS3, mediante la sobreexpresién ectdpica del miR390, regula positivamente
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el crecimiento de las raices laterales y negativamente la nodulacién (menos cantidad
de nddulos formados y nédulos mas pequenos) y la infeccién bacteriana (menos hilos
de infeccion). A su vez, las raices que sobreexpresan el miR390 presentan una
disminucion significativa en los niveles de expresion de los transcriptos ARF2/3/4
(Hobecker et al., 2017).

Otro ejemplo de miARNSs regulados por hormonas es el miR160, un regulador negativo
de la organogénesis nodular, el cual posee a los ARF10, ARF16 y ARF17 como
mARNs blancos. EI miR160 controla no solamente la iniciacion de los nédulos
determinados e indeterminados sino que también el desarrollo de los ndédulos en
estadios mas avanzados (Bustos-Sanmamed et al., 2013; Turner et al., 2013b). Al
contrario, el miR164, el primer miARN asociado a la nodulacién relacionado a las
auxinas tendria una funcion en la formacién de los nédulos indeterminados de M.
truncatula pero no afectaria la nodulacion de los nédulos determinados formados en
soja (D’haeseleer et al., 2011; Mao et al., 2013). Otro ejemplo es el miR393, el cual
tendria funciones duales en las simbiosis. Este miARN actua regulando al receptor de
auxinas en M. fruncatula y seria requerido para la formacién de los arbusculos de la
simbiosis endomicorrizas (Etemadi et al., 2014). En G. max, el miR393;-3p formado a
partir de la otra hebra del precursor (0 miR393 asterisco) tendria una funcién en el
control de la actividad del meristema independiente de las auxinas (Yan et al., 2015).

Un caso interesante es el del miR172 que presenta multiples funciones en el desarrollo
y en la simbiosis a través de la represion de los factores de transcripcion APETALA2
(AP2) (Aukerman and Sakai, 2003; Huijser and Schmid, 2011). En leguminosas el
miR172 pertenece a una familia multigénica (entre 4 y 12 miembros segun la especie
en la base de datos de miRBase); y 5, 6 y 10 genes de APZ2 presentan sitios de union
al miR172 en G. max, L. japonicus, y P. vulgaris, respectivamente (Song et al., 2011;
Holt et al., 2015; Nova-Franco et al., 2015). El miR172 es un regulador positivo de la
simbiosis rizobiana, que interviene en diferentes procesos de la simbiosis. La
sobreexpresion de los precursores del miR172 resulta en la hiper- deformacion de los
pelos radicales e hiper-infeccion en G. max y P. vulgaris (Wang et al., 2014; Nova-
Franco et al., 2015); pero no en L. japonicus (Holt et al., 2015), lo que sugiere
funciones especificas de especie. Sin embargo, en todas las leguminosas estudiadas,
el miR172 controla la cantidad de nédulos formados y la eficiencia de fijacion del
nitrogeno. Es el caso de P. vulgaris para el cual, este fenotipo (aumento de la cantidad
de nédulos formados y de la fijacion de nitrdgeno) es causado por la expresion
ectépica del miR172c, y correlacionado con la represion del gen PvAP2.1 (Nova-
Franco et al., 2015). Finalmente, se ha demostrado en varias especies de leguminosas
que la expresion de las isoformas de miR172 que controlan la nodulacién son
dependientes de la sefalizacion activada por NF (Wang et al., 2014; Holt et al., 2015;
Nova-Franco et al., 2015). Es decir que existen evidencias sustanciales que soportan
la hipétesis que la regulacién mediada por miARNs constituye un nivel adicional de
regulacién de la expresion génica que lleva al establecimiento y desarrollo de la
simbiosis.
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Hipotesis

En los ultimos anos se ha avanzado significativamente en el conocimiento de los mecanismos
moleculares vy fisiolégicos de la nodulacién (revisado en Oldroyd et al., 2011). Sin embargo, la
diseccion de las rutas de sefalizacion que llevan a la infeccién y la formacion del nddulo no ha
redundado en un mejoramiento de la eficiencia agronémica de las interacciones rizobio-
leguminosa. La agricultura continta favoreciendo el uso de fertilizantes sintéticos, que son
caros y poco seguros para el ambiente. Esta situacion nos obliga replantear el enfoque con el
que se ha encarado el estudio de los aspectos moleculares de la asociacion entre leguminosas
y rizobios.

Teniendo en cuenta los sARNs actuan como reguladores maestros del desarrollo y la respuesta
a estimulos en plantas y que la simbiosis involucra tanto un proceso de organogénesis del
noédulo como el reconocimiento especifico de los micro-simbiontes que permitan suprimir y
promover la infeccidn rizobiana, nuestra hipétesis de trabajo es que estos sARNs participarian
de los mecanismos moleculares que les permiten a la planta entre cepas mas o menos
eficientes en la formacién de nédulos. La identificacion de los sARNs y sus blancos putativos
permitiria dilucidar las redes regulatorias que actuan a nivel transcripcional y/o post-
transcripcional durante la seleccién de cepas.

Objetivo general

El objetivo general del trabajo es identificar y caracterizar a nivel funcional sARNs (incluyendo
siARNs y miARNs) regulados diferencialmente durante el proceso de reconocimiento e
infeccidon de cepas de alta y baja eficiencia en la nodulacion en el sistema P. vulgaris-R. etli.

Objetivos especificos:
Para cumplimentar con este objetivo general se plantearon los siguientes objetivos especificos:

1. Generar, secuenciar y analizar bibliotecas para secuenciacion masiva (lllumina) de sARNs
involucrados en la interaccién entre P. vulgaris y cepas de R. etli de alta y baja eficiencia en la
nodulacion. En este objetivo se buscara identificar sARNSs, incluyendo tanto siARNs como
miARNSs conservados y nuevos, que se acumulan diferencialmente en las raices de P. vulgaris
en respuesta a cada cepa.

2. ldentificar los transcriptos blancos putativos de los sARNs candidatos mediante analisis
bioinformatico y caracterizar su perfil de expresion mediante qRT-PCR.

3. Caracterizar la funcién de un grupo de miARNs nuevos o conservados seleccionados en la
asociacion preferencial entre plantas de origen Mesoamericano por cepas de R. etli altamente
eficientes en la formacién de nédulos.

En su conjunto, estos objetivos contribuiran a dilucidar las bases moleculares responsables del
reconocimiento por parte de las plantas leguminosas de cepas de rizobio que son altamente
eficientes y competitivas respecto de otras menos eficientes.
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Capitulo I: Resultados

Bibliotecas de pequenos ARNs

1. Construccion de las bibliotecas de pequenos ARNs

1.1 Generacion de las muestras

Con el objetivo de caracterizar los cambios en las poblaciones de pequenos ARNs en raices
de P. vulgaris frente a la inoculacion con cepas de R. etli de alta y baja eficiencia en la
nodulacion se construyeron bibliotecas de pequeios ARNs para secuenciacion masiva
utilizando la tecnologia de la compafiia lllumina. En primer lugar se generd tejido de raices
salvajes de P. vulgaris de la variedad mesoamericana NAG12 colectado a las 24 horas
después de la inoculacién (24 hpi por horas post inoculacién) con dos cepas de R. etli o con el
medio de crecimiento de los rizobios como condicién control (Figura 11). Para la inoculacién se
utilizaron la cepa mas eficiente SC15, portadora del alelo nodC tipo a, y la cepa menos
eficiente 55N1, portadora del alelo nodC tipo 6. A las 24 hpi, los pelos radicales comienzan a
deformarse en respuesta al rizobio, aunque los hilos de infeccién no son visibles todavia. A
este tiempo, muchas de las respuestas moleculares asociadas a la infeccion y la
organogénesis del ndédulo como la induccién de nodulinas tempranas ya se encuentran
activadas en las raices de P. vulgaris (Meschini et al., 2008). Se obtuvieron dos réplicas
biolégicas independientes a partir de tejido de la zona de pelos radicales en crecimiento (zona
II) utilizando un minimo de 5 plantas por condicién (ver Figura 64 de la seccion Materiales y
Métodos).

Inoculacién de P. vulgaris Figura 11: Esquema que ilustra
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Las dos réplicas biologicas fueron obtenidas independientemente en diferentes épocas del afio.
Mas precisamente, la segunda réplica biolégica fue realizada a partir de tejido generado
previamente por la Dra. Dalla Via durante el transcurso de su Tesis doctoral para el analisis
transcriptomico por RNA-seq de raices de P. vulgaris a tiempos tempranos de la interaccion
con cepas de R. etli (Dalla Via et al., 2015). En esta réplica biolégica se habian determinado
por transcripcién reversa seguida de PCR cuantitativa (RT-gPCR), los niveles de acumulacion
de las nodulinas ENOD40, NIN y ERN1, las cuales fueron significativamente inducidas en
respuesta al rizobio. Para validar la eficiencia de la infeccién bacteriana en la réplica biolégica
generada durante el transcurso de esta Tesis, se evaluaron los niveles de expresion de dos
genes de la familia de los NF-Ys, los cuales se inducen en respuesta al rizobio a las 24 hpi
(Ripodas et al., 2015). En esta réplica biolégica, NF-YA1 se indujo aproximadamente 3 veces
en comparacion al control independientemente de la cepa de rizobio utilizada para la
inoculacion (Figura 12A). Esta induccion fue estadisticamente significativa en un test {-Student
para ambas cepas. Por otra parte, NF-YC1 presentdé una induccion significativa de 2 veces a
las 24 hpi, unicamente con la cepa mas eficiente SC15 (Figura 12B). Este resultado coincide
con los datos de expresion reportados previamente en Zanetti et al. (2010), donde se mostro
que NF-YC1 desempefia una funciéon relevante en la preferencia de cepa observada en la
variedad mesoamerican de P. vulgatris,

A. NF-YA1 B. NF-YC1
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Figura 12: Analisis de la expresidon de NF-Ys a tiempos tempranos de la infeccidn rizobiana. A. Niveles
relativos de acumulacién del mARN que codifica NF-YA1. B. Niveles relativos de acumulacién del mARN
que codifica NF-YC1. Los nieveles de transcriptos fueron cuantificados mediante RT-gPCR en muestras
de raices de P. vulgaris inoculadas durante 2 horas con el medio de crecimiento bacteriano (CTL), con la
cepa de R. etli SC15 o con la cepa 55N1. Los valores muestran la expresién relativa al gen de referencia
EFla y fueron normalizados por los valores de la muestra control (CTL). Los asteriscos indican
diferencias significativas del control respecto las condiciones de inoculacién en un t-test (*, p<0,05; **,
p<0,01).

A partir de estas muestras de tejido se asilaron los ARNs totales utilizando el método de
extraccion con Trizol para conservar los pequefios ARNs. Para cada muestra se realizaron 4
extracciones de ARN totales para obtener la cantidad de material requerida para la ulterior
purificacién de pequefios ARNs. La calidad e integridad del ARN total se analiz6 mediante
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electroforesis en un gel de agarosa (Figura 13A) donde los ARN ribosomales se visualizaron
por tincion con bromuro de etidio. Los ARNs totales de cada muestra fueron pooleados y
utilizados como material de partida para la separacion de ARNs de alto y bajo peso molecular
(ver el protocolo de la Figura 65 de la seccion Materiales y Métodos). Para la separacion de los
pequeios ARNSs, se utilizé polietilenglicol (PEG) siguiendo el protocolo de Lu et al., 2007 segun
se detalla en la seccion 9 “Construccion de bibliotecas de pequefios ARNs” de Materiales y
Métodos. La efectividad de la separacion de los ARNs de alto y bajo peso molecular fue
evaluada mediante electroforesis en un gel de agarosa (Figura 13B).

A. B.
CTL SC15 55N1

CTL SC15 55N1

Figura 13: Obtencion de ARNs de bajo peso molecular. A. La extraccion del ARN total con Trizol incluye
la poblacion de pequefios ARNSs visibles en la region inferior del gel. La obtencidn de las bandas de ARN
ribosédmico (ARNr 25S y 18S) bien definidas, con una banda del ARNr 255 mds intensa que la 18S indican
una buena calidad del ARN obtenido. B. Los ARNs de alto peso molecular (sefialados en 1) fueron
precipitados con PEG y NaCl, mientras que los ARNs de bajo peso molecular quedaron en solucion (2). La
integridad de los ARNs (totales, de alto y bajo peso molecular) fue validada por electroforesis en geles
de agarosa de 1,5%. Se sembraron 0,5 ul de ARN en cada calle. Los ARNs se revelaron por tincidn con
bromuro de etidio y visualizacion bajo luz UV.

Si bien los ARNs de alto peso molecular fueron eliminados de las muestras, los ARNs de bajo
peso molecular constituyen una poblacion diversa con una gran amplitud de tamafio. De todos
ellos, los pequefios ARN de 20 a 24 nts constituyen la poblacidon de interés para la construccion
de las bibliotecas. Para separar y purificar los ARNs de 21 a 24 nts se llevd a cabo una
electroforesis en un gel no desnaturalizante de poliacrilamida/urea (Figura 14). Para determinar
el rango de tamafo de los pequefios ARNs de interés se utilizaron oligonucleétidos simple
hebra de 21 y 31 nts como patrén de tamano molecular. Los acidos nucleicos se tifieron con
bromuro de etidio y se visualizaron bajo luz UV, permitiendo identificar las poblaciones de
pequefios ARNs en el rango definido por el patron de tamafio molecular. Con un bisturi se
escindieron y colectaron las regiones de gel correspondientes al tamafo de interés (=35 a 18
nts) para cada muestra. Esta poblacion de pequenos ARNs fue purificada del gel y utilizada
para la generacion de bibliotecas de peqgefios ARNs ara secuenciacién masiva (SRNA-seq).
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Figura 14: Purificacion de los pequeiios

CTL SC15 55N1

ARNs. Los ARNs de bajo peso molecular (10 pl
de cada muestra) fueron sembrados en un gel
de poliacrilamida/urea 15% (p/v). Los
pequeios ARNs fueron seleccionados por su
tamano (=35 a 18 nts, recuadro amarillo)
mediante el uso de oligonucledtidos de 21 vy
31 nts.

31 nts -

21 nts -

1.2 Construccion de las bibliotecas de pequeiios ARNs

Para la generacion de las bibliotecas de pequefios ARNs se utilizé el kit TruSeq Small RNA
preparation de lllumina (segun se detalla en la seccion Materiales y Métodos). Este protocolo
esta basado en la particularidad que las moléculas de pequefios ARNs poseen un grupo fosfato
en el extremo 5 y un hidroxilo en el extremo 3’ del RNA a los cuales los adaptadores de
lllumina se ligan especificamente. Las instrucciones del proveedor indican que las bibliotecas
pueden ser generadas a partir de ARN total o de pequefios ARNs purificados. Usando el ARN
total como muestra de partida para la construccion de las bibliotecas no se obtuvo el resultado
esperado, ya que los productos correspondieron esencialmente al tamano de adaptadores
libres y dimeros u oligobmeros de adaptadores. Aunque las concentraciones de ARN totales
habian sido elevadas, los pequefios ARNs se encontraban muy diluidos en comparacién a los
ARNs de mayor peso molecular. Los dimeros/olioomeros de adaptadores compitieron
probablemente en la reaccion de RT-PCR. La puesta a punto de la purificacion de los
pequenos ARNs en las muestras de raices de P. vulgaris fue entonces indispensable para la
realizacién de las bibliotecas de pequefios ARNs. Para lidiar con la baja eficiencia de la ligacion
de los pequefios ARNs y los adpatadores observada, se purificaron las poblaciones de
pequefios ARNs como se detalla en la seccion anterior de Resultados. Luego de la ligacion de
los adaptadores de ARN, la primera hebra de ADN complementario (ADNc) fue sintetizada por
transcripcion reversa (RT) y el producto amplificado por PCR. Los productos de amplificacion
por PCR fueron visualizados en geles de poliacrilamida 15 % (p/v) (Figura 15). Estos productos
de amplificacién fueron escindidos del gel, purificados y almacenados a -20 °C.
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Réplica biolégica 1 Réplica biolégica 2

RPI1 RPI2 RPI3 RPI4 RPI5 RPI6

CTL SC15 55N cL CL CTL SC15 55N1 CL HRL

100 bp -

Figura 15: Purificacion y precipitacion del ADN. Los productos de la PCR fueron sembrados en un gel de
poliacrilamida 6 % (p/v), para seleccionar los ADNc de interés. Estas bandas de amplificacidon de ~140 a
160 nts (recuadro amarillo) corresponden a los pequefios ARNs ligados a los adaptadores
retrotranscriptos y amplificados con oligonucleétidos especificos. Las porciones de gel recolectados
fueron fragmentados para eluirlos y el ADN precipitado con etanol. (RPI= indices usados para la
construccién de las bibliotecas, CL=Custom Ladder (lllumina), HRL= High Resolution Ladder (lllumina).

Las bibliotecas de pequenos ARNSs tienen un tamario de alrededor de 150 pares de bases (bp),
las cuales corresponden a 20 a 30 nts de la secuencia de ADNc de los pequefios ARNs mas
120 nts de la secuencia de ADNc de los adaptadores. Esa etapa de seleccion de tamafio es
muy importante dado a la presencia de dimeros de adaptadores formados durante la ligacion y
también de productos de peso molecular mayores generados a partir de la ligacion de otros
pequeinos ARNs no deseados que contienen al igual que los pequeifos ARNs grupos fosfatos
en el 5’ (ej. ARN de transferencia y ARNs pequefios nucleolares).

Se generaron un total de seis bibliotecas que representan tres condiciones de inoculacién
(CTL, SC15 y 55N1) y dos réplicas biologicas. Cabe mencionar que durante la etapa de
amplificacién por PCR se usaron oligonucledtidos con indices diferentes para cada condicion
(RPIx). Estos oligonucledétidos contienen una secuencia de 6 nucleétidos unicos que permiten
su identificacion (Figura 16). El uso de indices diferentes para cada condicién y/o réplica
biolégica durante la construccion de las bibliotecas permitié poolear las bibliotecas antes de
secuenciarlas. La estrategia de Multiplexing permite secuenciar varias bibliotecas en una
misma linea de secuenciacion, reduciendo los costos sin afectar la representatividad de las
muestras, maximizando asi la adquisicién de datos (Morozova and Marra, 2008; Buermans and
den Dunnen, 2014; Wong et al., 2013).
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Figura 16: Multiplexing de las bibliotecas. En la etapa de amplificacién por PCR de la construccién de las
bibliotecas usando la Tecnologia de Illlumina, cada muestra fue identificada por un “cddigo de barra” o
indices dados por una secuencia de 6 nucledtidos contenidos en los oligonucleétidos RPIx. Las
bibliotecas son normalizadas y pooleadas (Multiplexing) antes de ser secuenciadas en la misma linea del
secuenciador automatico. Las secuencias index (verde y amarillo) permite asociar cada lectura a su
muestra de origen (De-multiplexing). Se ilustra un esquema para 2 muestras. En nuestro caso se usaron
6 indices diferentes, uno para cada muestra.

1.3 Validacion, cuantificacién y normalizacion de las bibliotecas

La concentracion e integridad de las bibliotecas fueron analizadas mediante electroforesis
capilar utilizando un Agilent Technologies 2100 Bioanalyzer (Figura 17). Los productos
obtenidos antes y después de la purificacion en el gel de poliacrilamida (ver Figura 14) fueron
controlados en una corrida de electroforesis capilar usando el kit DNA-1000, siguiendo las
recomendaciones del proveedor (Agilent). La observacion de bandas unicas luego de la etapa
de purificacién del ADNc en el gel confirmé su efectividad (Figura 17A, lineas pares). El andlisis
de los electroferogramas obtenidos mediante el Bioanalyzer reveld la presencia de un Unico
pico ubicado al alrededor de 150 bp, sin productos de degradacion evidentes (Figura 17B).
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Figura 17: Electroforesis capilar de las muestras de ADN de las bibliotecas de pequeifios ARNs. A. Las 6
muestras de ADN de las bibliotecas fueron separadas mediante electroforesis capilar en un Agilent 2100
Bioanalyzer. Los nimeros impares corresponden al producto de PCR (visualizacion de varias bandas),
mientras los nimeros pares provienen de las muestras después de la seleccién y purificaciéon de las
bandas del tamafio seleccionado a partir del gel de poliacrilamida (indicado por las flechas violetas a
~150 bp). B. Electroferogramas de la electroforesis capilar para el producto final de las bibliotecas (luego
de la ultima etapa de purificacidn). Los tamarios (eje x en pares de bases, bp) y las concentraciones de
las muestras (eje y en unidades de fluorescencia FU) fueron estimados por el programa mediante el uso
de marcadores moleculares de 15 y 1500 bp incluidos en el kit.

La determinacion de la concentracion (en ng/pl y nmol/l) para cada muestra establecida por el
programa asociado al Bioanalyzer se muestra en la Tabla 2. Las electroforesis capilares
indicaron una buena calidad de las bibliotecas obtenidas, con altas concentraciones en ADN,
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permitiendo su subsecuente secuenciacion. Ademas de informar sobre la calidad y la pureza
del ADN, la electroforesis capilar permitié6 conocer precisamente el tamafio de los productos de
amplificacion (de 140 a 142 bp) y su concentraciéon (Tabla 2). Usando esta informacion se
pudieron normalizar las bibliotecas ajustando cada una de ellas a la misma concentracion, para
evitar errores de sobrerepresentacién durante la secuenciacion y posterior analisis de los datos
obtenidos. Con este fin, las muestras con concentraciones mas altas fueron diluidas con agua
miliQ estéril para obtener la concentracion de la muestra la mas baja (24,9 nM), (Tabla 2).

Tabla 2: Tamafio y concentracion de las muestras de ADNc.
Los tamafos y concentracion de los fragmentos de ADN de
las bibliotecas fueron estimadas en un Agilent Bioanalyzer
2100 utilizando el kit de Agilent DNA100.

Muestra Tamano Concentracion Molaridad
(bp) (ng/ul) (nmol/l)

CTL#1 142 5,78 61,7
SC15 #1 141 2,33 24,9
55N1 #1 142 2,83 30,1
CTL#2 140 5,39 58,3
SC15 #2 141 6,26 67,1
55N1 #2 140 3,10 33,4

2. Secuenciacion de las bibliotecas y procesamiento de los datos

Las bibliotecas se poolearon y se secuenciaron en un Genome Analyzer |l utilizando el servicio
HTS de la Universidad de California Riverside (UCR), USA. Previamente a su secuenciacion, la
calidad y concentracién de las muestras fueron analizadas nuevamente por el proveedor del
servicio. Para la secuenciacion, se realizaron corridas que arrojan lecturas simples (single
reads) de 51 pares de bases, en corridas de 36 ciclos. Luego de la secuenciacion se realizo el
de-multiplex segun el indice que contienen asociando cada lectura a la muestra de origen. Los
datos denominados “Small YS5” fueron cargados en la plataforma de secuenciacién de lllumina
de UCR (http://illumina.ucr.edu/ht/). Se obtuvieron mas de 170 millones de lecturas
redundantes y 33 millones no redundantes repartidas en las 6 bibliotecas, con un minimo de 25
millones de lecturas por biblioteca (Tabla 3). Mas del 97% de las lecturas exhibieron valores de
Q superiores a 30, lo cual indica una alta calidad de la secuenciacion.

41



Capitulo I: Resultados

Tabla 3: Numero de lecturas de las bibliotecas. Cantidad de lecturas totales (redundantes) y Unicas (no
redundantes) para cada biblioteca.

Biblioteca CTL#1 SC15#1 55N1#1 CTL #2 SC15#2  55N1 #2 TOTAL
Lecturas totales 28 821 434 32 521 580 28 569 207 28 418 340 29 084 409 25 053 599 172 468 569

Lecturas tnicas 6961601 7258370 6552488 6697383 6130675 6340575 33941092

Los archivos entregados por el servicio de secuenciaciéon de lllumina poseen un formato fastq.
El formato fastq, ademas de tener las secuencias en formato fasta, contiene informacién
adicional como la calidad de lecturas de cada base. Este formato no suele ser compatible con
los programas que llevan adelante el analisis posterior de los datos. Es por ello que se llevo a
cabo la conversion de los archivos conteniendo los datos crudos en fastq a fastq Sanger
utiizando la herramienta NGS: QC Manipulation disponible en la plataforma Galaxy
(Blankenberg et al., 2010a). Se procedio al andlisis de la calidad de las lecturas con NGS: QC
Manipulation > FastQC, que indico buena calidad de secuenciacioén. El siguiente paso fue filtrar
las secuencias usando el programa UEA Workbench, The small RNA Workbench Version 3.2
(Stocks et al., 2012; Beckers et al., 2017; Mohorianu et al., 2017). En primer lugar se aplicé un
filtro para remover las secuencias correspondientes a los adaptadores libres. Estas secuencias
correspondieron a un total de 3040381 lecturas, que representaron menos de 2% del total
(Tabla 4). Luego se aplicé un filtro de tamafio, seleccionando unicamente las secuencias de 18
a 26 nucledtidos, y un filtro de calidad eliminando la baja complejidad y las secuencias
invalidas. En este paso se eliminaron un total de 66655041 lecturas (38%). Finalmente se
eliminaron las secuencias correspondientes al ARN de transferencia (ARNt) y ARN ribosomales
(ARNIr), las cuales representaron un 7 % del total (11787915 lecturas). La representacion de las
secuencias segun su identidad fue semejante entre las muestras: de 1,3 % a 2,2 % para los
adaptadores y de 5,0 % a 8,7 % para los ARNt/r. En el caso de las bibliotecas individuales, mas
de la mitad de las secuencias correspondieron a lecturas de interés (>50 %), con la excepcion
de la biblioteca que corresponde a la muestra de raices inoculadas con SC15 de la réplica
bioldgica #2, en la cual las lecturas de interés representaron el 42,6 %. Esta muestra contiene
un mayor numero de lecturas fuera de rango y calidad (49,5 %) respecto de las demas
muestras (entre 34 y 38 %) (Tabla 4).
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Tabla 4: Identidad de las lecturas obtenidas luego de la secuenciacién de las bibliotecas de pequefios
ARNs. Numero y porcentaje de las lecturas de las 6 bibliotecas segln su identidad.

Biblioteca CTL#1 % SCI5#1 % 55N1#1 % CTL#2 % SCI15#2 % 55N1#2 % TOTAL %
Lecturas totales 28821434 100 32521580 100 28 569 207 100 28 418 340 100 29 084 409 100 25053599 100 172 468569 100
Adaptadores 566083 2.0 699532 2.2 622301 2.2 421764 1.5 374273 1.3 356428 1.42 3040381 1.76

Lecturas fuera de
rango y calidad 1096555938.0 11712 74436.0 10 615813 37.2 9833437 34.6 14 38910849.5 913838036.48 66 655 041 38.65

ARNt y ARNr 2496444 8.7 1852091 5.7 2395498 8.4 1872677 6.6 1931086 6.6 1240119 4.95 11787915 6.83
Lecturas de
interés 14793 34851.3 18 257 21356.1 14 935595 52.3 16 290462 57.3 12389942 42.6 14318 67257.15 90985 23252.75

Una tabla con los datos de la cantidad de lecturas totales (no redundantes) e individuales
(redundantes) luego de aplicar los filtros se presenta en la seccién Anexos (Tabla S1). Luego
de aplicar estos filtros se obtuvo un total de 90.985.232 lecturas remanentes entre las 6
bibliotecas, lo que representa cerca de 53 % del numero total obtenido (Figura 18), con un
promedio de 15 millones de secuencias redundantes restantes para cada biblioteca (Tabla 4),
mas de 90 millones totales (Tablas 4 y 5), y mas de 28 millones de secuencias uUnicas por
biblioteca (Tabla 5).

Identidad de las lecturas
7%

Lecturas de interés

m Adaptadores

38% 53%

Lecturas fuera de rango y calidad

ARNt y ARNr

2%

Figura 18: Distribucidon de lecturas en las bibliotecas de pequeifios ARNs. Identidad de las lecturas
redundantes totales provenientes de las 6 bibliotecas expresadas en porcentaje.
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Tabla 5: Numero de lecturas filtradas. Se presentan las secuencias redundantes (totales) y no
redundantes (Unicas) expresadas en cantidad de lecturas y porcentajes.

Bibliotecas totales totales % Unicas %

Lecturas totales 172468 569 100 39941092 100
Filtradas por adaptadores 169428 188 98.2 36196510 90.6
Filtradas por tamaio (18-26) 102 808 961 59.6 28869530 72.3
Filtradas por calidad 102 773 147 59.6 28842847 72.2
Filtradas por ARNt y ARNr 90985232 52.8 28622813 71.7

En el proceso de filtrado de los datos de secuenciacion, se eliminaron aquellas lecturas que no
alineaban al genoma de P. vulgaris. Para esto, se utilizé la base de datos correspondiente al
genoma de P. vulgaris v2.1 de la variedad andina Race Peru G19833 (P.vulgaris_218.fa,
Schmutz et al., 2014) disponible publicamente en Phytozome vi2.
(https://phytozome.jgi.doe.gov/pz/portal.html). ElI genoma mesoamericano de la variedad
BAT93 fue secuenciado recientemente (Vlasova et al., 2016) y se encuentra depositado con
libre de acceso en el National Center for Biotechnology Information (NCBI). Las lecturas fueron
alineadas independientemente contra cada uno de los genomas de P. vulgaris disponibles
utilizando la herramienta Bowtie2 de Galaxy (Langmead et al., 2009; Langmead, 2013). El uso
de esta herramienta en la plataforma Galaxy tiene la ventaja de combinar los resultados
obtenidos con un andlisis estadistico que permite comparar los alineamientos de ambos
genomas (Collect Alignment Summary Metrics). Los resultados completos de este analisis se
presentan en la Tabla 6. Para cada genoma se detallan los niumeros de lecturas y sus valores
en porcentajes correspondientes a las secuencias no alineadas, alineadas una vez o mas
veces a los genomas mesoamericano y andino. En el caso del genoma mesoamericano, entre
34 y 38 % de las lecturas alinearon una sola vez contra el genoma, mientras que entre 50 y 53
% de las mismas alinearon varias veces. En el caso del genoma andino entre 26 y 30 % de las
secuencias se alinearon una unica vez, mientras que entre el 48 y 51 % de las secuencias lo
hicieron varias veces. Los resultados de la Tabla 6 fueron graficados sumando el total de las
lecturas alineadas provenientes de las dos réplicas bioldgicas para cada condicién (Figura 19).
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Tabla 6: Alineamiento de las lecturas contra los genomas de referencia de P. vulgaris. Las secuencias

redundantes libres de adaptadores y filtradas por tamafio, calidad y sin las secuencias de ARNt y ARNr

fueron alienadas contra los genomas de referencia de P. vulgaris de una variedad mesoamericana

(BAT93) y una variedad andina (Race Peru G19833) utilizando la plataforma Galaxy.

Genoma MESOAMERICANO CTL#1 SC15 #1
Lecturas totales 14793348 18257213
Lecturas no alineadas 1746119 1931310
Lecturas no alineadas (%) 11.8 10.6
Lecturas alineadas = 1 5631246 6893950
Lecturas alineadas = 1 (%) 38.1 37.8
Lecturas alineadas > 1 7415983 9431953
Lecturas alineadas > 1 (%) 50.1 51.7
Total lecturas alineadas 13047229 16325903
Total lecturas alineadas (%) 88.2 89.4
Genoma ANDINO CTL#1 SC15 #1
Lecturas totales 14793348 18257213
Lecturas no alineadas 3233738 3660246
Lecturas no alineadas (%) 21.9 20.1
Lecturas alineadas = 1 4416487 5472080
Lecturas alineadas = 1 (%) 29.9 30.0
Lecturas alineadas > 1 7143123 9124887
Lecturas alineadas > 1 (%) 48.3 50.0
Total lecturas alineadas 11559610 14596967
Total lecturas alineadas (%) 78.1 80.0
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Figura 19: Alineamiento de las lecturas de sRNA-seq a los genomas de referencia de P. vulgaris. A.

Porcentaje de lecturas alineadas contra el genoma de referencia de P. vulgaris de la variedad
Mesoamericana BAT93. B. Porcentaje de lecturas alineadas al genoma de la variedad andina Race Peru
G19833. En verde estan representadas la cantidad de lecturas alineadas y en gris las lecturas que no

mapearon contra los genomas de referencia (valores expresadas en porcentajes).
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El mapeo de la secuencias contra los genomas de referencia mostré que el porcentaje de
lecturas alineadas al genoma mesoamericano fue un 10% mayor que aquellas que alinearon al
genoma andino en las tres conidciones de inoculacién analizadas (Figura 19). Este resultado
era de esperarse dado que la variedad NAG12 utilizada para la construccion de las bibliotecas
es de origen mesoamericano. Se puede destacar una leve diferencia entre las diferentes
condiciones. En comparacion al control, 0.5 % menos de las lecturas alinearon contra el
genoma en la condicién de inoculacion con la cepa mas eficiente SC15, mientras que 2 %
menos lo hizo en el caso de la inoculacién con la cepa 55N1, independientemente del genoma
utilizado como referencia. Una parte de las secuencias que no mapearon a ninguno de los
genomas de P. vulgaris podrian corresponder a fragmentos amplificados a partir de ARNs
bacterianos o contaminaciones de la muestra.

3. Clasificacion de los pequeinos ARNs por tamano

Los pequenios ARNs pueden ser clasificados segun su identidad en miARNs, siARNs o
phasiARNSs, la cual esta asociada tanto a su biogénesis como también a su tamano y funcion
(ver Figura 10 de la seccidn Introduccién). Por ejemplo los phasiARNs son generalmente de 21
nts, los MiARNs pueden tener entre 20 y 22 nts y la poblacion de ARNs de 24 nts se compone
mayoritariamente de siARNs de heterocromatina (hc-siARNs). Para evaluar la representacion
de la cantidad de lecturas segun el tamano, las secuencias totales y unicas (redundantes y no
redundantes respectivamente) libres de adaptadores vy filtradas por tamafo y calidad fueron
clasificadas por tamano (de 18 a 26 nts) para cada condiciéon. La distribucién de las lecturas de
las dos réplicas biolégicas combinadas segun su tamafio es presentada en porcentaje en la
Figura 20. El mismo grafico con los valores expresados en cantidad de lecturas se encuentra
en la Figura S1 de la seccidén de Anexos.
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Figura 20: Distribucidn de las lecturas segun el tamafio. A. Las secuencias totales (redundantes) libres
de adaptadores vy filtradas por tamafio y calidad fueron clasificadas seglin su tamafio (nucleétidos, nts)
para cada una de las condiciones. B. Distribucidon de secuencias Unicas (no redundantes) en relacién al
tamafio de los ARNs. Las dos réplicas bioldgicas (#1 y #2) fueron graficadas juntas. Los datos se
presentan el procentaje de lecturas versus su tamaio en nucledtidos (nts).
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No se observaron diferencias significativas en la distribucion de las lecturas por tamano entre
las 3 condiciones ensayadas (CTL, SC15 y 55N1), con la excepcién de las lecturas de 24 nts
que fueron levemente mas abundantes en la condicion control. Las secuencias de 21 y 24 nts
fueron las mas representadas en las lecturas totales, alcanzando mas del 25 % y 40 % del
total, respectivamente (Figura 20A). En las lecturas no redundantes (Figura 20B), las
secuencias de 24 nts fueron las mas representadas, con mas de 60 % del total; sin embargo,
las secuencias de 21 nts representaron menos de 10 %, un valor muy parecido a las de 22 nts
y levemente inferior al de las de 23 nts. Estos resultados indican que los pequefios ARNs de 24
nts poseen una gran diversidad respecto de los de 21 a 23 nts, que constituyen una poblacién
con menor complejidad (i.e. cantidad de secuencias unicas). Los ARNs de 24 nts, que
corresponden principalmente a miARNs largos o hc-siARNs, ambos con funcién de metilacion
del ADN (Axtell, 2013), los cuales no fueron caracterizados en detalle en este trabajo de Tesis.

4. Caracterizacion de los miARNs

4.1 Identificacion de miARNs utilizando el algoritmo miRCat

La herramienta miRCat de UEA Workbench (Moxon et al., 2008) predice los miARNs a partir de
datos de secuenciacién masiva sin requerir a priori de las secuencias de los precursores
putativos, las cuales seran identificados por el programa a partir del genoma de referencia
utilizado. Con este fin, las secuencias de pequefios ARNs fueron alineadas al genoma de
referencia usando PatMaN (Pattern Matching in Nucleotide Databases, Prifer et al., 2008), una
de las funciones del paquete de miRCat. Una vez que las secuencias fueron alineadas, los loci
que contienen las lecturas de pequefios ARNs fueron identificados como posibles loci de
mMiARNSs por el algoritmo miRCat segun los siguientes criterios: 1) Los loci deben contener no
mas de 4 pequefos ARNSs superpuestos (no overlapping); 2) cada pequefio ARN asociado a un
locus no puede estar alejado mas de 200 nts de su /ocus vecino mas cercano; 3) al menos el
90 % de los pequefios ARNs asociados a un mismo locus tienen que tener la misma
orientacion. En una segunda etapa, el programa analiza cada uno de los /oci putativos
generadores de miARNs, de manera de identificar los mejores candidatos. La secuencia mas
abundante para un Jocus dado es definida por el programa como el miARN mas probable.
Posteriormente, para identificar los precursores de miARNSs, las secuencias gendmicas
‘flanqueantes’ al miARN candidato son analizadas por miRCat utilizando diferentes tamafos de
ventanas y la estructura secundaria de cada miARN putativo es predicha utilizando RNAfold.
De todos los posibles miARNs candidatos identificados por el programa, unicamente aquellos
pequenos ARNs que pasan los siguientes filtros manuales fueron categorizados como miARNSs:
1) EI miARN y el miARN asterisco (mIARN*) no pueden tener mas de 3 mismatches
consecutivos; 2) el complejo miARN/miARN* tiene que tener por lo menos 17 nts apareados
sobre los 25 nts centrados alrededor del miARN putativo; 3) la regién de tallo-rulo formada tiene
que tener un minimo de 75 nts de largo (Figura 21). El porcentaje de bases apareadas en la
region de tallo-rulo putativa debe ser al menos de 50%.
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Figura 21: Representacion de las lecturas identificadas como miARNs. Las lecturas de pequefios ARNs
de 20 a 22 nts fueron alineadas al genoma de referencia usando el programa miRCat de UEA
Workbench. Las lecturas del miARN (en azul) y del miARN* (en violeta) que forman la regién de tallo-
rulo tienen que mapear dentro de una ventana gendmica de al menos 75 bp (valor que puede ser
ajustado y que fue definido por el programa para precursores de miARNs de planta).

Luego, el programa define la region de tallo-rulo con el minimo de energia libre (Minimum Free
Energy, MFE) como el precursor mas probable del miARN candidato (pre-miARN). Finalmente
el pre-miARN fue testeado por el algoritmo Randfold (cuttoff default = 0.1) que calcula la
probabilidad de que, para una secuencia de ARN dada, la MFE de su estructura secundaria
sea mas baja que la de secuencias de ARNs elegidas al azar (Bonnet et al., 2004). La
informacion obtenida a partir del aloritmo miRCat incluye la lista de los miARNs maduros
potenciales y su ubicacion en el genoma, la orientacion en la hebra, su tamafo, abundancia y
la cantidad de veces que la secuencia mapea contra el genoma. Aquellos miARNs que mapean
en mas de un locus en el genoma se denominan miARNs ‘multi-loci’. También se presenta la
presencia del miARN* y su secuencia. La informacion sobre la regién de tallo-rulo predicha
incluye su secuencia y ubicacién, el porcentaje GC, las energias libres minimas (MFE y MFE
ajustada segun la longitud del tallo-rulo) y la probabilidad (p-value) segun Randfold. Finalmente
se analizé la existencia de los miARNs putativos depositados en la base a los datos miRBase
(miRBase ID, Griffiths-Jones, 2010). Las secuencias de miARNs que presentaban una
identificacion en miRBase, designados como miARNs miRBase, se separaron manualmente de
aquellas que no poseen identificacion usando el genoma mesoamericano de referencia y se los
clasific6 como miARNs nuevos. Los miARNs nuevos para los cuales no fue asignado un
miARN* fueron clasificados en la categoria “otros”. Las lecturas clasificadas de esta manera se
presentan en la Tabla 7.
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Tabla 7: miARNs identificados utilizando miRCat. Cantidad de miARNs identificados por miRCat que
mapearon contra el genoma mesoamericano P. vulgaris. En cada biblioteca, los miARNs fueron
clasificados en miARNs conocidos (presentes en miRBase), o nuevos (presentando por lo menos una
lectura del miARN*). La categoria “otros” corresponde a miARNs putativos para los cuales el programa
no detectd la presencia del miARN* en los datos correspondientes a esa biblioteca.

MESOAMERICANO CTL #1 SC15 #1 55N1 #1 CTL #2 SC15 #2 55N1 #2

miARNs_miRBase 66 76 74 69 71 69
miARNs_nuevos 14 21 15 20 20 19
Otros 3425 3396 3415 3297 3685 3184

4.2 Distribucion por tamano de los miARNs

A partir de los miARNs identificados se determinaron las secuencias uUnicas totales en las 6
bibliotecas. Se identificaron un total de 56 miARNs conocidos (depositados en miRBase) y 48
nuevos MiARNs que presentan un miARN*. Los miARNs identificados fueron clasificados por
tamano (Figura 22). Los miARNs de 21 nts fueron los mas representados en ambas categorias
(conocidos y nuevos, 80 y 60 % respectivamente) seguidos por los de 20 nts (>15 %) en el
caso de los miARNs conocidos, mientras que los mas representados para los miARNs nuevos
luego de los de 21 nts fueron los mMiARNs de 22 nts (>25 %).

Figura 22: Distribucion de los miARNs segun
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4.3 Cuantificacion de miARNs

Las secuencias unicas de los miARNs que mapean contra el genoma mesoamericano fueron
comparadas entre las dos réplicas biolégicas para cada condicion. Los resultados obtenidos
representaron mediantes los diagramas de Venn presentados en la Figura 23
(http://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/Venn/).
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A. miRBase
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Figura 23: Comparacion de los miARNs identificados entre ambas réplicas bioldgicas. Diagramas de
Venn que representan la cantidad de secuencias de miARNs identificados en cada una de las dos réplicas
bioldgicas. A. miARNs clasificados en miRBase. B. miARNs nuevos que presentan por lo menos una
secuencia del miARN*,

La mayoria de los miARNs reportados en miRBase estuvieron presentes en ambas réplicas
biolégicas con un porcentaje de superposicion que oscilé entre el 75 y el 82 % segun la
condicion (Figura 23A). En el caso de los nuevos miARNs el grado de superposicion entre
ambas réplicas bioldgicas vario entre el 24 y el 37% (Figura 23B). Las listas de las secuencias
presentes en ambas réplicas bioldgicas para cada condicién se presentan en las Tablas S2 y
S3 de la seccion Anexos para los miARNs reportados en miRBase y los nuevos miARNSs,
respectivamente.

