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"We alone on earth can rebel against the

tyranny of the selfish replicators"

Richard Dawkins

"Los computadores son inutiles. Solamente
pueden producir respuestas.”
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Resumen y Abstract IX

Resumen

Los microRNAs (miRNAs) son moléculas de RNAs pequefias que juegan un papel
importante en la regulaciébn de la expresion génica en eucariotas mediante el
silenciamiento de mRNAs complementarios (targets). En este trabajo se estudio su papel
en interacciones con bacterias del género Xanthomonas en arroz y yuca. Mediante
andlisis bioinformatico de librerias de RNAs pequefios se identificaron y cuantificaron
miRNAs, y se estudio la expresion de los posibles targets. Se encontrdé que en yuca la
respuesta mediada por miRNAs esta caracterizada por la induccion de miRNAs que
reprimen sefalizacién por auxinas y por la represién de miRNAs involucrados en el
control de genes de resistencia. Mientras que en arroz los miRNAs no parecen tener un
papel crucial en defensa aunque la expresion de miRNAs varia en respuesta a distintas
cepas bacterianas. Y se identificaron también posibles mecanismos de regulacion
transcripcional de miRNAs mediados por factores de transcripcibn vegetales vy

bacterianos.

Palabras clave: microRNAs, bacteria, Xanthomonas, arroz, yuca, efectores TAL.

Abstract

microRNAs (miRNAs) are small RNA molecules involved in the control of gene
expression in eukaryotes through the silencing of complementary mRNAs (targets). This
work addresses their role in interactions with bacteria from the genus Xanthomonas in
rice and cassava. miRNAs were identified and quantified through the bioinformatic
analyses of sSRNA libraries and the expression of the possible targets was also studied. It

was found that in cassava the response mediated by miRNAs is characterized mainly by
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the induction of miRNAs that repress auxin silencing and by the repression of miRNAs
involved in the control of resistance genes. While in rice miRNAs seemed not to have a
crucial role in defense even though the expression of miRNAs was variable in response to
different bacterial strains. This work also addresses the identification of possible
mechanisms of transcriptional regulation of miRNAs mediated by vegetal and bacterial

transcription factors.

Keywords: microRNAs, bacteria, Xanthomonas, rice, cassava, TAL effectors.
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Objetivos

Objetivo general

Identificar los miRNAs y sus targets involucrados en respuesta a infeccién por bacterias

del género Xanthomonas en arroz y yuca.
Objetivos especificos

e |dentificar miRNAs diferencialmente expresados durante la infeccion por
Xanthomonas en yuca y arroz mediante perfiles de expresion en librerias de
RNAs pequefios.

e Validar experimentalmente la regulacion de targets de miRNAs por sus
respectivos miRNAs.

¢ Identificar elementos reguladores en las regiones promotoras de miRNAs de yuca
y arroz.

¢ Relacionar los patrones expresion de miRNAs en respuesta a bacterias en arroz y

yuca con el analisis de elementos reguladores.
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Introduccidén

El arroz (Oryza sativa) y la yuca (Manihot esculenta) constituyen dos fuentes importantes
de carbohidratos para mas de 3 mil millones de seres humanos en el mundo, ocupando
respectivamente el tercer y octavo lugar en produccion mundial entre diferentes cultivos
(http://faostat3.fao.org/, datos 2010). Ambos cultivos son afectados por bacterias del
género Xanthomonas, particularmente las especies Xanthomonas oryzae pv. oryzae
(Xoo) y Xanthomonas axonopodis pv. manihotis (Xam), las cuales pueden causar
pérdidas de hasta el 50% de la produccién en arroz [1, 2] y del 75% en yuca [3, 4],
respectivamente. Xam y Xoo hacen parte de las 10 bacterias mas importantes en
fitopatologia molecular [5]. EI aumento en la incidencia de estos patdégenos amenaza
actualmente la seguridad alimentaria de miles de personas en el mundo lo cual se ve
ademas exacerbado por los fendmenos de sobrepoblacion y cambio climatico [6-8]. Por
esto, el estudio de los mecanismos moleculares de resistencia a bacterias fitopatdgenas
y el desarrollo de estrategias biotecnolégicas para el mejoramiento de cultivos, se ha

convertido en una prioridad para el sector agricola.

Tradicionalmente, el estudio de la fitopatologia molecular se ha basado en el analisis de
tres tipos de proteinas que son las principales mediadoras durante las interacciones
planta-patégeno: los PRRs (Pathogen Recognition Receptors), las proteinas de
resistencia de plantas (R) y las proteinas efectoras de bacterias. Los PRRs son proteinas
gue reconocen estructuras y moléculas altamente conservadas en microorganismos
conocidas como PAMPs (Pathogen-Associated Molecular Patterns). Las PRRs median
un mecanismo basal de inmunidad conocido como PTI (PAMP Triggered Immunity). Para
contrarrestar la PTI, patdgenos adaptados para infectar plantas huesped particulares

desarrollaron las proteinas efectoras, las cuales son inyectadas, en el caso de bacterias,


http://faostat3.fao.org/
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en la célula vegetal por el sistema de secrecion tipo 3 (T3SS) para interferir o suprimir
este tipo de inmunidad basal, generando susceptibilidad o ETS (Effector-Triggered
Susceptibility) . En respuesta, las plantas desarrollaron las proteinas R, las cuales
reconocen proteinas efectoras particulares y activan una inmunidad conocida como ETI

(Effector Triggered Immunity)[9].

Recientemente, se han identificado otros mecanismos importantes para regular las
interacciones planta-patdgeno, principalmente los mecanismos de silenciamiento génico
mediados por RNAs pequefios (SRNAs). Estos mecanismos se encuentran en la mayoria
de los eucariotas y se basan en la interaccién de sRNAs (de 18 a 30 nucle6tidos) con
acidos nucléicos complementarios induciendo su modificacién. El silenciamiento génico
mediado por sRNAs esta involucrado en multiples procesos, incluyendo el control de la
expresion génica, modificaciones epigenéticas y defensa contra acidos nucléicos

invasores y transposones [10-12].