Posteriormente, las secuencias unicas de miARNs identificadas en cada una de las réplicas
biolégicas fueron comparadas entre las distintas condiciones, distinguiendo en el analisis los
mMiARNs presentes en miRBase de los nuevos miARNs (Figura 24). Mas del 70 % de las
secuencias de miARNs presentes en miRBase fueron compartidas entre las 3 condiciones
(Figura 24A), mientras que para los nuevos miARNs ese porcentaje fue mucho menor (30 %,
Figura 24B). Solamente 4 secuencias de miARNs fueron compartidas entre las dos condiciones
correspondientes a la inoculacién con las cepas de R. etli (SC15 y 55N1); lo que corresponde
s6lo al 7 % para los miARNs conocidos, y al 8 % para los nuevos miARNs. Un bajo niumero de
secuencias Unicas fueron identificadas especificamente en una de las condiciones para los
miARNSs reportados en miRBase. La proporcion de secuencias unicas presentes en una sola
condicion fue mas alta para los nuevos miARNs que para los miARNs conservados. Sin
embargo, las secuencias identificadas en una sola condicion o compartidas de a pares, no
presentan consistencia entre las dos réplicas biolégicas, tanto para los miARNs conocidos
como para los nuevos identificados. Unicamente una isoforma del miR399, un miARN de 21
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nts, se encuentré presente en las dos réplicas bioldgicas en la condicion de inoculacion con

55N1, aunque sus niveles estacionarios fueron muy bajos (Tabla S4 de la seccidon Anexos).

A. miRBase B. Nuevos miARNs

SC15 CTL

2 4 6

55N1 55N1

Figura 24: miARNs identificados en el genoma mesoamericano. Diagramas de Venn representando la
cantidad de secuencias Unicas de miARNs identificadas por miRCat (Workbench) usando el genoma
mesoamericano como referencia. A. Andlisis de los miARNs clasificados en miRBase. B. Analisis de los
nuevos MiARNSs, los cuales presentan por lo menos una secuencia del miARN*.

4.4 Identificacion de miARNs con acumulacién diferencial

Para comparar la acumulacion de los miARNSs identificados entre cada condicion, se calcularon
las abundancias normalizadas de los miARNs para cada de las secuencias expresadas en
lecturas por millén de lecturas (RPM): [(abundancia/nimero total de lecturas filtradas)x10°]. Se
comparod la abundancia normalizada de los miARNs conocidos en cada muestra tomando los
valores de cada réplica biolégica. A los miARNs que no fueron detectados en una condicion se
les asign6 un valor nulo de abundancia. Las listas completas de los miARNs identificados
usando la variedad mesoamericana del genoma de P. vulgaris (56 miARNs de miRBase y 48
miARNs nuevos) asociados a sus valores de abundancias se presentan en las Tablas S4 y S5
de la seccion Anexos. Los miARNs que presentan mayores niveles estacionarios en nuestros
datos de secuenciacion scorresponden a miARNs conservados en distintas especies de plantas
(Tabla S4). Es el caso de los miR166, miR159, miR396, miR319 y miR403, que en su mayoria
estan involucrados en procesos de desarrollo (Jones-Rhoades et al., 2006). La mayoria de los
nuevos miARNSs identificados presentan niveles bajos (comparando con los valores promedios
obtenidos en nuestra data de secuenciacion), con la excepciéon de 8 miARNs (16 %) que
presentan valores superiores a 50 RPM (Tabla S5). Para comparar la acumulacion de los
mMiARNs entre las distintas muestras se promediaron los valores normalizados de las dos
réplicas biolégicas para cada condicién (Tablas S6 y S7 de la seccién Anexos). Los valores se
muestran en un mapa de calor (heat map) donde se muestra el patrén de acumulacién de los
mMiARNSs identificados en miRBase (Figura 15A) y los nuevos miARNs (Figura 25B).
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Figura 25: Patron de acumulacion de los miARNs identificados. Los valores de abundancias
normalizadas (en RPM) obtenido del promedio de las dos réplicas bioldgicas se representan a través de
un mapa de calor (heat map) obtenido mediante el programa Morpheus. A. Secuencias de los miARNs
conocidos (presentes en miRBase). B. Secuencias de los nuevos miARNs que presentan por lo menos una
secuencia del miARN*. Se muestra la escala de referencia determinada por el programa a partir de los
valores maximo y minimo de cada fila.
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La identificacion de los miARNs con perfil diferencial se realizdé determinando el fold change en
comparaciones de a pares (CTL vs SC15, CTL vs 55N1 y 55N1 vs SC15) y calculando el
logaritmo en base 2 del promedio de los valores de abundancias normalizadas de cada réplica.
Estos valores se presentan en las Tablas S6 y S7 de la seccion Anexos. Los miARNs sin
lecturas (con valor infinito en la tabla) fueron retirados del analisis, conservando la numeracion
de los nuevos miARNs estudiados. Los patrones de acumulacion diferencial (valores de fold
change) de los miARNSs fueron graficados en el heat map de la Figura 26.
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Figura 26: Patrén diferencial de acumulacidon de los miARNs identificados. Los valores de fold change
(obtenidos a partir del calculo del logaritmo en base 2 de los promedios de los valores de abundancias
normalizadas) fueron analizadas en un mapa de calor (heat map) usando el programa Morpheus. A.
Secuencias de los miARNs conocidos (presentes en miRBase). B. Secuencias de los nuevos miARNs (con
miARN*). La escala fue ajustada manualmente.

53



Capitulo I: Resultados

A partir de los resultados de los heat maps de las Figuras 25 y 26 se identificaron miARNs
conservados y nuevos con perfiles de acumulacién diferencial entre las 3 condiciones. Dentro
de este grupo se priorizaron aquellos que tenian perfiles diferenciales en respuesta al rizobio
en comparacioén al control (Tablas S6 y S7 de la seccion Anexos). Se descartaron los miARNs
que presentaron abundancias muy bajas en las 3 condiciones (cerca del limite de deteccion) y
los que no tenian consistencia entre las dos réplicas biolégicas (Tablas S4 y S5). Dentro de los
mMiARNs conservados (Figuras 25A y 26A), se seleccioné una isoforma del miR390 (el
miR390b) que presenta un perfil diferencial en respuesta al rizobio, mas marcado con SC15, la
bacteria que forma ndédulos mas eficientemente en el cultivar mesoamericano (Aguilar et al.,
2004; Meschini et al., 2008). El analisis de este miARN se desarrolla en el Capitulo Il de la
presente Tesis Doctoral. En el caso de los nuevos miARNs (Figuras 25B y 26B), se destaco un
nuevo miARN que presenta un perfil diferencial similar a miR390b (el miARN identificado con el
nuamero 4 de la Tabla S5 de la seccion Anexos), es decir, con mayores niveles estacionarios en
raices inoculadas con SC15 en comparacion a las otras dos condiciones. Este miARN fue
denominado miR5924 y su estudio se presenta en el Capitulo Il de esta Tesis.

4.5 Analisis de miARNs utilizando los genomas de referencia
mesoamericano y andino

Teniendo en cuenta la disponibilidad de bases de datos gendmicas obtenidas a partir de una
variedad andina y otra mesoamericana de P. vulgaris, se procedié a realizar un analisis
comparativo de las poblaciones de miARNs. Este analisis permitiria identificar miARNs
especificos de la variedad mesoamericana. Para ello, se compararon los resultados obtenidos
a partir del analisis realizado con el algoritmo miRCat utilizando el genoma de referencia
mesoamericano y andino. Las secuencias Unicas de miARNs identificadas entre las 6
bibliotecas fueron graficadas en los diagramas de Venn de la Figura 28, separando los miARNs
presentes en miRBase de los nuevos. Se compararon los numeros de secuencias no
redundantes de miARNs identificados segun hayan alineado al genoma mesoamericano, al
andino o a ambos.

Figura 28: miARNs identificados
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En cuanto a los miARNs ya reportados en miRBase, de los 56 miARNs identificados por
miRCat en nuestra data de secuenciacién de pequefios ARNs de la variedad mesoamericana,
la mayoria (95%) fue encontrada también en el genoma andino (53 miARNSs). Solamente 3
mMiARNSs fueron identificados Unicamente en el alineamiento al genoma mesoamericano. De los
48 nuevos miARNSs identificados en el analisis anterior usando el genoma mesoamericano, 33
miARNSs fueron identificados también en el genoma andino, mientras que 15 nuevos miARNs
fueron identificados especificamente en el genoma mesoamericano. Ademas se identificaron
15 miARNs que alinearon solo al genoma andino (Figura 28). Ya que las bibliotecas se
realizaron a partir de muestras de raices de plantas de variedad mesoamericana, los miARNs
encontrados especificamente en el analisis utilizando el genoma andino como referencia
sugieren que la secuenciacion y la anotacion del genoma mesoamericano son incompletas. Los
mMiARNSs que fueron caracterizados y se presentan en los Capitulos Il y IIl (miR390b y miR5924)
se alinean a los genomas de ambas variedades.

4.6 Analisis y cuantificacion de miARNs conservados

A continuaciéon se describen algunos de los miARNs conservados que presentaron altos
niveles de acumulacién y consistencia entre las dos replicas bioldgicas (Tabla S4 de la seccién
Anexos). Estos miARNs presentan perfiles diferenciales interesantes entre las diferentes
condiciones (Figura 26A y Tabla S6), los cuales sugieren que podrian tener una relacion directa
o indirecta con el establecimiento de la simbiosis. Los 56 miARNs conservados en otras
especies vegetales (Figuras 22 y 24A y Tabla S4) estan distribuidos en 28 familias de miARNSs,
de las cuales 15 presentan varias isoformas, mientras 13 tienen una sola secuencia. La
mayoridad de estos miARNs ha sido asociada a respuestas frente a situaciones de estreses
abidticos, defensa a patdgenos, o bien son conocidos por desempefiar funciones importantes
en el desarrollo o en la nodulacién. Uno de ellos, miR167, es miembro de una familia
conservada con varios isoformas. En Arabidospis, los mensajeros blancos putativos serian los
factores de transcripcién ARF6 y ARF8 (Auxin Response Factors) (Jones-Rhoades and Bartel,
2004). Mas recientemente, dos isoformas de 21 nts del miR167 fueron secuenciadas en
bibliotecas de pequefios ARNs de M. truncatula (Zhai et al., 2011) y G. max (Subramanian et
al., 2008), los cuales se acumulan principalmente en hojas y nédulos, respectivamente. Por otro
lado, la isoforma de 20 nts (TGAAGCTGCCAGCATGATCT), menos caracterizada, fue
identificada en datos de secuenciacion de pequefios ARNs de flores de A. thaliana (Kasschau
et al., 2007). Se ha reportado igualmente una funcion del miR167 de 20 nts en respuesta a la
herbivoria en hojas de Nicotiana attenuata, donde los blancos putativos de esta familia serian
los genes relacionados a la senalizacion y biosintesis de las fitohormonas (Pandey et al., 2008).

A su vez, el miR5374 (TTATAGTCTGACATCTGGAAT) es un miARN de 21 nts que fue
identificado en bibliotecas de pequefios ARNs de G. max (Zhai et al., 2011) y que presenta
niveles relativamente bajos en comparacién al gma-miR167, con una acumulacién mayor en
raices respecto de otros tejidos. También ha sido descripto en el trabajo de Kulcheski et al.,
2011, donde se describen nuevos miARNs involucrados en respuestas a estreses bidticos y
abioticos. Los blancos probables de este miIARN son genes (Glyma17g20860,
Glyma059g09440) que codifican proteinas con dominios LRR (Leucine Rich Repeat).
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En nuestras bibliotecas, los miARNs miR167c-d de 21 y 20 nts, asi como también el miR5374-
5p se acumulan a mayores niveles en raices inoculadas con la cepa SC15 en comparacién con
las demas condiciones (Figura 31, Figura 25A). Los precursores de estos miARNs se
encuentraron presentes tanto en el genoma mesoamericano como en el andino. El miR167¢c-d
de 21 nts presenta una acumulacion mayor en raices inoculadas con SC15 que en aquellas
inoculadas con 55N1. La isoforma de 20 nts del miR167c-d y el miR5374-5p presentaron
acumulaciones mayores en la condicién de inoculacion con SC15 y 55N1, respecto al control.
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Figura 31: Niveles de miARNs conservados en plantas en respuesta a rizobios. miARNs de P. vulgaris
identificados utilizando la herramienta miRCat. Los valores normalizados del promedio de las dos
réplicas bioldgicas estan expresados en lecturas por millon (RPM). Las secuencias de miR167c-d se
discriminaron segun su longitud en lecturas de 21 nts y 20 nts.

El miR1514 pertenece a una familia que contiene tres isoformas de 20, 21 y 22 nts. Las
isoformas de 20 y 21 nts han sido descriptas en bibliotecas de raices de G. max inoculadas con
Bradyrhizobium japonicum (Subramanian et al., 2008), en plantulas (Song et al., 2011) y en los
cotiledones (Goettel et al., 2014). El miR1514a de 22 nts esta presente en bibliotecas de
plantas sometidas a estrés (sequia en hojas y plantulas tratadas por el acido abscisico) y en
plantulas inoculadas con rizobio (Arenas-Huertero et al.,, 2009). En nuestros datos de
secuenciacion se obtuvieron solamente lecturas de 22 nts (TTCATTTTGAAAATAGGCATTG)
para este miARN. El miR1514a se acumula en las 3 condiciones ensayadas, con abundancias
levemente menores en la condicién de inoculacion con SC15 y 55N1 respecto de la condicion
control (Figura 32, Figura 25A). En ambas réplicas bioldgicas se observa la misma tendencia,
con una abundancia todavia menor para las plantas inoculadas con la bacteria menos eficiente
55N1 (Tabla S4).

miR1514a Figura 32: Niveles estacionarios de miR1514a en respuesta a

700+ rizobios. Se muestran los valores normalizados del promedio de
£ zzz —|— las dos réplicas bioldgicas expresados en lecturas por millén
g 400 (RPM).
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< 1004
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El miR1514a es un miARN denominado ‘multi-loci’, ya que el mismo podria ser procesado a
partir de dos precursores con estructuras tallo-rulo independientes, una generada a partir de un
gen presente en el cromosoma 3 y el otro en el cromosoma 7 (Figura 33, ver lista de
secuencias en la seccion Anexos). Ambos generarian estructuras estables, con valores de MFE
similares.

Figura 33: Estructuras secundarias de los precursores
B. 41 del miR1514a. A. Precursor del miR1514a generado a
1 partir del gen ubicado en el cromosoma 3. MFE= -31,11.
B. Precursor del miR1514a generado a partir del gen
ubicado en el cromosoma 7. MFE= -35,10. La secuencia
del miARN maduro de 22 nts esta resaltado en rojo. Las
estructuras secundarias fueron obtenidas mediante la
herramienta de Vvisualizacion de UEA Workbench,
utilizando los miARNs* (resaltados en verde) mas
abundantes presentes en la data de secuenciacion.
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4.7 Conservacion de un miARN previamente asociado a la simbiosis, el miR171

El miR171 pertenece a una familia multigénica conservada en una gran diversidad de plantas
(Dezulian et al., 2005) con diversas funciones en el desarrollo (Zhou et al., 2008; Wong et al.,
2011), en las respuestas a estreses abidticos como la tolerancia a metales pesados (Ding and
Zhu, 2009) y a estreses bidticos (Lelandais-Briere et al., 2009; Lauressergues et al., 2012; Zhai
et al., 2011; Lelandais-Briére et al., 2016). En A. thaliana los blancos putativos del miR171a,d
son los factores de transcripcion Scarecrow (SCR, At2g45160, At3g60630, At4g00150, Jones-
Rhoades and Bartel, 2004). En plantas leguminosas, una de las isoformas del miR171, el
miR171c, fue asociado al proceso de infeccion del nédulo en Lotus japonicus (De Luis et al.,
2012). Otra isoforma, el miR171h ha sido reportado como regulador de la simbiosis
endomicorrizica con hongos arbusculares (AM) en M. truncatula (Lauressergues et al., 2012).
En P. vulgaris se han identificado 14 miembros pertenecientes a esta familia de miARNs
(Formey et al., 2016). En nuestros datos de secuenciacién se detectaron 7 isoformas del
miR171 (Tabla S4). Las secuencias de estas isoformas fueron obtenidas mediante busqueda
en la base de datos miRBase para asignarles manualmente una identificaciéon. En esta base de
datos ninguna isoforma del miR171 ha sido reportada para la especie de P. vulgaris. Sin
embargo, esto puede deberse a un retraso en la actualizacion de la base de datos de miRBase
0 a restricciones en la incorporacion de miARNs putativos que no han sido validados. Por
ejemplo, en P. vulgaris se identificé una isoforma de 21 nts del miR171: el pvu-miR171b. Esta
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isoforma fue clonada y validada por RNA Blot a partir de bibliotecas de respuesta a estreses y
actuaria también sobre el factor de transcripcion SCR (Arenas-Huertero et al., 2009). Sin
embargo su secuencia no se encuentra depositada en miRBase.

Las 7 isoformas de P. vulgaris presentes en nuestros datos de secuenciacion (Figura 34)
corresponden a isoformas identificadas en otras especies reportadas en miRBase. Se utilizé la
nomenclatura de las especies mas cercanas (M. truncatula y G. max), para la anotacion de las
isoformas de P. vulgaris segun la homologia de las secuencias. Sin embargo, la nomenclatura
de las isoformas no muestra siempre correspondencia entre las diferentes especies en las
cuales han sido descriptas. Por ejemplo el miR171b de P. vulgaris (Arenas-Huertero et al.,
2009) corresponde al miR171d de M. truncatula. Para este caso se respetd entonces la
nomenclatura reportada previamente en P. vulgaris.

-
1ja-miR171c - -- -TGAGCCGAATCAATATCACTC 21
mtr-miR171h - -- -CGAGCCGAATCAATATCACTC 21
pvu-mirl7im-t - --TTGAGCCGCGTCAATATCTCA- 21
pvu-mirl71s TGATTGAGTCGTGCCAATATC---- 21
pvu-mirl7emirl7l TGATTGAGCCGTGTCAATATC---- 21
pvu-mirl71b TEATTGAGCCGTGCCAATATC---- 21
pvu-mirl71k - --TTGAGCCGCGCCAATATCACT- 21
pvu-mirl71f-iso - --TTGAGCCGTGCCAATATCAC-- 28
pvu-mirl7ig - --TTGAGCCGTGCCAATATCACA- 21

dodid b e L

Figura 34: Alineamiento multiple de las isoformas de miR171 de P. vulgaris. Comparacion de las
secuencias de las 7 isoformas del miR171 de P. vulgaris identificadas en nuestra datos de secuenciacién
y dos isoformas de L. japonicus y M. truncatula asociadas a la simbiosis (lja-miR171c y mtr-miR171h).
pvu = P. vulgaris, lja = L. japonicus, mtr = M. truncatula. Los alineamientos multiples de secuencias se
realizaron con Clustal Omega. Los asteriscos representan nucledtidos conservados. Le flecha indica el
nucledtido variable de la isoforma del miR171a en la posicién 9. El tamario de las isoformas (en nts) esta
indicado a la derecha.

El alineamiento de estas secuencias con las isoformas del miR171c y miR171h de las
leguminosas L. japonicus y M. truncatula que han sido involucrados en las simbiosis, mostraron
que estos dos miembros de la familia del miR171 no son idénticos a ninguna de las isoformas
identificadas en nuestras bibliotecas de P. vulgaris (Figura 34). Con excepcién de una isoforma
de 20 nts (que tiene una sola lectura), todas las isoformas identificadas de miR171 son de 21
nts. Sin embargo, 6 de las 7 isoformas presentes en nuestras bibliotecas presentan valores de
abundancias muy bajas y/o sin consistencia entre las dos réplicas biologicas (Tabla S4). Por el
contrario, la isoforma miR171a presenta valores altos de FPM y un perfil de acumulacion
diferencial en respuesta al rizobio (Figura 35 y Figura 25A). La acumulacién diferencial del
miR171a fue estadisticamente significativa Unicamente en las raices inoculadas con SC15
respecto de las raices control, mientras que aquellas inoculadas con 55N1 no fueron
significativas (Figura 35A). Aunque estas diferencias fueron detectadas en ambas réplicas
biolégicas, las mismas fueron mas notorias en la segunda réplica (Tabla S4).
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Figura 35: Niveles de miR171a en respuesta a la inoculacién con rizobios. A. Valores de acumulacidn
normalizados expresados en lecturas por millon (RPM). Los datos representan el promedio y desvio
estdndar de las dos réplicas biolégicas B. Estructura secundaria del precursor del miR171a obtenida
mediante la herramienta de visualizacion de UEA Workbench. El miR171a maduro aparece resaltado en
rojo y su miARN* en verde. MFE= -31,20. El asterisco indica diferencias significativas respecto al control
en un t-test con p <0,05.

Con el objetivo de validar el patron de acumulacién diferencial se cuantificaron los niveles de
acumulacion del miR171a maduro en las tres condiciones ensayadas (Figura 36A) utilizando la
técnica de stem-loop RT-gPCR (Chen et al., 2005; Varkonyi-Gasic et al., 2007) siguiendo el
protocolo descripto en la seccion Materiales y Métodos. Los resultados obtenidos indicaron que
la acumulacion del miR171a fue mayor en aquellas raices inoculadas con SC15
(aproximadamente 13 veces), que en aquellas inoculadas con 55N1, en donde si bien la
induccion es significativa, es de sélo de 3 veces (Figura 36B). Este resultado permitio verificar
las tendencias observadas en los datos de secuenciacion utilizando un método independiente,
indicando que el sRNA-seq es un método robusto para identificar miARNs maduros que se
regulan diferencialmente durante la simbiosis.
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Figura 36: Comparacion de la abundancia del miR171a en sRNA-seq y PCR cuantitativo. A. Valores
normalizados en RPM obtenidos a partir de la réplica bioldgica #1 mediante sRNA-seq. B. Medicién de la
abundancia del miR171a en la réplica bioldgica #1 mediante la técnica Stem-Loop PCR. Los asteriscos
indican diferencias significativas respecto al control en un t-test (***, p<0,0001).

A partir del andlisis de posibles genes blancos del miR171a usando el algoritmo psRNATarget
(Dai and Zhao, 2011), se identificaron el transcripto Phvul.008G143400, ortdlogo putativo de
NSP2 de M. truncatula, y los transcriptos Phvul.010G072700.1 y Phvul.010G072900.1,
homologos a SCR de Arabidopsis. Haciendo uso de datos transcriptémicos obtenidos en
nuestro laboratorio a partir de raices inoculadas y colectadas a 24 hpi con las dos cepas de R.
etli estudiadas (Dalla Via et al., 2015; Clua et al., no publicado) se analiz6 la expresion de
NSP2 y SCR. Los valores de expresion de SCR fueron similares entre cada condicién en
ambas bibliotecas (datos no mostrados). En la Figura 37 se presentan los valores de expresion
para NSP2 obtenidos a partir de una de las réplicas bioldgicas utilizadas para construir las
bibliotecas de sARNs (Figura 37A) y los valores promediados de tres réplicas bioldgicas
generados durante el trabajo de Tesis Doctoral del Dr. Clua (Facultad de Ciencias Exactas,
Universidad Nacional de La Plata) (Figura 37B). Aunque estos transcriptos no mostraron
diferencias estadisticamente significativas (p-value>0,2), en ambas bibliotecas las expresiones
de NSP2 se correlacionan inversamente con la acumulacion del miR171a maduro observada
en nuestras bibliotecas.

Figura 37: Niveles de expresion del

A. B. blanco putativo NSP2 de miR171a.
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Adicionalmente se analizé la ubicacién del miR171a en el genoma mesoamericano. Usando la
herramienta de miRCat de UEA Workbench, las lecturas del miR171a fueron asignadas por el
programa a 3 regiones del genoma de P. wvulgaris. Ademas de alinear a una region del
cromosoma 2, el miR171a alined a regiones de los cromosomas 1 y 3. Sin embargo, las
secuencias del miR171a* obtenidas en nuestros datos de secuenciacién alinearon unicamente
con la regién gendmica del cromosoma 2. La visualizacion de las lecturas del miR171a y su
mMiARN* alineadas con esta ultima usando Integrative Genome Viewer (IGV) se presentan en la
Figura 38.

CTL
sc15 ———
55N1 N

Figura 38: Visualizacidn del locus de P. vulgaris al cual alinea pvu-miR171a utilizando el programa IGV.
Lecturas del miR171a alineadas al genoma de P. vulgaris mesoamericano (cromosoma 2). Se presentan
los datos de secuenciacién de sRNA-seq (panel inferior) y RNA-seq (panel superior) obtenidos por Dalla
Via et al., 2015 para cada condicién (CTL, SC15, 55N1). Los datos representan las lecturas provenientes
de ambas réplicas bioldgicas. Los diferentes modelos génicos propuestos estan indicados abajo en azul.

La region tallo-rulo identificada por miRCat (91 nts) que contiene el miR171a y el miR171a*
(Figura 35B) se encuentra préxima a un transcripto que no posee anotacién funcional (Figura
38). Los modelos génicos disponibles corresponden parcialmente a la cobertura de lecturas
observada (parte 3’ terminal con lecturas sin anotacién). Sin embargo, la presencia de lecturas
sin interrupcion entre el transcripto anotado y el precursor ponen en duda la correcta anotacion
de esta region del genoma.

Segun los datos disponibles en miRBase, la secuencia del miR171a maduro de P. vulgaris es
idéntica a la del miR171a de M. truncatula. En esta base de datos esta isoforma no fue
reportada para ninguna otra especie vegetal. Para determinar si los precursores del miR171a
estan conservados entre estas dos leguminosas, se realizé una busqueda por BLAST en
Phytozome usando la secuencia del precursor del premiR171a de P. vulgaris. Se integré al
analisis G. max, la leguminosa modela mas cercana a P. vulgaris, que comparte la nodulacion
de tipo determinado, a diferencia de M. fruncatula, que presenta ndédulos indeterminados. Los
resultados del BLAST indicaron que el premiR171a de P. vulgaris presenta 78,7% y 90,7 % de
identidad con los premiARNs correspondientes de M. truncatula y G. max, respectivamente. La
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region identificada en el genoma de M. fruncatula corresponde a la secuencia del precursor del
mtr-miR171a depositado en miRBase. Los alineamientos de los premiR171a de P. vulgaris, M.
fruncatula'y G. max a sus genomas respectivos estan presentados en la Figura 39. Al igual que
lo observado en el genoma mesoamericano (Figura 38), el premiR171a de P. vulgaris esta
ubicado en una regidn cercana a un transcripto (Phvul.002G286000.1) del cromosoma 2 del
genoma andino (Figura 39A). La secuencia del pvu-premiR171a se alinea por fuera del 3’ UTR
de este transcripto. En el caso de M. truncatula, el precursor del miR171a se encuentra en el
intrén de otro transcripto (Medtr7G028755.1), como lo muestra la Figura 39B. En G. max, el
precursor correspondiente al premiR171a de P. vulgaris (denominado gma-premiR171x por no
corresponder a ningun precursor disponible en miRBase para esta especie) corresponde a una
region de alta sintenia, ubicandose en el 3 terminal de un transcripto homodlogo
(Glyma.056G204100.1) al de P. wulgaris. El andlisis de las secuencias mostré que ambos
codificarian proteinas con dominios conservados (PTHR31251:SF20 - SQUAMOSA
PROMOTER-BINDING-LIKE PROTEIN 13A-RELATED).
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Figura 39: Ubicacion del premiR171a en los genomas de las leguminosas. A. Alineamiento del
premiR171a al genoma andino de P. vulgaris. B. Alineamiento del premiR171a al genoma de M.
truncatula. C. Alineamiento del premiR171x de al genoma de G. max. Su secuencia fue obtenida a través
de una busqueda por homologia de secuencia utilizando la herramienta BLAST.

A partir de las secuencias de los precursores del miR171a se realizé un alineamiento multiple
con las secuencias de las tres leguminosas (Figura 40). Los precursores se encuentran
conservados entre las tres especies en la totalidad de la regién tallo-rulo, y mas
especificamente en la zona correspondiente al miIARN maduro. En nuestros datos de
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secuenciacién se identificaron dos secuencias del miR171a*, una de 21 nts (63 lecturas) y una
isoforma de 22 nts (24 lecturas), ambas con la misma secuencia, sugiriendo que pueden
originarse mediante diferentes procesamiento de un mismo precursor. La secuencia del
miR171a* se encuentra poco conservada entre las tres especies (6 mismatches).

mtr-premifRl71a TEAATTCCCCTCCGCTTTTTGATGT TGECTTGTCTCAATCAMATCASAGTTCTTGAAATT &8
pyu-premifl7la S e e e e = - = A TET TOOOACAATTCAAT CAAATCARATCTCCTAATGAL 48
gma-premiRl71x e e e - AT TTEOACGET TCAATCARATCALATC TCLTAATGEE 39
* & EE S S EX I I -
mtr-premifl7la TeAGTTCTTTAGTCTRAT TEAGTCATGLCAATATCATAT TAAGCGATAAAAGTC 114
pvu-premiRl71la TEEETCCTTTECT TTEAT TEAGTCG TG CAATAT - - mmmm e e e e e 75
gma-premiR171x TEEETCCTTTEETATGAT TEAGCCE TGO CARTAT - -~~~ mmmm e = = = - 74

EE I E O R ¥ dmmRgdmad wRERmmEdkRERE

Figura 40: Precursores del miR171a de leguminosas. Alineamientos de las secuencias de los precursores
de los miR171a de P. vulgaris (pvu), M. truncatula (mtr) y G. max (gma-premiR171x). Los alineamientos
de secuencias multiples se realizaron con Clustal Omega. Los asteriscos representan nucleétidos
conservados. En rojo estd indicada la region correspondiente a los miR171 maduros y en verde el pvu-
mil71a*. Los tamafios de los precursores (en nts) estan indicados a la derecha.

5. Caracterizacion de los phasiARNs

Los phasiARNs son moléculas de 21 nts especificas de plantas generadas a partir de ARNs
doble hebra (Allen and Howell, 2010; Yoshikawa, 2013). Los alineamientos de los phasiARNs
sobre su locus de origen muestra un patrén caracteristico en fase a partir del cual pueden ser
identificados in silico (Axtell et al., 2006). La herramienta de prediccion de phasiARNs de la
plataforma Workbench (TA-SI Prediction de UEA Workbench) permite identificar pequefios
ARNs en fase de 21 nts que son caracteristicos de loci que dan lugar a la produccién de
phasiARNs (Figura 41). Para ello, el programa usa un algoritmo descripto por Chen et al., 2007,
el cual calcula la probabilidad de que la periodicidad de pequefios ARNs de 21 nts sea
significativa segun una distribucion hiper-geométrica. Este algoritmo informa los loci que dan
lugar a la produccion de phasiARNSs, con su ubicacion en el genoma (nimero de cromosoma, la
posicién de inicio y terminacién del locus), la cantidad de secuencias de pequefios ARNs
unicas que mapean en cada locus, la cantidad de pequefios ARNs Unicos en fase de a 21 nts y
la probabilidad para que el periodo repetitivo de 21 nts de las secuencias mapeadas en el locus
ocurra por azar (p-value). También genera una lista de las secuencias de los pequefios ARNs
identificados para cada locus, sus abundancias y coordenadas gendémicas (cromosoma,
posicion y orientacion).
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Figura 41: Representacion de las lecturas identificadas como phasiARNs. Usando el programa TA-S/
Prediction de UEA Workbench, las lecturas de pequefios ARNs de 21 nts son alineadas al genoma de
referencia. Las lecturas correspondiendo a phasiARNs (en rojo) tienen que aparecer en fase de 21 nts en
relacidn al genoma.

Si bien la herramienta TA-SI Prediction del programa UEA Workbench nomina las secuencias
‘tasiARNSs’, aquellas corresponden a phasiARNs ya que no informa sobre el modo de accioén de
las secuencias identificadas. Esta herramienta computa unicamente los pequefios ARNs de 21
nts con una abundancia minima de 2 lecturas entran en el analisis (Lott, 2012). La
representacion de los phasiARNs en fase o fuera de fase sobre los loci de origen esta
explicitada en Stocks et al., 2012; los phasiARNs en fase siguen un patrén de 21 nts alineados
al genoma (secuencias cada 21 nts), mientras que los se encuentran fuera de fase son
secuencias que alinean a un locus particular, pero que no entran en la regularidad del patron.
Esto esta contemplado en el programa, ya que los phasiARNs son identificados por grupos de
fase mas que por secuencias individuales (Lott, 2012).

Usando dicha herramienta y considerando sdlo los phasiARNs en fase, pudieron identificarse
aproximadamente 180 a 1000 phasiARNs en cada biblioteca de pequefios ARNs usando el
genoma mesoamericano como referencia (Tabla 9). Con excepcion del caso de la muestra
control de la primera réplica biolégica (CTL #1) que posee un 87%, el resto de las muestras
presentaron aproximadamente un 50 % de los phasiARNs en fase de 21 nts.

CTL#1 SC15#1 55N1#1 CTL#2 SC15#2 55N1#2

Total 1112 947 512 336 696 579
Sin fase 145 533 269 155 325 261
En fase 967 414 243 181 371 318

Enfase (%) 87 44 47 54 53 55
Locien fase 235 92 52 42 87 72

Tabla 9: Identificacion de phasiARNs. Cantidad de secuencias de phasiARNs identificados con el TA-S/
Prediction de Workbench, mapeando las secuencias contra el genoma mesoamericano. Tomando las
secuencias filtradas de cada biblioteca se identificaron phasiARNs que fueron categorizados en
phasiARNs en fase o fuera de fase. Se muestra el porcentaje de phasiARNs en fase respecto del total y la
cantidad de /oci totales de las secuencias en fase.

Las secuencias unicas de los phasiARNs alineadas en fase al genoma mesoamericano fueron
comparadas entre cada réplica biolégica utilizando los diagramas de Venn presentados en la
Figura 42. Aunque la consistencia entre replicas bioldgicas es baja para cada condicién (menos
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de 20 % de secuencias de phasiARNs presentes en ambas réplicas), no se observan
diferencias entre las tres condiciones (12,5 % para la condicion CTL, 14 % para SC15y 18,7 %
para 55N1). La lista de las secuencias de phasiARNs que estan presentes en las dos réplicas
bioldgicas para cada condicidén se encuentra en la Tabla S8.

Las secuencias unicas de los phasiARNs en fase para cada condicion (seleccionando las
secuencias presentes en las dos replicas biolégicas) fueron analizadas para determinar las
secuencias compartidas entre dos o tres condiciones e identificar las secuencias especificas de
una condicién. La mayoria de las secuencias estan presentes en una sola de las condiciones
(79 %), con mas secuencias especificas Unicas en la muestra inoculada con SC15. Menos del
10 % de las secuencias de phasiARNs en fase fueron compartidas entre las tres condiciones
(Figura 42, Tabla S8).

55N1 #1

55N1 #2

Figura 42: phasiARNs identificados a partir de las bibliotecas de sARNs. Los diagramas de Venn
representan la cantidad de phasiARNs en fase identificados por TA-S/ Prediction usando el genoma
mesoamericano como referencia. El programa permitié identificar las secuencias de phasiARNs
compartidas entre réplicas bioldgicas y las secuencias Unicas de phasiARNs en fase identificadas para
cada condicién (abajo a la derecha).

Para cada grupo de secuencias de phasiARNSs en fase identificado se analizaron las que tienen
consistencia entre las dos réplicas bioldgicas para cada condicidon. Las secuencias presentes
en una sola réplica fueron retiradas del analisis aunque se encuentren en las dos réplicas de
otra condicién. Aplicando este filtro se identificaron 18 phasiARNs en fase (denominados de 1 a
18), de los cuales 10 estan presentes en las tres condiciones, dos son especificos de la
inoculacion con rizobios (SC15 y 55N1) y 6 son especificos de una condiciéon (uno de la

66



Capitulo I: Resultados

condicion control, dos de SC15 y tres de 55N1). La abundancia normalizada de los phasiARNs
para cada réplica biolégica en RPM [(abundancia/nim. total de secuencias filtradas)x10°], asi
como su localizacién gendémica son presentados en la Tabla 10. La mayoria de los phasiARNs
identificados presentan abundancias bajas, a excepcion de los phasi#3, #6, y #7 (abundancias
>20 RPM). Cinco de los 18 phasiARNSs se encuentran repetidos en varios loci del genoma. Mas
precisamente estos phasiARNs pueden estar asociados a la misma region, como los phasi#4 y
#7 (scaffold00968); o en regiones diferentes, como por ejemplo el phasi#11. Este ultimo podria
ser generado a partir de 10 /oci diferentes, sin embargo sus abundancias son muy bajas.

Tabla 10: Identificacion de phasiARNs en fase. Valores normalizadas (en RPM) de los phasiARNs en fase
especificos de una condicién o compartidos entre distintas condiciones. Unicamente fueron
considerados los phasiARNs que se encuentran representados en las dos replicas bioldgicas. Se indican
las ubicaciones en el genoma Mesoamericano de P. vulgaris, y si estas secuencias fueron identificadas

como phasiARNs en fase usando el genoma andino (por lo menos en una condicién).

phasiARN Secuencia Ubicacién Mesoamericano hebra Andino CTL#1 SC15#1 55N1#1 CTL#2 SC15#2 55N1 #2

phasi#l CAGATTCCATCTTCTGAAACT scaffold00968 (75671-75691) - si 0.1 0.2 0.3 0.2 0.2 0.4

phasi#2 CAGATGGAATCTGAAACCAAG scaffold00968 (75692-75712) - si 0.1 0.3 0.1 0.6 0.4 0.1

phasi#3  CAAATGGAATCTGAAACTATT scaffold00968 (75713-75733) - no 25.3 49.2 289 54.6 41.2 51.3

phasi#4 CAGATTCCATCTGAAACTACC scaffold00968 (75776-75796) - si 0.3 0.5 0.5 0.4 0.3 0.6

scaffold00968 (75797-75817) - 0.3 0.5 0.5 0.4 0.3 0.6

CTL + SC15 + 55N1 phasi#5 CAGATTCCATCTGAAACTATG scaffold00968 (75839-75859) - no 0.4 0.7 0.4 0.7 0.6 0.7
phasi#6 TTTCAGAAGATGGAATCTGCT scaffold00968 (75673-75693) + si 29.9 48.6 38.2 479 29.4 35.8

phasi#7 TAGTTTCAGATGGAATCTGCT scaffold00968 (75736-75756) + no 24.8 39.5 32.8 4238 23.7 27.4]

scaffold00968 (75799-75819) + 24.8 39.5 32.8 428 23.7 27.4]

phasi#8 TAGTTTCAGATGGAATCTGCA scaffold00968 (75862-75882) + si 0.7 1.8 1.8 1.7 1.4 1.6

phasi#9 TCTCCACATTCAACCTTGGCA scaffold00019 (1028798-1028818) + no 1.0 0.7 0.5 0.7 0.7 0.6

phasi#10 TCTTCTTGGCCAGCAACTTGC scaffold00019 (1028819-1028839) + si 1.7 1.5 3.1 6.0 5.6 7.7

phasi#ll CACGTGTCCAAGTCTGTAACT contigl06903 (471-491) + si 0.0 0.2 0.3 0.0 0.5 0.1

contig107413 (438-458) + 0.0 0.2 0.3 0.0 0.5 0.1

contig121238 (97-117) + 0.0 0.2 0.3 0.0 0.5 0.1

contig95704 (117-137) + 0.0 0.2 0.3 0.0 0.5 0.1

scaffold00109 (872525-872545) + 0.0 0.2 0.3 0.0 0.5 0.1

SC15 + 55N1 scaffold00202 (113458-113478) + 0.0 0.2 0.3 0.0 0.5 0.1
scaffold00689 (1250-1270) + 0.0 0.2 0.3 0.0 0.5 0.1

scaffold01142 (3311-3331) + 0.0 0.2 0.3 0.0 0.5 0.1

scaffold01983 (11700-11720) - 0.0 0.2 0.3 0.0 0.5 0.1

scaffold02699 (24-44) + 0.0 0.2 0.3 0.0 0.5 0.1

phasi#12 TCTAACGATTATCGACCCAGG scaffold00012 (647124-647144) - si 0.0 0.2 0.1 0.0 0.2 0.3

CTL #1 #2 phasi#l3 GAATAGAGAGTCAATAATTGT scaffold00587 (56138-56158) + si 2.4 0.0 0.0 2.6 0.0 0.0]
scaffold00587 (108594-108614) + 2.4 0.0 0.0 2.6 0.0 0.0

scaffold00587 (202204-202224) 2.4 0.0 0.0 2.6 0.0 0.0]

phasi#l4 ACAACGAGTTGTGACAAGAAT scaffold00029 (974152-974172) si 0.0 0.2 0.0 0.0 0.4 0.0

SC15 #1 #2 scaffold00353 (360894-360914) - 0.0 0.3 0.0 0.0 0.3 0.0]
phasi#l5 CTATCGGGCCGCTATCGGACC scaffold00010 (988861-988881) + si 0.0 0.3 0.0 0.0 0.3 0.0

phasi#16 GGTTGGGCAAGAACATACTCG scaffold00029 (973921-973941) + si 0.0 0.0 0.1 0.0 0.0 0.1

55N1 #1 #2 phasi#l7 TTAGGAAAAAAAATTCTTCTT scaffold00029 (974047-974067) + si 0.0 0.0 0.1 0.0 0.0 0.1
phasi#18 TGGACACGTGGCTCGCATCCA scaffold05704 (2219-2239) + si 0.0 0.0 0.3 0.0 0.0 0.1

Las ubicaciones de los phasi#1 hasta el phasi#8 indican que son secuencias en fase de 21 nts,
ubicados de ambos lados de la hebra del ADN. Llamativamente, los phasi#4 y #7 comparten la
ubicacién en el genoma, lo que sugiere que podrian provenir del mismo transcripto. Ademas,
cabe destacar que los phasiARNs orientados sobre la misma hebra de ADN presentan alta
homologia de secuencias sugiriendo que podrian haber sido generados a partir de una zona
repetitiva del genoma. Estas secuencias de phasiARNs fueron detectadas en las 6 bibliotecas
con valores de abundancia semejantes entre las diferentes condiciones.
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Por otra parte, se analizé si los 18 phasiARNs eran detectados en el genoma andino de P.
vulgaris. Solamente 4 secuencias no fueron identificadas como phasiARNs en fase por el
programa, de los cuales tres provendrian del mismo Jlocus generador de phasiARN. Las
secuencias de 21 nts generadas a partir de un mismo Jocus tendrian que estar en fase
independientemente del genoma considerado, salvo que los genomas sean divergentes en ese
locus. Estas diferencias podrian deberse a la historia evolutiva de los genomas o a una
secuenciacién incompleta.

Para representar los niveles de acumulacién de los phasiARNs se realizaron heat maps a partir
del promedio de las abundancias normalizadas (Figura 43A). A partir de estos valores se
identificaron los phasiARNs con acumulacién diferencial (calculando el fold change) (Tabla S9).
Debido a que los valores nulos dan resultados que ser representados en este heat map
(infinito), unicamente los phasiARNs presentes en las 3 condiciones fueron representados en
este grafico (Figura 43B).

TOW IR MG 1335 000

=

59 é Secuencia &%

[ N A

Bl Wl phasitt CAGATTCCATCTTOTGRARCY Q&S Secuencia

=.= g:zz:zg giﬁﬁggﬁ;&f?%gﬁﬁf . phasi#1 {CAGATTCCATCTTOTBARACT
CTL + SC15+ 55N1 | i [l phasitd CAGATTCCATCTGARACTACT L pﬂzz:ﬁg g;;f\}{ggﬁggg’a‘ fb g?ﬁr’g-}a

MM phasi#6 FTTCAGARGATOOAATCTETT phasi#s ‘CAGATTCOATCTEARACTATG

B B hesi# TAGTITCABATGGAATCTIGCT Dhasite ITTTOABAROATGOAATCTRCT

I phasi#8 (TAGTTTCAGATGOARTCTECA phasit? TAGTTTCAGATOOARTCTEOT

WM phasi#9 FOTOOACATTOARCCTTGECA | phasitit ‘TAGTTTCAGATGGASTCTECA

M phasi#10 FLTTCTTRE00ABCAACT TG0 g i p, e

i phasi#9 TCTOCACATTCARCCTTRGLA

HE  ohasi#11 CACGTETCCASGTCTGTIAALT
WM phasi#12 TCTAACGAT TATCBACCCAGS
I rhasi#13 BAATAGABAGTCAATARTTET |
N rhasi#14 ACARCGAGRTT GTSACALGAAT -
SC15 I M rhasi#15: CTATCEGGELOBCTAI CBGACT |
M rhasi#16 GETTEGECALGAACATACTCG
M rhasi#17 TTAGEAAAASAAATTICTTCTT
EEN rhasi#18 TEGACACETEECTCECATCCA

SC15 + 55N1 I phasi#10 TCTTCTTBECCABCAAMCTIGE

CTL

55N1

Figura 43: Patron diferencial de acumulacion de los phasiARNs. A. Los valores de abundancias
normalizadas (en RPM) del promedio de las dos replicas biolégicas de los phasiARNs identificados en
fase con el genoma mesoamericano fueron analizadas en un mapa de calor (heat map) usando el
programa Morpheus. La escala de colores fue determinada por el programa a partir de los valores
maximo y minimo de cada fila. En el andlisis se consideraron Unicamente los phasiARNs que presentaron
lecturas en las dos replicas bioldgicas. B. Heat map representando los valores de fold change de los
phasiARNs en fase (obtenidos a partir del calculo del logaritmo en base 2 de los promedios de los
valores de abundancias normalizadas).

Como se menciond anteriormente, los phasiARNs mas abundantes (phasi#3, #6, y #7) no
presentaron un patrén diferencial muy marcado (Figura 43B y Tabla S9). Si se observo un perfil
diferencial para el caso del phasi#2 el cual disminuye en respuesta a la cepa 55N1 pero no
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frente a SC15, o bien para el phasi#10, el cual se incrementa en la condicion de inoculacion
con la cepa 55N1 (Tabla 10).

Los analisis anteriores de los phasiARNs identificados revelaron una baja reproducibilidad entre
las diferentes condiciones al nivel de secuencias individuales. Los valores de abundancias muy
bajos que presentan la mayoria de los phasiARNs sugieren que son secuencias poco estables.
Sin embargo, esto no significa que los mismos no desempefien una funcion importante en el
establecimiento de la simbiosis. Debido a que los phasiARNs son identificados por grupos de
fase mas que por secuencias individuales (Lott, 2012), y con el fin de identificar regiones
diferencialmente reguladas entre las diferentes condiciones ensayadas, se analizaron los loci
generadores de phasiARNs identificados en fase por el programa (Tabla 9). Se analizé la
reproducibilidad entre réplicas bioldgicas para cada condicion que fue representada en los
diagramas de Venn (Figura 44). Como para los phasiARNs, la mayoria de los loci fue
identificada en una sola réplica biolégica, para cada una de las condiciones. Los loci con
consistencia entre las dos réplicas biolégicas de cada condicion fueron analizados y se
determinaron los que podrian ser especificos de una condicién o compartidos entre varias. La
lista de los loci identificados se encuentra en la Tabla S10.

Figura 44: PhasiARNs regulados
durante la simbiosis entre P. vulgaris y
cepas de R. etli. Diagramas de Venn
representando los phasiARNs
identificados en las bibliotecas de

pequefios ARNs. Se muestran los
phasiARNs compartidos entre réplicas
biolégicas y los que se encuentran

S5N1 #1 compartidos entre las diferentes

N

condiciones (abajo a la derecha).

5N #2

En la lista de los loci compartidos entre las tres condiciones se encuentran dos de los listados
en la Tabla 10. Para los tres loci compartidos entre las dos condiciones de inoculacion
(SC15+55N1), uno solo ha sido identificado en el analisis de los phasiARNs de secuencias
individuales (chromo:Scaffold00012). Estos resultados sugieren que los phasiARNs generados
a partir de los dos otros loci, aunque que no hayan sido identificados en el andlisis de
secuencias individuales, podrian ser especificos de la simbiosis. Este nuevo analisis a escala
global permitié identificar loci generadores de phasiARNs con patrones interesantes. Sin
embargo, se requieren estudios funcionales que permitiran dilucidar si dichos loci y los
phasiARNs producidos a partir de los mismos desempefan funciones relevantes en la
simbiosis.
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Discusion

Asignacion de la funcién de los sARNs identificados

En este capitulo de trabajo de Tesis, hemos identificado pequenos ARNSs, incluyendo
siARNs y miARNSs, regulados diferencialmente durante el proceso de reconocimiento e
infeccién de cepas de alta y baja eficiencia en las etapas tempranas de la interaccién
entre P. vulgaris y R. etli. En particular, en P. vulgaris, las 24 hpi con R. etli
corresponde al momento en que los pelos radicales comienzan a deformarse en
respuesta a los factores Nod producidos por los rizobios. A partir de esta comunicacion
simbidtica, se inducen importantes cambios en la expresion génica asociados a los
procesos de infeccion y organogénesis del nédulo (Peltzer-Meschini et al., 2008; Dalla
Via et al., 2015), donde los sARNs podrian tener una funcion regulatoria relevante.

Nuestros datos indicaron que los pequefios ARNs mayoritarios corresponden a ARNs
de 21 y 24 nts, siendo los de 24 nts mas diversos que los de 21 nts. Estos datos
proveen informacion acerca de la naturaleza de estos pequenos ARNSs, siendo los
siARNs de 24 nts muy numerosos y poco abundantes, mientras que los sARNs de 21
nts (los cuales incluyen tanto los miARNs, siARNs y phasiARNs) son menos
numerosos pero acumulados a mayores niveles en las células de la raiz de P. vulgaris.
Estos resultados son consistentes con la diversidad y abundancia de sARNs
encontrados previamente en otras especies vegetales, incluyendo Arabidopsis, maiz,
tomate, soja, M. truncatula y mani, entre otras (Rajagopalan et al., 2006; Lelandais-
Briere et al., 2009; Zhai et al., 2011; Chi et al., 2011; Li et al., 2013; Arikit et al., 2014).
Los miARNs y phasiARNSs son reguladores post transcripcionales con funciones claves
en el desarrollo de las plantas. En asociacion con AGO1, tanto los miARNs como los
phasiARNs son capaces de regular negativamente la expresion de los genes, clivando
un ARNm blanco.

Tal como se menciond en la Introduccion de esta Tesis, los miARNs son pequefas
moléculas de 20 a 24 nts que regulan la expresién de los genes en eucariotas (Axtell
et al.,, 2011; Moran et al., 2017). Estas moléculas usan la complementariedad del
apareamiento de bases para guiar la regulacion post transcripcional de la expresién de
los ARNm. En animales el reconocimiento del mensajero blanco por el miARN y su
apareamiento imperfecto resultan en una inhibicion traduccional (Hutvagner and
Simard, 2008; Ameres and Zamore, 2013). En plantas ademas de presentar esta
funcion, la accion de los miARNs sobre el mensajero resulta mas comunmente en el
clivaje endonucleolitidico de este transcripto blanco (Bologna and Voinnet, 2014;
Megraw et al.,, 2016). Muchos estudios destinados a identificar los miARNs y sus
funciones se realizaron en la planta modelo A. thaliana (Jones-Rhoades et al., 2006).
A partir de las secuencias de miARNs de A. thaliana, se identificaron posteriormente
numerosos mMiARNs conservados en la Angiospermas, tanto en monocotiledoneas
como en di-cotiledéneas, con funciones en desarrollo, respuestas a estreses y
autorregulacién de los miARNs. A pesar de que muchos miARNs han sido
identificados en plantas leguminosas en esta ultima década (Dezulian et al., 2005;
Zhang et al., 2006; Zhou et al., 2008; Szittya et al., 2008; Lelandais-Briere et al., 2009;
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Zhai et al., 2011; Yan et al., 2016) pocos han sido caracterizados en profundidad. Sin
embargo, algunos de ellos han sido caracterizados funcionalmente y validados por
analisis genéticos en las plantas modelas M. truncatula, L. japonicus o G. max. Varios
de estos miARNs han sido asociados a funciones importantes en el establecimiento de
la simbiosis entre leguminosas y rizobios. El primer miARN asociado a la simbiosis fue
el miR169a de M. truncatula (Combier et al., 2006). Este miARN tiene como blanco de
accion los transcriptos que codifican varios miembros de la familia de factores de
transcripciéon NF-YA. Estudios de genética reversa demostraron que el mismo regula la
diferenciacion del meristema de nodulos indeterminados restringiendo la expresion de
MtNF-YA1 a la regién meristematica del nddulo de M. truncatula. La familia de miR169
constituye una de las familias de miARNs mas numerosas en plantas y todos ellos
cumplen funciones importantes en el desarrollo. Estos miARNs no fueron detectados a
altos niveles de acumulacién en nuestros datos de secuenciacion de pequeios ARNs
de raices de P. vulgaris. Este resultado puede deberse a un efecto de dilucion de
estos miARNs cuando se colectan la raiz completa, dado que los mismos suelen
presentar una expresion tejido-especifica. Otros miARNs asociados a la simbiosis son
el miR160, miR164, miR166, miR167, miR171, miR390, algunos de los cuales se
discuten en las secciones siguientes de esta Discusion.

El miR167, una miARN conservado con acumulacion diferencial

En particular, el miR167 de 21 nts identificado en nuestros datos de secuenciacion de
sARNs de P. vulgaris fue descripto originalmente en Jones-Rhoades and Bartel, 2004
en un estudio de comparacion computacional de miARNs conservados entre
Arabidopsis y arroz. En Arabidospis, los mMARNs blancos putativos de miR167 son los
factores de transcripcion ARF6 y ARF8 (At1g30330 y AT5937020, respectivamente),
los cuales se encuentran también conservados en gimnospermas. En otro trabajo mas
reciente, dos isoformas de 21 nts del miR167, el miR167a y miR167c, fueron
secuenciadas en bibliotecas de M. fruncatula (Zhai et al., 2011). Ambas isoformas
fueron detectadas en las bibliotecas de todos los 6rganos y condiciones analizadas en
dicho estudio (semillas y plantulas, hojas, raices, flores, nédulos, raices micorrizadas o
infectadas con nematodos). Los niveles de acumulacién de las isoformas miR167a y
miR167c¢ fueron similares en nddulos y en raices micorizadas. Entre otros, el ARF8 ha
sido propuesto blanco putativo en esta especie. En este trabajo los autores presentan
también resultados de la comparacion de los datos de secuenciacion entre varias
leguminosas como entre M. truncatulay G. max. En G. max, solamente la isoforma del
miR167c esta presente, con abundancias relativas mas elevadas en la biblioteca
correspondiente al nédulo (aunque los datos de la biblioteca de hoja no estan
disponibles para esta especie). Interesantemente, en esta especie se observo un
aumento en la acumulacién del miR167c en pelos radicales en respuesta a la
inoculacion con rizobio (Zhai et al., 2011). Aunque el tejido no sea el mismo que el
analizado en nuestros datos de secuenciacion (raices inoculadas contra pelos
radicales inoculados respectivamente), los resultados obtenidos estarian de acuerdo
con lo reportado en soja dado que en nuestros datos el miR167 muestra un
incremento de su acumulacién en respuesta a la bacteria mas eficiente en raices a 24
hpi (Figura 31). En el trabajo de Zhai et al. (2011), los autores declaran tener datos de
bibliotecas de P. vulgaris de raiz, flores, nddulos y plantulas, pero estos datos no
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fueron analizados y descriptos en detalle. Segun los autores, en ese momento no
estaban disponibles los genomas de P. vulgaris y pocos miARNs estaban anotados en
miRBase para poder llevar adelante un estudio comparativo. En el trabajo de Arenas-
Huertero et al. (2009), la isoforma del miR167d de 22 nts fue identificada en P.
vulgaris, con abundancias mayores en las muestras de hojas sometidas a un
tratamiento de sequia.

El miR1514a, una nueva isoforma identificada en P. vulgaris

El miR1514a de 22 nts identificado en este trabajo de Tesis representa un caso
interesante, ya que el mismo podria ser una isoforma especifica de P. vulgaris. Una
isoforma de 21 nts similar al miR1514a de 22 nts de P. vulgaris fue detectada en una
hibridacion por Northern Blot en plantulas de G. max (Arenas-Huertero et al., 2009).
Sin  embargo, la secuencia de los mMiIARNs maduros de P. wulgaris
(TTCATTTTGAAAATAGGCATTG) varia en dos nucledtidos respecto de la de G. max
(TTCATTTTTAAAATAGGCATT) (Subramanian et al., 2008; Arenas-Huertero et al.,
2009; Song et al., 2011). El miR1514a no fue detectado hasta el momento en plantas
no leguminosas como A. thaliana ni en monocotiledébneas como Oriza sativa, Zea
mays, ni tampoco en las otras leguminosas como L. japonicus, M. truncatula y Pisum
sativum (Arenas-Huertero et al., 2009). Los alineamientos de secuencias de los
precursores putativos del miR1514a reportados en Arenas-Huertero et al., 2009
muestran una conservacion relativamente alta entre las tres especies P. vulgaris, G.
max y M. truncatula. Contrariamente a los premiR1514a de G. max y P. vulgaris que
fueron encontrados en las bases de datos de EST (Expressed Sequence Tag), los
autores no indican que sea el caso del premiR1514a predicho para de M. truncatula.
Aunque las secuencias de los precursores putativos del miR1514a estén conservadas
entre P. vulgaris y M. truncatula, el miARN maduro no pudo ser detectado por Northern
Blot en muestras de M. fruncatula. Ademas la secuencia del miARN maduro de M.
truncatula presenta dos mismatches en comparacion a la secuencia de P. vulgaris
(TTCATTTCTAAAATAGGCATTG) (Arenas-Huertero et al., 2009).

El miR1514a identificado en nuestros datos de sRNA-seq presenta acumulaciones del
miARN maduro muy elevadas en las tres condiciones ensayadas (Figura 32). Este es
un miARN ‘multi-loci’, y las estructuras de tallo-rulo formadas por los dos precursores
putativos presentan estructuras compatibles y estabilidad similares a la de otros
precursores de miARNs segun las reglas definidas previamente por Rajagopalan et al.,
2006b; Axtell et al., 2007; Axtell y Meyers, 2018. Es por ello que las acumulaciones
elevadas observadas en las tres condiciones ensayadas podrian ser el resultado de la
suma del procesamiento de ambos precursores. Cabe destacar que los niveles de
acumulacion del miR1514a fueron mas bajos en las condiciones de inoculaciones en
comparacion a la del control, una tendencia que se mantuvo en las dos replicas
biolégicas. Ha sido reportado que en P. vulgaris el miR1514a se acumula
diferencialmente en respuesta a estrés por sequia y a la aplicacién exdégena de acido
abscicico (ABA) (Arenas-Huertero et al., 2009). Ha sido reportado que el tratamiento
de las raices de leguminosas con ABA inhibe la formacién de nédulos, sugiriendo que
el ABA desempena una funcidon negativa sobre la nodulacién (Ferguson and
Mathesius, 2014). En nuestros datos de sRNA-seq, los niveles de acumulacion de este
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miARN fueron mas bajos en las condiciones de inoculacién con rizobios, sugiriendo
que el miR1514a podria actuar como un regulador negativo de la nodulacién mediando
la respuesta a ABA.

En G. max, el miR1514 presenta dos isoformas, una de 21 nts (miR1514a) y otra de
20 nts (miR1514b), las cuales fueron identificadas en bibliotecas de raices inoculadas
por B. japonicum (Subramanian et al., 2008). EI miR1514a de G. max tendria como
blancos putativos mARNs que codifican proteinas de pegamiento de tipo NSF vy
factores de transcripcion de la familia NAC (Song et al., 2011). El analisis in silico del
miR1514a de P. wulgaris usando psRNATarget (Dai and Zhao, 2011) permitio
identificar como blancos posibles varios transcriptos que no tienen una anotacion
funcional disponible. A través de un analisis comparativo entre plantas de varios
geéneros el grupo de Zhai et al., 2011 ha mostrado la predominancia de miARNs de 22
nts en las leguminosas, especialmente para los que son generadores de phasiARNSs.
Teniendo en cuenta la fuerte acumulacion de este miARNs de 22 nts en nuestra datos
de secuenciacion, seria interesante analizar si los loci de estos blancos putativos estan
asociados a la produccién de phasiARNs de 21 nts en el lugar de corte para poder
asignar una funcién a esta nueva isoforma del miR1514a en raices de P. vulgaris.

El miR171a, un miARN de la respuesta simbiética

En la simbiosis fijadora de nitrégeno, el miR171c de L. japonicus ha sido asociado al
proceso de infeccién del nédulo (Hggslund et al., 2009), y los experimentos de 5
RACE mostraron que actiua directamente sobre el factor de transcripcion NSP2
mediante un mecanismo de clivaje endonucleolitico (De Luis et al., 2012). Por otra
parte, el miR171h, ha sido reportado como regulador de la simbiosis endomycorrizica
con hongos arbusculares (AM) en M. truncatula. En nuestros datos de secuenciacion,
se identificaron 7 isoformas de la familia del miR171 (Figura 34). Salvo para la
isoforma miR171a, las abundancias de las otras isoformas fueron muy bajas en todas
las condiciones analizadas en este trabajo (Tabla S4); al contrario del miR171a que
present6é una acumulacion diferencial significativa con respecto al control en las raices
inoculadas con la cepa SC15. Por otro lado, la mediciéon del miR171a maduro por
técnica de Stem-loop PCR mostré una acumulacion diferencial entre cada condicion
verificando la tendencia observada en la datos de secuenciacién masiva de sARNs
(Figura 36). Este miR171a también fue identificado en bibliotecas de P. vulgaris
realizadas a partir de muestras de pelos radicales tratados por factor Nod colectados a
tiempos tempranos (6 hpi) (Formey et al.,, 2016). La acumulacion diferencial del
miR171a maduro fue validada en P. vulgaris por Formey et al., (2016) mediante qRT-
PCR en muestras de pelos radicales a 6 hpi con el NF, donde aumento 3 veces
respecto del control, y en muestras de raices inoculadas con rizobio donde se
incrementod 2 veces respecto de las raices no inoculadas. A tiempos mas tardios de la
interaccion (raices de 10 dpi con rizobio), la acumulacion de este miARN fue mucho
menor en comparacion al control (Formey et al., 2016).

El blanco del miR171h en M. truncatula es NSP2 (Devers et al., 2011; Lauressergues
et al., 2012; Ariel et al., 2012), un factor de transcripcion responsable de la expresion
de nodulinas tempranas (Kalo et al., 2005). En las condiciones de Formey et al., 2016,
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asi como en los datos de RNA-seq generados en nuestro grupo (Dalla Via et al., 2015;
Clua et al., datos no publicados) los perfiles de acumulacién de NSP2 de P. vulgaris
(phvul.008G143400) fueron inversamente proporcionales a la acumulacién del
miR171a, sugiriendo que el miR171a en P. vulgaris podria tener el mismo blanco que
el miR171h de Medicago, aunque sus secuencias sean muy diferentes (solamente 50
% de homologia para las secuencias de los miR171 maduros, Figura 34). Por otra
parte, el factor de transcripcion de tipo GRAS SCR (Phvul.010G072700.1) fue
identificado en los datos de degradoma generados por Formey et al., 2016. Sin
embargo, este target putativo no mostré diferencias en nuestros datos de RNA-seq
(Dalla via et al., 2015). Estos resultados sugieren que, en nuestras condiciones
experimentales, el miR171a de P. vulgaris podria actuar sobre el mMARN de NSP2
reprimiendo su expresién mediante un mecanismo de clivaje, mientras que SCR no
seria un blanco de accién de dicho miARN o podria ser regulado a nivel de inhibicion
traduccional. En este sentido resultaria interesante investigar los patrones de
expresion espaciales del miR171a y de sus target putativos a fin de determinar si los
mismos se expresan en los mismos tejidos y/o tipos celulares.

Los datos de bibliografia indican que las isoformas miR171c y miR171h, dos isoformas
muy relacionadas en secuencia (una unica base de diferencia en el 5’), poseen
funciones relevantes en las simbiosis. En la simbiosis rizobiana, el miR171c esta
involucrado a tiempos tardios de la interaccién en L. japonicus (De Luis et al., 2012).
Nuestros datos de expresion sumados a los de Formey et al., 2016 sugieren que la
isoforma del miR171a de P. vulgaris podria desempefar una funcion importante a
tiempos tempranos de la interaccion simbidtica, en particular en el establecimiento de
una simbiosis mas eficiente. Sin embargo, experimentos de genética funcional
permitirian validar su funciéon y determinar si dicho miARN esta implicado en la
preferencia de cepa observada en las variedades Mesoamericanas de P. vulgaris.

Identificacion de nuevos miARNs por secuenciacion masiva

La secuenciacion de nueva generacion (NGS, Next Generation Sequencing) es una
las tecnologias mas potentes para caracterizar pequefos ARNs a una escala
genomica funcional e identificar nuevos miARNs dado que la misma ofrece la
sensibilidad, especificidad y facilidad necesarias para maximizar la obtencién de datos
(profundidad), minimizando a su vez los costos generados (Morozova and Marra,
2008; Buermans and den Dunnen, 2014; Wong et al., 2013). La facilidad de acceso a
estas nuevas tecnologias ha obligado a los investigadores a ser mas cautelosos y
meticulosos al momento de llevar adelante el analisis de los datos (Head et al., 2014).
La inspeccion manual de los mismos evita la generacion de datos contradictorios para
la comunidad cientifica ya que la produccién de datos a gran escala es liberada en
bases de datos publicas y de libre de acceso que no esta sujeta a un control de
calidad sobre el significado bioldgico. El mayor desafio a la hora de generar una
biblioteca para secuenciacion masiva es evitar lo maximo de sesgos posibles. Los
sesgos se definen como la distorsion sistematica de la data dada por el diseno
experimental. Para eso las estrategias a adoptar para eliminar las fuentes de sesgos
experimentales son primero informarse bien sobre la técnica que se va a utilizar a fin
de conocer los sesgos frecuentes y tratar de minimizarlos. Segundo, para los sesgos
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que son inevitables, se debe ajustar el disefio experimental de manera que este tenga
un impacto minimo en el analisis (Head et al., 2014). Los sesgos sistematicos
conocidos en la generacion de datos de secuenciacion masiva son los que resultan de
manipulaciones moleculares incorrectas (batch effect, por los experimentos realizados
en tanda). Aquellos resultan de la variabilidad del procesamiento de la muestra segun
las condiciones de reaccion, los reactivos, la precision del pipeteo, y el operador (Head
et al., 2014). En un laboratorio de biologia molecular se ve comunmente en resultados
variables de PCR de rutina, y en el caso de secuenciacion masiva, se ha visto
variabilidad entre corridas de secuenciacion o entre diferentes lineas de un
secuenciador. Un sesgo que se encuentra frecuentemente en la construccion de
bibliotecas de secuenciacion masiva es introducido por un alto numero de ciclos de
PCR. Las amplificaciones extensivas suelen introducir sesgos sobre representando
secuencias con amplificacion preferencial. En este trabajo, la etapa de amplificacion
por PCR del protocolo de la construccion de las bibliotecas (TruSeq Small RNA
Sample Preparation Kit de Illumina) se realizé utilizando sélo 11 ciclos, que
corresponde al programa estandar optimizado y recomendado por los proveedores,
por lo que consideramos que este bajo numero de ciclos no debe haber afectado
significativamente la representatividad de las pequefios ARNs en cada una de las
bibliotecas. Tanto en la etapa de transcripcion reversa como en la amplificacion por
PCR (dado particularmente por el contenido en GC) muestran preferencia de
templado, favoreciendo la amplificacion de pequefios ARNs en comparacion a otros.
También la eficiencia de la sintesis de ADNc puede estar fuertemente afectada por el
uso de adaptadores y codigos de barras diferentes, las estructuras complejas del ARN
y sus modificaciones. Al contrario, se ha mostrado que la eleccion de la plataforma de
secuenciacion tiende a tener un efecto minimo (Raabe et al., 2014).

En la seccidén de Resultados del presente capitulo se han mencionados algunas pocas
inconsistencias entre réplicas biolégicas, particularmente en los analisis de
poblaciones de los nuevos miARNs putativos y los phasiARNs. La variabilidad
observada entre ambas réplicas puede deberse a que aquellas fueron obtenidas en
diferentes momentos del afo, por distintos operadores o bien a partir de diferentes
lotes de semillas.

En el caso de la identificacion de nuevos miARNSs, si bien la presencia del miARN* es
una condicion requerida, no es un criterio suficiente para poder anotar dichas
secuencias como mMiARNs nuevos (Meyers et al., 2008). Una validacién robusta
consiste en combinar la evidencia de expresién de un miARN (acumulacién por RNA
Blot o secuenciacion de sARNs) con evidencia de su biogénesis a partir de la
presencia de la region tallo-rulo, conservacion filogenética del miARN, y/o cambio en
su abundancia en un mutante de alguna de los genes dicer (Ambros et al., 2003).
Recientemente, la necesidad de minimizar los falsos positivos llevaron a Axtell y
Meyers (2018) a publicar una actualizacioén acerca de las reglas para la anotacion de
nuevos miARNSs. En dicha actualizacion aclaran que la deteccion de un pequefio ARN
en un RNA Blot no permite distinguir entre miARNs, siARNs enddégenos u otros
fragmentos de ARN parcialmente degradados. A su vez, agregan que la conservacion
filogenética no tendria que ser un criterio valido para la anotacion. En plantas, la
disminucién o acumulacion de un sARN en mutantes de dicer no es definitiva, ya que
DCL pertenece a una familia multigénica con funciones redundantes en la biogénesis

75



Capitulo I: Discusion

de los miARNs y siARNs. Por esto, este criterio sélo permite validar que el sARN
medido no seria un producto de degradacién sino de procesamiento por algunas DCL.
Otra diferencia que se puede destacar de esta nueva recomendacién para la anotacion
de nuevos miARNs en comparacion a la anterior es la necesidad de que los criterios
sean validos por lo menos en dos réplicas biolégicas de sRNA-seq. En nuestro
analisis, seleccionamos las secuencias que presentan un miARN* al menos en una de
las réplicas bioldgicas, ya que al momento de abordar el presente trabajo de Tesis las
recomendaciones para la anotacion de miARNs propuestas por Meyers et al. (2008)
aceptaban como este criterio como valido. Es por ello que, se planea en un futuro
cercano reanalizar los datos a la luz de estos nuevos criterios propuestos por Axtell y
Meyers (2018).

Utilizando los criterios recomendados por Meyer et al., 2008, en este trabajo se
identificaron 48 miARNs que tuvieron valores de RPM diferentes de 0 en las raices de
P. vulgaris en las tres condiciones ensayadas (CTL, SC15 y 55N1) y en ambas
réplicas biologicas. De estos 48, 10 fueron regulados, ya sea positiva o negativamente,
especificamente frente la inoculacion con la cepa que establece una interaccién mas
eficiente SC15. 9 se regularon especificamente en respuesta a la cepa menos
eficiente 55N1 y soélo uno presentd fue regulado en respuesta a ambas cepas. Este
resultado sugieren que los miARNs nuevos participarian de las respuestas especificas
que son activadas en la variedad mesoamericana por cepas provenientes del mismo o
de diferente centro de domesticacion de P. vulgaris. Estos nuevos miARNs con una
respuesta especifica de cepa podria ser parte de los mecanismos moleculares que
son determinantes para la seleccion de cepa y por los tanto son los candidatos mas
interesantes a estudiar en mayor profundidad mediante analisis funcionales y
genéticos. En la presente trabajo de Tesis se selecciond uno de ellos para profundizar
su estudio, el miARN#4/miR5924, y los resultados de caracterizacion funcional y
analisis de sus blancos putativos se presenta en el Capitulo 3 de esta Tesis Doctoral.
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Capitulo Il: Resultados

El miR390b y su via de regulacion en
P. vulgaris

1. La via de regulacién del miR390b a 24 hpi

En la lista de los miARNs conservados identificados en el Capitulo | de esta Tesis, el
miR390b presentd un perfil de expresion interesante ya que el mismo se acumulé a
mayores niveles en las raices inoculadas con R. etli respecto a aquellas de la
condicion control inoculadas con medio YEM (Figura 25 del Capitulo I). En nuestras
bibliotecas de sRNA-seq se secuenciaron dos isoformas del miR390 de 21 nts,
miR390a y miR390b, las cuales difieren unicamente en una base en la posicion 19
(Figura 45A). En M. truncatula, dos precursores diferentes son procesados para dar
lugar a una unica isoforma madura que corresponde al miR390a-b, la cual es idéntica
a la isoforma miR390a de P. vulgaris (Figura 45A). Fue interesante observar que las
dos isoformas presentan niveles de acumulacion diferentes del miR390 maduro en
raices de 24 horas (Figura 45B). Ademas de tener menores niveles de acumulacion
relativa que el miR390b, el miR390a no presentd diferencias de acumulacion entre las
tres condiciones ensayadas en nuestro estudio. Por el contrario, el miR390b presenta
mayores niveles en las raices inoculadas con SC15 respecto de las plantas control, y
en menor medida de aquellas inoculadas con 55N1, la bacteria menos eficiente.
Aunque estas diferencias fueron marcadas en la réplica bioldgica #1, las dos replicas
siguen las mismas tendencias (Tabla S4 de la secciéon Anexos).

A. C. premiR390a premiR390b
mtr-miR390a-b AAGCTCAGGAGGGATAGCGCC

pvu-miR390a  AAGCTCAGGAGGGATAGCGCC i
pvu-miR390b  AAGCTCAGGAGGGATAGCACC i
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Figura 45: Los miR390 de P. vulgaris a 24 hpi. A. Secuencias de las dos isoformas del miR390
de P. vulgaris alineadas con la de M. truncatula. El miR390b se diferencia por la base
subrayada. B. Abundancias normalizadas en lecturas por millén (RPM) de los miR390a y
miR390b en la data de secuenciaciéon de sRNA-seq. Se graficaron los promedios de las dos
replicas bioldgicas para cada isoforma. C. Estructura segundaria del precursor del miR390a y
miR390b de P. vulgaris. Los miARNs maduros estan resaltados en rojo, asociados a los
miARNs* (resaltados en verde). Las estructuras tallo-rulo fueron obtenidas usando la
herramienta de visualizacion de UEA Workbench. MFE(pvu-premiR390a)= -54,17; MFE(pvu-
premiR390b)= -46,40.
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El miR390 corresponde a una familia de miARNs conservada en plantas. En P.
vulgaris, el miR390a alined con una region de la hebra negativa del cromosoma 10
(12464336-12464356) segun la anotacion del genoma mesoamericano. El miR390a
podria provenir de dos precursores: uno transcripto a partir de la regidn del
cromosoma 10 y otra region del cromosoma 6. Sin embargo el miR390a no presentd
lecturas del mIARN* asociadas a este ultimo locus en nuestros datos de
secuenciacion. Por otra parte, el miR390b alineé con una sola region del cromosoma 8
(56694789-56694809) de la hebra negativa, sugiriendo que el miR390b de P. vulgaris
seria procesado a partir de un unico precursor. Las estructuras segundarias predichas
para los precursores del miR390a y 390b de P. vulgaris presentan sélo uno o dos
nucledtidos desapareados en la region mIARN/miARN* y dos nucledtidos 3°
protuberantes (Figura 45C).

Para determinar si los precursores de los miR390a y miR390b de P. vulgaris se
encuentran conservados con los de M. truncatula, se realizé un alineamiento multiple
de las secuencias obtenidas en nuestra data de secuenciacién y en miRBase para los
precursores de P. vulgaris y M. truncatula, respectivamente (Figura 46). Resulto
interesante constatar que tanto los premiR390b como los premiR390a de las dos
especies presentaban alta identidad de secuencia, sugiriendo un origen evolutivo
comun. Comparando entre los diferentes precursores, las secuencias de los miARNs*
presentan 100% de identidad, con la excepcién del premiR390b de P. vulgaris que
presenta 3 mismatches. El segundo precursor del miR390a de P. vulgaris (ubicado en
el cromosoma 6) fue el que presenté mayores diferencias en comparacion a las otras
secuencias por lo cual no fue incluido en el alineamiento de la figura 2. Su divergencia
sumado a la ausencia de secuencia del miARN* asociado a este precursor en nuestras
bibliotecas podria sugerir que el mismo haya perdido funcionalidad.

pvu-premif3sab - - - - - -GEGAGAATC TETAAAGC TCAGGAGGEATAGCACCTTGATACTGATGATGC TATA 54
mtr-premifR3gab GAGTATAGGAGGETCAGTAALGE TCAGGAGGEATAGCGCCAT TEATAAATGTATGTACGT 2]
pvu-premiR39@a --GTGTAGAAGAATC TGTAAAGC TCAGGAGEGATAGCGLCATGEATGGETCATTGCTCATC 58
mtr-premifR39@a sm------ - - - - CTGTTAAGCTCAGGAGGGATAGCGCCATAGAATGTCTT- - - - - - - - 38
* #E kEkkERREEREEEREEREE ®£% ok
pvu-premiR3g@b -------------o-- CATGTTCATAGCAGTATATACTTGECGCTATCTATCTTGAGCTT 98
mtr-premif398b  -----------o-ooo-ooooooooooooo GATATTTGGCGCTATCCATCCTGAGTTT 88
pvu-premif39@a TCTCTTCTCTTTCCTCCCTTTGCCTCTTTGATCTTCTCTTGCGCTATCCATCCTGAGTTT 118
mtr-premif3g@a ---CTTTTTTTGETTCCATTTTATTGATTGATCTTCTCTTGCGCTATCCATCCTGAGTTT 95
E, ® OEEERZREER RRE ERER =g

pvu-premirR3geb CATGECTTCTTCT-------- 111

mtr-premif3sab CACCGGTTCTTCTTACTAGCT 102

pvu-premif3saa CATGECTTCTTTCTACAC- - - 138

mtr-premiR32aa CATGE--=-=-====-=====~ 18

Figura 46: Precursores de los miR390 de leguminosas. Alineamientos de las secuencias de los
precursores de los miR390a y miR390b de P. vulgaris (pvu) y de M. truncatula (mtr). Los
alineamientos de secuencias multiples se realizaron con Clustal Omega. Los asteriscos
representan nucledtidos conservados. En rojo estan indicados los miR390 maduros y en verde
el pvu-miR390*. Los tamafios de los precursores (en nts) estan indicados a la derecha.

Resulté interesante constatar que los precursores del miR390a entre P. vulgaris y M.
fruncatula fueron los que presentaron el porcentaje de identidad mas elevado con 84
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%, mientras los precursores del miR390b presentaron solamente 67,4 % de identidad
entre las dos especies. Los premiR390a y premiR390b de M. truncatula presentan una
identidad fuerte con 77,5 %; al contrario de los premiR390a y premiR390b de P.
vulgaris que son los mas divergentes con 64 % de identidad. Por otra parte, el
premiR390b de M. truncatula presenta mas porcentaje de identidad con el premiR390a
de P. vulgaris (71,2 %) que con el premiR390b de P. vulgaris (67,4 %). Finalmente el
premiR390b de P. vulgaris presenta un porcentaje de identidad similar tanto con
miR390b de M. truncatula que el mtr-miR390a de (66,7 %).

Las divergencias de las secuencias del precursor del miR390b de P. vulgaris y de su
miARN*, sumado al perfil diferencial del miR390b maduro a 24 horas después de la
inoculacion de rizobios sugirieron que el miR390b podria ejercer una funcion
especifica en esta leguminosa, lo que nos incentivé a profundizar su analisis.

Con el objetivo de validar la acumulacion diferencial observada en las bibliotecas, se
evaluaron los niveles de acumulacion del miR390b maduro en las tres condiciones
ensayadas utilizando la técnica de stem-loop RT-PCR (Chen et al., 2005; Varkonyi-
Gasic et al.,, 2007). Los resultados obtenidos indicaron que la acumulacién del
miR390b respecto al control es significativamente mayor en aquellas raices inoculadas
con ambas cepas. La acumulacion del miR390b respecto al control es mayor con
SC15 (aproximadamente 7 veces), que en aquellas inoculadas con 55N1 (5 veces)
(Figura 47). Este resultado es coincidente con los resultados obtenidos previamente
por sRNA-seq.

Figura 47: Abundancia del miR390b por real time.

2000+ *

1000- I_—l—_l
0

CTL SC15 55N1

miR390b Medicion de la abundancia del miR390b por la
80001 - técnica Stem-Loop PCR en muestra de raices de 24
7000+ . . . . . . . e .
£ 000, - hpi. El asterisco indica diferencias significativas del
5 - . L
'@ 50001 control respecto de las condiciones de inoculacién
£ 4000+
3 30001 en un t-test con p <0,05.
g

El miR390 tiene como ARNm blanco un transcripto no-codante, denominado TAS3
(por trans-acting small interference RNA3), a partir de cual se generan tasiARNs (Allen
et al., 2005; Axtell et al., 2006; Jagadeeswaran et al., 2009; Marin et al., 2010), (Figura
48). El miR390 se asocia especificamente a la proteina AGO7 y se une a dos sitios
complementarios de TAS3. El complejo AGO7/miR390 cliva el transcripto TAS3 en el
sitio blanco mas préximo al extremo 3’ terminal. El producto de clivaje es convertido en
ARN doble cadena (dsRNA) por la accién del complejo formado por RDR6 y SGS3. La
RNAsa DCL4 procesa el dsRNA en pequefios ARNs de 21 nts: los tasiARFs; los
cuales son producidos en fase de a 21 nts a partir del sitio de clivaje de miR390. Los
tasiARFs actuan como reguladores post-transcripcionales negativos de los ARNms
ARF2, ARF3y ARF4, uniéndose en uno o dos sitios complementarios (Montgomery et
al.,, 2008). Los ARFs (por Auxine Response Factors) estan involucrados en la
sefalizacidn y respuestas a las auxinas, regulando positivamente el crecimiento lateral

80



Capitulo Il: Resultados

de las raices y ejerciendo una regulacion negativa sobre la infeccion rizobiana y la
organogénesis del nédulo en M. fruncatula (Hobecker et al., 2017).

5 —
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Figura 48: Via de regulacion del miR390. El complejo AGO7/miR390 cliva TAS3 al segundo sitio
de unién. RDR6 y SGS3 convierte el producto de clivaje en ARN doble cadena, el cual es
procesado por DCL4 y convertido en tasiARNs. Los tasiARFs regulan los mARNs ARF2, ARF 3y
ARF 4. Esquema obtenido de Hobecker et al., 2017.

La secuencia del precursor del miR390b fue alineada al genoma andino de P. vulgaris
disponible en Phytozome (https://phytozome.jgi.doe.gov/pz/portal.html), una plataforma
online de base de datos gendmica y herramientas para el analisis de secuencias en
plantas. Resultd interesante observar que el precursor de este miR390b alinedé con
100% de identidad con el locus que da lugar a transcripto Phvul.008G252900.1, el cual
no posee anotacion funcional (Figura 49A). Los precursores del miR390a de P.
vulgaris (de los cromosomas 10 y 6), alinearon en zonas intergénicas (datos no
mostrados). Por otra parte, el transcripto no codificante TAS3 (Phvul.006G120500.1)
fue identificado en una regién del cromosoma 6 de P. vulgaris, que tampoco presenta
anotacion funcional (Figura 49B).

A. 0 5,000,000 10,000,000 15,000,000 20,000,000 25,000,000 30,000,000 35,000,000 40,000,000 45,000,000 50,000,000 55,000,0
I e\ Q.8 G‘)\ Chro| ~ | Chrog:50124413..60129032 (5.52 Kb) | Go || & | mBe
60,125 000 60.126,250 60,127,500 60,128 750
User Blast Results -
. -
Transcript E\WU\ 008G252900 1
ernative Transcript
PASA Assembled EST <~ I L ]
BLASTX Arabi/Chlamy/Rics
Phvul.008G252900.1
B - |0 5,000,000 10,000,000 15,000,000 20,000,000 I 25,000,000
@ E}) Q Qe G)\ Chr06| ~ |[Chr0B:22678827. 22882704 (3.8 Kb) | Go &) | EB+
2,880,000 22.881.250
} —
Transcript Phvul 006G120500 1
ernative Transcript
PASA Assembled EST .|
BLASTX Arabi/Chlamy/Rice
TAS3 (Phvul.006G120500.1)

Figura 49: Alineamientos del precursor y del blanco del miR390b en P. vulgaris. A.
Alineamiento del premiR390b (Phvul.008G252900.1) al genoma de P. vulgaris en Phytozome
v2.1. B. Alineamiento de TAS3 (Phvul.006G120500.1). En el modelo génico propuesto las lineas
corresponden a intrones y las cajas a exones. Las cajas naranjas corresponden a regiones
codificantes y las grises a las 5" y 3" UTRs. La regién correspondiente al premiR390b se muestra
en celeste.
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Posteriormente, se analizaron los niveles de expresion del precursor y de TAS3
haciendo uso de los datos de RNA-seq de raices a 24 hpi generados en nuestro grupo
de investigacion. Los valores de expresién del premiR390b obtenidos a partir de la
data de RNA-seq mostraron una correlacién directa con la acumulacion del miR390b
maduro que resultd ser significativa para la condicion SC15 respecto al control,
indicando que tanto el precursor como el miARN maduro son modulados por el rizobio
en estadios tempranos de la interaccion simbidtica. Por otro lado, el transcripto TAS3
no mostro diferencias importantes en respuesta a ninguna de las dos cepas rizobianas
(Figura 50), de manera consistente con lo que se habia observado previamente en la
leguminosa modelo M. truncatula (Hobecker et al., 2017).
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Figura 50: Niveles de expresion del precursor y del blanco del miR390b a 24 hpi. Valores de
expresiéon normalizados de los transcriptos Phvul.008G252900.1 (premiR390b) vy
Phvul.006G120500.1 (TAS3) en FPKM obtenidos a partir de los datos de RNA-seq de tres
réplicas bioldgicas disponibles en el laboratorio (Tesis doctoral de Joaquin Clta). Los valores de
probabilidad de expresién diferencial (p-value) de las condiciones de inoculacién contra el
control (SC15 vs CTL o 55N1 vs CTL) se indican arriba de las barras, y de SC15 vs 55N1 se sefiala
arriba del corchete.