Entre los sRNAs mas estudiados se encuentran los microRNAs (miRNASs) los cuales son
moléculas de aproximadamente 21 nt que se originan a partir de genes nucleares. Un
gen nuclear MIRNA (los genes de miRNAs se notan en cursiva y mayusculas) es primero
transcrito por la RNA polimerasa Il en un miRNA primario (pri-miRNA). Este es luego
procesado a un RNA intermediario llamado precursor de miRNA (pre-miRNA) por la
proteina Dicer-like 1 (DCL1) en plantas [13-15]. Los pre-miRNAs tienen una estructura
secundaria caracteristica y estable, con una alta y negativa energia libre de plegamiento,
siendo este un criterio fundamental para su identificacion y anotacion [16]. Luego, los pre-
mMiRNAs son procesados a un duplex miRNA:miRNA* por DCL1l. Este duplex
mMiRNA/miRNA* contiene extremos 3' con 2 nucle6tidos sobresalientes, los cuales son
metilados en el nacleo de la célula por la proteina HEN1 (HUA ENHANCER 1), lo que le
proporciona estabilidad al duplex miRNA/miRNA* y lo protege de la degradacion.
Finalmente, el miRNA es exportado al citoplasma gracias a una proteina exportina,
probablemente la proteina HASTY. Sélo la hebra activa del miRNA o miRNA maduro es
incorporada al complejo RISC (RNA Induced Silencing Complex), mientras que la hebra
pasajera (miRNA*) es degradada. El complejo RISC, al cual se asocia la proteina
ARGONAUTEL (AGOL1), es luego el encargado de guiar la escision de RNAs mensajeros

complementarios al miRNA maduro conocidos como targets o blancos [13-15]. Los
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mMiRNAs normalmente se encuentran representados por varios loci en el genoma y son
funcionalmente redundantes, por esto, los miRNAs se agrupan en familias que incluyen

moléculas con secuencias de mas de un 90% de identidad [16].

Los miRNAs estan también implicados en la biogénesis de otro tipo de RNAs pequefios,
los trans-acting small interference RNAs (ta-siRNAs), estos RNAs se originan a partir de
un gen TAS, cuyo transcrito es cortado gracias a la accion de un miRNA, el producto es
luego convertido en RNA de doble cadena (dsRNA) gracias al complejo RDR6/SGS3,
para posteriormente ser procesado por Dicer-like 4 (DCL4) produciendo small
interference RNAs (siRNAs) que se uniran a AGO1 o AGO7 para ejercer actividad de

silenciamiento sobre otros RNAs mensajeros [17, 18].

Los miRNAs pueden cumplir una funcion en defensa contra bacterias mediante la
reprogramacién de la expresion génica. Tal mecanismo fue primero revelado en la
interaccion entre Arabidopsis thaliana y Pseudomonas syringae pv. tomato (Pto), donde
se encontrd que el mMiIRNA miR393 es inducido en respuesta al péptido flg22 derivado de
la flagelina, el PAMP mas estudiado [19]. La induccién de miR393 interrumpe la
sefalizacidbn mediada por auxinas y en consecuencia disminuye el crecimiento bacteriano
[19], probablemente debido a que la auxina induce la expresién de proteinas expansinas
gue debilitan las paredes celulares durante procesos de crecimiento [20]. Otros trabajos
en el mismo patosistema, han encontrado que en respuesta a bacterias, es comun la
induccion de miRNAs involucrados en sefalizacion de hormonas y que este tipo de
regulacion al parecer se encuentra asociada con respuestas de PTI [21, 22]. Por otro
lado, se ha encontrado que la represibn de miRNAs cuyos targets son genes R
(asociados a ETI) juega un papel crucial en la defensa contra bacterias [23]. Ademas, la
regulacion de genes R por miRNAs y ta-siRNAs también es importante en interacciones
de plantas con varios tipos de microorganismos incluyendo virus [24] hongos patdgenos
[25, 26], bacterias fijadoras de nitrdgeno [27-29] y hongos formadores de micorrizas

arbusculares [30].

Sin embargo, las bacterias pueden también defenderse de la maquinaria silenciamiento.
Se ha encontrado que las bacterias pueden utilizar proteinas efectoras para suprimir la

via de silenciamiento por miRNAs y consecuentemente causar enfermedad [31, 32] de
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forma analoga a los supresores de silenciamiento utilizados por virus [33]. De igual forma
una posibilidad adicional, aun no explorada, es que las bacterias del género
Xanthomonas puedan regular la transcripcion de componentes de las vias de miRNAs
para causar enfermedad utilizando un tipo de proteinas efectoras caracteristicas del
género (también presentes en Ralstonia spp.) conocidas como efectores TAL
(transcription-activator like), que pueden actuar como factores de transcripcion
induciendo la expresion de genes en la planta [34] (Seccion 4.1).

A partir de estas observaciones se puede proponer un modelo general de interaccidén en
el que, en respuesta al reconocimiento de bacterias patégenas por la via de PTI o ETI, se
inducen miRNAs cuyos targets son reguladores negativos de respuesta de defensa (p. €j.
algunas vias de hormonas) y se reprimen miRNAs cuyos targets son reguladores
positivos de respuesta de defensa (p. €j. genes de resistencia) [35]. En respuesta las
bacterias contra-atacan suprimiendo la via de silenciamiento gracias a la translocacion de
proteinas efectoras, y posiblemente en el caso de Xanthomonas y Ralstonia alterando la
transcripcion de miRNAs o de componentes de la via utilizando efectores TAL. Una

representacion de este modelo se puede ver en la Figura 0-1.

Este modelo sin embargo se basa principalmente en estudios en Arabidopsis [21, 22] y
se desconoce si el mismo patrén de regulacién se presenta en plantas filogenéticamente
lejanas como arroz y yuca. Se desconoce ademas si existe variacion en las respuestas
con distintos tipos de bacterias, incluyendo bacterias del género Xanthomonas, uno de
los grupos de bacterias fitopatégenas de mayor impacto a nivel mundial que infecta mas

de 400 especies de plantas [36].

Por otro lado, otro aspecto ain desconocido en la interaccion planta-bacteria es el control
de la transcripcion de genes MIRNA. Varios trabajos han identificado algunos elementos
claves implicados en la regulacion de miRNAs y se sabe que las regiones promotoras de
miRNAs contienen elementos comunes como cajas TATA, asi como sitios de unién para
factores de transcripcion especificos, y algunos de estos elementos se han encontrado
sobre-representados en familias involucradas en procesos especificos [37-39]. Sin
embargo se desconoce por ejemplo si existen elementos sobre-representados en familias

de miRNAs con papel en defensa contra bacterias y aun se desconoce en gran parte
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como cambia la regulacién de genes MIRNA entre especies. De igual manera y como ya
se ha mencionado, la regulacién transcripcional de miRNAs mediada por factores de
transcripcién bacterianos (efectores TALS) es otro aspecto hasta ahora inexplorado .