Usando la plataforma Integrative Genomic Viewer (IGV), se busco la region
cromosomica correspondiente a TAS3 en el genoma mesoamericano de P. vulgaris.
Se cargaron los datos de RNA-seq de nuestros datos de sRNA-seq provenientes de
las dos réplicas biologicas y se ajustaron las escalas de manera a que estén
normalizadas entre si. En el modelo génico para el transcripto de TAS3 se ubicaron los
dos sitios de union del miR390b. Resulté interesante observar la acumulacién de
lecturas de pequeiios ARNs entre los dos sitios de unidn. El analisis de las secuencias
de estas lecturas confirmoé que aquellas corresponden a pequefios ARNs de 21 nts en
fase a partir del sitio de clivaje del miR390b (Figura 51A y B), es decir los tasiARFs. En
la Figura 51C se graficaron los dos tasiARFs con valores de abundancias mayores en
nuestros datos de secuenciacion, TAS3+7 y TAS3+8, los cuales corresponden a los
tasiARNs mas estables reportados previamente en otras especies vegetales
(Jagadeeswaran et al., 2009; Hobecker et al., 2017).
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Figura 51: Visualizacion de las lecturas de RNA-seq y sRNA-seq alineadas al locus TAS3. A.
Lecturas de TAS3 (Phvul.006G120500.1) alineadas al genoma de P. vulgaris con datos de
secuenciacion de RNAseq de Dalla Via (panel superior, y lecturas de sARNs con datos de
sRNAseq (panel inferior) para cada condicién (CTL, SC15, 55N1). Los datos de las dos replicas
bioldgicas fueron combinados para cada condicién. El modelo génico del transcripto se indica
abajo en azul, los sitios del mi390b en fucsia y la produccidn de tasiARFs en celeste. B. Detalles
del apareamiento del miR390b a los dos sitios blancos de TAS3. La flecha rosa indica la zona
de corte. C. Abundancias normalizadas en lecturas por millén (RPM) de los tasiARFs (TAS3 +8,
TAS3 +7) obtenidas a partir de sRNA-seq. Se graficaron los promedios de las dos replicas
bioldgicas.

2. Caracterizacion funcional del miR390b

Los datos de expresion del miR390b a 24 hpi sugieren que el mismo podria
desempefar una funcion en el establecimiento de la simbiosis rizobiana de P. vulgaris.
Para determinar si el miR390b esta involucrado en la eficiencia de la nodulacion y la
preferencia de cepa observada en las variedades mesoamericanas de P. vulgaris, se
decidié caracterizar mediante genética reversa la funcion de dicho miARN en la
formacion de noédulos, la infeccidn rizobiana y en la ocupacion de los nédulos por
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cepas mas eficientes. Para ello, se llevé a cabo la sobreexpresién del precursor del
miR390b en raices de P. vulgaris. La secuencia correspondiente al precursor fue
amplificada a partir de ADNc utilizando dos oligonucleétidos especificos que amplifican
un fragmento de 217 nts. Los fragmentos obtenidos fueron clonados en el vector de
expresion pk7WG2D,1 (Figura 72 de la Seccidon Materiales y Métodos), el cual dirige la
expresion del premiARN bajo el control del promotor del ARN 35S del virus del
mosaico del coliflor (CaMV35S). Esta construccién se denominé p35S:premiR390b. El
vector de expresiéon utilizado posee el gen reportero que codifica la proteina verde
fluorescente GFP bajo el promotor constitutivo rolD de Agrobacterium tumefaciens, lo
que permite visualizar el tejido transformado (Figura 69 de la Secciéon Materiales y
Métodos). La construccién para la sobreexpresién del precursor del miR390b
(premiR390b) fue introducida en la cepa de Agrobacterium rhizogenes K599, y dicha
cepa utilizada para generar raices transgénicas en plantas compuestas de P. vulgaris.
Estas plantas compuestas consisten en una parte aérea salvaje (no transgénica) y su
sistema radical transgénico en donde cada raiz representa un evento de
transformacion independiente. Un grupo de plantas fue transformado con el vector
vacio como control. Una vez que emergieron las raices transgeénicas, las plantas
fueron crecidas durante una semana en cajas conteniendo un medio Fahraeus sin
fuente de nitrégeno y luego visualizadas bajo lupa de fluorescencia para identificar
aquellas raices que expresan GFP. Aproximadamente el 90 % de las raices
presentaron expresion de la proteina GFP. Las raices que no presentaban
fluorescencia fueron escindidas.

Para evaluar los niveles de acumulacién del premiR390b, se extrajeron los ARNs
totales a partir de tejido de raiz de plantas individuales de plantas transgénicas
llevando la construccién con el vector vacio (VV) y plantas de sobreexpresion
(OX390b). Una planta para cada condicién de inoculacion realizada en nuestro estudio
fue evaluada para cada una de las condiciones ensayadas: inoculadas con YEM
(CTL), SC15 (cepa de R. etli mas eficiente) y 55N1 (cepa de R. etli menos eficiente) y
colectadas a las 24 horas luego de inoculacion. A partir del ARN obtenido se llevo a
cabo la sintesis de ADNc mediante transcripcion reversa (RT) y se realizaron
reacciones de qPCR utilizando oligonucledtidos especificos para el premiR390b
(Tablas S12 de la Seccién Anexos). Las plantas evaluadas llevando la construccion
de sobreexpresion 35S:premiR390b (OX390b) mostraron valores de acumulacion
importantes del precursor en comparacion a las plantas control transformadas con el
vector vacio, para las tres condiciones de inoculacién enunciadas (Figura 52). Para
determinar si la sobreexpresién del precursor del miR390b se correlaciona con la
acumulacion del miARN maduro, se cuantificaron los niveles de acumulacion del
miR390b en aquellas mismas muestras utilizando la técnica de stem-loop RT-PCR
(Chen et al., 2005; Varkonyi-Gasic et al., 2007). Los resultados obtenidos indicaron
que la acumulacién del miR390b es significativamente mayor en aquellas raices que
llevan la construccién de sobreexpresion que en sus controles respectivos en las tres
condiciones ensayadas (Figura 52). Para cada condicion, los perfiles de acumulacion
del premiR390b y del miR390b maduro siguen correlaciones similares. En las mismas
muestras se evaluaron los valores de expresion de TAS3 (Figura 52). Salvo para la
condicion control (CTL), los valores de expresion de TAS3 no siguen una correlacion
inversa con los valores de acumulaciones del miR390b. Sin embargo, en los datos de
bibliotecas a 24 hpi tampoco se habia notado una disminucion del blanco del miR390b
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en muestras en cuales el miR390b (Figura 45B) y su precursor (Figura 50) se
encuentran aumentados. Para la totalidad de las muestras analizadas, el transcripto
TAS3 ha siempre mostrado una expresién muy alta, lo que podria explicar que la
accion del miR390b tendria un efecto menor sobre los niveles estacionarios de TASS3,
sugiriendo que el miR390b mas que TAS3 es el factor limitante para la produccién de
tasiARFs. Finalmente, en estas muestras se midieron las acumulaciones de los
tasiARFs. Los TAS3+7 y TAS3+8 presentan una unica diferencia en el 3’ terminal de
sus secuencias nucleotidicas (TTCTTGACCTTGTAAGACCTC,
TTCTTGACCTTGTAAGACCTT, respectivamente) que no permite distinguirlas
mediante la técnica de stem-loop RT-PCR. La medicion de los tasiARFs en estas
muestras revel6é una correlacion directa entre las acumulaciones del miR390b y los
tasiARFs en las diferentes condiciones ensayadas (Figura 52).
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Figura 52: Niveles de expresion de la via del miR390b a 24 hpi. Medicion de la expresion del
premiR390b y TAS3 por real time; y de la abundancia del miR390b y de los tasiARFs por la
técnica Stem-Loop PCR en muestra de raices control (VV) y de raices de sobreexpresién del
miR390b (0X390b) a 24 hpi. Los asteriscos indican diferencias significativas respecto al control
y entre las diferentes muestras sefaladas por los corchetes en un t-test (con *, p<0,05; **,
p<0,01; ***, p<0,0001).

Habiendo verificado la sobreexpresion de los precursores del miR390b y la
acumulacion consecuente de su miARN maduro asi como una mayor produccion de
tasiARFs en las raices OX390b, se abordé la caracterizacion fenotipica de dichas
plantas, la cual incluyd la cuantificacion de los nddulos por raiz en funcién del tiempo
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(cinética de nodulacién) y la determinacion del tamafio de los nédulos formados luego
de la inoculacion con las cepas de R. etli SC15 y 55N1. Las plantas compuestas de
variedad mesoamericana NAG12 que llevan la construccion p35S:premiR390b
(OX390b) o el vector vacio (VV) fueron transferidas a cajas conteniendo medio
Fahreaus sin fuente de nitrégeno. Se utilizé un minimo de 10 plantas por construccién
y por condicion, las cuales fueron inoculadas con la cepa mas eficiente SC15 o con la
menos eficiente 55N1. Los nédulos formados fueron cuantificados por raiz dado que
cada raiz representa un evento de transformacion independiente. La recoleccion de los
datos comenzd a partir de los 5 dias post inoculacion (dpi), momento en el cual los
nodulos o primordios de ndédulos son visibles a simple vista. Los resultados de la
cinética de nodulacion mostraron que las plantas OX390b desarrollaron una cantidad
de ndédulos significativamente menor que las control (VV) cuando las mismas fueron
inoculadas con SC15. Esta disminucion fue significativa al largo del tiempo estudiado
(i.e 8 y 21 dpi). Interesantemente, las diferencias observadas entre las plantas OX390b
y control no fueron significativas cuando se utilizé la cepa menos eficiente 55N1
(Figura 53). Estos resultados indican que la sobreexpresion del premiR390b afectaria
negativamente la formaciéon de nédulos en la simbiosis de P. vulgaris y que esta
alteracion es mas pronunciada en la interaccién con la cepa mas eficiente SC15. Esto
sugiere que el miR390b actuaria como un regulador negativo de la nodulacion.
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Figura 53: Cinética de nodulacion del miR390b. Numero de nddulos formados por raiz
transgénica en plantas control (VV) y plantas que sobreexpresan el precursor del miR390b
(OX390b), frente a la inoculacién con las cepas de R. etli SC15 (nodC a) y 55N1 (nodC 6). Las
barras de error representan los desvios estandar del conteo de la totalidad de las raices GFP de
un minimo de 10 plantas por condicidn. Se graficaron juntos los resultados de conteo de raices
transgénicas generadas por 2 colonias de A. rhizogenes llevando la misma construccién. Las
diferencias fueron significativas en un t-test con p<0,05 en los tiempos sefialados por los
asteriscos en las muestras de inoculacién con SC15. El experimento es representativo de tres
réplicas bioldgicas independientes.
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Al finalizar de la cinética de nodulacion (a los 21 dpi), se midieron los diametros de los
nodulos de las plantas VV y OX390b en las condiciones ensayadas. Los resultados
presentados en la Figura 54 mostraron que los nédulos formados tanto por la bacteria
mas eficiente (SC15) como la menos eficiente (55N1) fueron significativamente mas
pequenos en las raices OX390b que en las raices VV, indican que la sobreexpresion
del premiR390b afecta también el desarrollo de los ndédulos formados las cepas de R.
etli .
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Figura 54: Tamaino de nédulos de 21 dpi del miR390b. Medicion del tamafo de nédulos de 21
dpi formados en las raices transgénicas de plantas control (VV) y plantas que sobreexpresan el
precursor del miR390b (0OX390b) con SC15 o 55N1. Las barras de error representan los desvios
estandar de la medicidon de la totalidad de los nédulos GFP (ver n, nimero de nddulos
entrando en el andlisis para cada condicidn). Los asteriscos indican diferencias significativas de
las muestras de sobreexpresion con sus controles respectivos en un t-test con p<0,0001.

Para validar que los fenotipos observados fueron debidos a los niveles mas altos del
miR390b, se evaluaron los niveles de expresiéon en raices de plantas individuales
provenientes de estos experimentos funcionales al finalizar el recuento de los nédulos.
Se colectdé un pool de raices noduladas de plantas transformadas con el vector vacio
(VV) y raices de plantas llevando la construccién de sobreexpresion (OX390b), cada
una inoculada con SC15 o 55N1. Se extrajo el ARN de cada muestra y se llevé a cabo
la sintesis de ADNc y gqPCR para determinar los niveles del premiR390b, el miR390b
maduro, el transcripto TAS3 y los tasiARFs. Las raices inoculadas con SC15
mostraron una acumulacién del precursor >3000 veces mayor en comparacion a las
plantas control transformadas con el vector vacio; contra >200 veces para las raices
inoculadas con 55N1. Los niveles de acumulacién del miR390b medidos por la técnica
de stem-loop RT-PCR en aquellas mismas muestras indicaron una correlacion
significativa directa entre la acumulacién del premiR390b y del miARN maduro (Figura
55). En las mismas muestras se evaluaron los valores de expresion de TASS3, el
blanco del miR390b. Los valores de expresion de TAS3 son significativamente mas
bajos en las plantas que acumulan el miR390b en comparacién a sus controles
respectivos, en las dos condiciones de inoculaciones ensayadas. Finalmente, las
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acumulaciones de los tasiARFs, TAS3+7 y TAS3+8, fueron detectables unicamente en
las raices de plantas que presentan altos niveles del miR390b (Figura 55).
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Figura 55: Niveles de expresion de la via del miR390b en raices noduladas. Medicién de
expresion del premiR390b y TAS3 por real time y de la abundancia del miR390b y de los
tasiARFs por la técnica Stem-Loop PCR en muestra de raices control (VV) y de raices de
sobreexpresion del miR390b (OX390b) al final de la cinética de nodulacion (21 dpi). Los
asteriscos indican diferencias significativas respecto al control y entre las diferentes muestras
sefialadas por los corchetes en un t-test (con *, p<0,05; **, p<0,01; ***, p<0,0001).

Para determinar si la sobreexpresién del premiR390b altera la infeccion bacteriana, se
inocularon raices transgénicas con una cepa de R. etli marcada con una proteina
fluorescente. Se estudid la formacion de hilos de infeccién, su desarrollo y su
progresion hasta la ocupacion de los nodulos formados. A tiempos tempranos se
cuantificaron los hilos de infeccion formados por centimetros de raiz transgénicas en
las raices OX390b y VV. A su vez, para cada hilo de infeccién observado se determiné
su estado de progresion, clasificando los mismos como hilos que se encuentran en el
pelo radical, hilos que alcanzaron las células de la epidermis e hilos que alcanzaron el
cortex. Los diferentes estados de progresion estan representados en el esquema de la
Figura 56A e ilustrado en Figura 56B mediantes adquisiciones fotograficas de raices
inoculadas con la cepa de R. etli nodC tipo a CFNX5 que expresa la proteina
fluorescente IDsRed (Battaglia et al., 2014).
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Figura 56: Estudio de la infeccion bacteriana. A. Esquema de los diferentes estados de
caracterizacién de los hilos usados en este estudio: pelo radical, epidermis y cortex. B. Fotos de
microscopia invertida ilustrando la progresién de los hilos de infeccidn con la cepa de R. etli
CFNX5 marcada con IDsRed. C. Cantidad de hilos de infeccidon contabilizados a 8 dpi en raices
transgénicas de sobreexpresion del miR390b (OX390b) y del control (VV), valores expresados
en c¢cm de raiz, inoculacién con CFNX5 marcada con IDsRed. El asterisco indica diferencias
significativas en un t-test con p<0,05. D. Reparticidn de la cantidad de hilos de infeccidn segin
el estadio de progresion: pelo radical, epidermis y cortex (valores expresados en porcentaje).
El experimento es representativo de dos réplicas bioldgicas independientes.

Los resultados del analisis de la infeccidon bacteriana a 8 dpi muestran una disminucion
significativa en la densidad de los hilos de infeccion formados por la cepa CFNX5 de
R. etli (nodC tipo a) en las raices de sobreexpresién del miR390b (OX390b) en
comparacion a la condicién control (Figura 56C). Ademas, el estudio de la progresion
del hilo de infeccion desde el pelo radical hasta las capas corticales reveld un mayor
porcentaje de hilos de infecciébn en los pelos radicales en las raices OX390b en
comparacion a las raices control. Concomitantemente, se observé menor proporcion
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de hilos de infeccidon que avanzaron hasta la epidermis, mientras que no se notaron
diferencias para los hilos que alcanzaron el cértex. Estos resultados sugieren que la
sobreexpresion del miR390b altera tanto la iniciacion como la progresion de los
eventos de infeccidon en la simbiosis entre P. vulgaris y R. etli.

Para determinar si el miR390b desempefa una funcion en la preferencia de cepa
observada en la simbiosis entre variedades mesoamericanas de P. vulgaris y cepas de
R. etli que portan el alelo nodC tipo-a, se realizaron ensayos de competencia en
plantas compuestas que llevan la construccion p35S-premiR390b y en plantas control
(transformadas con el vector vacio). Se inocularon plantas crecidas en potes sin fuente
de nitrégeno con una mezcla equicelular de cultivos de SC15 y 55N1 en el mismo
estadio de crecimiento. A los 27 dpi, los nédulos formados fueron recolectados
individualmente, y se analizd su ocupacion, es decir la identidad de la cepa que ocupa
cada nodulo (Figura 57A). La identidad de la cepa de R. etli se determind mediante
caracterizacion fenotipica de las cepas y su validacion genotipicamente, mediante el
analisis del polimorfismo del gen nodC (Figura 57B). Se purificd el ADN bacteriano, se
amplifico el gen nodC usando los oligonucleétidos especificos (listados en la Tabla
S12 de la seccion Anexos) y se analizé el perfil de restriccion de los fragmentos
amplificados luego de la digestiéon enzimatica con Hinfl. No se observaron de
diferencia de ocupaciéon de los ndédulos formados entre las plantas que llevan la
construccion de sobreexpresion del miR390b de las plantas control (Figura 57A). Estos
resultados sugieren que el miR390b si bien actua como regulador de la nodulacion, no
participaria de los mecanismos moleculares que determinan la preferencia de cepa
observada de esta simbiosis.
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Figura 57: Ensayo de competencia en raices de sobreexpresion del premiR390b. A. Analisis de
la ocupacidn de los nédulos de raices transgénicas co-inoculadas llevando el plasmido control
(VV) o llevando la construccion de sobreexpresidn (OX390b). El experimento es representativo
de dos réplicas biolégicas independientes. B. Perfil de restriccion del gen nodC de las cepas de
R. etli luego de la digestién con la enzima Hinfl (PM, peso molecular en pares de bases).
Andlisis de las cepas de R. etli proviniendo de nddulos de raices transgénicas co-inoculadas
llevando el pldsmido control (VV) o llevando la construccion de sobreexpresién (OX). El patrén
de restriccion esta indicado en C (cepas controles) para SC15 (nodC a, numeros impares) y
55N1 (nodC &, nimeros pares).
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Discusion

Conservacion y evoluciéon del miR390 en plantas

Como se ha mencionado en la Introduccion, los miARNs participan en la regulacién de
la expresion génica durante el desarrollo de las hojas y la formacion de érganos post-
embrionarios en las plantas, como los nddulos y las raices laterales. La formacion de
las raices laterales se inicia en respuesta a una concentracién local maxima de
auxinas (Dubrovsky et al., 2006; Oldroyd et al., 2011). Un estudio previo llevado a
cabo en A. thaliana demostr6 que el miR390, los tasiARFs y los factores ARFs
integran una red regulatoria en respuesta a auxina que controla el crecimiento de las
raices laterales (Marin et al., 2010). En base a este trabajo se propuso un modelo en el
cual los tasiARFs, producidos por el clivaje de TAS3 mediado por miR390, actuarian
reprimiendo la expresion de ARF2, ARF3 y ARF4, promoviendo el crecimiento de las
raices laterales. Dada su funcidon en el desarrollo de hojas y raices, la familia del
miR390, es un MiARN muy conservado en plantas (Xia et al., 2017). El analisis de las
secuencias de los genes MIR de esta familia mostré que los mismos representan un
clado basal separado de grupos filogenéticos de otros genes MIR. A su vez, el miR390
comparte identidad con otros miARNs como el miR7122 o el miR4376, a partir de lo
cual se propuso que los genes MIR del miR390 serian los ancestros de otras
superfamilia de miARNs (Xia et al., 2013). No solamente el miR390 maduro ha
evolucionado con una presidén de seleccion sobre su secuencia, sino también a nivel
del precursor en donde se observé que la secuencia debajo de la regién del tallo-rulo,
critica para el procesamiento de DCL1, se encuentra conservada en plantas
angiospermas. Esta conservacion se observa también a nivel funcional a través de la
via regulatoria miR390-TAS3-ARFs. Estudios recientes indican que los genes
componentes de esta via se encuentran conservados en miles de especies de plantas,
desde las briofitas hasta las angiospermas (Xia et al., 2017). En nuestros datos de
secuenciacién se encontraron dos isoformas del miR390 maduro, el miR390a y el
miR390b, los cuales también se encuentran conservados a nivel de secuencia y
mecanismo de accion.

El miR390 como mediador de la regulaciéon por auxinas en la
nodulacién

Las auxinas son hormonas con una funcién clave en la nodulacion. El inicio de la
formacion de nodulos indeterminados requiere una disminucion en los niveles de
auxinas, para luego dar lugar a una acumulacion de auxinas en las células del periciclo
y cortex en division del primordio nodular. Una vez formado el nédulo, las auxinas se
restringen a la zona meristematica del nddulo y al tejido vascular (Mathesius, 2008).
Su concentracion es finamente regulada ya que a bajas concentraciones incrementa la
nodulaciéon mientras que a concentraciones altas la inhibe. Para eso la via del miR390
y la produccion de tasiARFs tiene un papel clave a través de la regulacion de los
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niveles de mMARNs que codifican los factores de transcripciéon regulados por auxinas:
ARF2, ARF3 y ARF4 (Montgomery et al., 2008). Los ARFs interactuan
especificamente con las proteinas Aux/IAA que son codificadas por los genes de
respuesta temprana a auxina. Los ARFs se unen a elementos de respuesta a auxinas
(ARE) en los promotores de genes primarios sensibles a auxinas, mediando su
transcripcion. Las Aux/IAAs se unen a los ARFs, inhibiendo la transcripcion de genes
mediada por ARE.

En M. truncatula se observd que los niveles de tasiARFs decrecen significativamente
en respuesta a la infeccidon rizobiana mientras que los niveles de los blancos de los
tasiARFs, ARF2, ARF3 y ARF4, se incrementan en etapas tempranas de la infeccion
(Reynoso et al., 2013). Los niveles de miR390a/b se reducen drasticamente (~ 80%)
en raices a las 48 horas post inoculacién con S. meliloti en comparacion con las raices
inoculadas con agua. La activacion de la via miR390/TAS3, mediante Ia
sobreexpresion ectdpica del miR390 regula negativamente la nodulacién y la infeccion
bacteriana de M. truncatula (Hobecker et al., 2017). Nuestros resultados funcionales
en P. vulgaris, una planta con nodulacion de tipo determinado mostré el mismo
fenotipo que la leguminosa de tipo indeterminado: menor cantidad de nédulos
formados, los cuales presentaron un tamafio mas pequefio, y menor densidad de hilos
de infeccién (Figura 53, 54 y 56C). Por otra parte, la medicion de los niveles
estacionarios de los tasiARFs y de los ARFs en raices de P. vulgaris de
sobreexpresion del miR390b, presentan una aumentacién de los tasiARFs correlativa
con la disminucién significativa de los niveles de expresiéon de los ARFs (Figura 55),
como en M. truncatula (Hobecker et al., 2017). Aunque la isoforma estudiada en P.
vulgaris en este trabajo se diferencia en una base con la de Medicago (Figura 45A),
los resultados de expresion asociado a la historia evolutiva del miR390 y la
conservacion de su funcion en plantas (Xia et al., 2017) sugieren que el pvu-miR390b
podria tener una redundancia de funcién con el miR390a/b de Medicago a través de la
via reguladora miR390/TAS3.

Nuevas funciones del miR390 en leguminosas

Al contrario de M. truncatula, en P. vulgaris los datos de secuenciacion mostraron que
el miR390b se acumula en respuesta a la inoculacion (24 hpi), con mayores niveles
con la bacteria mas eficiente (Figura 45B). Los resultados de los alineamientos de los
precursores (premiR390a y b) entre estas dos especies mostraron que el premiR390b
de P. wulgaris es el mas divergente en su secuencia (Figura 46). Los analisis
funcionales en la simbiosis con cepas mas y menos eficiente de R. etli no indicarian
que este podria cumplir un papel en la preferencia de cepa. Aunque el fenotipo de la
sobreexpresion observado en la cinética de nodulaciéon sea mas marcado con SC15 la
bacteria mas eficiente (Figura 53), la cantidad de ndédulos formados por 55N1, la
bacteria menos eficiente se ve también disminuida, aunque en menor proporcion. El
miR390b conservaria la funcion de regulador negativo descripto en M. truncatula,
independientemente de la cepa considerada. Sin embargo, los datos obtenidos a partir
de las bibliotecas generadas podrian sugerir que el miR390b tiene un nivel de
regulacion espacio temporal diferente al de M. fruncatula, cuya regulacion podria ser
dada a nivel de la divergencia del precursor y/o ser modulada en respuesta a los
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niveles locales de auxinas requeridos para dar inicio a la organogénesis de un nédulo
determinado, la cual difiere sustancialmente de la de un nédulo indeterminado.

En M. ftruncatula se caracteriz6 la expresion temporal de los genes MIR390a y
MIR390b, que dan lugar al mismo miR390 maduro. La actividad del promotor de
MIR390a fue detectada en las Ultimas etapas de la interaccién en los haces vasculares
periféricos, y en las zonas meristematica y de infeccion distal de los nédulos. Por otro
lado, la actividad del promotor de MIR390b fue detectada a 6 dpi, cuando los hilos de
infeccidn se ramifican y alcanzan el cortex. Su expresion esta localizada en el pelo
radicular, en las células epidérmicas adyacentes alcanzadas por los hilos de infeccién
y en las células corticales divisorias debajo del sitio de la infecciéon. En las ultimas
etapas de la interaccion simbidtica se encontrd actividad del promotor de MIR390b en
aquellas células de la zona de infeccidn a las que alcanzan los hilos de infeccién y en
las células no infectadas de la zona de fijacién. La actividad del promotor MIR390b
también se vio en meristema del ndédulo en etapas tardias. Estos resultados indicaron
que el MIR390b es un gen sensible a rizobios y su expresion esta asociada a células
de raices y nodulos jovenes que se alcanzan mediante el crecimiento activo de los
hilos de infeccion, mientras que en los nddulos maduros su expresion se restringe al
meristema (Hobecker et al., 2017). Estudios de las actividades de los promotores de
los genes que dan lugar a los miR390a y miR390b en P. vulgaris nos podria informar
acerca de la redundancia de funcion de la isoforma pvu-miR390b o de una
subfuncionalizacién de la misma (Zhang et al., 2006).

En L. japonicus, dos mutantes han sido caracterizados genéticamente: rel1 y rel3 (por
reduced leaflet)), ambos presentando defectos en los o6rganos vegetativos y
reproductivos (Yan et al., 2010). REL1 y REL3 son genes homologos SGS3 'y AGO7
de Arabidopsis, dos componentes claves de la biogénesis de los tasiARNs (Figura 48).
Los mutantes con pérdida de funcion rel3 (ago7) presentan defectos en la acumulacién
de los phasiARNs producidos a partir de TAS3 y los niveles de expresion de sus
blancos los ARFs son mas altos. El fenotipo asociado a la nodulacion de las plantas
rel3 presenta menor cantidad de nddulos fijadores y menos eventos de infeccion y de
iniciacion de la nodulacién que las plantas salvajes (Li et al., 2014). Los autores
mostraron que los mutantes rel3 presentan respuestas alteradas tanto a las auxinas
como al etileno. El fenotipo de nodulacion rel3 se ve restaurado por la inhibicién de la
sintesis de etileno (Li et al., 2014). A través de la alteracion de un componente de la
biogénesis de los tasiARFs, se mostré la importancia de la regulacién mediada por
estos tasiARNs y su integracion en la sefializacion hormonal para la coordinacion de la
infeccidn rizobiana y la iniciacién de la nodulacién en L. japonicus.

Finalmente, en P. vulgaris el miR390a fue detectado en bibliotecas provenientes de
6rganos vegetativos; particularmente en hojas bajo condicién de estrés hidrico
(sequia) y en plantulas tratadas con ABA (Arenas-Huertero et al., 2009). Teniendo en
cuenta el papel negativo del ABA sobre la nodulacion (Ferguson and Mathesius,
2014), resultaria interesante medir la acumulacion del miR390a a diferentes tiempos
de la interaccién entre P. vulgaris y rizobios para determinar si esta isoforma podria
cumplir también un rol de regulador negativo como en otras leguminosas, o si esta
funcion es restringida a la isoforma del miR390b en P. vulgaris.
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En conjunto, la regulacion del desarrollo de las hojas y la formacién de érganos post-
embrionarios en las plantas, no pasaria Unicamente por la modulaciéon de los niveles
de auxinas sino también involucraria una red regulatoria mas compleja con la
participacion de otras fitohormonas como el etileno y el ABA.
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Caracterizacion de un nuevo miARN
involucrado en la preferencia de P. vulgaris por
cepas mas eficientes en la nodulacion.

1. Caracterizacion de la expresiéon del miR5924 maduro y de su precursor

A partir del analisis de los datos de secuenciacion presentados en el capitulo | de esta
Tesis, se identificaron entre 14 y 21 nuevos miARNs en cada una de las bibliotecas de
sARNs (Tabla 7). Teniendo en cuenta las tres condiciones ensayadas, las dos réplicas
biolégicas y el alineamiento de las secuencias a ambos genomas de P. vulgaris se
identificaron un total de 64 nuevos miARNs (Figura 28). A partir de esta lista (Tablas
S5 y S7 de la seccién Anexos) se buscaron los miARNs con perfil de acumulacion
diferencial entre raices inoculadas con la cepa mas eficiente y competitiva SC15 y
aquellas inoculadas con cepa menos eficiente 55N1, o con medio YEM. Uno de estos
mMiARNs (AGGGCAAGAAGAAGAAGAAGC), el cual presentd niveles de acumulacion
mayores en las raices inoculadas con la SC15 respecto de aquellas inoculadas con
55N1 (Figura 58A), fue el miARN numero 4 presentado en la Tabla S5 de la seccion
Anexos. A este miARN se lo denomind miR5924. La secuencia de este mi5924 alined
con una region del cromosoma 9 (37237592-37237612) segun la anotaciéon del
genoma andino, que corresponde al scaffold00316 (98643-98663) del genoma
mesoamericano.

A B. (o3
miR5924 premiR5924
35 —~ 9
E 30 1 Es
S —|_ S 7
= 25 S5
© ©
5 20 g 5
g 15 5 4
©
£ 2:
1.0 'y €
5 S 2
£ o5 4 2.
0. b8y T T T
CTL SC15 55N1 \: CTL SC15 55N1
oy

Figura 58: Niveles de acumulaciéon del miR5924 y estructura secundaria del premiR5924. A.
Valores de expresién normalizados del promedio de las dos replicas bioldgicas expresados en
lecturas por milldn de lecturas (rpm, por read per million). B. Estructura secundaria del
premiR5924 que da lugar al miR5924 de 21 nts (resaltado en rojo) y su miARN* (resaltado en
verde). MFE (Minimum Free Energy)= -45,30. C. Niveles de expresion del premiR5924
expresadas en FPKM (fragments per kilobase per million) obtenidas a partir de los datos de
RNA-seq de Dalla Via et al., 2015.
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Durante la ejecucién de esta Tesis, la secuencia correspondiente al miR5924 fue
reportada en dos estudios en los cuales se caracterizaron la poblacion de los
pequenos ARNs de diferentes tejidos de P. vulgaris (Formey et al., 2015, 2016). En el
primero de ellos, se identificaron tres isoformas (20, 21 y 22 nts) de este miARN que
provienen del mismo precursor, las cuales se acumularon a mayores niveles en flores
respecto de los otros tejidos analizados (Formey et al., 2015), mientras que el segundo
enfocado en la caracterizacion de sARNs de pelos radicales, se identificé Unicamente
la isoforma de 21 nts (Formey et al., 2016). Los datos de expresion para cada isoforma
obtenidos a partir de los datos reportados en estos dos trabajos se presentan en la
Tabla S5 de la seccion Anexos. Cabe destacar que este miARN no fue validado ni
caracterizado a nivel funcional en ninguno de los estudios mencionados. Por otra
parte, en nuestros datos de secuenciacion masiva, se detectd principalmente la
isoforma de 21 nts del miR5924, sin embargo en la misma regién cromosémica se
detectaron algunas lecturas correspondientes a wuna isoforma de 22 nts
(CAGGGCAAGAAGAAGAAGAAGC) que provienen del mismo precursor (Figura 58B).
Esta isoforma corresponde al miARN ndmero 10 de la Tabla S5 de la seccién Anexos,
donde se presentan también los valores de expresion de cada isoforma.

La estructura de tallo-rulo predicha para el precursor del miR5924 (premiR5924) por el
programa RNA folding de Workbench fue coherente con las reglas definidas para
miARNs de plantas (Meyers et al., 2008; Taylor et al., 2014; Axtell and Meyers, 2018).
Como se puede observar en la Figura 1B la estructura del precursor del miR5924
posee los dos nucledtidos protuberantes del duplex miARN/miARN*. Dado que el
miARN presenta una acumulacién diferencial en las raices inoculadas con SC15 que
en aquellas inoculadas con 55N1 o YEM, se evaluaron los niveles de acumulacion la
expresion de su precursor, el premiR5924, utilizando los datos de secuenciacion
masiva de ARN (RNA-seq) generados previamente en el laboratorio a partir de ARN
total (Dalla Via et al., 2015). Los valores de acumulacion observados para el precursor
no variaron en las tres condiciones ensayadas (Figura 58C). Esto sugiere que las
variaciones observadas en los niveles del miARN maduro podrian deberse a un
procesamiento diferencial del precursor o a una diferente estabilidad del miARN
maduro en cada una de las condiciones ensayadas.

La secuencia del premiR5924 fue alineada al genoma de la variedad andina de P.
vulgaris disponible en Phytozome (https://phytozome.jgi.doe.gov/pz/portal.html), una
plataforma online con bases de datos gendmicas y herramientas para el analisis de
secuencias de plantas. Resultd interesante observar que el precursor de este miARN
alineé con un 100% de identidad a la region 5 no traducida (5'UTR) del gen
Phvul.009G 260000, el cual codifica un polipéptido anotado como Dicer like 1 (DCL1T)
(Figura 59A). Este gen seria el ortélogo putativo de DCL1 de Arabidopsis thaliana.
Usando la plataforma Integrative Genomic Viewer (IGV), se buscod la regién
cromosémica correspondiente al premiR5924 en el genoma de la variedad
mesoamericana de P. vulgaris. Se cargaron los datos de RNA-seq de Dalla Via et al.,
2015 y los datos de sRNA-seq provenientes de las dos réplicas bioldgicas generados
en este trabajo de Tesis y se ajustaron las escalas de manera que estén normalizadas
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entre si. Se observé que las secuencias del miR5924 maduro y el miR5924* también
alinearon al 5> UTR del gen anotado como DCL1 (PHASIBEAM10F19489) del genoma
Mesoamericano (Figura 59B)
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Figura 59: Alineamientos de los precursores de los nuevos miARNs a los genomas andino y
mesoamericano de P. vulgaris. A. Secuencia del premiR5924 identificado por miRCat alineada
al 5’ UTR del gen Phvul.009G260000, anotado como DCL1, utilizando la plataforma Phytozome.
En el modelo génico propuesto las lineas corresponden a intrones y las cajas a exones. Las
cajas naranjas corresponden a regiones codificantes y las grises a las 5" y 3" UTRs. La region
correspondiente al premiR5924 se muestra en celeste. B. Secuencia del premiR5924 alineada
al transcripto PHASIBEAM10F19489 del genoma mesoamericano de P. vulgaris. Se presentan
las lecturas obtenidas a partir de los datos de secuenciacion de RNA-seq de Dalla Via (panel
superior) y sRNA-seq (panel inferior) para cada condicién (CTL, SC15, 55N1). El modelo génico
se indica abajo en azul, el mi5924 en rojo y su miARN* en azul.

2. Identificacion in silico de transcriptos blancos putativos del miR5924

La prediccion de los blancos o “target” putativos del miR5924 se realizé utilizando el
programa psRNATarget (version 2011) (Dai and Zhao, 2011) y la base de datos de
transcriptos de P. vulgaris (JGI genomic Project). El algoritmo psRNATarget reporta los
valores de maxima probabilidad (E, para Maximum expectation segun Zhang, 2005) y
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la accesibilidad del mensajero al miARN (UPE de Target accessibility), definido en
Kertesz et al., 2007, segun el programa RNAup de Mickstein et al.(2006). En este
algoritmo, valores mas bajos de E y mas altos de UPE corresponden a una mayor
probabilidad de ser blanco de un miARN. La busqueda de los blancos putativos del
miR5924 utilizando este algoritmo arrojé una extensa lista de transcriptos. En la Tabla
11 se presentan solo los primeros 7 transcriptos blancos mas probables ordenados en
base a la probabilidad de ser target de la isoforma de 21 nts del miR5924. Para todos
los blancos putativos identificados, las probabilidades de los blancos respectivos
fueron mas altas para el miR5924 de 21 nts, en comparacion a la isoforma de 22 nts, a
excepcion del transcripto Phvul.003G154300.1.

Tabla 11: Blancos putativos identificados con psRNATarget. Transcriptos con probabilidad
mas alta identificados en el genoma de P. vulgaris mediante psRNATarget para el miR5924
segun la isoforma considerada (21 o 22 nts). El primer nimero corresponde a la posicion en el
orden de probabilidad, mientras los valores (E) y (UPE) indicados corresponden a la
probabilidad maxima y la accesibilidad del mensajero al miARN respectivamente. Los datos de
anotacién funcional provienen de Phytozome v.12.

Transcripto Probabilidad 21nts 22nts Anotacion

Posicion 1 3 PTHR31008:SF6 - CSL1, disease resistance protein
Phvul.006G188700.1 E 1 2 (TIR class), putative

UPE 4944 4929

Posicién 2 4 K15747 - beta-ring hydroxylase (LUT5, CYP97A3)
Phvul.008G056400.1 E 1 2

UPE 4839 6.284

Posicion 3 5 PTHR34954:SF2 - EXPRESSED PROTEIN

E 1 2
Phvul.010G041600.1 UPE 3374 3374

Posicion 4 13 K03859 - phosphatidylinositol glycan, class C
Phvul.011G022000.2 E 1 2 (PIGC, GPI2)

UPE 3.203 3.268

Posicién 5 3] PTHR31807:SF2 - HAUS AUGMIN-LIKE COMPLEX
Phvul.003G154300.1 E 1.5 0.5 SUBUNIT 8

UPE 101 9.624

Posicién 6 20 PTHR15239:SF6 - NUCLEAR EXPORT MEDIATOR

E 1.5 25 FACTOR NEMF
Phvul.006G121000.1 UPE 2454 948

Posicién 7 26 PF01535//PF13041//PF14432 - PPR repeat (PPR) /f
Phvul.002G044500.1 E 1.5 25 PPR repeat family (PPR_2) // DYW family of nucleic

UPE 6.948 7.115 acid deaminases (DYW_deaminase)

Los datos de anotacidon indicados fueron obtenidos a través de la plataforma
Phytozome versién 12 usando la base de datos disponibles de P. vulgaris (v2.1,
variedad andina). El blanco mas probable del miR5924 fue el transcripto

99



Capitulo Ill: Resultados

Phvul.006G188700.1, el cual codificaria una proteina de resistencia a enfermedades
ocasionadas por patdgenos, de tipo TIR (Toll-interleukine 1 Receptor) de M. truncatula
(Medtr2g012990.1, Phytozome). Segun los datos de expresion del atlas de RNA-seq
de P. vulgaris reportados por O’Rourke et al., 2014 y disponibles publicamente en la
plataforma Phytozome, este transcripto provendria de un locus altamente expresado
en tejido vegetativos incluyendo hojas, tallo, raices y nodulos, y muy bajos niveles en
tejido reproductivo como flores, botones florales y vainas jévenes. El segundo blanco
putativo fue un transcripto (Phvul.008G056400.1) que codificaria una (-ring hidrolasa,
el cual presenta una alta expresion en hojas y baja en tallos, raices y nédulos. Otro
blanco putativo identificado en nuestra busqueda con psRNATarget, aunque con
menor probabilidad, fue el transcripto Phvul.002G044500.1, el cual codifica una
proteina con repeticiones de pentatricopétido (PRR) asociada a las respuestas de
defensa (Cao et al., 2017). Este transcripto se acumula a mayores niveles en nodulos
que en raices, y en parte aérea presenta mayor acumulacion en tejido reproductivo
que en vegetativo.

Para corroborar la anotacién del blanco putativo mas probable, Phvul.006G188700.1,
se analizé la sintenia del locus que da lugar al transcripto, utilizando la herramienta
Locus search de la plataforma Plant Genome Duplication Database (PGDD),
(http://chibba.agtec.uga.edu/duplication/index/locus). Resultd interesante encontrar el
locus Phvul.006G188700 del cromosoma 6 de P. vulgaris en sintenia con el gen
AT1G61100 del cromosoma 1 de A. thaliana (Figura 60), el cual codifica una proteina
tipo TIR de la membrana plasmica implicada en la defensa frente a bacterias y hongos
(http://www.arabidopsis.org/servlets/Tair) reforzando asi la anotacion de este
transcripto de P. vulgatris.

P. vulgaris
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22.41-22.61Mb

S P B P o0 A. thaliana

Figura 60: Estudio de sintenia del Phvul.006G188700.1. Locus en sintenia entre P. vulgaris y A.
thaliana. En rojo el gen correspondiendo al transcripto Phvul.006G188700 en sintenia con el
AT1G61100 de A. thaliana (Score= 700; E= 3e-80) usando Plant Genome Duplication Database.
En azul estdn marcados otros genes conservados.