En este trabajé se buscé analizar el papel de los miRNAs en interacciones planta-
bacteria en los sistemas M. esculenta-Xam y O. sativa-Xoo0, con base principalmente en
el andlisis bioinformético de librerias de RNAs pequefios secuenciadas por tecnologia
Solexa/illumina, una técnica que ha mostrado ser idénea para este tipo de estudios,
dando resultados consistentes entre distintas réplicas técnicas y biologicas [21, 40]. El
trabajo se encuentra organizado en cuatro capitulos donde se muestran los resultados de
los temas principales asi: Capitulo 1: miRNAs en la interaccion Manihot esculenta-
Xanthomonas axonopodis pv. manihotis. Capitulo 2: miRNAs en la interaccién Oryza
sativa -Xanthomonas oryzae pv. oryzae. Capitulo 3: Regulacion transcripcional de
miRNAs por factores de transcripcion enddgenos. Y Capitulo 4: Regulacion
transcripcional de miRNAs por factores de transcripcion bacterianos.. Cada capitulo se
presenta como un articulo independiente que consta de una breve introduccién del tema
especifico, los resultados y discusion y luego, los materiales y métodos. Finalmente se
presentan las conclusiones del trabajo en general y algunas recomendaciones y

perspectivas.

Se espera que los resultados encontrados en este trabajo contribuyan no solamente al
conocimiento general de los mecanismos moleculares de la interaccion planta-patégeno
sino que permitan ademas encaminar estrategias de mejoramiento basadas en la
reprogramacion génica mediada por miRNAs, el cual es un campo promisorio actual en la

ingenieria de plantas [35].
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Figura 0-1: Modelo general de interaccion planta-bacteria mediado por miRNAs.

Se muestran dos posibles escenarios: en una interaccion de resistencia se detecta la
presencia del patégeno y se activan las vias de immunidad (PTI o ETI) lo cual modificara
la transcripcion de algunos miRNAs. En una interaccion susceptible es posible que la
bacteria inyecte supresores de silenciamiento que interrumpiran distintos pasos de la via
de biosintesis de miRNAs causando que no haya silenciamiento. Es posible también que
la bacteria utilice efectores TAL para inducir la expresion de miRNas con fines aun
desconocidos. TF = factor de transcripcion, Fx = efector.
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1.miRNASs en la interaccién
Manihot esculenta-Xanthomonas
axonopodis pv. manihotis.

1.1 Introduccion: el sistema yuca-Xam

La yuca (M. esculenta, Euphorbiaceae) es un cultivo de vital importancia para la
seguridad alimentaria siendo el componente basico de la dieta de mas de 500 millones
de personas en el mundo, es actualmente el quinto cultivo en produccién mundial,
teniendo particular importancia en las regiones sub-tropicales de Africa, Asia y América-
Latina [41, 42]. En Colombia, la yuca ocupa el cuarto lugar en produccién entre los
diferente cultivos alcanzando un total de 2.3 millones de toneladas anuales

(http://faostat3.fao.org, datos 2010). Su valor nutricional proviene principalmente del alto

contenido de almidén almacenado en sus raices que puede alcanzar hasta el 80% de su
peso, por lo que es ademas un cultivo promisorio para la produccién de bioetanol y otros
productos derivados del almidén [43, 44]. La yuca tiene ademas alta tolerancia a distintos
tipos de estrés incluyendo alta humedad, sequia, altas temperaturas y suelos pobres, lo

cual la hace ideal para cultivo en condiciones ambientales desfavorables para otros [41].

Sin embargo, los cultivos de yuca pueden verse fuertemente afectados por la bacteriosis
vascular o afiublo bacteriano (Cassava bacterial blight, CBB). Esta enfermedad es
causada por la bacteria Gram negativa Xanthomonas axonopodis pv. manihotis (Xam) la
cual tiene distribucién global, puede ocasionar pérdidas de mas del 75% dependiendo de
condiciones ambientales y en casos severos ha contribuido a situaciones de hambruna
en paises africanos [3, 4, 45]. Los sintomas de CBB son variados, en plantas adultas con

la aparicion de manchas angulares en el lado abaxial de la hojas y exudados en el tallo
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de color naranja, a medida que la enfermedad avanza se puede dar marchitamiento y
eventualmente la muerte total de la planta [4, 8]. ComUunmente la bacteria infecta la
planta por heridas, hidatodos o estomas, una vez dentro se multiplica en los espacios

intercelulares del mesofilo u en el tejido vascular [46].

Varios estudios han revelado gran variabilidad genética en distintas poblaciones de Xam
en distintos rangos geograficos [8, 47-49], la cual se ve también reflejada en los distintos
grados de virulencia de diferentes cepas de Xam sobre diferentes variedades de yuca [8].
Recientemente se reveld6 mediante la secuenciacion del genoma de 65 cepas de Xam
gue existe gran variabilidad en repertorios de proteinas efectoras, existiendo Gnicamente
9 efectores (de 25 analizados, sin incluir efectores tipo TAL) compartido por todas las
cepas analizadas [50]. Las distintas cepas analizadas tienen también repertorios
variables de efectores tipo TAL, aunque soélo se dispone de la secuencia de 7 de estos
efectores: 5 para la cepa Xam668 y 2 para la cepa XamClO151 [50]. Uno de estos
efectores tipo TAL, llamado TALE1x., se sabe tiene un papel crucial en la patogenicidad.
TALE1lx.m actia como factor de transcripcion, induciendo la expresion de uno o varios
genes determinantes para la enfermedad [51], dentro de los cuales un gen que codifica
para un factor B3 de choque térmico sobresale como un fuerte candidato [Mufioz-Bodnar

et al in prep].

Al igual que existe variable virulencia entre cepas de Xam, distintas variedades de yuca
muestran distintos grados de resistencia a la bacteria [52]. La mayoria de las variedades
cultivadas son sin embargo susceptibles a las cepas mas prevalentes de Xam, y las
variedades resistentes naturales no estan bien adaptadas a regiones agroecolégicas
particulares o no exhiben caracteristicas agronémicas deseables [8, 45]. En los ultimos
anos se ha intentado descifrar las bases moleculares de la resistencia a Xam, la cual se
ha considerado poligénica y aditiva (cuantitativa) [53]. Se ha logrado identificar dos genes
de yuca posiblemente implicados en resistencia contra Xam [54-56] y se ha analizado la
regulacion transcripcional de algunos genes en respuesta a Xam, encontrando
principalmente induccién de genes involucrados estrés oxidativo y degradacién de
proteinas, y la represion de genes relacionados con fotosintesis y metabolismo [57].

Actualmente existen varias iniciativas para aumentar la resistencia en yuca mediante la
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insercion de genes de resistencia (a partir de variedades resistentes o de otras plantas)

en variedades susceptibles [8].

Una posibilidad relativamente poco explorada es la modulacion de la regulacion
transcripcional dada por miRNAs por distintos métodos como sobre-expresion inducible
de miRNAs, disefio de miRNAs artificiales o target mimics [58-61]. Algunas ventajas de
estas estrategias incluirian, por ejemplo, la regulacion simultdnea de varios genes o vias
de interés [35]. Sin embargo, para esto es necesario conocer cdmo se da naturalmente la

regulacion por miRNAs en este sistema.

Hasta la fecha son pocos los estudios de miRNAs en yuca. Los primeros estudios
estuvieron basados en secuencias de ESTs en donde se lograron identificar hasta 20
secuencias correspondientes a genes MIRNAs pertenecientes a familias conservadas en
otras plantas [61-65] y sOlo 10 se encuentran depositados en la base de datos de
referencia de miRNAs: miRBase [66]. El reciente secuenciamiento del genoma de yuca
[67] (actualmente en su segunda version borrador) ha permitido identificar un amplio
repertorio de genes MIRNA de familias conservadas, llegando a una estimacion de 169
loci diferentes [65, 68]. Adicionalmente, para algunos de estos miRNAs se ha inferido un

papel en estrés abidtico, principalmente en resistencia a sequia [63, 68]

En este capitulo se presentan los resultados del analisis de librerias de RNAs pequefios
de yuca para encontrar miRNAs involucrados en defensa contra Xam. Se caracteriza el
repertorio de mMiRNAs de yuca (conservados y especie-epecificos). Se identifican
miRNAs diferencialmente expresados en respuesta a la bacteria, se predicen los targets
para estos miRNAs y en algunos casos se hace la validacién experimental de algunos
targets mediante RT-PCR. Los resultados aca presentados han sido publicados en

Pérez-Quintero et al. [69].
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1.2 Resultados

1.2.1 Secuenciacion de librerias de sRNAs en yuca

Se construyeron dos librerias de RNAs pequefios utilizando RNA extraido de hojas vy
tallos de yuca de la variedad resistente a Xam MBRAG685. Una libreria fue no inoculada
(NI) y la otra inoculada (1) con la cepa virulenta Xam CIO15. La libreria inoculada se
construy6 a partir de una mezcla de RNA extraido a varios tiempos post-inoculacion (0
hpi —horas post-inoculacion-, 6hpi, 24hpi, 2 dpi —dias post-inouclacion-, 5dpi, 7dpi y
15dpi). Se hizo de esta forma principalmente porque se desconoce a qué tiempos se
activan las defensas en este sistema y también esperando detectar solamente las
respuestas que fuesen robustas y consistentes en el tiempo. A partir de este tratamiento
se pueden encontrar miRNAs involucrados en defensa tipo PTI y ETI, sin poder
diferenciar entre las dos respuestas.

Tras remover adaptadores y secuencias de baja calidad se obtuvieron 15 y 11 millones
de lecturas para las librerias NI e | respectivamente (~1.5 y 1.2X cobertura) (Tabla 1-1).
Para ambas librerias se encontr6 la distribucion de tamafios esperada en lecturas no-
redundantes (lectura Unicas) (Figura 1-1a): picos en 21 y 24 nt, 24nt>21nt [70, 71]. Sin
embargo la distribucion de lecturas totales (Figura 1-1b) mostré diferencias entre las dos
librerias y se desvia de la distribucion esperada (picos de igual tamafio en 21 y 24nt) [70,
71], esto sugiere la presencia de abundantes lecturas correspondientes a productos de
degradacién, otros tipos de RNAs reguladores, e incluso fragmentos de adaptadores
persistentes aun luego del proceso de trimming. Efectivamente un alto porcentaje de
secuencias correspondian a varias familias de RNAs pequefios nucleares (SnoRNAS),
tRNAs y rRNAs (36% NI y 28% I). Sin embargo, la presencia de estas secuencias no
afectd la distribucion esperada para miRNAs (Figura 1- 1c y d, seccion 0) y, aunque los
porcentajes encontrados de miRNAs fueron relativamente bajos (Tabla 1-1), esto se ve

compensado por la profundidad de las librerias.

Las lecturas fueron también mapeadas contra el genoma de yuca pero se conservaron

las lecturas no mapeadas teniendo en cuenta que el genoma esta aun incompleto y que
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muchos miRNAs pueden aparecer expresados en las librerias pero sin tener un locus
identificado en el genoma. Se filtraron las lecturas correspondientes a otras familias de
RNAs y se obtuvieron respectivamente 5,655,383 y 5,187,027 de lecturas de las librerias
NI e I, las cuales se emplearon para todos los andlisis subsecuentes. Ambas librerias
fueron también mapeadas contra el genoma de Xam para verificar la presencia de acidos
nucléicos provenientes de la bacteria Gnicamente en la libreria inoculada. De acuerdo a
lo esperado, menos secuencias de la libreria NI (0.8%) comparado con la libreria | (5.2%)
mostraron similitud con secuencias de Xam. La mayoria de las lecturas de NI que
mapeaban contra el genoma de Xam también mapeaban contra el genoma de yuca
(91%) y corresponderian por tanto a regiones compartidas entre ambos genomas.
Mientras que en las lecturas de la libreria inoculada solo el 33% correspondia a estas
regiones compartidas, las lecturas restantes pueden representar RNA de distintos tipos
proveniente de Xam incluyendo RNA no-codificante.
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Figura 1-1: Distribucion de tamafios de lecturas de librerias de SRNAs de yuca.

Se muestran los porcentajes para cada tamafio entre a) lecturas no-redundantes (Unicas), b)
lecturas redundantes o repetitivas, y lecturas totales mapeadas contra ¢c) miRNAs conservados y
d) miRNAs nuevos especificos de yuca.
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Tabla 1-1: Estadisticas generales del procesamiento y mapeo de librerias de RNAs

pequefios de yuca.