Posteriormente, se analizaron los niveles de expresién de los dos transcriptos blancos
mas probables utilizando los datos de RNA-seq de raices a 24 hpi generados por
nuestro grupo de investigacion: el transcripto Phvul.006G188700.1 que codifica una
proteina TIR y el Phvul.008G056400.1, el cual codifica una B-ring hidrolasa. Los
valores de expresion obtenidos a partir de los datos de RNA-seq muestran una
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correlacion inversa con los niveles de acumulacion del miR5924 maduro observados
en las mismas condiciones ensayadas (Figura 61). Ambos transcriptos se reducen en
respuesta a la cepa SC15 y se mantienen altos o aumentan en respuesta a 55N1,
presentando diferencias significativas con el control (inoculado con YEM) sélo en el
caso del transcripto que codifica la B-ring hidrolasa.
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Figura 61: Niveles de expresion de los blancos putativos del miR5924. Valores de expresion
normalizadas de los transcriptos Phvul.006G188700.1 (TIR) y Phvul.008G056400.1 (B-ring
hidrolasa) en FPKM obtenidas a partir de los datos de RNA-seq de tres réplicas bioldgicas
disponibles en el laboratorio (Tesis doctoral de Joaquin Clta). Los valores de probabilidad de
expresion diferencial (p-value) de las condiciones de inoculacién contra el control (SC15 vs CTL
0 55N1 vs CTL) se indican arriba de las barras, y de SC15 vs 55N1 se sefala arriba del corchete.

Posteriormente, se identificaron las zonas de apareamiento del miR5924 a los dos
blancos mas probables: TIR (Phvul.006G188700.1) 'y pB-ring hidrolasa,
(Phvul.008G056400.1), utilizando los datos de prediccion de blancos de psRNATarget
Las secuencias de 21 nts alineadas a los transcriptos blancos ubicados en el genoma
de P. vulgaris se presentan en la Figura 62. El miR5924 se uniria a una region del 5’
UTR del transcripto TIR (Figura 562), mientras este mismo miARN se uniria a la region
codificante dentro del primer exén del transcripto B-ring hidrolasa (Figura 62B).

Los resultados presentados en esta seccion en base al analisis in silico y a los datos
de expresioén indican que tanto el transcripto que codifica el receptor de tipo TIR como
el que codifica la B-ring hidrolasa podrian ser blancos de accién del miR5924. Futuros
experimentos de 5 RACE y/o degradoma contribuirdn a validar estos blancos
putativos.
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Figura 62: Ubicacion de los blancos del miR5924. A. Alineamiento del miR5924 al 5'UTR del
transcripto Phvul.006G188700.1 (TIR) en el genoma de P. vulgaris en Phytozome. B.
Alineamiento del miR5924 a la secuencia codificante del transcripto Phvul.008G056400.1 (B-
ring hidrolasa).

3. Caracterizacion funcional del miR5924

Los datos de expresidon del miR5924 sugieren que el mismo podria desempefar una
funcién importante en la eficiencia de la nodulacién y la preferencia de cepa observada
en las variedades mesoamericanas de P. vulgaris. En base a ello, se decidio
caracterizar mediante genética reversa la funcion de dicho miARN en la formacién de
nodulos, la infeccion rizobiana y la ocupacién de los ndédulos por cepas mas eficientes.
Para ello, se llevd a cabo la sobreexpresion del precursor del miR5924 en raices de P.
vulgaris. La secuencia correspondiente al precursor fue amplificada a partir de ADNc
utilizando dos oligonucleétidos especificos que amplifican un fragmento de 192 nts
(Figura 71 de la Seccion Materiales y Métodos). Los fragmentos obtenidos fueron
clonados en el vector de expresion pk7WG2D,1 (Figura 72 de la Seccion Materiales y
Métodos), el cual dirige la expresion del prem5924 bajo el control del promotor del
ARN 35S del virus del mosaico del coliflor (CaMV35S). Esta construccién se denomino
p35S:premiR5924. El vector de expresion utilizado posee ademas el gen reportero que
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codifica la proteina verde fluorescente GFP bajo el control del promotor constitutivo
rolD de Agrobacterium tumefaciens, lo que permite visualizar el tejido transformado
bajo luz UV (Figura 69 de la Seccion Materiales y Métodos). La construccion para la
sobreexpresion del premiARN fue introducida en la cepa de Agrobacterium rhizogenes
K599, y la cepa obtenida fue utilizada para generar raices transgénicas en plantas
compuestas de P. vulgaris. Un grupo de plantas fue transformado con el vector vacio
como control. Una vez que emergieron las raices transgénicas, las plantas fueron
crecidas durante una semana en cajas conteniendo un medio Fahraeus suplementado
con nitrégeno y luego visualizadas bajo lupa de fluorescencia para identificar aquellas
raices que expresan la GFP. Aproximadamente el 70 % de las raices presentaron
expresion de la proteina GFP y aquellas raices que no presentaban fluorescencia
fueron escindidas. Para evaluar los niveles de acumulacién del precursor del miR5924,
se extrajeron los ARNSs totales a partir de tejido de raiz de tres plantas individuales que
llevan la construccion p35S:premiR5924 (OXpremiR5924) y una transformada con el
vector vacio (VV) sin inocular y se llevd a cabo la sintesis de ADNc mediante
transcripcion reversa (RT). A partir de estas muestras de ADNc se realizaron
reacciones de qPCR utilizando oligonucleétidos especificos para el premiR5924
(Figura 63) y para el transcripto que codifica el factor de elongacién de la traduccion en
eucariontes EF1a como gen de referencia. Las 3 plantas evaluadas (#1, #2, #3)
mostraron una acumulacion del precursor >10000 veces en comparacion a las plantas
control transformadas con el vector vacio (VV).

premiR5924
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Figura 63: Expresion de los precursores en raices transgénicas medida por RT-qPCR. Medicion
de la expresidén del premiR5924 de raices transgénicas llevando un plasmido control (VV), y
raices transgénicas provenientes de 3 plantas individuales que portan la construccién
p35S:premiR5924 (#1, #2, #3). Los ADNc fueron obtenidos a partir de tejido de raices sin
inocular. Los valores de expresién fueron normalizados por el gen de referencia EFla vy
expresados en relacién al valor del CTL al cual se le otorgd un valor de 1. Los asteriscos indican
diferencias significativas respecto al control en un t-test (**, p<0,01; ***, p<0,0001).
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Habiendo verificado la sobreacumulacion del precursor del miR5924 se abordé la
caracterizacion fenotipica de dichas plantas, la cual incluyé la cuantificacion del
numero de nodulos por raiz en funcién del tiempo (cinética de nodulacion) y la
determinacion del tamafo de los nédulos formados luego de la inoculacion con las
cepas de R. etli SC15 y 55N1. Las plantas compuestas de variedad mesoamericana
NAG12 que llevan la construccion p35S:premiR5924 (OXpremiR5924) o el vector
vacio (VV) fueron transferidas a cajas conteniendo medio Fahreaus sin una fuente de
nitrégeno. Un minimo de 10 plantas por construccion fueron inoculadas con la cepa
mas eficiente SC15, o con la menos eficiente 55N1. Los nddulos formados fueron
cuantificados a partir de los 5 dias post inoculacién (dpi). Los resultados de la cinética
de nodulacidon no mostraron diferencias entre las raices VV y la OXpremiR5924
cuando las mismas fueron inoculadas con SC15. Por el contrario, cuando se utilizé la
cepa 55N1, las plantas OXpremiR5924 desarrollaron una menor cantidad de nodulos
que las VV (Figura 64). Esta disminucion en el numero de nddulos fue mas
significativa a tiempos mas largos luego de la inoculacién (i.e 15 y 21 dpi). Estos
resultados indican que la sobreexpresion de premiR5924 afectaria negativamente la
formacion de nédulos en la interacciéon de P. vulgaris con la cepa 55N1.
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Figura 64: Cinética de nodulacion de plantas OXpremiR5924. Numero de nddulos formados
por raiz transgénica en plantas control (VV) y plantas que sobreexpresan el precursor del
miR5924 (OXpremiR5924) luego de la inoculacion con las cepas de R. etli SC15 (nodC a) y 55N1
(nodC 6). Las barras de error representan los desvios estandar del nimero de nddulos de la
totalidad de las raices transgénicas provenientes de un minimo de 10 plantas por condiciéon
(aprox. 50-60 raices transgénicas). El experimento es representativo de dos réplicas bioldgicas
independientes.

Al finalizar la cinética de nodulacion (a los 21 dpi), se midieron los diametros de los
nodulos de las plantas VV y OXpremiR5924 en las condiciones ensayadas. Los
nodulos formados por la bacteria mas eficiente (SC15) fueron levemente mas
pequenos en las raices OXpremiR5924 que en las raices VV, mientras que los
nodulos formados por 55N1 en las plantas OXpremiR5924 mostraron una reduccién
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de aproximadamente un 35 % en comparacion a los nédulos de las raices VV (Figura
65). Estos resultados, los cuales son representativos de otro experimento
independiente, indican que la sobreexpresion del premiR5924 afecta no soélo el
numero de nédulos formados por la cepa 55N1 sino también el desarrollo de los
mismos.
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Figura 65: Tamaino de nodulos de 21 dpi del premiR5924. Medicion del tamarfio de nddulos de
21 dpi formados en las raices transgénicas de plantas control (VV) y plantas que sobreexpresan
el precursor del miR5924 (OX) con SC15 o 55N1. Las barras de error representan los desvios
estandar de la medicidon de la totalidad de los nédulos GFP (con n, nimero de nddulos
entrando en el analisis para cada condicidn). Los asteriscos indican diferencias significativas
respecto al control en un t-test con p <0,05 (***, p<0,0001).

Con el objetivo de investigar si el miR5924 desempefia una funcion en la preferencia
de cepa observada en la simbiosis entre P. vulgaris y R. etli se realizaron ensayos de
competencia en plantas compuestas que llevan la construccion p35S-premiR5924 y en
plantas control (transformadas con el vector vacio). Se inocularon plantas crecidas en
potes sin fuente de nitrégeno con una mezcla equicelular de cultivos de SC15 y 55N1
en el mismo estadio de crecimiento. Luego de 27 dpi, los ndédulos formados fueron
recolectados individualmente, y se analizé su ocupacion, es decir la identidad de la
cepa que ocupa cada ndédulo (Figura 66A). La identidad de la cepa de R. etli se
determiné mediante caracterizacion fenotipica y genotipica de las cepas. La cepa
SC15 (nodC a) posee un color rosa mientras que la cepa 55N1 (nodC &) exhibe un
color rojo y un crecimiento mucoso debido a la alta cantidad de exopolisacaridos
(Figura 66B). La validacién genotipicamente de las cepas se realiz6 analizando el
polimorfismo del gen nodC (Figura 66C). Se purifico el ADN bacteriano, se amplifico el
gen nodC usando los oligonucleétidos especificos (Tabla S12) y se analizé el perfil de
restriccion de los fragmentos amplificados luego de la digestion enzimatica con Hinfl.
En este experimento, el 60 % de los nodulos transgénicos formados en las raices
control (transformadas con el vector vacio) fueron ocupados por la cepa SC15 (Figura
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66A). En el caso de las raices que llevan la construccion de sobreexpresion del
precursor del miR5924, el 45 % de los ndédulos formados fueron ocupados por la cepa
SC15 y un 30 % ocupado por 55N1. Notoriamente, el 25 % de los ndédulos de las
plantas OXpremiR5924 presentaron co-ocupacion, es decir que los nodulos fueron
ocupados por ambas cepas bacterianas (Figura 66B). Esta co-ocupacion no fue
observada en ninguno de los nédulos provenientes de las plantas control. Estos
resultados muestran que la sobreexpresion de premiR5924 es capaz de alterar la
ocupacion de los nodulos, resultando en un aumento en la proporcién de nédulos co-
ocupados.
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Figura 66: Ensayo de competencia en raices de sobreexpresion del premiR5924. A. Analisis de
la ocupacién de los nédulos formados en raices transgénicas llevando el plasmido control (VV)
o llevando la construccion de sobreexpresion del premiR5924 (OXpremiR5924) co-inoculadas
con una mezcla equicelular de las cepas SC15 y 55N1. Los valores del eje y del grafico estan
expresados en porcentajes y los nimeros corresponden a la cantidad de nédulos analizados. B.
Fenotipos del crecimiento de las cepas de R. etli en placas de Petri conteniendo medio YEM-
rojo Congo. Las cepas de R. etli SC15 (nodC a) y 55N1 (nodC 6) se diferencian fenotipicamente
por el color (rosa para SC15 y rojo para 55N1). C. Las cepas de R. etli presentan un perfil de
restriccion diferente del gen nodC luego de la digestién con la enzima Hinfl (PM, peso
molecular en pares de bases).

Para determinar si la sobreexpresion del premiR5924 altera la infeccion bacteriana, se
inocularon raices transgénicas con cepas de R. etli marcadas con proteinas
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fluorescentes. Como es explicado en el capitulo anterior, se estudié la formacion de
hilos de infeccion, su desarrollo y su progresion, asi como la ocupacion de los ndédulos
formados. En nuestros ensayos de infeccién, las raices OXpremiR5924 y control
fueron co-inoculadas con la cepa CFNX5 (nodC a) marcada con la proteina
fluorescente DsRed, y con la cepa 55N1 (nodC &) marcada con la proteina
fluorescente GFP (Figura 67).
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Figura 67: Andlisis de la infeccidn bacteriana en raices de sobreexpresion del premiR5924. A.

Densidad de hilos de infeccién observados en raices transgénicas de sobreexpresion del
premiR5924 (OXpremiR5924) y del control (VV) (valores expresados en cm de raiz) a los 14 dpi
con CFNX5 marcada con DsRed, con 55N1 marcada con GFP, y los hilos de infeccién totales
(CFNX5 + 55N1). B. Distribucion de los hilos de infeccidén segln el estado de progresion: pelo
radical, epidermis y cortex (valores expresados en porcentaje). C. Visualizacién de nédulos co-
ocupados provenientes de raices OXpremiR5924, a cabo de 11 dpi con CFNX5 (IDsRed) y 55N1
(GFP). Las flechas amarillas indican bacterias de hilos de infeccién y las blancas a dentro del
noédulo.

Los resultados del analisis de la infeccion a 14 dpi no muestran diferencias en la
densidad de los hilos de infeccion formados en las raices de sobreexpresion del

107



Capitulo Ill: Resultados

premiR5924 en comparacion a la condicion control para ninguna de las dos cepas de
R. etli (Figura 67A). Sin embargo, el estudio de la progresion del hilo de infeccion
desde el pelo radical hasta las capas corticales revelé un mayor porcentaje de hilos de
infeccién que alcanzan el cértex en las raices OXpremiR5924 en comparacion a las
raices control. Si bien esta observacién se verific6 con ambas cepas ensayadas, el
fenotipo fue mas marcado con 55N1, donde el porcentaje de los hilos que alcanzaron
el cortex fue del 40% en las raices OXpremiR5924 comparado con un 25 % en las
raices control (Figura 67B). Concomitantemente, se observé una menor proporcion de
hilos de infeccién en el estadio de pelo radical, mientras que no se notaron diferencias
para los hilos que avanzaron hasta la epidermis. Finalmente en este ensayo de co-
inoculacion se analizé la ocupacion de los nédulos formados. Se observaron casos de
ocupaciéon de noédulos con ambas bacterias en nédulos que llevan la construccion
p35S:premiR5924, lo cual no fue observado en la condicion control (Figura 67C).
Ademas se observo la presencia de hilos de infeccidon formados independientemente
por las dos bacterias en un mismo nodulo. Este resultado es coincidente con lo
presentado en la Figura 66A, donde se analiz6 la identidad de las cepas que ocuparon
los nédulos mediante analisis fenotipico de las mismas y del polimorfismo del gen
nodC. Ambos resultados sugieren que la desregulacién de los niveles del premiR5924
altera la capacidad de las plantas de origen mesoamericano de discriminar y
seleccionar aquellas cepas que son mas eficientes en la formacién de nédulos.
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Discusion

El miR5924 un nuevo miARN de P. vulgaris procesado a partir de DCL1

Los miARNs nuevos o no conservados, pueden ser activos aun a bajos niveles de
expresion, o también pueden ser finamente regulados en ciertas condiciones ambientales o
bien ser expresados especificamente en un tejido o tipo celular en particular (Rajagopalan et
al., 2006). Esta caracteristica asociada a los miARNs no conservados fue observada tanto
para el miR5924 como para otros miARNs nuevos identificados en el Capitulo | de este
trabajo de Tesis, los cuales presentaron niveles de acumulacidon muy bajos en comparacion
a los miARNs conservados cuando se analizan las raices completas o se acumularon sélo
en una de las tres condiciones analizadas (Tabla 8). EI mi5924 presentdé niveles de
acumulacion relativa que estuvieron uno, dos o incluso tres 6rdenes de magnitud por debajo
de los miARN conservados como el miR390, miR156 o miR159, respectivamente (Tablas S4
y S5). El miARN* identificado por el programa para este nuevo miR5924 fue secuenciado
una sola vez en nuestras bibliotecas (abundancia = 1 lectura). Este resultado no es
sorprendente ya que el mismo miR5924 también presenta baja abundancia en las
condiciones experimentales ensayadas. A su vez, los miARNs* suelen ser pocos estables y
rapidamente degradados, por lo que se han reportado ejemplos en los cuales miARNs que
pertenecen a familias conservadas con abundancias elevadas no presentaban secuencia de
sus MiARNs* respectivos en los datos de secuenciacion. Como es el caso del miR397 en
bibliotecas de A. thaliana (Rajagopalan et al., 2006). Por otra parte, el miR5924 fue también
identificado en el trabajo reportado por Formey et al. (2016), en donde se secuencid y
analizé una biblioteca de pequefios ARNs de pelos radicales luego del tratamiento con el
factor Nod purificado de la cepa CE3 (nodC a) de R. etli. Este miARN, designado por
Formey et al. (2016) como miRNov250, no presentdé una acumulacion diferencial en
respuesta al tratamiento con el factor Nod. En este trabajo los autores usaron el genotipo
G19833 de P. vulgaris, una variedad andina. En nuestro caso, el miR5924 fue identificado a
partir de la secuenciacion de raices de una variedad mesoamericana de P. vulgaris
(NAG12). Estos datos indican que dicho miARN seria comun a ambas variedades. Dado
que, al menos en pelos radicales a tiempos temprano luego del tratamiento con el factor Nod
purificado este miARN no presenta un comportamiento diferencial en la variedad andina
(Formey et al., 2016), es posible que la respuesta diferencial frente a cepas de tipo nodC a
como SC15 sea especifica de la variedad Mesoamericana. Para verificar si el
comportamiento diferencial del miR5924 frente a la infeccion con cepas de R. efli se haya
conservado o difiere entre ambas variedades de P. vulgaris, resultaria interesante analizar la
acumulacion de dicho miARN en raices de variedades andinas y mesoamericanas luego de
la infeccion con varias cepas nodC a y nodC 9, utilizando la técnica de Stem-loop RT-qPCR
(Chen et al., 2005; Varkonyi-Gasic et al., 2007). Esta técnica se intentd utilizar para
corroborar el patrén de expresion del miR5924 en la variedad Mesoamericana NAG12. Sin
embargo, hasta el momento, esta técnica no nos ha permitido cuantificar la acumulacién de
este nuevo miARN. La visualizacién de los productos de amplificacién de estas muestras en
un gel de agarosa mostré bandas de diferentes tamaros, sugiriendo cierta falta de
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especificidad en la reaccion de Stem-loop RT-PCR. El miR5924 tiene una secuencia poco
comun para un mMIARN ya que contiene 5 repeticiones de AAG consecutivas
(AGGGCAAGAAGAAGAAGAAGC). Esta particularidad podria interferir en el método de
Stem-loop RT-PCR, ya sea por un problema del apareamiento al miARN maduro y/o por el
apareamiento a otros posibles transcriptos. Para mejorar la deteccion de los miARNs se
podria realizar una amplificacion por Stem-loop PCR a partir de sARNs purificados, o validar
la acumulacién de estos mediante Northern Blof; aunque este método no permitiria disinguir
poblaciones de sARNs con diferencias de uno o dos nucleétidos (Axtell and Meyers, 2018).
Otra alternativa seria usar el sistema miRScript de la compafiia Qiagen (miScript Plant RT
Kit), el cual se basa en la ligacion de un adaptador preadenilado el extremo 3" de los
mMiARNSs, seguida de la transcripcién reversa usando oligo dT ligado a una secuencia
adaptadora denominada universal y luego un gPCR utilizando un primer universal y uno
especifico del miARN.

Si bien los precursores de miARNs de plantas son por la mayoria generados a partir de
unidad transcripcional no codificante independiente (Xie, 2005; Szarzynska et al., 2009),
existen ejemplos de transcriptos en cuales los premiARNs se procesan a partir de
precursores en tandem (Chuck et al., 2007; Boualem et al., 2008), o ubicados en las
regiones 5y 3" UTR de transcriptos que codifican proteinas (Rajagopalan et al., 2006),
como ocurre para los miARNs de animales. La estructura segundaria del premiR5924
predicha reuni6 las exigencias requeridas para la identificacion de precursores de nuevos
miARNs (Rajagopalan et al., 2006; Axtell et al., 2007; Axtell and Meyers, 2018). El
premiR5924 forma una estructura de tallo-rulo en la cual el duplex miARN/miARN* se
aparea formando el brazo del tallo. Dentro de este brazo, se observaron pocos nucleétidos
no apareados (Llave et al., 2002; Tang et al., 2003; Kasschau et al., 2003) y dos nucledétidos
protuberantes en el 3" para el miARN y su miARN*, siendo este ultimo un criterio solido para
predecir que el mIARN/mIARN* es generado a partir del 5’UTR del transcripto DCL1
(Elbashir et al., 2001; Park et al., 2002) (Figura 58). El premiR5924 se ubica en la region
5'UTR del transcripto DCL1 (Figura 59A y Figura 59B). Como detallado en la Introduccion, la
proteina DCL1 tiene una funciéon central en la biogénesis de los miARNs ya que la misma
interviene en el procesamiento del pri-miARN y del premiARN para producir el duplex
miARN:miARN* (Kurihara and Watanabe, 2004). Dada la importancia de la regulacion post-
transcripcional de la expresion génica mediada por miARNs en el desarrollo de la planta, no
es sorprendente que las plantas mutadas en los genes que codifican las proteinas que
participan en la biogénesis de miARNs presenten fenotipos pleiotropicos severos (Schauer
et al., 2002; Reinhart et al., 2002; Kurihara and Watanabe, 2004). Por ejemplo, plantas de
Arabidopsis mutantes en DCL1 presentan severos defectos en la formacion de embriones
(revisado en Schauer et al., 2002). A su vez, la expresién de las proteinas involucradas en la
biogénesis de miARNs es finamente regulada durante el desarrollo. En particular, la
expresion de DCL1 es finamente regulada para procesar correctamente los transcriptos no
codificantes y generar las poblaciones de miARNs en diferentes etapas del desarrollo
(Reinhart et al., 2002). Es asi que el mMARN de DCL17 esta sujeto a una retro-regulacion
negativa a través de la accion del miR162 (Xie et al., 2003). En nuestros estudios de RNA-
seq en P. vulgaris, se encontré que los niveles de acumulacion del transcripto DCL1 se
mantuvieron constante en las tres condiciones ensayadas (Figura 58C). Teniendo en cuenta
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la ubicacién del premiR5924 en un transcripto esencial para la biogénesis de miARNSs, la
acumulacion diferencial del miR5924 observada podria estar dada por la regulacion
diferencial del procesamiento del precursor o bien por un cambio en la estabilidad del
miARN maduro. En el caso de un procesamiento diferencial esto podria ser por la accién
misma de DCL1 por su papel clave en la biogénesis de los miARNs, por una proteina
asociada, o por otro regulador sensible al contexto biolégico que permita responder a la
presencia de la bacteria simbidtica.

El miR5924 y su funcion en el establecimiento de la simbiosis

Los resultados obtenidos en este trabajo indicaron que la sobreexpresion del precursor del
miR5924 altera el numero de nddulos formados por la bacteria menos eficiente 55N1 (nodC
0) en raices transgénicas de la variedad mesoamericana (Figura 64). A su vez, se observé
un leve retraso en la nodulacién en aquellas raices que sobreexpresan el premiR5924,
donde no se observaron nédulos a 5 dpi mientras si se observaron en las plantas control. A
21 dpi, el tiempo final analizado, se alcanzé un platé en la condicién de inoculacion de 55N1
en las 3 réplicas biolégicas realizadas, algo que no ocurrid en las raices control. Por otra
parte, la sobreexpresién del premiR5924 no afectd la formaciéon de nédulos cuando las
raices fueron inoculadas con la bacteria mas eficiente (SC15). Sin embargo, los nédulos
formados en estas plantas presentaron un tamano inferior a los del control, tanto luego de la
inoculacion con SC15 como con 55N1 (Figura 65). Esto datos sugieren que el miR5924
podria afectar no sélo la iniciacion de los nddulos, sino también su desarrollo. Las
observaciones fenotipicas de los ndédulos formados no indicaron diferencias mayores sobre
el color de los mismos, los cuales fueron de color rosado tanto en las raices control como en
las de sobreexpresion del miR5924, revelando que los mismos presentan acumulacién de
leghemoglobina, un indicador de una fijacién de nitrégeno eficiente (Dupont et al., 2012).

La organogénesis del nédulo y la infeccion son dos procesos independientes que han
podido separarse genéticamente; sin embargo ambos procesos deben estar coordinados
para que estos organos sean funcionales, es decir que fijen nitrogeno activamente (Oldroyd
and Downie, 2008). Para determinar si la sobreexpresion del premiR5924 afecta la infeccion
bacteriana se realizaron inoculaciones con bacterias marcadas con proteinas fluorescentes
(Figura 67). La cuantificacion de los hilos de infeccion no mostré diferencias sobre el niumero
de hilos formados (Figura 67A) pero si sobre la progresion de los mismos (Figura 67B). Las
raices que sobreexpresan el precursor del miR5924 presentan una mayor proporcién de
hilos que alcanzan el cértex. Si bien, esto se observdé para las dos cepas utilizadas la
predominancia de los hilos de infecciébn en el coértex fue mayor en la condicién de
inoculacion con 55N1 que en el caso de CFNX5 (Figura 67B). Relacionando estos
resultados con la menor cantidad de nédulos formados con 55N1 en las raices de
sobreexpresion, se podria sugerir que la sobreexpresion de miR5924 afecta la coordinacion
entre la infeccidn rizobiana y la formacién de nddulos, en particular en el caso de la bacteria
menos eficiente 55N1. Una posibilidad es que si bien las bacterias alcanzan el cértex, las
mismas no sean liberadas ya sea porque no encuentran el primordio nodular o bien debido a
defectos en el proceso de internalizacién y formacién de los simbiosomas. Esta ultima
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hipétesis estaria de acuerdo con el retraso de la nodulacién observado en estas raices
transgénicas que sobreacumulan premiR5924. El tamafo de los ndédulos también podria
estar relacionado con defectos en la liberacién de las bacterias en los nédulos, dando una
menor ocupacion de los mismos y por lo tanto nédulos mas pequefios. Los ensayos de
competencia revelaron informacion interesante acerca de la funcion que podria cumplir el
miR5924 sobre la colonizacién bacteriana (Figura 66). La sobreexpresion del premiR5924
no modificé la proporcién de nddulos formados por las cepas SC15 y 55N1 pero si la co-
ocupacion de los mismos. Cerca del 25 % de los nédulos formados fueron co-ocupados por
ambas bacterias en las plantas que sobreexpresan el premiR5924, mientras que el
porcentaje de co-ocupacion fue nulo en las raices control (Figura 66A). Aunque no haya sido
cuantificado, este fenotipo de co-ocupacédn fue observado nuevamente en un experimento
de co-inoculacién con bacterias marcadas con proteinas fluorescentes. La observacion
microscopica en detalles de estos ndédulos reveld la presencia de hilos de infeccidn
pertenecientes a las dos bacterias asociados al mismo nddulo (Figura 67C). En este
experimento no se pudo discriminar entre aquellos hilos que alcanzaban la region central del
nodulo y los hilos que eran abortivos. Tampoco pudimos distinguir claramente si los hilos de
infeccion eran monoclonales o si habia hilos co-ocupados por ambas cepas. En este
sentido, observaciones al microscopio confocal permitirian visualizar las distintas capas
celulares y contribuir a contestar estas cuestiones que no han podido ser resueltas
mediante epifluorescencia. A su vez, el experimento presentado en la Figura 67, los hilos de
infeccién fueron cuantificados s6lo a un tiempo tardio (14 dpi), cuando ya se han formado
los nédulos. Para determinar en qué momento la sobreexpresion del premiR5924 altera la
progresion de los eventos de infeccién en las raices de P. vulgaris deberian realizarse
nuevos experimentos que cuantifiquen y clasifiquen los hilos de infeccidon a tiempos mas
tempranos.

El miR5924, y su posible funcién como modulador de las respuestas de
defensa

La prediccion de los blancos putativos del miR5924 realizada con el programa psRNATarget
(version 2011) reveld una lista extensa de mARNSs (Tabla 11). La vasta cantidad de posibles
mARNSs blancos podria estar dada por la peculiaridad de la secuencia de este miARN, el
cual posee cinco repeticiones de la secuencia AAG en un total de 21 nts. El blanco mas
probable del miR5924 identificado fue el transcripto Phvul.006G188700.1, el cual seria el
ortélogo del gen Medtr2g0112990 de M. truncatula y AT1G61100 de A. thaliana. Estos
genes han sido anotados como genes codificantes para una proteina de defensa a
patogenos de tipo TIR (Toll/interleukin-1 receptor). A su vez, este mismo blanco fue
identificado también para el miR5924/miRNov250 por Formey et al., (2015 y 2016). A partir
de estos estudios, se dedujo que las tres isoformas de este miARN podrian actuar sobre
este mismo mARN blanco, las probabilidades son generalmente mas altas para el miR5924
de 21 nts, tanto considerando los valores de maxima expectacion (E) como los de la
accesibilidad del mensajero al miARN (UPE). Otros blancos identificados comunmente con
el grupo de Formey fueron los transcriptos Phvul.011G185300.1 que codificarian por un
proteina de la familia de las helicasas a ARN de tipo DEA(D/H)-box (identificado en
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posiciones 16 y 4 para las isoformas 21 y 20 nts respectivamente; y los transcriptos
Phvul.006G216000 (1, 2, 3 y 4) codificando para una proteina serina
hydroxymethyltransferasa, con probabilidades mas bajas (entre la posicién 6 y 23 segun la
isoforma). Los transcriptos Phvul.005G066000 y Phvul.003G125700.1 identificados en los
datos de degradoma de las bibliotecas de Formey et al.,, 2016 y Formey et al., 2015
respectivamente, no corresponden a blancos probables predichos por psRNAtarget, (Tabla
S11).

En nuestros datos de secuenciacién, el miR5924 se acumula a mayores niveles a las 24 hpi
con la bacteria mas eficiente SC15, mientras que se reprime en respuesta a la inoculacién
con 55N1 respecto de la condicién control (YEM). De manera inversa, los blancos putativos
de este miARN son reprimidos por la bacteria SC15, pero no asi por la 55N1. A tiempos
tempranos, las bacterias simbidticas usan estrategias moleculares similares a las de los
patdgenos para suprimir las respuestas de defensas y entrar en una simbiosis exitosa
(Hacquard et al., 2017). La acumulacién diferencial del miR5924 disparada por la bacteria
mas eficiente SC15 podria actuar como un mecanismos que regulada negativamente o
suprime las respuestas de defensa generales (receptor PRR) o especificas (receptor NB-
LRRs de tipo TIR). Esto permitiria a la bacteria mas eficiente colonizar de manera mas
rapida el primorido del nédulo. Por el contrario, la represién del miR5924 con 55N1, podria
aumentar la presencia de receptores que disparen una respuesta de defensa activa, que
limite el ingreso de la bacteria menos eficiente 55N1. La presencia de niveles basales del
miR5924 en la condicién control podria contribuir a los mecanismos generales de defensa
disparados por patrones moleculares asociados a microorganismos (MAMPSs) frente a los
microorganismos patogénicos y simbioticos presentes en la rizosfera. Para sustentar esta
hipétesis seria interesante medir la expresion de Phvul.006G188700.1, en las raices que
sobreexpresan el precursor del miR5924; asi como también llevar adelante la
sobreexpresion de versiones resistentes al miR5924 de este blanco putativo evaluando
luego la formaciéon de ndédulos y la iniciacion y progresion de hilos de infeccién utilizando
cepas de R. etli nodC tipo a y &. Podrian evaluarse también la expresion de genes que son
marcadores moleculares de las respuestas de defensa frente a ambos tipos de cepas, tanto
en plantas control como OXpremiR5924, ya sea mediante determinacion de los niveles de
mMARN por RT-gPCR o de los niveles de proteinas de defensa por Western blot.

Un estudio comparativo de los miARNs entre plantas Angiospermas y Gimnospermas
mostré que los miARNs de 22 nts son mas numerosos y abundantes en leguminosas, (Zhai
et al.,, 2011). Como se menciona en la Introduccion, los miARNs de 22 nts tienen la
capacidad de generar la produccion de phasiARNs (Chen et al., 2010; Cuperus et al., 2010),
los cuales a su vez activan diferentes cascadas de regulacion de la expresion génica (Fei et
al., 2013). Los NB-LRRs son los blancos de multiples familias de miARNs de 22 nts
independientes. Este es el caso del miR2109 de M. fruncatula, un miARN de 22 nts que
dispara la produccién de phasiARNs, a partir del clivaje de mARN que codifica un NB-LRR
(Zhai et al., 2011). El nucledtido 3'-terminal de los miARNs de 22 nts tiene una importancia
mayor en la produccion de phasiARNs ya que se ha demostrado que las mutaciones en el
extremo 3’ disminuye drasticamente la produccién de phasiARNs (Fei et al., 2015). Sin
embargo, en G. max la isoforma mayoritaria del miR2109 es de 21 nts (Zhai et al., 2011). La
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diversificacion del tamafo por la alteracion de la proporcién de variantes de miARNs de 21 a
22 nts podria proveer cierta flexibilidad en el grado de silenciamiento de los genes blancos
debidos a las diferencias de la habilidad que tienen de producir phasiARNs, moléculas
amplificadoras del PTGS (Zhai et al.,, 2011). En nuestros datos de secuenciacién la
proporcion de miARNs de 22 nts es mayor en el caso de los miARNs nuevos, ya sea porque
no se hayan depositados en el miRBase y/o que no han sido estudiados previamente. Los
resultados preliminares del analisis funcional del miR5924, un miARN con varias isoformas
incluyendo una de 22 nts, sugieren una funcion en el establecimiento de la simbiosis, tal vez
mediante la modulacion de los genes de defensa. La profundizacién en los estudios del
miR5924 permitiria dilucidar aspectos mecanisticos y funcionales de este miARN en la
regulacion de la simbiosis.
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Los resultados obtenidos a partir del analisis de los datos de secuenciacién de pequenos
ARNSs generados durante el transcurso de esta Tesis Doctoral constituyen una fuente de
informacion valiosa para identificar nuevos reguladores involucrados en las etapas
tempranas de la nodulacién. En este trabajo nos hemos enfocado en el estudio de las
poblaciones de miARNs y phasiARNs que podrian participar en el establecimiento de una
interaccion eficiente. Sin embargo, un analisis profundo de los pequeios ARNs de 24
nucledtidos, los cuales fueron los mas numerosos en nuestros datos de secuenciacion,
permitiria identificar nuevos reguladores que actuan a otro nivel de regulacién génica, como
es el caso de los siARNs de heterocromatina (hc-siARNs) o los miARNs largos con
funciones en la metilacion del ADN y regulaciéon del estado de condensacion de la
cromatina.

Particularmente, en este trabajo se analizé la familia del miR171, cuyos miembros se
destacan por su participacion en la simbiosis. La acumulacion diferencial observada para el
miR171a en raices de P. vulgaris en respuesta a la cepa mas eficiente de R. etli permitié
documentar no solamente una nueva isoforma del miR171 involucrada en la simbiosis, sino
también un nuevo candidato a cumplir funciones en esta asociacion preferencial. Su
caracterizacion funcional asi como la validaciéon de sus transcriptos blancos permitirian
profundizar nuestro conocimiento sobre este miembro de la familia miR171 y su funcion en
el establecimiento de la simbiosis preferencial entre P. vulgaris y R. etli.

La caracterizacion funcional del miR390b en P. vulgaris, permitié verificar que el mismo
actua como un regulador negativo de la simbiosis en una leguminosa que forma nddulos de
tipo determinado. El analisis de la via regulatoria miR390/TAS3/tasiARFs mostré que los
componentes de esta via, se encuentran conservados en P. vulgaris. La acumulacion
diferencial de la isoforma miR390b, pero no de la miR390a, combinada con el estudio
comparativo de las secuencias de sus precursores, sugieren nuevas funciones para este
miARN conservado en la evolucion.

Finalmente, el desarrollo de esta Tesis doctoral permitié identificar un nuevo miARN, el
miR5924, implicado en la preferencia de plantas mesoamericanas por cepas mas eficientes
en la nodulaciéon. El analisis funcional del miR5924 mediante genética reversa y
caracterizacion fenotipica demostré6 que el mismo cumple una funcién no sélo en el
desarrollo de nédulos fijadores de nitrégeno, sino también en la seleccién de cepa. Ademas,
la particularidad de su precursor, el cual mapea en la regiéon 5’UTR de Dicer like 1, un
componente principal de la biogénesis de los miARNSs, indica que el miR5924 es generado a
partir del procesamiento de una unidad transcripcional de un transcripto codificante. Un
estudio detallado de su procesamiento podrian revelar aspectos mecanisticos y
biolégicamente relevantes acerca de la biogénesis de las diferentes isoformas detectadas, y
a su vez identificar aquellos componentes asociados a su regulacion. Por ultimo, la
validacién de los blancos putativos identificados, como por ejemplo el mARN que codifica
una proteina TIR asociada a las respuestas de defensa a patégeno, permitiria precisar la
funcion de este miARN en la simbiosis.
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Materiales y Métodos

1. Medios de cultivos y soluciones

1.1 Medios de cultivo

Medio de cultivo para Escherichia coliy Agrobacterium rhizogenes

LB Luria-Bertani

Extracto de levadura
NaCl

Triptona

5 g/l
10 g/l
10 g/l

Se agregaron 15 g/l de agar para obtener el medio LB-sdlido. EI medio LB liquido o
solido fue suplementado con el antibiético adecuado para la seleccion de cada cepa.

Medios de cultivo para rizobios

Medio YEM

Extracto de levadura
Manitol

NaCl

MgSQO,4.7H,0

KoHPO4

0,4 g/l
7,0 g/l
0,14/
0,2 g/l

0,54l

Para el medio de cultivo YEM sdélido, el medio fue suplementado con 10 ml/l de una

solucion acuosa de Rojo Congo 2,5 g/l y 15 g/l de agar.

Medio Fahraeus

Solucién mineral nutritiva para riego de las plantas crecidas en macetas y para
preparar las cajas conteniendo el medio sélido, para el cual se agregdé 10 g/l de agar

bacteriologico (Britania).
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Soluciones Concentracion 1000X
CaCl, 114 g/l
MgS0,4.7H,O 120 g/l
Citrato férrico 5 g/l
KH,PO,4 100 g/l
Na,HPO4 150 g/l
Micronutrientes Los
KCl 3,73 gl micronu
trientes
H3BO; 1,55 g/l se
MnSQO,4.H,O 0,85 g/l prepara
CuS0,.5H,0 0,13 g/l ron en
una
Na;MoS0,.2H,0 0,018 g/l stock
concent

rada 1000X, la que se esterilizé por filtracion a través de un filtro de 0,45 um de poro.

En el caso de Fahraeus suplementado con fuente de nitrégeno se adicion6 KNO; hasta
una concentracion final de 8 mM.

1.2 Soluciones
Antibidticos

Concentracién de los antibidticos usados (ug/ml), para los cultivos bacterianos en
medios liquidos y sélidos.

Antibiético E. coli A. rhizogenes
Espectinomicina 100 200
Kanamicina 50 100
Antibiético R. etli
Tetraciclina 4

Soluciones para la construccion de las bibliotecas de RNA-seq

Las soluciones se preparan con agua miliQ.
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TBE 5X

Tris base (Invitrogen) 54 g/l
Acido Bérico 27,5 g/l
EDTA 0,5 M (pH 8.0) 2 % (viv)

Buffer de carga para electroforesis de acidos nucleidos en geles de
agarosa 6X (buffer de tipo lll)

Azul de bromofenol 0,25 %(v/v)
Xilene cyanol FF 0,25 % (v/v)
Glycerol hidratado 30 % (v/v)

Buffer de carga para electroforesis de acidos nucleidos en geles de
agarosa 2X

Buffer de carga 6X 16,6 %(v/v)
TBE 10X 10 % (v/v)
Formamida 73,3 % (vIv)
Soluciones Para 100 ml
Cloruro de Sodio 5 M 29,27 g
Polietileno glicol 50 % (PEG MW8000) 50 g
Policrilamida Para 100 mi
Acrilamida 40 % 409
Bis-acrilamida 2 % 29

La solucion de poliacrilamida se esterilizé a través de un filtro de 0,45 ym de poro y se
conservo a 4 °C.

Persulfato de amonio (APS) Para 1 ml

APS 10 % 10 mg
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La solucién de APS se prepar6 en el momento y se conservo a -20°C.

2. Material biolégico

2.1 Semillas de poroto

Las semillas de P. vulgaris cultivar NAG12 (Mesoamericano) fueron provistas por
Susana Garcia Medina (INTA, Estacion Experimental Agropecuaria Salta, Cerrillos,
Argentina).

2.2 Cepas bacterianas

Cepas de E. coli

Cepa Aplicacion Referencia
DH5a Cepa utilizada para la multiplicacion y (Taylor et al.,
mantenimiento de plasmidos. 1993)
ccdB survival 2 TR1  Cepa provista por la empresa INVITROGEN Invitrogen

para la multiplicacién y mantenimiento de los
vectores destino del sistema GATEWAY
portadores del gen ccdB.

Las cepas de E. coli DH5a y ccdB survival 2 TR1 fueron crecidas en medio LB liquido
a 37 °C y 250 rpm de agitacion, o en cultivos soélidos en placas de Petri de 10 cm de
diametro con medio LB-agar.

Cepas de Rhizobium etli y Agrobacterium

Especie Cepa Referencia
R. etli 55N1 (polimorfismo nodC d) (Aguilar et al., 2004)
R. etli SC15 (polimorfismo nodC a) (Aguilar et al., 2004)
R. etli CFNX5 DsRed (nodC a) (Battaglia et al., 2014)
R. etli 55N1 DsRed (nodC d) Beker, Tesis Doctoral 2011
R. etli 55N1 GFP (nodC 0) (Blanco et al., 2009)
A. rhizogenes K599 (Bond and Gresshoff, 1993)
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Las cepas de R. etli se cultivaron inicialmente en medio YEM sélido con Rojo Congo y
posteriormente en medio YEM liquido a 28 °C con agitacion a 250 rpm.