Caracteristicas No inoculada Inoculada
(lecturas) (lecturas)
Total 31,434,907 15,968,516
Alta calidad, sin adaptador 15,084,481 11,871,330
Mapea contra el genoma de yuca 8,844,221 7,226,346
Mapea contra el genoma de yuca (nr) 1,183,868 653,480
No mapea rRNAs, snoRNAs, tRNAs* 5,655,383 5,187,027
No mapea rRNAs, snoRNAs, tRNAs (nr)y 2,906,014 1,664,361

Mapea genoma Xam

Mapea genoma Xam (nr)

Mapea regiones intergénicas de yuca
Mapea regiones intergénicas de yuca (nr)
Mapea miRNAs conocidos

Mapea miRNAs conocidos (nr)

Familias de miRNAs conocidos

181,808 (3.2%)
6,952 (0.2%)
522,080 (9.2%)
87,590 (3%)
42,356 (0.7%)
4,921 (0.1%)
53

374,034 (7.2%)
80,850 (4.8%)
599,178 (11.5%)
64,536 (3.8%)
122,273 (2.3%)
3,398 (0.2%)

48

nr = no redundante, *Los porcentajes y valores normalizados en este trabajo fueron calculados
con base en este valor. y Los porcentajes y valores normalizados en este trabajo para lecturas no

redundantes fueron calculados con base en este valor
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1.2.2 Identificacion de miRNAs y pre-miRNAs

Para identificar miRNAs conservados, lecturas de ambas librerias fueron mapeadas
contra un set de miRNAs conocidos de miRBase [66]. 56 familias conservadas se
encontraron expresadas en yuca, las lecturas que mapeaban contra estos miRNAs eran
en su mayoria de una longitud de 21 bases (la distribucién de lecturas Unicas fue similar
a la de lecturas totales). Los niveles de expresion de estas familias fueron confirmados
utilizando 3 programas para el mapeo (blastn, bwa y miRprof) [72-74], encontrandose
poca variacién. Se presentan los resultados obtenidos con miRprof que obtuvo los
mayores conteos. Adicionalmente, se mapearon miRNAs provenientes de la base de
datos PMRD [62], la cual incluye miRNAs sin confirmacion experimental, Gnicamente 7
familias exclusivas de PMRD se encontraban representadas en las lecturas de yuca,
estas familias fueron tenidas en cuenta para la identificacion de pre-miRNAs pero dado
gue no se encontré ningun precursor en el genoma, fueron excluidas de los analisis

posteriores.

Para la identificacion de pre-miRNAs las lecturas correspondientes a las 56 familias
conservadas fueron mapeadas contra el genoma y se analiz6 la region adyacente (485
regiones en total). Como resultado, 116 regiones cumplian con los criterios principales
para ser considerados pre-miRNASs reales (estructura de hairpin y alta estabilidad). Estos
pre-miRNAs representaban 24 familias (Anexo A). El que pre-miRNAs no pudieran ser
identificados para ciertas familias se puede explicar considerando que el genoma de yuca
esta incompleto o por la presencia de pre-miRNAs no-canénicos que no cumplen algunos

de los criterios aceptados para miRNAs.

Para identificar miRNAs nuevos, lecturas de tamafios entre 20 y 24 nt provenientes de
ambas librerias fueron mapeadas contra regiones intergénicas de yuca (Tabla 1-1) y se
analizé la region adyacente +£150nt (en total 64,876 regiones). Se utilizaron los
programas miRcheck[75], miPred [76] y miReap [77] para filtrar posibles pre-miRNAs.
Los candidatos que tuviesen soporte de al menos un programa y que ademas cumplieran
con los criterios mencionados anteriormente (estructura de hairpin y alta estabilidad)

fueron considerados pre-miRNAs candidatos. Se identificaron en total doce nuevos pre-
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mMiRNAs provenientes de 12 familias distintas, y se nombraron Cass_miRA a Cass_miRL.
(Anexo A).

Las lecturas que mapearon contra estos miRNAs nuevos fueron en su mayoria de
longitud de 21 nt, como se observé para miRNAs conservados (Figura 1-1) Una
basqueda utilizando blastn contra la base de datos de nucleétidos del Genbank revel6
ausencia de similitud (e-value <0.001, >80% cobertura alineamiento) con secuencias de
plantas diferentes a yuca para 20 de las 12 familias nuevas identificadas, mientras que
dos familias (Cass_miRK y Cass_miRL) presentaban similitud con secuencias no-
codificantes de Populus thricocarpa y Helianthus petiolari respecivamente.

Se predijeron targets para todos los miRNAs identificados contra los genes anotados en
yuca utilizando una version modificada del software miRanda [78, 79] y el programa
psRNAtarget [80] (Anexo B). Un alto porcentaje de targets identificados fueron factores
de transcripcion (24%), lo cual es comun para muchos miRNAs conocidos en plantas
[10]. Otros targets comunmente predichos fueron kinasas (7%), proteinas de union a
DNA (3%), y proteinas de resistencia (3%). Cuatro familias (miR167, miR397, miR894 y
Cass_miRJ) tenian entre sus posibles targets genes involucrados en biosintesis o

metabolismo de almidén.

1.2.3 Expresion diferencial de miRNAs

Los niveles de expresion de miRNAs fueron cuantificados como el nimero de lecturas
normalizadas (lecturas por millén) mapeadas contra cada miRNA maduro en las librerias.
10 familias de miRNAs conservadas tenian altos niveles de induccién (log2FC >2) en
respuesta a la infeccion con Xam (Figura 1-2) incluyendo las familias miR160 y miR167
gue son conocidas por tener como targets factores de respuesta a auxinas (ARFs), al
igual que las familias miR393 y miR390, también involucradas en regulacion de
respuesta a auxinas [21]. En el caso de miR390 esta regulacion se hace por medio de la
produccion de ta-siRNAs [81]. Los targets predichos para estas familias en el genoma de
yuca correspondian igualmente a los targets conocidos. Para algunas de las familias

inducidas fue posible confirmar la represion del target respectivo, incluyendo miR394,
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mMiR165 y miR171 las cuales tienen como blancos respectivos una proteina de la familia
F-box, un factor de transcripcibn ATHB y un factor de transcripcion Scarecrow-like
(Seccion 0, Figura 1-3).

Por otro lado, la expresion de siete familias se vio reducida en respuesta a la infeccion
por Xam (log2FC <-2) (Figura 1-2). Estas familias reprimidas incluian miR535, miR395 y
mMiR482 las cuales tienen entre sus targets predichos varias proteinas con dominios de
resistencia tipo NBS-LRR o LRR. Otras familias reprimidas fueron miR397, miR398 y
miR408 (log2FC <-1.4), estas familias estan involucradas en la regulacién de las vias de
cobre mediante el silenciamiento de lacasas, superoxido dismutasas de cobres y
plantacyaninas, respectivamente [82]. Fue posible confirmar la induccién de una proteina
con dominio de resistencia LRR predicha como target de la familia miR535 y de una

plantacyanina predicha como target de la familia miR408 (Seccion 0, Figura 1-3).