Las cepas de A. rhizogenes fueron crecidas en medio LB sélido suplementado con los
antibioticos adecuados a 28 °C y luego en medio LB liquido selectivo a 28 °C con
agitacion a 250 rpm. La cepa de A. rhizogenes K599 fue donada por el Dr. Federico
Sanchez (Universidad Nacional Autbnoma de México, Cuernavaca, México).

2.3 Transformacion bacteriana

Transformacion de células de E. coli competentes

A partir de 100 pl de E. coli DH5a competentes mantenidas a -80 °C se realiz6 el
protocolo de transformacién descripto por Sambrook and Russel, (2001). Uno o 2 ul
del plasmido de interés o de una mezcla de reaccion se agregaron a las células
competentes mantenidas en hielo. La mezcla fue incubada en hielo durante 40 min
antes de realizar el tratamiento térmico a 42 °C por 45 seg. Inmediatamente el tubo de
reaccion fue colocado en hielo durante 5 min. Luego, se adicioné 1 ml de medio LB
estéril y las bacterias se cultivaron a 37 °C con agitacién (250 rpm) durante 1 hora. El
cultivo fue centrifugado a 5000 g durante 2 min. Después de descartar el
sobrenadante, el precipitado fue resuspendido con el medio de cultivo restante (~40 pl)
y plaqueado en medio LB-agar suplementado con el antibiético adecuado para la
seleccion del plasmido de interés.

Transformacion de células de A. rhizogenes electrocompetentes

Las células competentes se transformaron por electroporacion usando el equipo Bio-
Rad Gene Pulser (BioRad). Uno o 2 ul de plasmido de interés fueron agregados a 40
Ml de bacterias competentes A. rhizogenes K599 mantenidas a -80 °C. La mezcla se
colocé en las cubetas de electroporacion (2 mm de espesor) estériles y frias para
realizar la electroporacién sometiéndole 1 pulso a 2,5 kV. La suspensioén bacteriana
fue recuperada de la cubeta inmediatamente y colocada en un tubo conteniendo 1 ml
de medio LB. El tubo bacteriano se incubd a 28 °C con agitacion (250 rpm) durante 1
hora. Luego, la suspension de células fue centrifugada a 5000 g durante 2 min.
Después de eliminar el exceso de medio sobrenadante, las bacterias fueron
resuspendidas y plaqueadas en medio LB sdlido conteniendo el antibiético adecuado.

Medios de conservacion

Las cepas bacterianas fueron conservadas a largo plazo a -80 °C en glicerol. Para ello,
los cultivos liquidos de las bacterias crecidas hasta fase exponencial tardia (una noche
para E. coli y dos noches para R. etli y A. rhizogenes) fueron suplementados con
glicerol estéril hasta alcanzar una concentracion final de 15 % (v/v) para E. coli, 0 10 %
(v/v) para R. etli y A. rhizogenes.
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3. Condiciones de cultivo, transformacién de plantas de P.
vulgaris e inoculaciéon con R. etli

3.1 Esterilizacién y germinacién de las semillas

Las semillas del cultivar mesoamericano NAG12 de P. vulgaris se esterilizaron
superficialmente con alcohol 96° (v/v) durante 30 seg y fueron transferidas en una
solucion de hipoclorito de sodio 15 % (v/v) con agitacion suave durante 5 min. Luego
de 6 lavados con H,O destilada estéril, las semillas se colocaron en cajas de petri
sobre un papel humedo y se incubaron durante dos dias a 26 °C en oscuridad para su
germinacion.

3.2 Crecimiento de plantulas

Las semillas germinadas fueron transferidas a macetas de plastico conteniendo una
mezcla humeda de perlita y arena (3:1) previamente esterilizada. Las plantulas se
mantuvieron entre en una camara de cultivo Percival Intellus Control System 141LLX a
26 °C, 80 % de humedad y un ciclo luz/oscuridad de 16/8 horas. Las plantas fueron
regadas con medio Fahraeus suplementado con microelementos y KNOj; auna
concentracion final de 8 mM.

3.3 Crecimiento de A. rhizogenes K599

Se cultivaron las cepas de A. rhizogenes K599 llevando el plasmido de interés en
medio LB-agar suplementado con el antibidtico correspondiente durante dos noches.
Las células bacterianas fueron resuspendidas en 1 ml de agua destilada estéril para la
transformacion de plantas, obteniendo una solucién saturada.

3.4 Obtencion de plantas compuestas

Las plantas de P. vulgaris crecidas en macetas durante ~6 dias fueron transformadas
siguiendo la técnica descripta por Estrada-Navarrete et al., (2006, 2007) (Figura 68).
Los tallos de las plantas fueron inoculados en la zona de los cotiledones con una
suspension de A. rhizogenes K599 utilizando una jeringa Hamilton. Se realizaron 3
inyecciones por planta (Figura 68A). Las plantas se colocaron dentro de recipientes
plasticos transparentes a fin de mantener condiciones de humedad saturante (Figura
68B) y se incubaron en camara de cultivo durante 15 dias hasta que las raices
transgénicas salieran de los callos (Figura 68C).

3.5 Crecimiento de plantas compuestas

Una vez desarrolladas las raices transgénicas en la zona de inoculacion, el tallo fue
cortado 1 cm por debajo del sitio de inyeccidén y las raices wild type fueron
descartadas. Las plantas compuestas fueron transferidas a cajas de acrilico (17 cm x
22 cm x 4.5 cm) conteniendo medio agar Fahraeus inclinado sin KNO; (Figura 68D).
Sobre el agar se depositd una hoja de papel estéril para prevenir que las raices
atraviesen el medio y facilitar el recuento de nédulos y la determinacién del largo y
numero de raices principales y secundarias. Las plantas se mantuvieron en la camara
de cultivo, en las condiciones descriptas previamente.
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Figura 68: Transformacion de plantas de P. vulgaris. A. Con una jeringa se inyectd una
solucion saturada de A. rhizogenes en la zona de los cotiledones de plantas de porotos de 7
dias. B. Los potes conteniendo las plantas transformadas con A. rhizogenes fueron colocados
en un dispositivo manteniendo una humedad saturada necesaria al desarrollo de raices
transgénicas. Los domos de plasticos se usaron igualmente para el crecimiento de plantas en
los ensayos de competencia. C. Se obtuvieron raices transgénicas o hairy-roots en la zona de
inyeccion después de 15 dias de crecimiento de las plantas en domos de plastico. D. 5 dias
después de la aparicion de las raices transgénicas, los tallos de las plantas fueron seccionados
aproximadamente 1 cm bajo del sitio de inyeccidn y las plantas compuestas obtenidas fueron
crecidas en cajas acrilica sobre un medio sélido conteniendo una solucién de Fahraeus. Escala:
1cm (A),5cm (B), 5 mm (C).

3.6 Observacion de las raices transgénicas

La observacion del sistema radical para identificar las raices transformadas que
expresan la proteina fluorescente verde GFP (Green Fluorescent Protein) se realizd
utilizando una lupa de fluorescencia Leica MZFLIIl (Leica Microsystems, Wetzlar,
Germany), (Figura 69A y B). Antes de realizar los estudios fenotipicos o los
experimentos de inoculacion, las raices transgénicas y no transgénicas fueron
cuantificadas para determinar el porcentaje de transformacién para cada construccion.
Aquellas raices no transgénicas, es decir que no presentaban fluorescencia fueron
finalmente seccionadas. En cada transformacion, varias colonias (entre 3-5) de A.
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rhizogenes que llevan el mismo plasmido fueron testeadas para determinar la
eficiencia de transformacion de cada una de ellas. Las dos colonias con mayor
eficiencia de transformacién fueron seleccionadas para los posteriores analisis
funcionales.

Campo claro uv Figura 69: Observacion de
raices transgénicas. A. Las
raices transgénicas expresan la
Green  Fluorescent  Protein
(GFP) cuya fluorescencia es
visible con UV. La GFP sirve de
gen reportero para la
transformacion. Las raices no
transgénicas fueron
seccionadas antes la
inoculacidn con el rizobio. B. En
los nédulos también se puede
observar la expresion fuerte de
la GFP (nédulos formados por
SC15 de R. etli a 21 dpi).
Imagenes adquiridas con la lupa Leica MZFLIll y el programa Image-Pro Plus 5.1.

3.7 Inoculacion de plantas de poroto con rizobios

Las cepas de R. etli mantenidas a -80 °C fueron plaqueadas en placas de petri
conteniendo medio sélido YEM-Rojo Congo y cultivadas durante 2 dias a 28 °C. Las
cepas de R. etli CFNX5 y 55N1 que expresan las proteinas fluorescentes roja o verde
(DsRED y GFP respectivamente) fueron crecidas en medios YEM solido o liquido
suplementados de la Tetraciclina a 4 ug/ml. A partir de colonias aisladas se realizaron
precultivos saturados de R. etli resuspendiendo las células en 3 ml del medio YEM
liquido, e incubandolas a 28 °C con agitacion a 250 rpm durante 48 horas. Un alicuota
de los precultivos fue inoculado en erlenmeyers conteniendo medio YEM en una
dilucion 1/100. Los cultivos fueron incubados a 28 °C con agitacion hasta alcanzar una
densidad optica a 600 nanometros (DOsoo nm) de 0,8 (fase exponencial tardia). Las
plantas de P. vulgaris crecidas en cajas acrilicas durante 6 a 8 dias fueron inoculadas
con 5 ml de cultivo de R. etli a 0,8 o con medio YEM como control en condiciones de
esterilidad.

3.8 Recoleccidn de tejido de raiz e otros 6rganos

El tejido de las raices transgénicas fue colectado a las 24 hpi 0 a tiempos mas tardios,
por ejemplo el de raices noduladas a 21 o 28 dpi, (Figura 69B) e inmediatamente
congelado en nitrégeno liquido para la posterior extraccion de ARN. El tejido fue
pulverizado con un mortero de porcelana y se almacené a -80 °C hasta su utilizacién.

El tejido de hoja, tallo, raiz y nédulo de plantas de poroto no transgénicas crecidas en
cajas acrilicas durante 7 dias post-germinacion fueron colectados por separado y
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congelados en nitroégeno liquido. El tejido pulverizado, proveniente de 3 a 5 plantas por
organo, fue almacenado a -80 °C hasta su utilizacion.

4. Caracterizacion fenotipica de las plantas compuestas

4.1 Cinéticas de nodulacién

Las plantas compuestas de poroto crecidas en caja acrilica sin fuente de nitrégeno e
inoculadas por cepas de R. etli del genotipo nodCa o nodCd fueron monitoreadas a
diferentes tiempos luego de la inoculacion. Teniendo en cuenta que cada raiz
transgénica representa un evento de transformacion independiente, los nédulos se
cuantificaron por raiz a los 5, 8, 11, 15 y 21 dpi. Las plantas inoculadas con el medio
YEM sin rizobio fueron observadas ocasionalmente durante el experimento para
verificar que no hubo contaminacién con otras cepas de rizobio. Se analizaron entre 7
y 10 plantas por cada construccion y condicion, lo que correspondid a
aproximadamente 50 raices transgénicas por condicion. Se realizaron tres
experimentos independientes llevados a cabo en diferentes momentos del afo.

4.2 Determinacion del tamaino de los noédulos

Las plantas noduladas fueron fotografiadas al final de la cinética (21 dpi) para
determinar el tamafo de los ndédulos maduros. El diametro de los nodulos de la
totalidad de las plantas inoculadas fue medido usando la herramienta de medicién del
programa Adobe Photoshop 7.0.

4.3 Ensayos de competencia

Las plantas compuestas portando las construcciones deseadas fueron transferidas a
macetas con una mezcla perlita/arena y regadas cada dos dias con el medio Fahraeus
sin KNO3. Las plantas fueron incubadas en domos de plastico durante 8 a 9 dias de
acuerdo al protocolo estandarizado para ensayos de coinoculacién de raices de P.
vulgaris en camara de cultivo (Aguilar et al., 2004). Se realizaron precultivos y cultivos
de las cepas SC15 y 55N1 de R. etli por separado como se ha detallado en la seccion
3.7 de Materiales y Métodos. Los cultivos de ambas cepas crecidos a una DOggo de 0,8
fueron mezclados en una relacion 1:1. Cinco ml de la mezcla de cultivos bacterianos
fueron utilizados para inocular un minimo de 5 plantas por construccion. Veintiséis dias
después de la coinoculacion, se colectaron con un bisturi la totalidad de los nédulos
transgénicos de cada construccion. La fluorescencia verde de la GFP fue monitoreada
con un iluminador a LED, (UltraSlim MaestroGeen SLB-01W). Los nddulos
transgénicos se procesaron para la extraccién de ADN bacteriano y posterior analisis
del polimorfismo del gen nodC como se indica en la seccién 4.4 de Materiales y
Métodos.

4.4 Analisis del polimorfismo del gen nodC

Los nédulos provenientes de los experimentos de coinoculaciéon se esterilizaron con
alcohol 96 % (v/v) durante 30 seg, seguido de una incubacién en H,O, 30 vol por 4 min
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y de 6 lavados con H,O estéril. Posteriormente, los ndédulos fueron macerados
individualmente en 10 pyl de PBS 1X estéril. Finalmente, la solucion de bacterias se
sembrd en una placa de Petri conteniendo medio YEM- Rojo Congo. Luego de la
incubacién durante 2 dias a 28 °C, las placas bacterianas fueron transferidas a 4°C.
Luego, se tom6 una muestra de bacterias provenientes de algunos noédulos para
determinar la identidad de la cepa. Las muestras de bacterias se resuspendieron en
200 pl de NaCl 1M, se precipitaron por centrifugacién a 17300 xg durante 2 min, y se
lavaron con 200 pl de H,O estéril. Para obtener el precipitado se centrifugaron
nuevamente a 17000 xg por 2 min. El precipitado de bacterias se resuspendié en 200
Ml de resina Chelex 6 % p/v (Bio Rad) y se incubd a 56 °C por 8 min seguido de una
incubacién a 99 °C por 10 min. Las muestras fueron posteriormente centrifugadas a
17300 xg por 2 min y el sobrenadante conteniendo el ADN bacteriano se utilizé para el
analisis del polimorfismo del gen nodC mediante amplificacion por PCR y analisis de
restriccion con la enzima de restriccion Hinfl (Promega) segun el protocolo descripto
previamente (Aguilar et al., 2004). Los oligonucledtidos utilizados se encuentran en la
Tabla 1 de oligonucleétidos en la seccién Material Suplementario de los Anexos. Los
productos de amplificacién del gen nodC y de la digestién con la enzima Hinfl se
analizaron por electroforesis en geles de agarosa no desnaturalizantes de 1 % y 1,5 %
(p/v) respectivamente.

Los rizobios proviniendo de las placas de medio YEM- Rojo Congo para los ensayos
de inoculacién fueron regularmente testeados para el analisis del polimorfismo del gen
nodC para verificar que no hubo contaminacion cruzada de los cultivos.

4.5 Caracterizacion de los eventos tempranos de infeccion rizobiana

Las raices transgénicas de P. vulgaris de 7 dias crecidas en cajas acrilicas en un
medio YEM carente de fuente de nitrdgeno fueron inoculadas con cepas de R. etli que
expresan las proteinas fluorescentes DSRed o GFP, las cuales se encontraban
disponibles en el laboratorio (Zanetti et al., 2010; Battaglia et al., 2014). Cinco ml del
cultivo liquido de las cepas CFNX5 IDsRed, 55N1 IDsRed o 55N1 GFP crecido a
DOep0=0,8 fueron utilizados para la inoculacién de las plantas. La formacién de hilos de
infeccién (ITs) a 8 y/o 10 dpi y la progresion, y la ocupacién de nédulos (hasta 14 dpi)
fueron monitoreadas en un microscopio invertido Olympus 1X51 utilizando luz blanca y
UV con filtros apropiados (Olympus Corporation, Shinjuku Tokio, Japoén) tal como se
describe en (Battaglia et al., 2014). Las imagenes fueron capturadas usando una
camara Q-Color3 de alta resolucién (Olympus Corporation).

5. Oligonucledétidos y clonados

5.1 Diseio de oligonucleétidos

Para el caso especifico de los precursores de miARNSs, se disefaron oligonucleétidos
directos y reversos que flanquean la region de tallo-rulo del precursor de miARN
(Figura 70A). Ademas, a los oligonucledtidos directos destinados a realizar los
clonados usando el sistema GATEWAY se agregaron las bases CACC en el extremo
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5’ como indicado por el proveedor del kit pENTR/D-TOPO (Invitrogen). A su vez, el
tamafno de amplificacion es compatible con los estudios de expresion por PCR
cuantitativa en tiempo real (RT-gPCR). Por otro lado, para los estudios de expresion
mediante RT-qgPCR de los genes blancos de miARNSs, los oligonucleétidos directos y
reversos fueron disefiados especificamente a cada uno de los dos lados de la zona de
unién y de corte putativo del miARN (Figura 70B).

A.
Reverse
3

B.

Blanco putativo miARN

3' mHHIHHHIH 5'
5’ 3’
Reverse
Forward

Figura 70: Diseiio de oligonucledtidos. A. Los oligonucledtidos disefiados para los precursores
de miARNs amplifican ~200 bp. Los mismos oligonucleétidos permiten clonar los precursores
de miARNs y medir su expresion por qRT-PCR. Las bases CACC que no pertenecen a la
secuencia de los precursores fueron inicialmente agregadas al 5 del oligonucleétido directo
(forward) para clonar direccionalmente el producto de PCR mediante el sistema GATEWAY. Los
oligonucledtidos directos y reversa (reverse) se disefian afuera de la regidn tallo-rulo, en zonas
a donde el precursor no formaria estructuras segundarias aparentadas (prediccién de la
estructura con mfold). B. Los oligonucledtidos destinados a medir la expresion de los blancos
putativos de los miARNs estudiados fueron disefiados de cada lado de la zona de unidn del
miARN a su transcripto blanco. Eso permitiria dar cuenta del eventual clivaje (ralla amarilla) en
los niveles de expresidn medidos.

En los casos particulares del clonado del precursor del nuevo miARN caracterizado, el
miR5924, los oligonucledtidos Forward y Reverse fueron disefiados para amplificar
una parte del ARN primario (pri-miARN) ubicada en el 5’UTRs del transcripto de DCL1
(Phvul.009G260000) (Figura 71), a su vez el tamafio del producto de amplificacion fue
compatible con estudios de expresion por PCR cuantitativa en tiempo real (RT-qPCR).
El plegamiento de acidos nucleicos y la prediccion de hibridacion del precursor se
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analizaron usando la herramienta RNA Folding Form de mfold (Zuker, 2003) para
disefar los oligonucledtidos afuera de la region tallo-rulo para poder aparearse
facilmente en las zonas libres.

5 ORF 3,UTR3,
I ' | X
afz L
° 6490 nts
Phvul.009G260000
premiR5924
5 For miR5924* miR5924 Rey 3
|‘ \{:: :'
° . 450 nts

Figura 71: Posicion del precursor del miR5924 y disefio del clonado. El premiR5924 se ubica
en el 5’UTR del transcripto Phvul.009G260000. Los oligonucleétidos amplifican un amplicon de
192 nts que incluye la region tallo-rulo del precursor. Este esquema fue realizado con el
programa Serial Cloner. En verde y en gris estdn representados los 5'UTR y 3’UTR
respectivamente, en gris oscuro el marco abierto de lectura (ORF), en azul y violeta los
oligonucledtidos Forward (For) y Reverse (Rev) respectivamente y en rojo los miARNs y azul
oscuro los miARNs*,

En todos los casos, la temperatura de melting, el porcentaje de GC, la formacion
eventual de homodimeros, heterodimeros, y de hairpin para cada oligonucleotido se
determind utilizando la herramienta OligoAnalyzer 3.1 de Integrated DNA Technologies
(IDT, Coralville, 1A, https://www.idtdna.com/calc/analyzer). Los oligonucleétidos
utilizados se encuentran listados en la Tabla 1 en la seccién Material Suplementario de
los Anexos.

5.2 Construccion de vectores mediante el sistema GATEWAY

Para generar las construcciones de sobreexpresion, los precursores de miARNs
fueron amplificados mediante PCR usando los oligonucledétidos especificos indicados
en la Tabla 1. Los productos de amplificacién fueron clonados en el vector pENTR/D-
TOPO (Figura 72A) siguiendo las instrucciones del proveedor (Invitrogen, Carlsbad
CA, USA). Posteriormente, los vectores pENTR/D-TOPO conteniendo los fragmentos
de ADN fueron recombinados con el vector de destino GATEWAY pk7WG2D,1 (Figura
72B) utilizando la enzima LR clonasa de acuerdo a las instrucciones provistas por el
fabricante (Invitrogen). Este vector permite la expresion de fragmentos de ADN bajo el
control del promotor cuasi-constitutivo y fuerte 35S del virus del mosaico de coliflor
(CaMV35S) y el terminador 35S (T35S). Ademas el pk2WG2D,1 contiene el gen que
codifica la proteina de la GFP que sirve de gen reportero para visualizacién bajo luz
UV de las raices y nédulos transgénicos (ver Figura 69). Como control de los ensayos
de sobreexpresion se utilizé el vector vacio previo a la recombinacion. Los vectores
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fueron multiplicados por transformacién de E. coli y transferidos en A. rhizogenes K599
mediante electroporacion.
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Figura 72: Vectores usados para los clonados de los precursores de miARNs. A. Vector de
entrada: pENTRY. El fragmento purificado fue clonado direccionalmente entre los dos sitios
attlL del vector de entrada mediante las bases CACC inicialmente agregadas al 5’ del
oligonucledtido directo. Estas bases permiten al fragmento unirse por complementariedad de
base e insertarse en el vector. Este pldsmido contiene el origen de replicacién (pUC ori) que
permite la fuerte replicacion del pldsmido y su mantenimiento en E. coli y las secuencias de
terminacion de la transcripcidn (T1y T2). El pENTR/D-TOPO dispone del gen de resistencia a la
Kanamicina, lo que permite seleccionar las bacterias transformadas. B. Vector de destino:
pK7WG2D,1. La recombinacién entre el plasmido de entrada y el de destino es posible por los
sitios de recombinacidn attL y attR respectivamente que posee cada plasmido. La construccién
deseada se inserté en el lugar del gen ccdB y se encuentra bajo el promotor fuerte p35S, con
su terminador T35S. Este plasmido posee el gen de resistencia Spectinomicina/Spectromicina
(Sm/SpR) permitiendo su seleccién en bacterias. Este vector de destino contiene también el
gen de seleccién de Kanamicina (Kan) que se usa generalmente para la seleccion de las raices
transgénicas en plantas. Sin embargo en el caso de P. vulgaris el crecimiento de aquellas no
permite su selecciéon con antibidticos, para eso este plasmido contiene el gen de la GFP
(EgfER).

6. Técnicas comunes de biologia molecular

6.1 Reacciones de PCR

Las amplificaciones se realizaron en un volumen final de 20 pul. La concentracion final
fue 2,5 uM de cada oligonucleétido, 0,25 mM de cada ANTP, 1,5 mM de MgSQO,, 1 X
buffer comercial para Taq polimerasa y 0,5 U de la enzima Taq polimerasa de ADN
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(Productos Bio-Logicos). Las reacciones se llevaron a cabo en un ciclador térmico de
96 posillos Applied Biosystems Veriti. El tiempo de elongacion y la temperatura de
apareamiento de los oligonucledtidos utilizados fue variable para cada reaccion. El
programa estandar consistié en una primera etapa a 95 °C durante 5 min, seguido de
35 ciclos de 30 seg a 95 °C, 30 seg a 52 °C (o Tm indicado) y 1 min por kb a 72 °C. Se
incluyé una etapa final de elongacion de 5 min a 72 °C. Para la amplificacién de los
precursores de miARNs y su clonado en vectores binarios se usé la enzima Pfu
(Promega) en un volumen final de 25 pl con el programa siguiente: 95 °C durante 1
min 30 seg, seguido de 40 ciclos de 15 seg a 95 °C, 30 seg a 52 °C (o Tm indicado), 1
min a 68 °C, y 2 min finales a 68 °C.

6.2 PCR de colonias bacterianas

Las colonias bacterianas obtenidas sobre placas selectivas luego de la transformacién
fueron testeadas por PCR. Para cada clonado, un minimo de 10 colonias aisladas
fueron picadas con escarbadientes estériles y transferidas a tubos de PCR de 0,2 ml
estériles. Las muestras conteniendo el ADN de la bacteria y eventualmente el
plasmido de interés fueron amplificados con oligonucleétidos mixtos: un primer del
plasmido (oligonucleétido M13 para el vector pENTR/D-TOPO o los oligonucledtidos
pKan o p35S para el vector de destino segun la etapa del clonado), y un
oligonucleotido especifico para el fragmento de ADN de interés. Estas reacciones de
PCR permiten validar a su vez la presencia del fragmento y su direccionalidad. Las
PCR fueron llevadas a cabo en un ciclador térmico Applied Biosystems con el
programa siguiente: 10 min a 95 °C, seguido de 35 ciclos de 30 seg a 95 °C, 30 seg a
52 °C (o Tm indicado) y 1 min por kb a 72 °C. Se incluy6 una etapa final de 5 min a 72
°C. Las temperaturas y tiempos de anealing y elongacion variaron segun el clonado y
los oligonucledtidos utilizados.

6.3 Electroforesis de ADN y ARN en geles de agarosa

La integridad y la concentracion aproximada del ADN plasmidico purificado fueron
analizados en geles de agarosa en un rango de 0,8 - 2 % (p/v) segun el tamano de los
fragmentos de ADN a separar. En todos los casos, se utilizé6 el marcador de peso
molecular adecuado para determinar el tamano del amplicon (100 bp, 400 bp o 1 kb
ladder de la empresa Productos Biolégicos). La integridad y la concentracion del ARN
fue estimada en geles de agarosa 1,2 %(p/v). Para la preparacion de los geles, la
agarosa se fundié en un buffer TBE 0,5X (Tris base 45 mM, H3BO3; 45 mM y EDTA 1
mM) por calentamiento. A esta solucion se agregaron unas gotas de una solucion de
bromuro de etidio (BrEt) 10% (p/v). Las muestras de ADN y ARN fueron mezcladas
con buffer de ADN 6X (Tris-HCI 20 mM pH 8,0, glicerol 50 % (p/v), azul de bromofenol
0,5 % (p/v), EDTA 2 mM pH 8,0) para obtener una concentracion final 1X y sembradas
en los pocillos de los geles. Las electroforesis se llevaron a cabo en buffer TBE 0,5 X
con un voltaje constante (usando 10 V por cada cm lineal de gel). La visualizacion de
las bandas de ADN o ARN se realiz6 utilizando un transiluminador de luz UV Uvitec
Cambrige y la captura de imagenes se realizé utilizando el sistema Uvisave HD5 del
Uvitec Cambridge.
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6.4 Purificaciéon de ADN a partir de gel de agarosa

Las bandas correspondientes a los productos de amplificacién fueron escindidas del
gel de agarosa con la ayuda de un bisturi. Para la purificacién del ADN se usé el kit
Nucleo Spin Gel and PCR Clean-up DNA, RNA and protein purification de Macherey -
Nagel siguiendo las recomendaciones del proveedor. EI ADN fue eluido con 25 pl de
buffer de elucion. El rendimiento de la purificacién del ADN fue analizado sembrando
una alicuota de 3 o 4 pl del producto obtenido en un gel de agarosa.

6.5 Purificacion de ADN plasmidico

A partir de las colonias bacteriana de E. coli que resultaron positivas en los ensayos de
PCR sobre colonias bacteriana se establecieron cultivos liquidos conteniendo 3 ml de
medio LB y el antibidtico correspondiente al plasmido de interés. El cultivo fue
incubado a 37 °C con agitacion toda la noche. Se obtuvo un precipitado de células de
bacterias transformadas por centrifugacién a 5000 g durante 2 min. A partir del
precipitado se procedié a la separacion y purificacion de ADN plasmidico utilizando el
kit Wizard Plus SV Minipreps (Promega), siguiendo las instrucciones del proveedor. El
ADN plasmidico se resuspendi6 en 50 pl de agua miliQ estéril.

6.6 Extraccion de ARN total de tejido vegetal

El material vegetal se pulverizd en mortero con nitrégeno liquido hasta obtener un
polvo fino. Este tejido fue almacenado a -80 °C o procesado inmediatamente. La
extraccién de ARN se realizé con TRIZOL siguiendo las instrucciones del proveedor
(Invitrogen). La resuspension del ARN se realiz6 con 50 pl de agua estéril y se
almacenod a -80 °C hasta su utilizacion. La concentracion del ARN se determind en un
espectrofotdmetro Nanodrop2000 (Thermo Scientific) utilizando un volumen de 1 pl. La
concentracién de la muestra se calculé a partir de la Az Yy se estimd su pureza a
través de la relacidn Agso/Azg0, la cual fue cercana a 2. La integridad del ARN se
analizé mediante una electroforesis no desnaturalizante en geles de agarosa 1,2 %
(p/v), visualizandose las bandas correspondientes al ARN ribosomal. Ademas, la
visualizacion de ARNs en la zona de bajo peso molecular indico la presencia de los
ARNSs pequefios.

6.7 Tratamiento del ARN con DNAsa

Para eliminar el ADN gendmico que podria contener la muestra, 1 ug de ARN se
digirio con 1 U de la enzima RQ1 DNasa libre de RNasa (Promega) utilizando el buffer
suministrado por el fabricante, en un volumen final de 10 ul. Luego de incubar durante
una hora y media a 37 °C se agrego 1 pyl de DNAsa Stop Solution y se incubd durante
10 min a 65 °C para inactivar la enzima.

6.8 Sintesis de ADN complementario

La sintesis de la primera cadena de ADNCc se realiz6 con 1 ug de ARN tratado con
DNAsa como molde. Por cada pg de ARN se usaron 0,5 pg de oligo dT4s como
cebador. La mezcla se incubd durante 5 min a 70 °C para eliminar la formacion de
estructuras secundarias del ARN y luego se mantuvo en hielo. A continuacion se
agregd una mezcla conteniendo 200 U/ul de transcriptasa reversa (MMLV RT,
Promega), dNTPs 0,5 mM (Promega) y buffer 5X provisto con la enzima en un
volumen final de 25 yl. La mezcla de reaccion se incub6 durante 60 min a 42 °C,
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temperatura a la cual tiene lugar la sintesis de ADNc, y finalmente 5 min a 95 °C para
inactivar la enzima.

7. Analisis de expresion

7.1 Reacciones de PCR semicuantitativas

Las amplificaciones se realizaron en un volumen final de 20 ul. La concentracién final
fue 2,5 uM de cada primer, 0,25 mM de cada dNTP, 1,5 mM de MgSQO,, 1 X buffer
comercial para Taq polimerasa y 0,5 U de la enzima Taq polimerasa (Productos Bio-
Logicos). Las reacciones se llevaron a cabo en un ciclador térmico (Applied
Biosystems). El tiempo de elongaciéon y la temperatura de apareamiento de los
oligonucleotidos utilizados fue variable para cada reaccién. El programa estandar para
los genes de referencia y otros transcriptos consistid en una primera etapa a 95 °C
durante 5 min, seguido de 25 a 28 ciclos de 30 seg a 95 °C, 30 seg a 52 °C (0 Tm
indicado) y 1 min por kb a 72 °C. Se incluy6 una etapa final de 5 min a 72 °C. Para los
precursores de miARNs las qPCR se realizaron a 35 ciclos (contra 40 ciclos para una
PCR saturada).

7.2 PCR cuantitativa en tiempo real (QRT-PCR)

Cinco pl de una dilucion 1/10 de la sintesis de ADNc fueron utilizados como molde en
una reacciéon de PCR cuantitativa. La concentracion de cada primer fue de 0,5 uM en
un volumen final de 20 pl. Se utilizé la mezcla de reaccién comercial iQ SYBR Green
Supermix de BioRad. La reaccion se llevé a cabo en un termociclador Bio-Rad CFX96
Real Time System (BioRad). El protocolo de amplificacion fue el siguiente: una primera
etapa a 95 °C durante 5 min, seguido de 45 ciclos de 30 seg a 95 °C, 30 sega 52°C o
51 °C segun los primers usados y 20 seg a 72 °C. Se realizaron dos réplicas técnicas,
un control negativo sin ADNc para evaluar la contaminacién y una curva de calibracion
con diluciones seriadas del ADNc para cada par de oligonucléotidos utilizados. La
posible dimerizacion de los oligonucléotidos o la amplificacion de otros fragmentos
fueron analizadas a partir de los resultados de las curvas de melting. La obtencion de
un unico producto de amplificacion del tamafo esperado también se verifico por
corrida electroforética en geles de agarosa. La normalizacion de los datos de
expresion se realizd con el transcripto correspondiente al factor de elongacion 1a
(EF1a) de P. vulgaris, segun fuera descrito previamente por (Meschini et al., 2008).
Los datos fueron analizados y graficados utilizando el programa GraphPad Prism V5.0
(GraphPad Prism Software).

8. Técnica de Stem-loop PCR

8.1 Diseio de oligonucleétidos de stem-loop
Los oligonucleotidos de stem-loop para realizar la transcripcion reversa (primers stem-
loop RT) fueron disefiados segun las recomendaciones de (Chen et al., 2005) y mas
detallado en (Kramer, 2011). La region comun de los oligonucleétidos stem-loop RT
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consiste de 44 nucleoétidos (5-
GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGAC -3’), mientras
que la especificidad para cada miARN individual esta dada por la extension de los 6
nucledtidos en el extremo 3'. Esta extensién corresponde a la secuencia reversa y
complementaria a los 6 ultimos nucledtidos del extremo 3’ del miARN, tal como es
ilustrado en la Figura 73.

El oligonucledtido denominado universal corresponde a une secuencia de 16
nucledtidos de la region comun de los primers stem-loop RT (5'-
GTGCAGGGTCCGAGGT -3’). Los oligonucleétidos directos son especificos de la
secuencia del miARN, pero excluyen los ultimos 6 nucleétidos finales en la extremidad
3’ del miRNA. Tal como ha sido recomendado por (Varkonyi-Gasic et al., 2007), una
extensién de 5 a 7 nucledtidos generalmente enriquecida en GC fue agregada al
extremo 5’ de cada oligonucleétido directo para incrementar la temperatura de melting.
Estas secuencias de nucledtidos fueron elegidas al azar. Estos oligonucledtidos fueron
analizados con OligoAnalyzer 3.1 de IDT como explicitado previamente en la seccion
“disefio de oligonucledtidos”.

Figura 73: Técnica de stem-loop. La
Primer stem-loop RT parte 3’ constituida de 6 nucledtidos de
los primers stem-loop RT se hibridan a

la extremidad 3’ de un miARN. A partir

miARN ’
5' 5

3’ de ARN total se realiza la Transcripcion

RT \L reversa (RT) que sintetiza la hebra
complementaria del miARN. La

"""""""O amplificacion del ADN complementario
BCR i y su cuantificacion por PCR y gRT-PCR
se realiza usando los oligonucleétidos

Forward Forward que son especificos a cada

miARN y el Reverse universal que se
Reverseuniversal | hibrida con la parte comin de los
primers stem-loop RT.

8.2 Transcripcion reversa para los miARNs
Para realizar la transcripcion reversa se preparo previamente una mezcla conteniendo
la totalidad de los oligonucledtidos stem-loop RT correspondiendo a los miARNs de
interés (Tabla S12), con una concentracion final a 1 yM. Esta mezcla se denomino
primer RT Super Mix. La reaccién de transcripcion reversa se realizd siguiendo el
protocolo descripto por (Varkonyi-Gasic et al., 2007) con las siguientes
modificaciones. Se usaron entre 1 y 1,5 ug de ARN total extraido previamente
tratados con DNAsa, a los cuales se agregaron 1 pl de primer RT Super Mix 1 uM y 1
pI de dNTPs 10 mM. La mezcla se incub6 durante 5 min a 65 °C para eliminar la
formacion de estructuras secundarias del ARN y luego se mantuvo en hielo. A
continuacion se agregd una mezcla conteniendo 1 yl de dTT a 0,1 M, 1 pl de agua
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miliQ, 1 pl de transcriptasa reversa (SuperScript lll, Invitrogen), y 4 pl de buffer 5X
provisto con la enzima en un volumen final de 20 ul. La mezcla de reaccion se incubd
durante 60 min a 50 °C, temperatura a la cual tiene lugar la sintesis la hebra
complementaria de los miARNSs, y finalmente 15 min a 70 °C para inactivar la enzima.
Las reacciones se llevaron a cabo en un ciclador térmico (BioMetra UNO-
Thermoblock).

8.3 Medicidén de la acumulacion de los miARNs por gPCR

Cinco ul de una dilucién 1/5 de la reaccién de stem-loop RT fueron utilizados como
molde en una reaccion de PCR cuantitativa en un volumen final de 20 ul, con dos
réplicas técnicas por cada muestra. El protocolo de amplificaciéon consistié en una
primera etapa a 95 °C durante 5 min, seguido de 45 ciclos de 5 seg a 95 °C, 10 seg a
60 °C o 62 °C segun los primers utilizados y 1 seg a 72 °C. La normalizacion de los
datos de expresion se realizé con el pequefio ARN U6 segun fuera descrito
previamente (Peltier and Latham, 2008; Turner et al., 2013a; D’haene et al., 2012). Los
datos fueron analizados y graficados utilizando el programa GraphPad Prism V5.0
(GraphPad Prism Software).

9. Construccion de bibliotecas de pequeinos ARNs

9.1 Material biolégico

Para la realizacion de bibliotecas de pequefios ARNs se generé tejido de raices de P.
vulgaris de variedad mesoamericana NAG12 de 5 plantas por condicién. Las plantulas
fueron crecidas en cajas de acrilico (17 cm x 22 cm x 4.5 cm) conteniendo medio agar
Fahraeus inclinado sin KNO3. Sobre el agar se deposité una hoja de papel para
prevenir que las raices atraviesen el medio. Las plantulas se mantuvieron en una
camara de cultivo Percival Intellus Control System a 26 °C, 80 % de humedad y un
ciclo luz/oscuridad de 16/8 horas. A los 7 dias las raices fueron inoculadas por SC15,
una cepa alfa de R. etli ; 55N1, una cepa delta; o YEM, el medio de cultivo rizobiano
libre de bacterias (CTL). Cinco ml de cultivo o de solucion YEM fueron aplicados sobre
la zona Il de las raices, la cual corresponde a la zona con pelos radicales en activo
crecimiento (Figura 74). Las cajas permanecieron 1h en posicién horizontal y luego se
colocaron en posicion vertical en la camara de cultivo. Las raices fueron colectadas 24
horas luego de la inoculacion con las cepas SC15 y 55N1 de R. etli. El material vegetal
se pulverizd en mortero con nitrégeno liquido hasta obtener un polvo fino y
almacenado a -80°C y procesado rapidamente. Se generaron dos replicas biolégicas
independientes.
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NAG12 x2

Figura 74: Disefio experimental para la construccion de bibliotecas de pequeiios ARNs. Las
plantas de P. vulgaris mesoamericanas de la variedad NAG12 crecidas en cajas acrilicas
durante 7 dias sin fuente de nitrégeno fueron inoculadas con las cepas de R. etli, SC15 (cepa
NodC a), 55N1 (cepa NodC 6), o la condicién control (YEM, medio de cultivo bacteriano sin
rizobios). A las 24 horas después de la inoculacién, la zona de las raices en crecimiento (cuadro
amarillo) fue colectada para la extraccion de ARN. Una muestra corresponde a la recoleccion
de las raices de 5 plantas. Luego se repitio el experimento, obteniendo de esta manera una
segunda replica bioldgica independiente.

9.2 Extraccion y separacion de acidos ribonucleicos

Extraccion de ARN total

A partir de dicho tejido se realizd la extraccion de ARN total con TRIZOL (Invitrogen)
siguiendo las instrucciones del proveedor. Con el fin de aumentar la concentracion del
ARN, se realizaron 4 extracciones de ARN en paralelo, utilizando 100 mg de tejido en
cada extraccion. La resuspension del ARN se realizd con 25 pl de agua estéril.
Después de colocar los tubos conteniendo la solucién de ARN en bafio seco a 60°C
durante 10-15 min, los mismos fueron conservados toda la noche a 4 °C para su total
disolucion. La integridad del ARN se analiz6 mediante una electroforesis no
desnaturalizante en geles de agarosa 1,5 % (p/v), visualizandose las bandas
correspondientes al ARN ribosémico y los pequefios ARNs. Las 4 extracciones
simultaneas de ARN provenientes del mismo tejido fueron pooleadas para obtener un
volumen de 100 pl de ARN total concentrado.

Separacion de ARN de alto y bajo peso molecular

La separacion de los ARNs de alto (HMW) y bajo peso molecular (LMW) se llevo a
cabo siguiendo el protocolo de precipitacién con Polietileno glicol (PEG) descrito por
Lu et al.,, 2007, el cual se esquematizd en la Figura 10. Los ARNs mensajeros vy
ribosémicos (de alto peso molecular) se precipitaron mediante el agregado de PEG y
NaCl a concentraciones finales de 5 % y 0,5 M, respectivamente. La mezcla se
mantuvo en hielo durante 30 min y se centrifugd a 13000 rpm durante 10 min a 4 °C.
El sobrenadante conteniendo los ARN pequefos se transfirié a un nuevo tubo, se
adicionaron 2,5 volumenes de etanol 96 % (v/v), se mezclé por inversion y se incubd
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toda la noche a -20 °C. Luego, de una centrifugacion a 13000 rpm durante 30 min a 4
°C, el precipitado se lavo con etanol 80 %. Después de una centrifugacion a 13000
rpom a 4 °C durante 15 min, se dejo secar el precipitado por 20 min y finalmente los
ARN de bajo peso molecular fueron resuspendidos en 10 pl de agua miliQ estéril e
incubados a 4°C toda la noche para asegurar su total disolucién. La integridad de los
ARNSs se analizé mediante electroforesis no desnaturalizante en geles de agarosa 1,5
% (p/v).