Los nuevos miRNAs identificados en yuca tenian en general niveles de expresiéon muy
bajos. Unicamente tres nuevos miRNAs (Cass_miRC, Cass_mirE and Cass_miR) tenian
valores de expresion mayores a 10 lecturas por millén en al menos una de las librerias.
Por tanto, aunque algunas de estas mostraron niveles diferenciales de expresién en
respuesta a la bacteria, no fueron consideradas dado el bajo nivel de expresion. Es
conocido, en otros sistemas que miRNAs especie-especificos tienden a tener valores de
expresion bajos comparados con miRNAs conservados [83]. Cass_miRE fue altamente
inducido en respuesta a la bacteria (log2FC = 3) y la represion de su target predicho, una
kinasa similar a FERONIA de A. thaliana, fue observada por RT-PCR (Seccion 0, Figura
1-3). Se sabe que este gen estd involucrado en interacciones con patégenos y en

desarrollo de polen [84, 85]
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Figura 1-2: Expresion diferencial de miRNAs en respuesta a inoculacion por Xam en
yuca.

Se calcul6 el logaritmo en base 2 de la razén entre el nUmero de lecturas normalizadas en la
libreria inoculada (1) vs la libreria no inoculada (NI). Solo se presentan los resultados de familias
con al menos 10 lecturas normalizadas en al menos una de las librerias. Los puntos negros
indican miRNAs nuevos especificos de yuca.
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1.2.4 Expresion diferencial de targets de miRNAs

Para validar la regulacién de los targets predichos para los miRNAs se evalud la
expresion de estos targets mediante RT-PCR semicuantitativo. Se espera que la
expresion de los targets de miRNAs inducidos disminuya en respuesta a la bacteria y lo
contrario para los targets de miRNAs reprimidos. La expresion de estos targets se
estudid en tejidos de hoja de la variedad resistente MBRAG685 (utilizada para la
construccién de las librerias) a 0, 5y 7 dpi y en la variedad susceptible MCOL1522 a 0, 4
y 8 dpi. Por disponibilidad de material la expresion de algunos targets no fue estudiada
en MBRAG685.

Se encontr6 que en su mayoria los targets respondian al comportamiento esperado
(Figura 1-3). Para los targets de miRNAs inducidos se observo una disminucion de la
expresion en al menos uno de los tiempos post inoculacién, y en algunos casos la
expresion parece regresar a niveles normales en el Ultimo tiempo observado. De igual
manera, para los targets de miRNAs reprimidos se pudo ver aumento en los niveles de
expresion en al menos uno de los tiempos de inoculacion. Notablemente, las diferencias
en expresion de targets en algunos casos fueron mas marcados en la variedad
susceptible que en la variedad resistente (p.ej. miR394 y miR167a). Es posible que en la
variedad resistente cambios drasticos de expresion se den en tiempos mas tempranos no
analizados en estos ensayos . Es dificil descifrar la relevancia biol6gica de este tipo de
comportamientos en parte porque las librerias fueron construidas a partir de RNA de
varios tiempos. Por tanto, una cuantificacion especifica de miRNA en ciertos tiempos es

aun necesaria para tener una correlacion precisa con la expresion de targets.

La expresion de targets se analiz6 también a partir de datos de un experimento de RNA-
seq orientado a determinar el efecto del efector TALEly,, en yuca [51]. En este
experimento se inocularon tallos de yuca de la variedad susceptible MCOL1522 con la
cepa de Xam no patdégena Orst4 la cual no posee el efector TALElx.m Y cOn la cepa
Orst4 complementada con el efector TALE1y,,,. Se secuencid el transcriptoma de estas
plantas a 0 5 y 7 dias post inoculacién con dos réplicas técnicas y se calcularon los

valores de expresion normalizados (RPKM = reads per kilobase per million) para cada
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tratamiento [Mufioz-Bodnar et al., in prep]. Se analizd la expresién de los targets de
mMiRNAs evaluados por RT-PCR en los datos de RNA-seq, encontrandose que se
mantiene la tendencia general de represion de targets de miRNAs inducidos, con algunas
excepciones (miR167b, miR171), los cambios sin embargo no fueron dramaticos (Figura
1-3). Para algunos targets no se encontraron lecturas suficientes en los datos de RNA-
seq para determinar su expresion (miR394 y miR535). Para el Unico target de miRNA
reprimido evaluado (miR408) no se observé claramente induccion de la expresion. No se
observaron tampoco diferencias notorias entre los tratamientos con y sin el efector
TALE1Xam.

Sin embargo los datos de RNA-seq pudieron ser utilizados para analizar el
comportamiento de un mayor nimero de targets de miRNAs para observar mejor una
tendencia (Figura 1-4). Se calcul6 el cambio en expresién (Log2FC) de los targets
reprimidos e inducidos a cada tiempo post inoculacion respecto al tiempo 0 para cada
tratamiento. Se utilizaron Unicamente los targets predichos con ambos algoritmos de
prediccion utilizando miRanda [78, 79] y psRNAtarget [80]. Aunque se observo gran
variacion en los niveles de expresion se encontré que los targets de miRNAs reprimidos
en respuesta a bacteria eran significativamente mas inducidos que los targets de miRNAs
inducidos (Wilcoxon p-value <0.1). Curiosamente, a los 7 dias post-inoculacion los
rangos de Log2FC fueron mas estrechos en las plantas inoculadas con Orst4+ TALE1yam
gue en plantas inoculadas con Orst4, esto sucedié tanto para targets de miRNAs
inducidos y reprimidos (Figura 1-4). Esto sugiere que la presencia del efector restringe la
expresion de los targets de miRNAs al menos a los 7dpi, esto puede estar relacionado
con una actividad de supresor de silenciamiento del efector [31], la cual podria estar dada
por la induccién de genes supresores de miRNAs gracias a la actividad de factor de
transcripcién de este efector. El hecho de que el o los probables genes inducidos por
TALE1lx.m sean igualmente factores de transcripcion dificulta dilucidar la via por la cual se

puede dar esta actividad de supresion [51]
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Figura 1-3: Expresion de targets de miRNAs a dferentes tiempos post-inoculacion con
Xam en experimentos de RT-PCR semicuantitivo (izquierda) y RNA-seq (derecha).

Se muestra el tipo de interaccién evaluada (resistencia de la variedad / agresividad de la cepa).
Los numeros entre paréntesis corresponden a los identificadores de los genes estudiados. En
experimentos con MBRAG85 se eliminaron tiempos tempranos ya que los niveles del gen control
(tubulina) no eran iguales a los otros tratamientos. Los datos en los experimentos de RNA-seq

corresponden a valores promedio de RPKM entre 2 réplicas técnicas, las barras de error muestran
la desviacion estandar.
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Figura 1-4: Boxplot mostrando los niveles de expresion de targets de miRNAs en datos

de RNA-seq.

Se muestra el cambio en la expresién entre plantas inoculadas a 5 y 7 dias respecto a plantas no

inoculadas, con la cepa de Xam no patégena Orst4 y con la misma cepa complementada con el

efector TALE1Xam. Asteriscos indican significancia de pruebas Wilcoxon a dos colas entre

mMiRNAs reprimidos y miRNAs inducidos para cada tratamiento (* = pvalue<0.1, ** = p-value<0.05)
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1.3 Discusioén

En este trabajo se identificaron familias de miRNAs nuevas y conservadas en el genoma
de yuca y se analiz6 su expresion en librerias de sRNAs. Cabe notar que el nimero de
loci de pre-miRNAs conservados identificados en este trabajo (114) es inferior a aquellos
reportados por otros trabajos de hasta 163 loci [65, 68]. Estas diferencias se deben
principalmente a que en este trabajo se buscaron Unicamente los pre-miRNAs para los
gue existiese evidencia de expresion en librerias de SRNAs y ademas los criterios para

identificacién de estos loci fueron mucho mas estrictos.

En el modelo general del papel de miRNAs en la interaccién con bacterias (Figura 0-1),
se propone gque mMiRNAs cuyos targets son reguladores negativos de defensa son
inducidos en respuesta a bacterias y que de igual manera se reprimen miRNAs cuyos
targets son reguladores positivos de defensa [86, 87]. En este trabajo la expresion
diferencial de miRNAs de yuca encontrada en respuesta a Xam concuerda en gran parte
con este modelo. Por un lado, se encontré inducciéon de miRNAs involucrados en
regulacién de sefalizacién de auxinas: miR160, miR167, miR390 y miR393, al igual que
se ha encontrado en Arabidopsis [19, 21]. Recientemente ademas estos resultados
fueron ampliados al estudiar la regulaciéon de TAS3 en yuca, un locus de ta-siRNAs que
es procesado por la familia miR390, encontrandose que en respuesta a la bacteria existe
también aumento en la produccion de estos ta-siRNAs cuyos targets son principalmente

factores de respuesta a auxinas [Quintero et al., sometido].

La conservacién de los patrones de expresion en yuca y uca y Arabidopsis apunta a un
mecanismo de defensa conservado, probablemente relacionado con PTI, dado que
algunas de estas familias se han visto inducidas en respuesta al PAMP flg22 [22]. La
interrupcién de sefializaciébn de auxinas parece ser una estrategia importante para
impedir el crecimiento bacteriano en plantas. Trabajos recientes han mostrado que la
interrupcién de estas vias por mecanismos enzimaticos es importante para conferir
resistencia de amplio espectro, y que algunos patdégenos secretan auxinas durante la
infeccion para hacer a la planta vulnerable mediante el debilitamiento de la pared celular
[20, 838].
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De igual manera la represion de miRNAs mostrada en este trabajo concuerda con el
modelo general, pues por un lado tres familias reprimidas (miR535, miR395 y miR482)
tenian entre sus targets predichos principalmente genes codificantes para proteinas con
dominios presentes en las proteinas R. Recientemente se ha encontrado que la
regulacién de genes R por miRNAs y otros sRNAs es un mecanismo prevalente en
plantas y parece tener un papel predominante en respuestas de defensa [23, 24, 29, 89].
En solanaceas por ejemplo, se propone que la regulacién de genes tipo NBS-LRR por la
familia miR482 disminuye el costo fisiolégico que implica para la planta la regulacion de
este tipo de genes, este costo esta asociado con la necesidad de impedir la activacion de
estas proteinas en ausencia del patdgeno. Se propone que estos genes se mantienen a
un bajo nivel de expresion controlados por miRNAs y que son todos activados luego de la
deteccién de PAMPs y efectores [23], prescindiendo asi de los mecanismos usuales de
regulacion de este tipo de proteinas que normalmente implican cambios
conformacionales (en algunos casos dimerizacion) e hidrélisis de ATP en presencia del
efector del patégeno [90].

Otras familias reprimidas fueron miR397, miR398 y miR408, que se sabe estan
involucradas en regulacion de cobre y se han encontrado diferencialmente expresadas
en varios tipos de estrés bidtico y abidtico [82, 91, 92]. El cobre es ampliamente utilizado
como pesticida en agricultura por su efecto antibacterial [93], y en el caso de la
interaccion de arroz con Xanthomonas oryzae se ha mostrado que un efector tipo TAL
modifica la distribucién de cobre en la planta para hacerla susceptible [94]. Sin embargo
articulos mas recientes sefialan que el proceso involucrado en este mecanismo es en

realidad la distribucién de azucares en el sistema vascular [95, 96].

Los patrones de regulaciébn acd encontrados parecen darse de igual manera en
variedades susceptibles y resistentes, aunque, la caracterizacion de estas variedades no
es aun precisa, dada la naturaleza cuantitativa de la resistencia en yuca. Es posible que
las diferencias entre resistencia y susceptibilidad, si estan dadas por miRNAs, estén

relacionadas con la activacién temprana o tardia de estas vias de regulacion.
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Se encontré ademas curiosamente que en presencia al efector TALEly,, parece haber
supresion del silenciamiento, evidenciado en menores niveles de induccién o represion
de targets de miRNAs. Esto es similar a lo que se ha encontrado para algunos efectores
de Pto [31]. De confirmarse estos resultados, seria la primera vez que se encuentra este
tipo de actividad para un efector tipo TAL, aunque existen ya indicios de que la disrupcién
de la via de miRNAs por TALs es relevante para immunidad, particularmente por la
ubiquidad de efectores TALs en cepas de Xanthomonas oryzae que se predice inducen
la expresion de HEN1 [97], aunque el efecto que esto pueda tener en la via de miRNAs

es aun desconocido (Seccion 4.2.2).

Este trabajo muestra la caracterizacion de miRNAs en respuesta a infeccion por Xam y
reafirma la importancia de estas moléculas en la interaccion planta-patdgeno. Estos
datos son promisorios pero aun preliminares y se necesita mas validacion experimental
para entender completamente el impacto de la via de miRNAs en esta interaccion,
particularmente dada la heterogeneidad de los experimentos y datos aca. utilizados

Resultados adicionales de los andlisis de estas librerias (p.ej. expresion de hebra

pasajera miRNA* y transitividad de targets) son detallados en Pérez-Quintero et al. [69].