Purificacion de los ARNs de 20 a 31 nts

Los pequenos ARNs se separaron en un gel de poliacrilamida/urea a 15 % (p/v). Para
la preparacion del gel se mezclaron 4,8 g de urea, 3,75 ml de acrilamida 40 %-
bisacrilamida 2 %, 1 ml de TBE 10X en un volumen final de 10 ml completando al
volumen con agua miliQ esteril. La mezcla se calenté a 37 °C hasta disolver la urea
(~20 min), y luego se adicionaron 60 uyl de APS y 4,6 pl de TEMED. Se mezcl6é por
inversion y la solucién se volcd entre los vidrios del armador de geles utilizando
sistema Mini-PROTEAN 3 (Bio-Rad). El gel de acrilamida se dejo solidificar durante 30
min a temperatura ambiente. Antes de sembrar las muestras, se hizo una pre-corrida
del gel durante 30 min a 200 V. A los 10 ul de solucién de ARNs de bajo peso
molecular se agrego6 el mismo volumen del buffer de carga de ARN 2X. Las muestras
de ARNs fueron calentadas a 65 °C durante 5 min para desasociar las estructuras
secundarias y colocadas en hielo inmediatamente. Para determinar el tamano de los
pequefios ARNs en el gel se utilizaron fragmentos de ADN simple cadena de un
tamano de 21 nts y 31 nts. La electroforesis se realizé a 200 V constantes durante 1 h.
El gel se tifio durante 20 min en una soluciéon de bromuro de etidio a 1 pyg/ml. La
poblacion de pequefios ARNs contenida entre 20 y 31 nts, conteniendo los ARNs de
21 y 24 nts se escindieron del gel y se colocaron en tubos de 1,5 ml Non-stick, libres
de ARNasa y estériles para proceder a su purificacion (Figura 75). Se agregaron 250
pI de NaCl 0,3 M en cada tubo antes de moler el gel con un pequefo mortero limpio de
plastico. EI ARN fue eluido por rotacion suave a 4 °C toda la noche. El eluido y los
fragmentos de gel fueron transferidos a una columna de filtracion (Spin-X filter, 5 pm),
la cual se centrifugd a maxima velocidad durante 1 min a temperatura ambiente. Al
filtrado se le agregaron 500 pl de etanol 96 % (v/v) frio y 3 pl de glicégeno y se incubd
a -80 °C un minimo de 2 horas para precipitar los ARNs pequefos. Las muestras se
centrifugaron a maxima velocidad a 4 °C durante media hora, se lavaron con 200 ul de
etanol frio a 80 % y se centrifugaron nuevamente a maxima velocidad a 4 °C durante
10 min. Se descartd el sobrenadante y el precipitado se dejé secar a temperatura
ambiente durante 15 min. Los ARNs de 20 a 30 nts se resuspendieron en 10 pl de
agua miliQ estéril.
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[ Separacidon de HMW & LMW ]
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Figura 75: Aislamiento de pequeiios ARNs (sARNs) y purificacion. La extraccion del ARN con
Trizol permite obtener el ARN total. Los ARNs de alto peso molecular (HMW por High
Molecular Weight) precipitan con polietileno glicol (PEG) y cloruro de sodio (NaCl), mientras
los ARNs de bajo peso molecular (LMW por Low Molecular Weight) quedan en solucidn. La
integridad de los ARNs (totales, HMW y LMW) es validada por corridas electroforesis en geles
de agarosa 1,5%. Los pequenos ARNs son seleccionados por su tamafio (~35 a 18 nt) a partir de
la corrida de los ARNs de bajo peso molecular en un gel de poliacrilamida/urea 15% vy
purificados a través de un filtro de 5 pl. ON: Overnight - RT: Room temperature

9.3 Generacion de bibliotecas de pequefios ARNs
Input para las bibliotecas: pequenos ARNs purificados

Las muestras de pequenos ARNs purificados sirvieron de material de partida para la
construccion de bibliotecas usando el kit TruSeq Small RNA preparation kit, siguiendo
las recomendaciones del proveedor (lllumina), las cuales se esquematizan en la Figura
76.
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[ Pequefios ARNs purificados ]
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Figura 76: Construccion de bibliotecas de pequefios ARNs con Truseq sRNA Preparation Kit
de lllumina. Los adaptadores de ARN son especificamente ligados a las extremidades 3’ y 5’ de
los pequefios ARNs purificados. Luego la primera hebra de ADN es sintetizado por
transcripcidon reversa (RT-PCR) y el producto amplificado por PCR. Los primers RPIx son
especificos de cada condicién y contienen una secuencia de 6 nucledtidos Unicos que permiten
su identificacién. Los productos de PCR pueden ser guardados a -20 °C antes realizar la etapa
de purificacion de los productos en el gel y su precipitacion.

El protocolo de Illumina esta basado sobre la presencia del grupo fosfato en el extremo
5’ terminal de los miARNs. Esta particularidad permite el uso de ligasas que dirigen la
ligacion especificamente a los miARNs. En la primera etapa de la construccion de
bibliotecas de pequefios ARNs con Truseq sRNA Preparation Kit de lllumina, el
adaptador adenilado con la extremidad 3’ bloqueada es ligada a la muestra de ARN
con la ARN Ligasa 2 T4 Deletion mutant. Esta enzima es modificada para requerir el
adaptador 3° como sustrato para ser adenilada. Eso permite que solamente los
oligonucleotidos pre-adenilados van a ser ligados con el ARN que tiene el 3’ libre. Una
vez que el adaptador 3’ es bloqueado, ese mismo no puede servir de sustrato y ser
auto-ligado. En la segunda etapa el adaptador 5’ es agregado con ATP y la ligasa a
ARN 1. Unicamente las moléculas de ARN con la extremidad 5’ fosforiladas seran
sustratos efectivos para la ligacion. Luego se procede a la transcripcidn reversa con un
oligonucledtido RT que se hibrida al adaptador 3.

El kit de lllumina: TruSeq Small RNA Sample Preparation Kit / Part #15004197/ Core
Solution (Ref.15016911, 10t.8206572), Indices A (Ref. 15016912, [0t.8324069);
contiene todos los reactivos necesarios para su realizacién, excepto la T4 ARN Ligase
2 Deletion Mutant y el kit de SuperScript Il que fueron proveidas por Invitrogen. Las
soluciones necesarias fueron preparadas en el momento. Las reacciones fueron
realizadas en tubos eppendorf de 200 ul esteriles y libres de nucleasa. Las succesivas
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incubaciones fueron realizadas en un termociclador Applied Biosystems Veriti. En las
siguientes subsecciones se detalla el protocolo seguido para la construccién de las
bibliotecas.

Ligacién de los adaptadores 3’

Un pl del adaptador 3’ (RA3) fue agregado a 5 ul de la solucién de pequefios ARNs
purificados. La mezcla de reaccién fue incubada a 70 °C durante 2 min, y colocada en
hielo inmediatamente. En un tubo separado se preparé la mezcla de reaccion
(multiplicado por el numero de muestra) con 2 ul de buffer de ligaciéon (HML), 1 ul de
inhibidor de ARNasa y 1 ul de ligasa 2 T4 ARN Deletion mutant. Cuatro microlitros de
esta solucion de reaccion fue agregada a la primera soluciéon conteniendo las muestras
de pequefios ARNs y adaptador 3’, obteniendo un volumen total de 10 ul. El tubo de
reaccion fue incubado 1 h a 28 °C. Luego, la reaccion fue inactivada agregando 1 ul de
Solucion Stop (STP) al tubo de reaccion e incubandolo 15 min a 28 °C. Las muestras
se conservaron en hielo hasta la siguiente reaccion.

Ligacion de los adaptadores 5’

A cada mezcla de reaccion del paso Ligacién de los adaptadores 3’ se les agregd 1 pl
de adaptador 5’ y se incubd durante 2 min a 70 °C. Inmediatamente, las muestras se
colocaron en hielo y se adicioné 1 yl de ATP a 10 mM y 1 ul de ligasa T4 ARN a cada
muestra. La reaccion final (14 yl) fue incubada 1 h a 28 °C y luego se mantuvo en hielo
hasta el paso siguiente.

Reaccion de transcripcion reversa

La reaccién de transcripcion reversa se llevé a cabo adicionando 1 ul de primer ARN
RT (RTP) a 6 ul de las muestras de pequefios ARNs ligados a los adaptadores 5’ y 3'.
La reaccion (7 ul totales) fue incubada 2 min a 70 °C e inmediatamente colocada en
hielo. En un tubo aparte se preparé una mezcla de reaccion conteniendo 2 ul de buffer
First Strand 5X, 0,5 yl de dNTPs a 12,5 mM, 1 ul de DTT a 100 mM, 1 ul de inhibidor
de ARNasa y 1 ul de enzima de transcriptasa reversa SuperScript Il (Invitrogen). Esta
mezcla de reaccion fue agregada al tubo de reaccién, la solucion final de 12,5 pl fue
incubada a 50 °C durante 1 h, y mantenida en hielo nuevamente.

Ampilificacién por PCR

En esta etapa se utilizaron diferentes adaptadores indexados para cada condicién que
permiten luego poolear las bibliotecas y realizar la secuenciacién en una misma linea
abaratando asi el costo de secuenciacion. Para cada muestra se preparé una mezcla
de reaccion siguiente (PCR master mix) conteniendo 8,5 pl de agua miliQ, 25 ul de Mix
de PCR (PML), 2 ul de Primer PCR (RP1), 2 ul de Primer index PCR (RPIX, en el cual
X corresponde al numero del index usado). Los TruSeq Index que fueron utilizados
son: RPI1: ATCACG (CTL #1), RPI2: CGATGT (SC15 #1), RPI3: TTAGCC (55N1 #1),
RPI4: TGACCA (CTL #2), RPI5: ACAGTG (SC15 #2), RPI6: GCCAAT (55N1 #2). Los
37,5 yl de PCR master mix fueron agregados a los 12,5 pl de la reacciéon de
transcripcion reversa obteniendo un volumen final de 50 ul. Los tubos de reaccion
fueron colocados en el termociclador para realizar la amplificacion por PCR utilizando
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el programa siguiente: 30 segundos a 98 °C; luego de 11 ciclos de [10 seg. a 98°C, 30
seg. a 60 °C, 15 seg. a 72 °C]; 10 min a 70 °C; por un tiempo total de 28 min.

Purificacion del producto de PCR

Los ADNCc obtenidos luego de la reaccién de amplificacion por PCR fueron separados
en un un gel de poliacrilamida 6 % (p/v). El gel de 8 ml se prepar6 mezclando 1,2 ml
de acrilamida 40 %-bisacrilamida 2 %, con 1,6 ml de TBE 5X, completando con 5,1 ml
agua miliQ estéril. Se agregaron 56 uyl de APS y 4 ul de TEMED, se mezclé por
inversion, se coloco en el sistema de arando de geles Mini-PROTEAN 3 (Bio-Rad) y se
incubd durante 30 min a temperatura ambiente. Los pocillos del gel fueron limpiados
con TBE 1X estéril. El volumen total de muestra a sembrar en el gel fue de 60 pl (50 pl
de ADNc + 10 pl del buffer de carga de ADN a 6X). Cada muestra fue sembrada en
dos pocillos. Cuatro ul de la solucién de Custom Ladder y 2 pl de la solucién de High
Resolution Ladder fueron cargados en el gel. La electroforesis se realizé a 145 V
durante 40 min. El gel se tifio en una solucién de bromuro de etidio a 0,5 pg/ml durante
5 min. Las bandas de los productos de amplificacion de la biblioteca (correspondiendo
al ADNc, los adaptadores y los oligonucleétidos) con un tamafo de ~140 y 160 nts
marcado por el Custom Ladder fueron visualizadas en transiluminador bajo luz UV.
Con ayuda de un bisturi se cortaron las bandas de interés y se colocaron en tubos de
0,5 ml libres de ARNasa y estériles que fueron previamente perforados con una aguja.
Los tubos de 0,5 ml conteniendo las porciones de gel fueron insertados en unos tubos
de 2 ml libres de ARNasa y estériles. Ambos fueron centrifugados a 13000 rpm a
temperatura ambiente para obtener los fragmentos de gel en el tubo de 2 ml para
proceder a su purificacion (Figura 77).

[ Purificacién del gel ]

!

ADNCc (en el gel)

Figura 77: Purificacidon y precipitacion del ADN. Los
productos de la PCR fueron sembrados en un gel de
poliacrilamida a 6 %, para seleccionar los ADNc de

[ Precipitacion con etanol ]

l interés. Los fragmentos de gel recolectados fueron
+H,0 (ON, RT, con rotacién) filtrados y el ADN precipitado con etanol.

l © 107,600 g, RT

A ]
Filtro 5 um —> +glicégeno
3M NaOAc

s 20,20K, 4°Ci 96% EtOH

J
l

30’,-80°C

!

ADNC (purificados)

El ADN conteniendo los fragmentos de gel fue eluido por incubacion con 300 pl de
agua miliQ estéril a temperatura ambiente toda la noche con agitacién. El contenido
del tubo fue transferido en un filtro de 5 ym que fue centrifugado 10 seg a 600 g.
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Después de descartar el filtro, se adicionaron 30 pl de NaOAc a 3 M, 975 ul de etanol
a 96 % (p/v) frio y 2 pl de glicogeno como agente coprecipitante. Inmediatamente la
solucion fue centrifugada a 13000 rpm a 4 °C durante 20 min. El sobrenadante fue
descartado y el precipitado fue lavado con 500 pl de etanol a 70 % (p/v). Se centrifugd
a 13000 rpm durante 2 min a temperatura ambiente, se descartd el sobrenadante y el
precipitado se dejé secar en un bafo seco a 37 °C durante ~10 min. El ADN se
resuspendié en 10 ul de Tris-HCI a 10 mM, pH 8,5 y se conservd a -20 °C hasta su
utilizacion.

9.4 Validacién y secuenciacion de las bibliotecas

Control de calidad y normalizacion

La concentracion e integridad de las bibliotecas fueron analizadas mediante
electroforesis capilar utilizando un Agilent Technologies 2100 Bioanalyzer. Un pl de
una dilucion 1/2 del producto de PCR fue separado en un chip DNA-1000 siguiendo las
recomendaciones del provedor. Teniendo en cuenta los resultados de concentracion
provistos por el Bioanalyzer, cada biblioteca fue normalizada una concentracion final
de 24,9 nM (=2,33 ng/ul), correspondiendo al valor de concentracion de la muestra
menos concentrada. Las muestras con concentraciones mas altas, fueron diluidas con
agua miliQ estéril. Finalmente, 3,6 yl de cada muestra normalizada (6 muestras, ~20
pl) fueron pooleadas en un mismo tubo para su secuenciacion.

Secuenciacion

Las bibliotecas pooleadas fueron secuenciadas en un secuenciador HiSeq2000
utilizando el servicio HTS de la University of California Riverside, USA. Para ello, se
realizarén corridas que arrojan lecturas simples (single reads) de 51 pares de bases.
Los datos fueron descargados de la plataforma de secuenciacion
(http://illumina.ucr.edu/ht/).

10. Analisis bioinformaticos

10.1 Bases de datos de secuencias genémicas

Se utilizé la base de datos gendmica de P. vulgaris v2.1 , la cual corresponde al
genoma del cultivar andino Race Peru G19833 (Schmutz et al., 2014) y se encuentra
disponible publicamente en Phytozome v12.
(https://phytozome.jgi.doe.gov/pz/portal.html). EI genoma mesoamericano de la
variedad BAT93 fue secuenciado recientemente (Vlasova et al., 2016) y se encuentra
libremente disponible en la SRA (Sequence Read Archive) de la NCBI (National Center
for Biotechnology Information), bajo los numeros de accesiéon: PRJNA221782
(BioProject ID); SRS488731 (genomic 454, SOLID y HiSeq reads); SRS488023,
SRS488025, SRS489191-255 (GBS HiSeq reads); y SRS498664, SRS498673-76,
SRS498904-933 (RNA-Seq HiSeq reads).
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10.2 Analisis de datos de secuenciacién masiva
Procesamiento de la data cruda con Galaxy

La conversion de los datos de secuenciacion del formato Fastq a Fastq Sanger se
realizd a través de la interface Galaxy version 2.2.6.2 https://usegalaxy.org/,
(Blankenberg et al., 2010b; Goecks et al., 2010; Blankenberg et al., 2010a;
Blankenberg and Hillman-Jackson, 2014) usando la herramienta NGS: QC
Manipulation > FastQ Groomer. Se procedio al analisis de la calidad de las lecturas
con NGS: QC Manipulation > FastQC. Para convertir los archivos de fastq a fasta, o
viceversa, se uso la herramienta Converts Formats > FASTQ to FASTA converter, o
NGS: QC Manipulation > combine FASTA and QUAL into FASTQ (Blankenberg et al.,
2010a), respectivamente.

Filtrado de la data de secuenciacion con Workbench

Las etapas de filtrado se realizaron con el programa UEA Workbench, The small RNA
Workbench Versién 3.2 (Stocks et al., 2012; Beckers et al., 2017; Mohorianu et al.,
2017), siguiendo las recomendaciones previstas por el manual del programa (Lott,
2012, The UEA sRNA Toolkit). The UEA small RNA Workbench es un programa que
puede descargarse libremente para el procesamiento y andlisis de data de
secuenciacion masiva de pequefios ARNs (http://srna-workbench.cmp.uea.ac.uk/). El
procesamiento de los datos y su subsecuente andlisis fueron realizados en una
computadora Inter Pentium 17 con 4 nucleos y 32G RAM. Las herramientas del
programa fueron ejecutadas bajo Windows 10, con el asesoramiento del Dr. Mancini
Ulises, Profesional Asistente de CONICET en bioinformatica y biologia de sistemas.

Los archivos fastq obtenidos en Galaxy fueron filtrados por tamano y calidad usando la
herramienta ‘Tools > Helper Tools > Adapter Removal’, entrando la secuencia 3' del
adaptador de lllumina (TGGAATTCTCGGGTGCCAAGGAACTCCAGTCAC)
remanente en la data de secuenciacion. Se aplicdé un filtro de tamafio de 18 a 26
nucleodtidos, asi como también filtros de calidad eliminando la baja complejidad y las
secuencias invalidas. Luego se eliminaron las secuencias correspondiendo a los ARN
ribosomales y ARN de transferencia (ARNr-t) usando la herramienta Filter Tools >
Helper Tools > Filter con el pardmetro Discard T-R RNA seleccionado. Esta
herramienta utiliza las secuencias $INSTALL_PATH/data/t_and_r_RNAs.fa disponibles
en el paquete del programa proviniendo de RFAM (Schmutz et al., 2014; Giriffiths-
Jones et al., 2003; Gardner et al., 2009) version 10, the Genomic tRNA Database
(Chan and Lowe, 2009) y EMBL (European Molecular Biology Laboratory, Kulikova et
al., 2004) version 95. Los archivos de salida obtenidos fueron las secuencias
redundantes y no- redundantes (seleccionando la opcion ‘Make Output Non-
Redundant’), ambos en formato fasta, sumados a los datos de filtrado en formato de
texto.

Mapeo contra los genomas de P. vulgaris con Galaxy

Los alineamientos de las lecturas a los genomas de P. vulgaris disponibles se
realizaron mediante la herramienta NGS: Mapping > Bowtie2 - map reads against
reference genome de Galaxy (Langmead et al., 2009; Langmead and Salzberg, 2012;
Langmead, 2013) entrando los datos de secuencia en formato fasta, (pvulgaris _v10.fa
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y P.vulgaris_218.fa) para el genoma mesoamericano y el genoma andino,
respectivamente. Se obtuvieron archivos de las secuencias alienadas y non-alineadas,
archivos .bam y .bai. Estos ultimos archivos sirvieron de material de partida (input)
para realizar un analisis estadistico que permite comparar los alineamientos entre
cada genoma: NGS: Picard > Collect Alignment Summary Metrics, output. archivo
excel).

Analisis de la data de secuenciacion con Workbench

En cada etapa de analisis se usOd la herramienta de mapeo contra el genoma
seleccionando el parametro ‘Filter reads that do not match the genome’, entrando el
archivo del genoma de referencia. A partir de los archivos redundantes filtrados por
tamafo, calidad y limpiados de adaptadores y de los ARN ribosomales y de
transferencia, se procedid a la identificacion de miARN usando la herramienta en
Workbench Tools > Analysis Tools > miRCat (Moxon et al., 2008), con los genomas de
referencia de P. vulgaris andino y mesoamericano en corridas independientes. Se
aplicaron los parametros default de plantas (SRNA Sequence Flank Extension=100,
Min Free Energy Threshold=-25.0, sSRNA Sequence Lenght=20-22, Max Genome
Hits=16, Max Unpaired Bases=50%, Max Consecutive Gaps=3, Min GC=20%, Min
SRNA Locus Size=1, Min sSRNA Orientation=80%, Min Hairpin Lenght=60, Min sRNA
Abundance=1, Loci Separation Distance=200, Min Paired Bases=17, Maximun
Overlap=80, P_Val=0.05, Thread Count=7), con la opcién de bucles complejos
seleccionada. La version de miRBase al momento del analisis fue la version 21. Se
exportaron los archivos de miARNs identificados en formato fasta y los resultados en
.CSV.

Para el analisis de los phasiARNSs, se uso la herramienta Tools > Analysis Tools >TA-
S! Prediction. El programa implementa un algoritmo descripto en Chen et al., (2007)
para calcular la probabilidad de secuencias de 21 nts en fase basandose en los datos
gendmicos de referencia. Se usaron los mismos archivos redundantes filtrados usados
como input para el analisis de miARNs, aplicando los parametros default sin
modificacion (Min abundance=2, Pvalue=0.0001, Phasing register=21). Se obtuvieron
4 archivos de datos por cada condicion: los phasiARNs en texto con su secuencia y su
abundancia, dos archivos fasta (tasiARN y sus loci respectivos), y una tabla de
resultados .csv.

Las herramientas del programa UEA Workbench usadas para identificar miARNs y
tasiARNs no permiten discriminar el origen de las secuencias identificadas, y por lo
tanto no pueden relacionar la abundancia de una secuencia a un Jocus cuando
aquellos son multiples. Para identificar el precursor mas probable de un miARN multi-
loci, se analizaron en detalle las estructuras secundarias de tallo-rulo de los
precursores putativos usando la herramienta Tools > Visualisation > RNA Folding /
Annotation de UEA Workbench, usando las secuencias del miARN maduro y del
miARN complementario (miARN*) correspondiente. En el caso de un phasiARN multi-
loci se averigud que la secuencia esté en fase con las secuencias de 21 nts
identificadas que pertenece a un mismo locus.
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Visualizacion de la data de secuenciacion

Para visualizar las lecturas alineadas al genoma se uso el programa |GV (Integrative
Genomics Viewer) (Thorvaldsdottir et al., 2013; Robinson et al., 2011), el cual puede
descargarse libremente (http://software.broadinstitute.org/software/igv/) y posee una
interface intuitiva que acepta una gran variedad de fuente de datos, como datos de
secuenciacion masiva, genomas y anotaciones. Adicionalmente se usoé la herramienta
Tools > Visualisation > VisSR de UEA Workbench que tiene el mismo propésito.

Para realizar los diagramas de Venn se identificaron los miARNs y phasiARNs
identificados segun el genoma Mesoamericano o Andino utilizado. Las listas con las
secuencias de estos sARNs fueron cargadas en la herramienta web Calculate and
draw custom Venn diagrams, disponible en el portal de la Universidad de Gent
(http://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/Venn/). El programa genera el diagrama
mostrando la superposicién de elementos, asi como también, tablas mostrando los
elementos compartidos y unicos entre categorias. Para realizar los heat maps se us6
el programa Morpheus del Broad Institute
(https://software.broadinstitute.org/morpheus/).

10.3 Analisis de secuencias nucleotidicas y proteicas
Alineamiento y comparacion de secuencias

Para buscar regiones de similitud a nivel de nucledtidos o de aminos acidos con las
bases de datos publicamente disponibles se usaron las herramientas online BLAST
(Basic Local Alignment Search Tool) de NCBI (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) y
Phytozome (Tools > BLAST, version 12) (https://phytozome.jgi.doe.gov/pz/portal.html).
Teniendo en cuenta las diferencias de anotacién y terminologia entre los genomas
Andino y Mesoamericano (genomas organizados en cromosomas o Sscaffold
respectivamente), para la comparacion de los datos gendmicos obtenidos entre ambos
genomas se uso una programa de BLAST local descargado desde NCBI (Nucleotide-
Nucleotide BLAST 2.4.0+). Este programa se corrio en Windows usando una linea de
comando (C:\Program Files\NCBl\blast-2.4.0+\bin>blastn —query seq.txt —db
pvulgaris.v10.fa —out outseq).

Se uso6 el programa Clustal Omega (https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/) para el
alineamiento de secuencias de ADN, ARN y proteinas. Estos mismos alineamientos
fueron tratados en BOXSHADE (http://www.ch.embnet.org/software/BOX_form.html)
para modificar su formato.

Para el estudio de sintenia de uso la plataforma PLANT GENOME DUPLICATION
DATABASE, (http://chibba.agtec.uga.edu/duplication/index/locus).

Herramientas para clonados y biologia molecular

Para analizar mapas de vectores y diversos analisis de secuencias se uso el programa
Vector NTI (Invitrogen, www.lifetechnolgies.com). Adicionalmente se us6 Serial Cloner
(version 2.6.1) (http://www.serialbasics.com), que es un programa libre de acceso que
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provee humerosas herramientas de biologia molecular como analisis de secuencias de
ADN, proteinas, realizar PCR, clonados, recombinaciones y restriccién in sillico.

Para obtener la secuencia complementaria y reversa de secuencias nucleotidicas se
us6 Reverse Complement (http://www.bioinformatics.org/sms/rev_comp.html).

Herramientas especificas para ARN

Se us6 miRBase (http://www.mirbase.org/) como referencia para base de datos de
miARNSs (Griffiths-Jones, 2005). La busqueda se realizé por secuencia o identificador
de miARN (ID).

El plegamiento de acidos nucleicos y la prediccion de hibridacion se analizaron a
través de mfold (http://unafold.rna.albany.edu/?g=mfold/rna-folding-form) usando la
herramienta RNA Folding Form, (Mathews et al., 1999; AM., 1999; Barciszewski and
Clark, 1999; Rouillard et al., 2003).

Para la prediccion de target de miARNs en plantas se uso el programa psRNATarget
(http://plantgrn.noble.org/v1_psRNATarget/): A Plant Small RNA Target Analysis
Server (version 2011) (Dai and Zhao, 2011), o la nueva versién del mismo (actualizada
en 2017, http://plantgrn.noble.org/psRNATarget/ (Dai et al., 2011; Dai et al,
unpublished).
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1. Figuras Suplementarias
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Figura S1: Distribucion de las lecturas segtin el tamaiio. Las secuencias totales (A) y Unicas (B)
(redundantes, y no redundantes respectivamente) libres de adaptadores y filtradas por
tamafio y calidad fueron clasificadas seguin el tamafio (en pares de bases) segln cada
condicidn. Las dos replicas bioldgicas (#1 y #2) fueron graficadas juntas, valores expresadas en
ndmero de secuencias.

mtr-premifR171ld - A TGAGATATTGECCTGETTCACT CAGACCAAGTGAT AAACCACTAAGATACAGTATTG 59
pvu-premiR171b - = TTEATET TOEC TTEEC TCAAT CARAT - - m e m e e e CAAAGTTCTTAGAG 48
pvu-premiRl¥la_mesoamericana ------ GATETTGEEACAATTCAAT CARAT - - - - = - == - —o- == CAABTCTCCTAAT- 37
pvu-premiR171la_anding GETEEEEAT AT TEEaA AL TTCAAT CARAT - —m e m e e e o - CAAATCTCCTAAT- 43

HEE HE&E EXE T IR E = * & £ 3
mtr-premiR171d TACTTGTGTEGTTTTEGGTTTGATTGAGC CATGCCAATATCTCACT--- -~ 1a5
pwu-premiR171b ATTTGTTGAGTTCTTTAGTCTGATTGAGCCATGCCAATATCAG---- -~ -~ 83
puu-premiR171la_mesoamaricanc ---0ACTEEETCCTTTGCTTTGATTGAGT CaTGCCAATAT - -~ === == == 75
pvu-premiR171a_andino ---GACTGEETCCTTTGCTTTGATTGAGTCATGCCAATATCAGTTCCTGCT 91

BT e BoERESREERE SREERERSREER

Figura S2: Precursores de los miR171a y -b de P. vulgaris. y -d de M. truncatula. Los
alineamientos de secuencias multiples se realizaron con Clustal Omega. Los asteriscos
representan nucleétidos conservados. En rojo estdn indicados los miR171 maduros, en verde el
mil71a* y azul el mil71b* presentes en la data de secuenciacion. Los tamafios de los
precursores (en nts) estan indicados a la derecha. mtr = M. truncatula, pvu = P. vulgaris.
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2. Tablas Suplementarias

Tabla S1: Cantidad de lecturas filtradas de bibliotecas individuales y totales. Cantidad de
secuencias totales (redundantes) y Unicas (no redundantes) para cada biblioteca. Los valores

en cantidad de lectura y porcentaje corresponden a los valores remanentes después de aplicar

cada filtro.

Biblioteca

Lecturas

Lecturas totales

Filtradas por adaptadores
Filtradas por adaptadores (%)
Filtradas por tamafio (18-26)
Filtradas por tamaiio (18-26) (%)
Filtradas por calidad

Filtradas por calidad (%)
Filtradas por ARNt y ARNr
Filtradas por ARNt y ARNr (%)

CTL#1

totales
28821434
28255351
98.0
17295863
60.0
17289792
60.0
14793348
51.3

Unicas
6961601
6309527
90.6
4946797
711
4941968
71.0
4903371
70.4

SC15 #1

totales
32521580
31822048
97.8
20116552
61.9
20109304
61.8
18257213
56.1

Unicas
7258370
6588184
90.8
5445514
75.0
5440363
75.0
5403083
74.4

55N1#1

totales
28569207
27946906
97.8
17336928
60.7
17331093
60.7
14935595
52.3

Unicas
6552488
5948847
90.8
4693967
71.6
4689541
71.6
4651104
71.0

CTL#2

totales
28418340
27996576
98.5
18169623
63.9
18163139
63.9
16290462
57.3

Unicas
6697383
6086765
90.9
4929130
73.6
4924460
73.5
4886391
73.0

SC15#2

totales
29084409
28710136
98.7
14326001
49.3
14321028
49.2
12389942
42.6

unicas
6130675
5502044
89.7
4303799
70.2
4300042
70.1
4265304
69.6

55N1#2

totales
25053599
24697171
98.6
15563994
62.1
15558791
62.1
14318672
57.2

Unicas
6340575
5761143
90.9
4550323
71.8
4546473
71.7
4513560
71.2
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Tabla S2: miARNs conocidos identificados con el genoma mesoamericano. Lista de los
miARNs de miRBase identificados con miRCat en las dos replicas bioldgicas para cada
condicidn. Las secuencias estan listadas por orden alfabético.

miRBase - Mesoamericano - replicas bioldgicas

CTL#1#2

AAGCTCAGGAGGGATAGCACC
AAGCTCAGGAGGGATAGCGCC
AGAATCTTGATGATGCTGCAT
ATGCACTGCCTCTTCCCTGGC
CAGCCAAGAATGACTTGCCGG
CTTGGACTGAAGGGAGCTCCC
TCATTGAGTGCAGCGTTGATG

TCATTTTGCGTGCAATGATCTG

TCGATAAACCTCTGCATCCAG
TCGCTTGGTGCAGGTCGGGAA
TCGGACCAGGCTTCATTCCCC
TCTCGGACCAGGCTTCATTCC
TGAAGCTGCCAGCATGATCT

TGAAGCTGCCAGCATGATCTG
TGAAGCTGCCAGCATGATCTT
TGACAGAAGAGAGTGAGCAC

TGATTGAGCCGTGCCAATATC
TGATTGAGTCGTGCCAATATC
TGCCAAAGGAGAGTTGCCCTG
TGCCAAAGGAGATTTGCCCTG
TGCCTGGCTCCCTGTATGCCA
TGGACTGAAGGGAGCTCCTTC

TGGACTGAAGGGGAGCTCCTTC

TGGAGAAGCAGGGCACGTGCA
TGTGTTCTCAGGTCGCCCCTG
TTAGATTCACGCACAAACTTG
TTATAGTCTGACATCTGGAAT
TTCATTTTGAAAATAGGCATT
TTCCACAGCTTTCTTGAACTG
TTCCACAGCTTTCTTGAACTT
TTGACAGAAGAGAGAGAGCAC
TTGACAGAAGATAGAGAGCAC
TTGAGCCGCGTCAATATCTCA
TTGGACTGAAGGGAGCTCCC

TTGGCATTCTGTCCACCTCC

TTTGGACTGAAGGGAGCTCCT
TTTGGATTGAAGGGAGCTCTA

SC15 #1 #2
AAGCTCAGGAGGGATAGCACC
AAGCTCAGGAGGGATAGCGCC
AGAATCTTGATGATGCTGCAT
ATGCACTGCCTCTTCCCTGGC
CAGCCAAGAATGACTTGCCGG
CTTGGACTGAAGGGAGCTCCC
TCATTGAGTGCAGCGTTGATG
TCATTTTGCGTGCAATGATCTG
TCCAAAGGGATCGCATTGATCT
TCGATAAACCTCTGCATCCAG
TCGCTTGGTGCAGGTCGGGAA
TCGGACCAGGCTTCATTCCCC
TCTCGGACCAGGCTTCATTCC
TGAAGCTGCCAGCATGATCT
TGAAGCTGCCAGCATGATCTG
TGACAGAAGAGAGTGAGCAC
TGATTGAGCCGTGCCAATATC
TGATTGAGTCGTGCCAATATC
TGCCAAAGGAGAGTTGCCCTG
TGCCAAAGGAGATTTGCCCTG
TGCCTGGCTCCCTGAATGCCA
TGCCTGGCTCCCTGTATGCCA
TGGACTGAAGGGAGCTCCTTC
TGGACTGAAGGGGAGCTCCTTC
TGGAGAAGCAGGGCACGTGCA
TTAGATTCACGCACAAACTTG
TTATAGTCTGACATCTGGAAT
TTCATTTTGAAAATAGGCATTG
TTCCACAGCTTTCTTGAACTG
TTCCACAGCTTTCTTGAACTT
TTGACAGAAGAGAGAGAGCAC
TTGACAGAAGATAGAGAGCAC
TTGAGCCGCGTCAATATCTCA
TTGGACTGAAGGGAGCTCCC
TTGGCATTCTGTCCACCTCC
TTTGGACTGAAGGGAGCTCCT
TTTGGATTGAAGGGAGCTCTA

55N1 #1 #2
AAGCTCAGGAGGGATAGCACC
AAGCTCAGGAGGGATAGCGCC
AGAATCTTGATGATGCTGCAT
ATGCACTGCCTCTTCCCTGGC
CAGCCAAGAATGACTTGCCGG
CTTGGACTGAAGGGAGCTCCC
TCATTGAGTGCAGCGTTGATG
TCATTTTGCGTGCAATGATCTG
TCCAAAGGGATCGCATTGATCT
TCGATAAACCTCTGCATCCAG
TCGCTTGGTGCAGGTCGGGAA
TCGGACCAGGCTTCATTCCCC
TCTCGGACCAGGCTTCATTCC
TGAAGCTGCCAGCATGATCT
TGAAGCTGCCAGCATGATCTG
TGACAGAAGAGAGTGAGCAC
TGATTGAGCCGTGCCAATATC
TGATTGAGTCGTGCCAATATC
TGCCAAAGGAGAGCTGCCCTG
TGCCAAAGGAGAGTTGCCCTG
TGCCAAAGGAGATTTGCCCTG
TGCCTGGCTCCCTGTATGCCA
TGGACTGAAGGGAGCTCCTTC
TGGACTGAAGGGGAGCTCCTTC
TGGAGAAGCAGGGCACGTGCA
TGTGTTCTCAGGTCGCCCCTG
TTAGATTCACGCACAAACTTG
TTATAGTCTGACATCTGGAAT
TTCATTTTGAAAATAGGCATTG
TTCCACAGCTTTCTTGAACTG
TTCCACAGCTTTCTTGAACTT
TTGACAGAAGAGAGAGAGCAC
TTGACAGAAGATAGAGAGCAC
TTGAGCCGTGCCAATATCACA
TTGGACTGAAGGGAGCTCCC
TTGGCATTCTGTCCACCTCC
TTTGGACTGAAGGGAGCTCCT
TTTGGATTGAAGGGAGCTCTA
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Tabla S3: Nuevos miARNs identificados con el genoma mesoamericano. Lista de los nuevos
miARNs presentando por lo menos una secuencia del miARN* identificados con miRCat en las
dos replicas bioldgicas para cada condicién. Las secuencias estan listadas por orden alfabético.

Nuevos - Mesoamericano - replicas biolégicas

CTL#1#2
CATCTGATGAATTGTATCACT
CGGAAGTTGTTTGGGGGTTC
CTAATCAAGGAAATCACAGTAG
GGAATGGGCTGATTGGGAAGC
GTTGGGTCGATCGGTCCGCCT
TGCTGGAAGTTTTTGAAGGAAT
TGGAGGATTAGGTAAAACAAC

SC15 #1 #2
AACCAGGCTCTGATACCATGA
AGGGCAAGAAGAAGAAGAAGC
CATCTGATGAATTGTATCACT
CGAGCCGAATCAATATTACTC
CTAATCAAGGAAATCACAGTAG
GAGGAGTGGACTTTTGAGGCCT
GGAATGGGCTGATTGGGAAGC
TAACTGAATATTCTTAAAGCCT
TGCTGGAAGTTTTTGAAGGAAT
TGGAGGATTAGGTAAAACAAC
TTGCTGTGATGATGAGATCT

55N1 #1#2
AACCAGGCTCTGATACCATGA
CGAGCCGAATCAATATTACTC
CGGAAGTTGTTTGGGGGTTC
CTAATCAAGGAAATCACAGTAG
GAGGAGTGGACTTTTGAGGCCT
GGAATGGGCTGATTGGGAAGC
TAACTGAATATTCTTAAAGCCT
TGCTGGAAGTTTTTGAAGGAAT
TGGAGGATTAGGTAAAACAAC
TTCTTTCAAACAGGCCCTGAG
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Tabla S4: miARNs identificados con el genoma mesoamericano. Valores normalizadas (en

RPM) de los miARNs identificados de nuestra data de secuenciacidn presentes en miRBase. Las

secuencias en negrita corresponden a los miARNs que fueron graficados en el Capitulo | y los

miR390 del Capitulo Il. Las secuencias estan listadas por orden alfabético de la identificacién

de miRBase.

miRBase
mirl514a
mirl515
mirl56
mirl56
mirl56mirl57
mirl59
mirl60
mirl60
mirl62
mirl64
mirl6e4
mirl6e4
mirl66
mirl66
mirl67c-d iso
mirl67c-d
mirl67
mirl68
mirl69
mirl69
mirl69
mirl70mirl71
mirl71b
mirl71k
mirl71m-t
mirl71f-iso
mirl71q
mirl71a
mirl72
mirl72
mir2118mir2218
mir319
mir319
mir319
mir319
mir319
mir390a
mir390b
mir393
mir393
mir393
mir394mir384
mir395
mir395
mir395
mir396
mir396
mir397
mir398
mir399
mir399
mir399
mir399
mir403
mir408
mir5374-5p

Secuencia
TTCATTTTGAAAATAGGCATTG
TCATTTTGCGTGCAATGATCTG
TGACAGAAGAGAGTGAGCAC
TTGACAGAAGAGAGAGAGCAC
TTGACAGAAGATAGAGAGCAC
TTTGGATTGAAGGGAGCTCTA
TGCCTGGCTCCCTGAATGCCA
TGCCTGGCTCCCTGTATGCCA
TCGATAAACCTCTGCATCCAG
TGGAGAAGCAGGGCACGTGC
TGGAGAAGCAGGGCACGTGCA
TGGAGAAGCAGGGCACGTGCG
TCGGACCAGGCTTCATTCCCC
TCTCGGACCAGGCTTCATTCC
TGAAGCTGCCAGCATGATCT
TGAAGCTGCCAGCATGATCTG
TGAAGCTGCCAGCATGATCTT
TCGCTTGGTGCAGGTCGGGAA
AGCCAAGGATGACTTGCCGG
CAGCCAAGAATGACTTGCCGG
TAGCCAAGGATGACTTGCCT
TGATTGAGCCGTGTCAATATC
TGATTGAGCCGTGCCAATATC
TTGAGCCGCGCCAATATCACT
TTGAGCCGCGTCAATATCTCA
TTGAGCCGTGCCAATATCAC
TTGAGCCGTGCCAATATCACA
TGATTGAGTCGTGCCAATATC
AGAATCTTGATGATGCTGCA
AGAATCTTGATGATGCTGCAT
TTGCCGATTCCACCCATTCCTA
CTTGGACTGAAGGGAGCTCCC
TGGACTGAAGGGAGCTCCTTC
TGGACTGAAGGGGAGCTCCTTC
TTGGACTGAAGGGAGCTCCC
TTTGGACTGAAGGGAGCTCCT
AAGCTCAGGAGGGATAGCGCC
AAGCTCAGGAGGGATAGCACC
TCCAAAGGGATCGCATTGATC
TCCAAAGGGATCGCATTGATCT
TTCCAAAGGGATCGCATTGATC
TTGGCATTCTGTCCACCTCC
CTGAAGTGTTTGGGGGAACTC
TGAAGTGTTTGGGGGAACTC
TGAAGTGTTTGGGGGAACTTT
TTCCACAGCTTTCTTGAACTG
TTCCACAGCTTTCTTGAACTT
TCATTGAGTGCAGCGTTGATG
TGTGTTCTCAGGTCGCCCCTG
TGCCAAAGGAGAGCTGCCCTG
TGCCAAAGGAGAGTTGCCCTG
TGCCAAAGGAGATTTGCCCAG
TGCCAAAGGAGATTTGCCCTG
TTAGATTCACGCACAAACTTG
ATGCACTGCCTCTTCCCTGGC
TTATAGTCTGACATCTGGAAT

22
22
20
21
21
21
21
21
21
20
21
21
21
21
20
21
21
21
20
21
20
21
21
21
21
20
21
21
20
21
22
21
21
22
20
21
21
21
21
22
22
20
21
20
21
21
21
21
21
21
21
21
21
21
21
21

371.2
15.5
137.7
0.3
632.2
3470.3
0.0
11
82.3
0.1
2.8
0.0
22707.0
75936.4
5.1
76.5
12.4
675.0
0.1
3.2
0.0
0.1
0.3
0.0
2.0
0.0
0.0
20.8
0.0
11
0.0
856.9
57.4
31.8
411.6
15.5
20.4
16.4
0.0
0.0
49.6
11
0.0
0.0
0.0
1543.5
584.4
2.0
11.2
0.0
6.2
0.0
0.3
110.5
7.6
233.6

342.5
13.9
218.6
0.2
602.3
2728.0
0.1
1.2
135.4
0.0
2.8
0.0
32628.0
118393.2
11.0
102.1
0.0
627.6
0.0
15
0.1
0.0
0.5
13.1
2.7
0.1
15
40.8
0.0
17
0.0
1048.0
149.6
68.1
756.2
26.6
19.9
102.3
18.6
60.5
0.0
2.5
0.0
0.0
0.0
1736.0
737.6
1.0
14.0
0.0
5.6
0.1
0.1
163.2
4.8
411.9

269.7
10.4
159.8
0.9
694.0
2520.0
0.0

17
128.6
0.0

2.9
0.0
26946.1
102475.5
7.8
52.1
8.2
786.0
0.0

2.2
0.1
0.1
0.6
0.0
0.0
0.0

11
333
0.1
11
0.0
1216.7
192.8
65.2
1054.5
21.2
22.6
50.4
18.1
49.1
0.0
33
0.2
0.2
0.0
2252.8
446.0
1.7
15.7
0.1
7.4
0.0
0.2
117.8
6.9
396.2

660.9
15.2
233.9
0.6
601.0
2969.5
0.1
3.4
123.7
0.0

2.1
0.0
33832.1
130740.3
8.8
111.0
12.5
674.9
0.0
3.4
0.0
0.0
0.5
0.0
0.7
0.0
0.0
13.8
0.0
0.7
0.0
1381.2
258.9
95.7
1010.2
31.5
20.5
32.2
0.0
55.6
0.0
4.7
0.0
0.1
0.1
1929.0
746.8
2.2
15.7
0.0
7.2
0.1
0.1
173.4
8.6
334.0

589.9
18.0
258.7
11
942.7
4374.4
0.2
3.8
117.8
0.0
4.9
0.1
28523.3
81324.8
12.8
121.6
17.3
638.7
0.0
3.8
0.0
0.2
0.4
0.0
1.6
0.0
0.0
40.0
0.2
0.9
36.2
1395.4
167.9
61.3
871.4
39.1
23.5
42.0
0.0
54.8
0.0
7.4
0.0
0.0
0.0
1778.2
662.1
1.9
0.0
0.0
7.7
0.0
0.2
155.6
6.4
452.1

Tamaiio CTL#1 SC15#1 55N1#1 CTL#2 SC15#2 55N1#2

496.7
17.1
223.9
0.4
686.1
2423.1
0.2
3.4
144.4
0.0
2.2
0.0
46775.4
115327.2
12.2
97.9
0.0
617.6
0.0
2.5
0.0
0.0
0.6
0.0
11
0.0
0.6
27.0
0.0
0.7
0.0
1250.5
157.2
58.9
823.5
25.2
19.8
42.8
0.0
53.2
0.0
3.8
0.0
0.0
0.0
1859.5
920.7
2.5
28.4
0.3
6.6
0.0
0.2
145.3
12.5
425.0
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Tabla S5: Nuevos miARNs identificados con el genoma mesoamericano. Valores normalizadas
(en RPM) de los nuevos miARNs presentando por lo menos una secuencia del miARN*
identificados de nuestra data de secuenciacidn. Las secuencias en negrita corresponden a dos
miARNs del genoma mesoamericano que fueron graficados en el Capitulo 1 (n° 1y 30), y las
dos isoformas del miR5924 (n° 4 y 10) que fue estudiado en el Capitulo Ill. Las secuencias estan
listadas por orden alfabético.

Secuencia Tamafio CTL#1 SC15#1 55N1#1 CTL#2 SC15#2 55N1#2

1 AACCAGGCTCTGATACCATGA 21 956.2 1324.6 1213.7 960.0 655.6 1074.6
2 ACCATGTGATGAATTCGGATT 21 1.0 0.9 1.8 0.0 1331 4.1
3 AGCCAAGGGTGATTTGCCGGC 21 0.0 0.0 0.0 11.7 9.2 10.3
4 AGGGCAAGAAGAAGAAGAAGC 21 1.6 2.6 0.0 3.0 3.5 2.7
5 AGTTCCTCTGAGCACTTCACA 21 0.0 0.0 0.0 0.2 0.0 0.1
6 CAAGGACTATGTGATCTTGGTC 22 1.6 2.7 1.4 2.0 2.1 11
7 CAATGAGGGCATGTTGTAGGC 21 886.0 959.9 876.3 10579 987.3 941.1
8 CACCGGTCGGGTCGTCCCTTC 21 0.0 0.0 0.0 45.2 0.0 37.5
9 CAGCCAAGGGTGATTTGCCGGC 22 9.3 12.6 8.8 0.0 0.0 0.0
10 CAGGGCAAGAAGAAGAAGAAGC 22 0.0 0.0 0.4 0.0 0.0 0.0
11 CATCTGATGAATTGTATCACT 21 1.8 4.5 2.1 5.8 2.9 3.4
12 CATGATTAATTTTCGGATTACA 22 0.3 0.3 0.2 0.4 0.5 0.0
13 CATGGTGGTTAAGATACTCA 20 0.0 0.0 0.0 0.1 0.0 0.0
14 CCACCCACGAATATCTAGATC 21 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 2.5
15 CGACTCCCGGTAGGACCTTTT 21 0.1 0.2 0.0 0.0 0.0 0.0
16 CGAGCCGAATCAATATTACTC 21 0.0 256.5 92.5 210.5 184.0 190.5
17 CGGAAGTTGTTTGGGGGTTC 20 8.2 7.8 4.8 6.9 0.0 8.9
18 CGGTCGGCAGCGGAGGTCGGC 21 0.0 0.0 0.1 0.0 0.0 0.0
19 CTAATCAAGGAAATCACAGTAG 22 81.4 72.7 56.0 65.0 56.6 49.8
20 CTAGTCTAGTTTGTTGGGTCT 21 0.2 0.4 0.2 0.4 0.6 0.5
21 CTCAACTCGAGCCTGAGGACT 21 0.0 0.0 0.0 0.0 0.2 0.0
22 GAGGAGTGGACTTTTGAGGCCT 22 23.6 19.3 15.1 14.4 17.8 21.1
23 GATAGCCACGTGGACTGTTCT 21 0.0 0.0 0.0 0.0 0.1 0.0
24 GGAATGGGCTGATTGGGAAGC 21 65792.0 83458.8 65620.8 68654.2 64507.3 59316.6
25 GGGATATTGCAGGATATGACT 21 0.0 0.0 0.0 0.1 0.0 0.0
26 GGGTTACCTGAGCTCAGAGCCT 22 0.1 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
27 GGTTGTCTAAATTGGAGGGTA 21 0.5 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
28 GTACGAGTATCGGTGTCCGAC 21 0.2 0.0 1.0 0.0 0.0 0.0
29 GTAGGTCGATTCGGTGTCCTA 21 0.0 0.0 0.0 0.0 0.1 0.0
30 GTTGGGTCGATCGGTCCGCCT 21 115.0 1574 1713 1471 1963  178.7
31 TAACTGAATATTCTTAAAGCCT 22 981.9 2097.3 1397.5 2175.7 1796.5 1505.3
32 TAATACTTTCCTTTTGGGCTT 21 0.0 0.0 0.5 0.9 0.0 0.0
33 TAATCTGCATCCTGAGGTTT 20 13.9 12.4 13.1 6.8 2.9 4.9
34 TACGGGTCGCTCTCACCTAGG 21 0.3 0.2 0.2 0.2 0.0 0.0
35 TCAATTAAGAAAGCTGTAACC 21 0.0 0.0 0.0 0.0 0.3 0.0
36 TCACAGGGTTGTCTGACAGACT 22 0.0 27.7 0.0 0.0 0.0 0.0
37 TCATAGTTACACTGATAGAG 20 0.0 0.4 0.0 0.0 0.0 0.0
38 TCATGTGATGAAATTGGATA 20 0.0 0.0 0.0 0.0 49.4 0.7
39 TGAAGTGTTTGGGGGAACTCT 21 0.2 0.3 0.7 0.4 0.9 0.3
40 TGATTTACAAGTGCGGCTATT 21 0.1 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
41 TGCTGGAAGTTTTTGAAGGAAT 22 11 0.9 0.7 1.7 0.4 13
42 TGCTGTAGAATCGATTTTCCTA 22 0.0 0.1 0.0 0.0 0.0 0.0
43 TGGAGGATTAGGTAAAACAAC 21 294.7 3275 3125 3749 3469 2459
44 TTCGGCGGCGCTTTTCTGCCG 21 0.0 0.0 0.3 0.1 0.0 0.0
45 TTCTCTGTAAGCTAAAATTAG 21 0.0 0.0 0.0 0.3 0.0 0.0
46 TTCTTTCAAACAGGCCCTGAG 21 0.0 0.0 11.6 0.3 0.0 0.0
47 TTGAGCCGCGTCAATATCTC 20 0.0 0.0 1.2 0.0 0.0 0.0
48 TTGCTGTGATGATGAGATCT 20 0.0 0.9 0.0 0.0 1.0 0.9
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Tabla S6: miARNs identificados con el genoma mesoamericano. Valores normalizadas del
promedio de las dos replicas bioldgicas (en RPM) y fold change del logaritmo en base 2 de los
miARNs identificados de nuestra data de secuenciacién presentes en miRBase. Los valores
nulos de un cociente estan representados por el infinito (-inf o inf cuando el dividendo o el
divisor es igual a 0 respectivamente). Las secuencias estan listadas por orden alfabético de la
identificacién de miRBase.

miRBase Secuencia CTL SC15 55N1 |CTLvs SC15 CTLvs 55N1 55N1vs SC15
mirl514a TTCATTTTGAAAATAGGCATTG 516.1 466.2 383.2 -0.1 -0.4 -0.3]
mirl515 TCATTTTGCGTGCAATGATCTG 15.3 15.9 13.7] 0.1 -0.2 -0.2|
mirl56 TGACAGAAGAGAGTGAGCAC 185.8 238.6 191.8] 0.4 0.0 -0.3]
mirl56 TTGACAGAAGAGAGAGAGCAC 0.4 0.6 0.6 0.5 0.5 0.0
mirl56mirl57 TTGACAGAAGATAGAGAGCAC 616.6 772.5 690.0 0.3 0.2 -0.2|
mirl59 TTTGGATTGAAGGGAGCTCTA 3219.9 3551.2  2471.5 0.1 -0.4 -0.5]
mirl60 TGCCTGGCTCCCTGAATGCCA 0.0 0.1 0.1 2.1 1.8 -0.4
mirl60 TGCCTGGCTCCCTGTATGCCA 2.3 2.5 2.6 0.1 0.2 0.0
mirl62 TCGATAAACCTCTGCATCCAG 103.0 126.6 136.5 0.3 0.4 0.1
mirl64 TGGAGAAGCAGGGCACGTGC 0.1 0.0 0.0| -inf -inf inf|
mirl64 TGGAGAAGCAGGGCACGTGCA 2.5 3.9 2.6 0.6 0.0 -0.6|
mirl64 TGGAGAAGCAGGGCACGTGCG 0.0 0.0 0.0| inf inf -inf|
mirl66 TCGGACCAGGCTTCATTCCCC 28269.5 30575.6 36860.8] 0.1 0.4 0.3
mirl66 TCTCGGACCAGGCTTCATTCC |103338.4  99859.0 108901.4 0.0 0.1 0.1
mirl67c-diso  TGAAGCTGCCAGCATGATCT 7.0 11.9 10.0] 0.8 0.5 -0.3]
mirl67c-d TGAAGCTGCCAGCATGATCTG 93.7 111.8 75.0] 0.3 -0.3 -0.6)
mirl67 TGAAGCTGCCAGCATGATCTT 12.5 8.6 4.1 -0.5 -1.6 -1.1]
mirl68 TCGCTTGGTGCAGGTCGGGAA 675.0 633.2 701.8 -0.1 0.1 0.1
mirl69 AGCCAAGGATGACTTGCCGG 0.1 0.0 0.0| -inf -inf inf|
mirl69 CAGCCAAGAATGACTTGCCGG 3.3 2.7 2.4 -0.3 -0.5 -0.2]
mirl69 TAGCCAAGGATGACTTGCCT 0.0 0.0 0.0| inf inf 0.3
mirl70mirl71 TGATTGAGCCGTGTCAATATC 0.0 0.1 0.1 1.3 1.0 -0.3]
mirl71 TGATTGAGCCGTGCCAATATC 0.4 0.4 0.6 0.2 0.7 0.5
mirl71 TTGAGCCGCGCCAATATCACT 0.0 6.6 0.0| inf inf -inf|
mirl71 TTGAGCCGCGTCAATATCTCA 14 2.2 0.6 0.7 -1.3 -2.0
mirl71 TTGAGCCGTGCCAATATCAC 0.0 0.0 0.0 inf inf -inf|
mirl71 TTGAGCCGTGCCAATATCACA 0.0 0.7 0.9 inf inf 0.3
mirl71a TGATTGAGTCGTGCCAATATC 17.3 40.4 30.2 1.2 0.8 -0.4
mirl72 AGAATCTTGATGATGCTGCA 0.0 0.1 0.1 inf inf -0.3]
mirl72 AGAATCTTGATGATGCTGCAT 0.9 13 0.9 0.5 0.0 -0.5]
mir2118mir2218 TTGCCGATTCCACCCATTCCTA 0.0 18.1 0.0| inf inf -inf
mir319 CTTGGACTGAAGGGAGCTCCC 1119.1 1221.7  1233.6 0.1 0.1 0.0
mir319 TGGACTGAAGGGAGCTCCTTC 158.2 158.8 175.0] 0.0 0.1 0.1
mir319 TGGACTGAAGGGGAGCTCCTTC 63.7 64.7 62.0 0.0 0.0 -0.1]
mir319 TTGGACTGAAGGGAGCTCCC 710.9 813.8 939.0] 0.2 0.4 0.2
mir319 TTTGGACTGAAGGGAGCTCCT 235 32.8 23.2 0.5 0.0 -0.5]
mir390a AAGCTCAGGAGGGATAGCGCC 20.5 21.7 21.2| 0.1 0.1 0.0
mir390b AAGCTCAGGAGGGATAGCACC 24.3 72.1 46.6 1.6 0.9 -0.6|
mir393 TCCAAAGGGATCGCATTGATC 0.0 9.3 9.0 inf inf 0.0
mir393 TCCAAAGGGATCGCATTGATCT 27.8 57.7 51.2 1.1 0.9 -0.2]
mir393 TTCCAAAGGGATCGCATTGATC 24.8 0.0 0.0 -inf -inf inf|
mir394mir384 TTGGCATTCTGTCCACCTCC 2.9 4.9 3.6 0.8 0.3 -0.5]
mir395 CTGAAGTGTTTGGGGGAACTC 0.0 0.0 0.1 inf inf inf|
mir395 TGAAGTGTTTGGGGGAACTC 0.1 0.0 0.1 -inf 0.7 inf|
mir395 TGAAGTGTTTGGGGGAACTTT 0.0 0.0 0.0 -inf -inf inf|
mir396 TTCCACAGCTTTCTTGAACTG 1736.2 1757.1  2056.1] 0.0 0.2 0.2]
mir396 TTCCACAGCTTTCTTGAACTT 665.6 699.9 683.3 0.1 0.0 0.0
mir397 TCATTGAGTGCAGCGTTGATG 2.1 1.4 2.1 -0.5 0.0 0.6
mir398 TGTGTTCTCAGGTCGCCCCTG 13.5 7.0 22.0 -0.9 0.7 1.7]
mir399 TGCCAAAGGAGAGCTGCCCTG 0.0 0.0 0.2 inf inf inf|
mir399 TGCCAAAGGAGAGTTGCCCTG 6.7 6.7 7.0| 0.0 0.1 0.1
mir399 TGCCAAAGGAGATTTGCCCAG 0.0 0.0 0.0| -0.2 -inf -inf|
mir399 TGCCAAAGGAGATTTGCCCTG 0.2 0.1 0.2] -0.4 0.1 0.5
mir403 TTAGATTCACGCACAAACTTG 141.9 159.4 131.6 0.2 -0.1 -0.3]
mir408 ATGCACTGCCTCTTCCCTGGC 8.1 5.6 9.7 -0.5 0.3 0.8
mir5374-5p TTATAGTCTGACATCTGGAAT 283.8 432.0 410.6 0.6 0.5 -0.1]
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Tabla S7: Nuevos miARNs identificados con el genoma mesoamericano. Valores normalizadas

del promedio de las dos replicas bioldgicas (en RPM) y fold change del logaritmo en base 2 de

los nuevos miARNs presentando por lo menos una secuencia del miARN* identificados de

nuestra data de secuenciacion. Los valores nulos de un cociente estan representados por el

infinito (-inf o inf cuando el dividendo o el divisor es igual a 0 respectivamente). Los nimeros 4

y 10 corresponden a las dos isoformas del miR5924 y el nimero 6 a la del mir9624. Las

secuencias estan listadas por orden alfabético.

Secuencia CTL SC15 55N1 |CTLvs SC15 CTLvs 55N1 55N1vs SC15
1J|AACCAGGCTCTGATACCATGA 958.1 990.1 1144.1 0.0 0.3 0.2
2| ACCATGTGATGAATTCGGATT 0.5 67.0 3.0 7.0 2.5 -4.5
3|AGCCAAGGGTGATTTGCCGGC 5.9 4.6 5.1 -0.3 -0.2 0.2
4| AGGGCAAGAAGAAGAAGAAGC 2.3 3.0 1.3 0.4 -0.8 -1.2
S5|AGTTCCTCTGAGCACTTCACA 0.1 0.0 0.0 -inf -1.8 inf
6| CAAGGACTATGTGATCTTGGTC 1.8 2.4 1.3 0.4 -0.5 -0.9
7| CAATGAGGGCATGTTGTAGGC 9719 973.6 908.7 0.0 -0.1 -0.1
8| CACCGGTCGGGTCGTCCCTTC 22.6 0.0 18.8 -inf -0.3 inf
9| CAGCCAAGGGTGATTTGCCGGC 4.7 6.3 4.4 0.4 -0.1 -0.5

10| CAGGGCAAGAAGAAGAAGAAGC 0.0 0.0 0.2 inf inf inf
11| CATCTGATGAATTGTATCACT 3.8 3.7 2.7, 0.0 -0.5 -0.4
12| CATGATTAATTTTCGGATTACA 0.4 0.4 0.1 0.0 -1.9 -1.9
13| CATGGTGGTTAAGATACTCA 0.0 0.0 0.0 -inf -inf inf
14| CCACCCACGAATATCTAGATC 0.0 0.0 13 inf inf inf
15| CGACTCCCGGTAGGACCTTTT 0.1 0.1 0.0 0.7 -inf -inf
16| CGAGCCGAATCAATATTACTC 105.2 2203 1415 11 0.4 -0.6)
17| CGGAAGTTGTTTGGGGGTTC 7.6 3.9 6.8 -0.9 -0.1 0.8
18| CGGTCGGCAGCGGAGGTCGGC 0.0 0.0 0.1 inf inf inf
19| CTAATCAAGGAAATCACAGTAG 73.2 64.6 52.9 -0.2 -0.5 -0.3
20| CTAGTCTAGTTTGTTGGGTCT 0.3 0.5 0.3 0.7 0.1 -0.5
21| CTCAACTCGAGCCTGAGGACT 0.0 0.1 0.0 inf inf -inf
22| GAGGAGTGGACTTTTGAGGCCT 19.0 18.5 18.1 0.0 -0.1 0.0
23| GATAGCCACGTGGACTGTTCT 0.0 0.0 0.0 inf inf -inf
24] GGAATGGGCTGATTGGGAAGC 67223.1 73983.1 62468.7| 0.1 -0.1 -0.2
25| GGGATATTGCAGGATATGACT 0.0 0.0 0.0 -inf -inf inf
26| GGGTTACCTGAGCTCAGAGCCT 0.0 0.0 0.0 -inf -inf inf
27| GGTTGTCTAAATTGGAGGGTA 0.2 0.0 0.0 -inf -inf inf
28| GTACGAGTATCGGTGTCCGAC 0.1 0.0 0.5 -inf 2.3 inf
29| GTAGGTCGATTCGGTGTCCTA 0.0 0.0 0.0 inf inf -inf
30| GTTGGGTCGATCGGTCCGCCT 131.1 1769 175.0 0.4 0.4 0.0
31| TAACTGAATATTCTTAAAGCCT 1578.8 1946.9 1451.4 0.3 -0.1 -0.4
32| TAATACTTTCCTTTTGGGCTT 0.4 0.0 0.3 -inf -0.7 inf
33| TAATCTGCATCCTGAGGTTT 10.3 7.7 9.0 -0.4 -0.2 0.2
34 TACGGGTCGCTCTCACCTAGG 0.3 0.1 0.1 -1.7 -1.4 0.3
35| TCAATTAAGAAAGCTGTAACC 0.0 0.2 0.0 inf inf -inf
36] TCACAGGGTTGTCTGACAGACT 0.0 13.8 0.0 inf inf -inf
37| TCATAGTTACACTGATAGAG 0.0 0.2 0.0 inf inf -inf]
38| TCATGTGATGAAATTGGATA 0.0 24.7 0.3 inf inf -6.1
39| TGAAGTGTTTGGGGGAACTCT 0.3 0.6 0.5 1.0 0.7 -0.3
40| TGATTTACAAGTGCGGCTATT 0.0 0.0 0.0 -inf -inf inf
41| TGCTGGAAGTTTTTGAAGGAAT 1.4 0.7 1.0 -1.1 -0.5 0.6
42| TGCTGTAGAATCGATTTTCCTA 0.0 0.0 0.0 inf inf -inf
43| TGGAGGATTAGGTAAAACAAC 334.8 337.2 279.2 0.0 -0.3 -0.3
44] TTCGGCGGCGCTTTTCTGCCG 0.1 0.0 0.1 -inf 11 inf
45| TTCTCTGTAAGCTAAAATTAG 0.2 0.0 0.0 -inf -inf inf
46| TTCTTTCAAACAGGCCCTGAG 0.2 0.0 5.8 -inf 5.2 inf
47| TTGAGCCGCGTCAATATCTC 0.0 0.0 0.6 inf inf inf
48| TTGCTGTGATGATGAGATCT 0.0 1.0 0.5 inf inf -1.1
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Tabla S8: phasiARNs identificados con el genoma mesoamericano. Lista de los phasiARNs en
fase identificados con Phasi Prediction en las dos replicas bioldgicas para cada condicién. Las

secuencias estan listadas por orden alfabético.

phasiARNSs en fase - Mesoamericano - replicas bioldgicas

CTL #1 #2 (25)

AACCAAACCAGTCAGATCTGC
AGATCTGACTGGTTTGGTTCC
AGGCTCCCACAGTCACTTCGC
AGTTTTGGCTGAGATTTGAGC
ATTCCGAAGGATGTCTTGAAT
CAAATGGAATCTGAAACTATT
CAACATCTCCAAAGCATCCTT
CAATTGCAGGCTATTGTTGGC
CAGATGGAATCTGAAACCAAG
CAGATTCCATCTGAAACTACC
CAGATTCCATCTGAAACTATG
CAGATTCCATCTTCTGAAACT
CCAAGGTTGAATGTGGAGATC
CCAGAAAAACAATCGGTTGTT
CTATTCCGAAGGATGTCTTGA
GAAGTGACTGTGGGAGCCTGC
GAATAGAGAGTCAATAATTGT
TAGTTTCAGATGGAATCTGCA
TAGTTTCAGATGGAATCTGCT
TCAAGACATCCTTCGGAATAG
TCCCTTTGGATGTCGTCCTGC
TCGCAGAAACAATCGGTTGTT
TCTCCACATTCAACCTTGGCA
TCTTCTTGGCCAGCAACTTGC
TTTCAGAAGATGGAATCTGCT

SC15 #1 #2 (40)

AAAAGATGAGAAGAATGGGAA
AACCAAACCAGTCAGATCTGC
AACGAGTTGTGACAAGAATTC
ACAACGAGTTGTGACAAGAAT
AGAGTGAAGAACACGTTTCCT
AGATCTGACTGGTTTGGTTCC
AGTTTCGGTAGAGGATAGCCT
ATTCTTGTCACAACTCGTTGT
CAAATGGAATCTGAAACTATT
CAACATCTCCAAAGCATCCTT
CAATTGCAGGCTATTGTTGGC
CACGTGTCCAAGTCTGTAACT
CAGATGGAATCTGAAACCAAG
CAGATTCCATCTGAAACTAAG
CAGATTCCATCTGAAACTACC
CAGATTCCATCTGAAACTATG
CAGATTCCATCTGAAACTATT
CAGATTCCATCTTCTGAAACT
CATAGTTTCAGATGGAATCTG
CGACAAAACAATCGGTTGTTT
CTACCAAGAGAACCTTCTTCT
CTATCGGGCCGCTATCGGACC
CTTGCTGAGTTGGTTAAAGAA
GCAGGCTCAAGAAAAACTCCC
GCCCAAGTCAGTGACCGAACC
GGTTCGGTCACTGACTTGGGC
TACTTCCTGGAGCCCCATAGC
TAGTTTCAGATGGAATCTGCA
TAGTTTCAGATGGAATCTGCT
TATGGGGCTCCAGGAAGTAGA
TCAAACGGATGAGTATTCACC
TCATAGTACACATGTTGGACG
TCCAACATGTGTACTATGACA
TCTAACGATTATCGACCCAGG
TCTCCACATTCAACCTTGGCA
TCTTCTTGGCCAGCAACTTGC
TGAATACTCATCCGTTTGACC
TTGCTTCAAAAATTGTTTTTG
TTTCAGAAGATGGAATCTGCT
TTTTTGGATGATGTTTGGAAC

55N1 #1 #2 (36)

AAAAGATGAGAAGAATGGGAA
AGAGTGAAGAACACGTTTCCT
ATGTTGTTCGTAGGTAATATC
ATTCCGAAGGATGTCTTGAAT
CAAATGGAATCTGAAACTATT
CACGTGTCCAAGTCTGTAACT
CAGATGGAATCTGAAACCAAG
CAGATTCCATCTGAAACTACC
CAGATTCCATCTGAAACTATG
CAGATTCCATCTGAAACTATT
CAGATTCCATCTTCTGAAACT
CCAAGGTTGAATGTGGAGATC
CGGGCCCCACGGTGGGCGCCA
CTTGAGCGTCGGAGTGCAATC
GAAGTGACTGTGGGAGCCTGC
GATTGTAGCCTGGAAGATGGG
GCAGGCTCAAGAAAAACTCCC
GGTTGGGCAAGAACATACTCG
TAGTTTCAGATGGAATCTGCA
TAGTTTCAGATGGAATCTGCT
TATGGGGCTCCAGGAAGTAGA
TCAAGACATCCTTCGGAATAG
TCATAGTACACATGTTGGACG
TCCAACATGTGTACTATGACA
TCCCTTTGGATGTCGTCCTGC
TCTAACGATTATCGACCCAGG
TCTCCACATTCAACCTTGGCA
TCTTCTTGGCCAGCAACTTGC
TGGACACGTGGCTCGCATCCA
TTAGGAAAAAAAATTCTTCTT
TTCTGAATCCGTAGGTAAATT
TTGCACTCCGACGCTCAAGTC
TTGCTTCAAAAATTGTTTTTG
TTTACCTACGGATTCAGAATC
TTTCAGAAGATGGAATCTGCT
TTTTTGGATGATGTTTGGAAC
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Tabla S9: phasiARNs identificados con el genoma mesoamericano. Valores normalizadas del

promedio de las dos replicas bioldgicas (en RPM) y fold change del logaritmo en base 2 de los

phasiARNs identificados en fase en nuestra data de secuenciacién, considerando Unicamente

los que son consistentes en las dos replicas bioldgicas. Los valores nulos de un cociente estan

representados por el infinito (-inf o inf cuando el dividendo o el divisor es iguala 0

respectivamente).

phasiARN  Secuencia CTL SC15 55N1|CTLvs SC15 CTLvs 55N1 55N1vs SC15
phasi#l CAGATTCCATCTTCTGAAACT 0.2 02 03 0.5 1.1 0.6
phasi#2 CAGATGGAATCTGAAACCAAG 03 03 01 0.0 -1.3 -1.3
phasi#3 CAAATGGAATCTGAAACTATT 40.0 45.2 40.1 0.2 0.0 -0.2
phasi#4 CAGATTCCATCTGAAACTACC 04 04 05 0.2 0.6 0.4
phasi#5 CAGATTCCATCTGAAACTATG 0.6 0.7 0.6 0.2 -0.1 -0.3
phasi#6 TTTCAGAAGATGGAATCTGCT 38.9 39.0 37.0 0.0 -0.1 -0.1
phasi#7 TAGTTTCAGATGGAATCTGCT (33.8 31.6 30.1 -0.1 -0.2 -0.1
phasi#8 TAGTTTCAGATGGAATCTGCA 1.2 16 17 0.3 0.5 0.1
phasi#9 TCTCCACATTCAACCTTGGCA 09 0.7 0.5 -0.3 -0.7 -0.4
phasi#10 TCTTCTTGGCCAGCAACTTGC 38 36 54 -0.1 0.5 0.6
phasi#11 CACGTGTCCAAGTCTGTAACT 0.0 03 0.2 inf inf -0.7
phasi#12 TCTAACGATTATCGACCCAGG 00 02 02 inf inf -0.2
phasi#13 GAATAGAGAGTCAATAATTGT 25 00 0.0 -inf -inf inf
phasi#14 ACAACGAGTTGTGACAAGAAT 0.0 03 0.0 inf inf -inf
phasi#15 CTATCGGGCCGCTATCGGACC 0.0 03 0.0 inf inf -inf
phasi#16 GGTTGGGCAAGAACATACTCG 0.0 00 01 inf inf inf
phasi#17 TTAGGAAAAAAAATTCTTCTT 0.0 00 0.1 inf inf inf
phasi#18 TGGACACGTGGCTCGCATCCA 0.0 00 0.2 inf inf inf

Tabla S10: Loci de phasiARNs identificados con el genoma mesoamericano. Loci comunes de

secuencias en fase de phasiARNs entre las dos replicas bioldgicas y para estos loci, los que

fueron compartidos entre cada condicion.

Loci de phasiARNs

CTL#1+#2=11

PHASED_Chromo:scaffold00214
PHASED_Chromo:contig118694
PHASED_Chromo:scaffold00968
PHASED_Chromo:scaffold01370
PHASED_Chromo:scaffold00080
PHASED_Chromo:scaffold00346
PHASED_Chromo:scaffold00103
PHASED_Chromo:scaffold00587
PHASED_Chromo:scaffold00537
PHASED_Chromo:scaffold00019
PHASED_Chromo:scaffold00910

SC15+55N1=3

PHASED_Chromo:scaffold00029
PHASED_Chromo:scaffold00012
PHASED_Chromo:contig125036

SC15#1 +#2=13
PHASED_Chromo:scaffold00968
PHASED_Chromo:scaffold00037
PHASED_Chromo:scaffold00416
PHASED_Chromo:scaffold00334
PHASED_Chromo:scaffold00537
PHASED_Chromo:scaffold00019
PHASED_Chromo:scaffold00259
PHASED_Chromo:scaffold00012
PHASED_Chromo:scaffold00070
PHASED_Chromo:scaffold00029
PHASED_Chromo:scaffold00310
PHASED_Chromo:contig125036
PHASED_Chromo:scaffold00010

55N1#1+#2=13
PHASED_Chromo:scaffold00012
PHASED_Chromo:scaffold00968
PHASED_Chromo:scaffold00029
PHASED_Chromo:scaffold00021
PHASED_Chromo:scaffold00264
PHASED_Chromo:contig125036
PHASED_Chromo:scaffold00674
PHASED_Chromo:contig88356
PHASED_Chromo:scaffold00448
PHASED_Chromo:scaffold00048
PHASED_Chromo:scaffold01490
PHASED_Chromo:scaffold01180
PHASED_Chromo:scaffold00019

CTL+SC15=1
PHASED_Chromo:scaffold00537

CTL+55N1=0

CTL+SC15+55N1 =2
PHASED_Chromo:scaffold00019
PHASED_Chromo:scaffold00968
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Tabla S11: Datos de secuenciacion de las 3 isoformas del miR5924 de bibliotecas de sARNs.
Las isoformas de 20, 21 y 22 nts fueron secuenciadas en bibliotecas de P. vulgaris de diferentes
tejidos (Formey et al., 2015). La isorforma de 21 nts fue también secuenciada en las bibliotecas
de pelos radicales de Formey et al., 2016 (valores en negrita). Los valores controles (CTL)
corresponde a pelos radicales sin inocular y NF con tratamiento por factor Nod a 6 hpi. Los
valores (E) y (UPE) indicados corresponden a la probabilidad maxima (Maximum expectation) y
la accesibilidad del mensajero al miARN (Target accessibility) obtenidos en psRNATarget.

tamario
secuencia
nombre
miRdeep score
miRanda
mMIARN™
biblictecas
(expresion sin
normalizar)

blanco putativo
anotacion

psRNA target
(E ! UPE)

inhibicién
degradoma (Pvalue)

blanco putativo
anotacion

psRNA target
(E! UPE)
inhibicién

degradoma (Pvalue)

20 nts
GGGCAAGAAGAAGAAGAAGC
miRNov248

19.8

25

si

flores (23) plantulas (3) raices

(21) nodulos (7) hojas (7)

Phvul. 006G 188700.1
disease resistance protein (TIR
class), putative

2/3.327

clivaje

no

Phvul.007G259200. 1
SNF2 domain-containing
protein / helicase domain-
containing protein
2/0.951

clivaje

no

21 nts
AGGGCAAGAAGAAGAAGAAGC
miRNov250

8.8/15.4

25

si

flores (48) plantulas (8) raices
(2) nédulos (1) hojas (2)
pelos radicales CTL (8) NF (6)

Phvul.006G188700.1
disease resistance protein
(TIR class), putative
1/4.944

clivaje

no

Phvul.005G066000.2
D-mannose binding lectin
protein with Apple-like
carbohydrate-binding domain
no

clivaje

0.1397405

22 nts

CAGGGCAAGAAGAAGAAGAAGC
miRNov246

84.3

24

si

flores (55) plantula (0) raices (5)
nodulos (13) hojas (6)

Phvul. 006G 188700.1

disease resistance protein (TIR
class), putative

2/4.929

clivaje

no

Phvul 003G 125700.1
jasmonate-zim-domain protein 12

no
clivaje

0.0363209993406077

3. Secuencias de miARN, miARN* y precursores

Las secuencias en formato fasta son listadas segun el orden de aparicién en el

manuscrito.

>pvu-miRNov1

AACCAGGCTCTGATACCATGA

>pvu-miRNov1*

TCGTGGTATCAGGTCCTGCTT

>pvu-premiRNov1
TCGTGGTATCAGGTCCTGCTTCACCAAATGATCTTGAGTTCAACTCCTACACAAGCACTTGGTTAACC
AGGCTCTGATACCATGA

>pvu-miRNov30
GTTGGGTCGATCGGTCCGCCT
>pvu-miRNov30*
CGGGTCCGATGTCTGACGTCC
>pvu-premiRNov30
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GTTGGACCTTGGGTTGGGTCGATCGGTCCGCCTCTGGTGTGCACCGGTCGGGTCCGATGTCTGACG
TCCGATGTCTGAGGTCCGAT

>pvu-miR167c-d (21 nts)

TGAAGCTGCCAGCATGATCTG

>pvu-miR167¢c-d*

GATCATGTGGCTGCTTCACC

>pvu-premiR167c-d
CAGCAGTTGAAGCTGCCAGCATGATCTGAGTTTACCTTCTATAATGGTAAAAACAGATCATGTGGCTG
CTTCACCTGTTG

>pvu-miR167c-d (20 nts)

TGAAGCTGCCAGCATGATCT

>pvu-premiR167c-d (20 nts)
AGGAAAAAGTGAAGCTGCCAGCATGATCTAGCTTTGGTTAGTGTGAGCCACTGAGGTGCTAACCCTTA
CTAGGTCATGCTGTGCTAGCCTCACTCCTTCCT

>pvu-miR5374

TTATAGTCTGACATCTGGAAT

>pvu-miR5374*

TTCGAATGTCAGATTATAAAA

>pvu-premiR5374
TTGAAGTCATCGAAATTTTATAGTCTGACATCTGGAATTTAAATTTCTCAACAAGGGCATCAGATCCAA
AACCTGCATCTTCATCGCTTTGAAACAGAAAGGGCACTCCAGATCCACGTGCAGAGAGAAGCTCTTGT
TGGGAAATTTGAATTTCGAATGTCAGATTATAAAACATTGGTGATTTCAA

>pvu-miR1514a

TTCATTTTGAAAATAGGCATTG

>pvu-miR1514a*

TGCCTATTTTAAGATGAAAA

>pvu-premiR1514a (chr3)
TCCTGTTTTCATTTTGAAAATAGGCATTGCATTACATTTCGATGCGTCTTCCAATTCCAATGCCTATTTT
AAGATGAAAACAAGGA

>pvu-miR1514a*

TGCCTATTTCAAGATGAAAA

>pvu-premiR1514a (chr7)
GTTTTCATTTTGAAAATAGGCATTGCATAATTGCATTGCATTTCGATGCATCTTCCAATTCCAATGCCTA
TTTCAAGATGAAAAC

>pvu-miR171a

TGATTGAGTCGTGCCAATATC

>pvu-miR171a*

TGTTGGGACAATTCAATCAAA

>pvu-premiR171a (mesoamericano)
GATGTTGGGACAATTCAATCAAATCAAATCTCCTAATGACTGGGTCCTTTGCTTTGATTGAGTCGTGCC
AATATC

>pvu-premiR171a (andino)
GGTGGGGATGTTGGGACAATTCAATCAAATCAAATCTCCTAATGACTGGGTCCTTTGCTTTGATTGAG
TCGTGCCAATATCAGTTCCTGCT

>pvu-miR171b

TGATTGAGCCGTGCCAATATC

>pvu-miR171b*

TGATGTTGGCTTGGCTCAATC

>pvu-premiR171b
TTGATGTTGGCTTGGCTCAATCAAATCAAAGTTCTTAGAGATTTGTTGAGTTCTTTAGTCTGATTGAGC
CGTGCCAATATCAG

>mtr-miR171a

TGATTGAGTCGTGCCAATATC

>mtr-premiR171a
TGAATTCCCCTCCGCTTTTTGATGTTGGCTTGTCTCAATCAAATCAAAGTTCTTGAAATTTGAGTTCTTT
AGTCTGATTGAGTCGTGCCAATATCATATTAAGCGATAAAAGTC

>mtr-miR171d

TGATTGAGCCGTGCCAATATC
>mtr-premiR171d
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AATGAGATATTGGCCTGGTTCACTCAGACCAAGTGATAAACCACTAAGATACAGTATTGTACTTGTGTG
GTTTTGGGTTTGATTGAGCCGTGCCAATATCTCACT

>mtr-miR171h
CGAGCCGAATCAATATCACTC

>lja-miR171c
TGAGCCGAATCAATATCACTC

>gma-miR171x

TGATTGAGCCGTGCCAATATC

>gma-premiR171x
GATGTTGGACGGTTCAATCAAATCAAATCTCCTAATGGCTGGGTCCTTTGGTATGATTGAGCCGTGCC
AATATC

>pvu-miR390a

AAGCTCAGGAGGGATAGCGCC

>pvu-miR390a*

CGCTATCCATCCTGAGTTTC

>pvu-premiR390a (chr10)
GTGTAGAAGAATCTGTAAAGCTCAGGAGGGATAGCGCCATGGATGGTCATTGCTCATCTCTCTTCTCT
TTCCTCCCTTTGCCTCTTTGATCTTCTCTTGCGCTATCCATCCTGAGTTTCATGGCTTCTTTCTACAC
>pvu-premiR390a (chré sin miARN¥)
AAGCTCAGGAGGGATAGCGCCATGATTCTCACATCATAGTGTTCTTTGGCGCTATCTATCCTGAGTTT

>pvu-miR390b

AAGCTCAGGAGGGATAGCACC

>pvu-miR390b*

CGCTATCTATCTTGAGCTTC

>pvu-premiR390b
GGGAGAATCTGTAAAGCTCAGGAGGGATAGCACCTTGATACTGATGATGCTATACATGTTCATAGCAG
TATATACTTGGCGCTATCTATCTTGAGCTTCATGGCTTCTTCT

>mtr-premiR390a-b

AAGCTCAGGAGGGATAGCGCC

>mtr-premiR390a
CTGTTAAGCTCAGGAGGGATAGCGCCATAGAATGTCTTCTTTTTTTGGTTCCATTTTATTGATTGATCT
TCTCTTGCGCTATCCATCCTGAGTTTCATGG

>mtr-premiR390b
GAGTATAGGAGGGTCGGTAAAGCTCAGGAGGGATAGCGCCATTGATAAATGTGTGTACGTGGTATTT
GGCGCTATCCATCCTGAGTTTCACCGGTTCTTCTTACTAGCT

>pvu-miR5924

AGGGCAAGAAGAAGAAGAAGC

>pvu-miR5924*

TCTGTTTCTTCTGTCTCTGT

>pvu-premiR5924
GGATTTTGCTCTGTTTCTTCTGTCTCTGTGGCTGTGCTTTTTCTGAGTAAATTAAAAAAAGCAGCAGCA
GCAGGGCAAGAAGAAGAAGAAGCAAAATTC
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4. Oligonucleétidos

Tabla S$12: Oligonucleétidos (listados por orden alfabético).

Identificacion Secuencia (5’ - 3°) Utilizacion
EF1a F AACTACCACCGGCCACTTGAT Real Time
EF1a R AGCACCCAGGCATACTTGAAT Real Time
M13 F GTAAAACGACGGCCAG Vector
pENTRY
M13 R CAGGAAACAGCTATGAC Vector
pENTRY
miR171a F CGATGTGATTGAGACGTGCC Stem loop
PCR
miR171a RT GTCGTATCCAGTGCGTGTCGTGGAGTCGGCAATTGCACTGGATACGACGAT Stem loop
ATT RT
miR390b F TCGCTAAGCTCAGGAGGGAT Stem loop
PCR
miR390b RT GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACGGTGCT Stem loop
RT
miR5924 F GGTCCAGGGCAAGAAGAAGA Stem loop
PCR
miR5924 RT GTGCGTGTCGTGGAGTCGGCAATTGCACTGGATACGACGCTTCT Stem loop
RT
NodC F TGCTTGACACAACCAGCACTG PCR
NodC R GACAGCCAGTCGCTATTGCTCA PCR
NF-YA1F TCATTTTGGATCTTCTGTGCACAC Real Time
NF-YA1R GCTTCTTCATCTGGTCTCATAAAGG Real Time
NF-YC1F GCAGGGCTATATCGGTCTTTTC Real Time
NF-YC1 R GAGTAACATTTTGGATTCAATG Real Time
PK7WG2D 35S GATGACGCACAATCCCACTATCC Vector OE
F
pK7WG2D Kan CGTAAAACGGCTTGTCCCG Vector OE
R
PremiR390b F CACCGGCTTGGGTCATGGAAGATGGTT Clonado +
Real Time
PremiR390b R  CGCCATTTAGAAGACATGCCTCACAAT Clonado +
Real Time
PremiR5924 F CACCGGGTGGGGAGTGTTTGTGTT Clonado +
Real Time
PremiR5924 R GGCAGAGATGTGTGCTCTTTTCAT Clonado +
Real Time
Rerse GTGCAGGGTCCGAGGT Stem loop
universal PCR
TAS3 F CCGTTGCCACCCAACTCAT Real Time
TAS3 R CCCCCATTGAGGGAGGTTCTAA Real Time
phasiARFs F TCGCTTTCTTGACCTTGTAA Stem loop
PCR
phasiARFs RT GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACAAGGTC Stem loop
RT
U6 snRNA F GGAACGATACAGAGAAGATTAGCA Stem loop
PCR
U6 snRNA RT GTGCAGGGTCCGAGGTTTGGACCATTTCTCGAT Stem loop
RT
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