1.4 Materiales y métodos

1.4.1 Materiales vegetales e inoculaciéon

Plantas de yuca fueron plantadas a partir de corte de estacas y mantenidas en
invernadero a temperatura de 26°-30°C, con un fotoperiodo de 12 horas de luz y
humedad relativa de 80%. La variedad de yuca MBRAG85 (resistente a Xam-ClO151) fue
utilizada para la construccién de librerias de RNAs pequefios y las variedades MBRA685
y MCOL1522 (susceptible a Xam-ClO151) fueron utilizadas para los experimentos de RT-
PCR. Por disponibilidad de material la expresion de algunos genes soélo pudo ser

estudiada en la variedad susceptible.
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Plantas de seis semanas fueron inoculadas con cultivos de 36 horas de la cepa Xam
ClO151 en hojas v tallos (s6lo hojas fueron utilizadas para RT-PCR). Las hojas fueron
inoculadas mediante perforacion de seis agujeros en el mesdfilo y colocando una gota de
5uL de cultivo Xam-MgCl, a una concentracién OD600nm = 0.002 (1 x10%cfu/ml). Dos
foliolos por hoja y tres hojas por planta fueron inoculadas. Los tallos fueron inoculados
por puncion. Al menos tres plantas fueron inoculadas por tiempo de coleccién para cada

experimento.

1.4.2 Construccion y secuenciamiento de librerias de sRNAs

Para la libreria inoculada, hojas y tallos fueron colectados de plantas inoculadas (0, 6 y
24hpi, y 2,5,7 y 15dpi). Se hicieron extracciones de RNA utilizando un método basado en
LiCl - fenol &cido:cloroformo. La extracciones de distintos tiempos (al menos 6 plantas
por tiempo) fueron mezcladas en igual cantidad tras medicién de la concentracién con
nanémetro. Para la libreria no-inoculada, una sola extraccion a partir de plantas no
tratadas fue utilizado. Las librerias fueron construidas en el BC Cancer Agency's Michael

Smith Genome Sciences Centre (http://www.bcgsc.ca/) y secuenciadas utilizando el

lllumina Genome Analyzer IIx (http://www.illumina.com/). Para esto se ligaron

adaptadores a la muestra de RNA, se sintetizé cDNA y se secuencié la fraccién de 10 a

50nt separadas en un gel de policarilamida denaturante.

1.4.3 Analisis de datos de secuenciacion

Se aplicaron varios filtros de calidad a los datos brutos. Se eliminaron secuencias con un
valor de castidad menor a 0.6 en las primeras 25 bases (parametro estandar del
secuenciador) y secuencias con mas del 50% de la longitud con bases con un puntaje
Phred menor a 30. Se elimind la secuencia de los adaptadores a traves del desarrollo de
un programa en C++; este programa eliminaba cualquier secuencia con fragmentos
mayores a 10nt de la secuencia original que tuvieran matchs perfectos con la secuencia
de adaptadores utilizados en las librerias. S6lo se removian secuencias menores a 10nt

si se encontraban a mas de 15nt en la secuencia original. El programa utilizaba la
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herramienta wordfinder de la suite EMBOSS [98] para encontrar fragmentos de
adaptador (parametros: minimun match score =70, alignment width = 6, gap opening 0.0
+ gap extension 10 or gap opening 500 + gap extension 10). Secuencias menores a 15nt
asi como secuencias de baja complejidad (méas de 15 nucledtidos idénticos consecutivos)

fueron removidas utilizando comandos unix.

Las lecturas fueron mapeadas contra snoRNAs, tRNAs y rRNAs conocidos obtenidos de
la base de datos Rfam [99] y luego removidas. EI mapeo fue hecho utilizando blastn
(parametros: e-value<0.0001, ungapped, word size = 4, -max_target seqs 1 -
best_hit_score_edge 0.05 -best_hit_overhang 0.25). A menos que se indique, estos
fueron los parametros utilizados para todos los analisis de mapeo.

Las lecturas también fueron mapeadas contra el genoma de yuca v.4. [67] (parametro: e-
value<le-5, 100% identidad) y contra el genoma de la cepa Xam ClO151 [50][Arrieta et

al. in prep] (parametros; e-value<le-5, 100% identidad).

1.4.4 ldentificacion de miRNAs y premiRNAs

Para identificar miRNAs conservados filogenéticamente, lecturas de ambas librerias de
sRNAs fueron mapeadas contra el set de miRNAs maduros del grupo Viridiplantae
obtenido de miRBase version 16 [66] y el set completo de miRNAs de la abse de datos
PMRD [62]. Lecturas con menos de dos mismatchs con un miRNA conocido fueron
considerados miRNAs conservados [16]. El perfil de expresion de miRNAs conservados
fue obtenido con la herramienta miRProf del kit UEA sRNA [72], y fueron confirmados
utilizando mapeo con blastn [74] y bwa [73]. Para la identificacion de miRNAs nuevos, las

lecturas de ambas librerias fueron mapeadas contra el genoma de yuca.

Para los andlisis de pre-miRNAs se utilizé la regiéon adyacente (-150, +150 nt) a las
posiciones mapeadas de una lectura de interés. Se eliminaron las regiones que tuvieran

sobrelape de mas del 25% de la longitud con regiones codificantes.
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Se tomaron dos criterios principales para considerar una regién como un pre-miRNA real:
caracteristicas estructurales identificadas a partir de la prediccion de estructuras
secundarias y una prueba estadistica de la estabilidad de la estructura. Las estructuras
secundarias fueron obtenidas con RNAFold del paquete Vienna RNA [100]. Estas
estructuras fueron analizadas con un script en perl, se consideraron pre-miRNAS reales si
tenian menos de 6 mismatchs entre el miRNA maduro predicho y la hebra pasajera
mMiRNA*, igualmente debian tener maximo 3 desacoplamientos (bultos) asimétricos en la
estructura [16, 101]. Por otro lado se calculé la significancia de la minima energia de
doblamiento (MFE) utilizando una prueba estadistica: se generaron 1000 secuencias
aleatorias para cada precursor manteniendo la misma composicion de bases y la
frecuencia de dinucleotidos utilizando ushuffle [102]. Se calcul6 la MFE para las
estructuras de las secuencias aleatorias y se calculd el p-value como el porcentaje de
estructuras aleatorias con una MFE igual o menor al precursor original [103]. Los pre-
miRNAs reales debian tener un p-value menor a 0.05.

Los candidatos para pre-miRNAs nuevos fueron analizados y filtrados utilizando
miRcheck [75] (parametros por defecto) MIREAP [77] (parametros B= 55, a = 19, b = 24,
u = 1,000, e = -10kcal/mol, d= 200, p = 7, v = 10, s = 100, f = 10) y miPred [76]

(parametros por defecto).

Para la busqueda de targets se utiliz6 una versiébn modificada del programa miRanda
version v. 2.0 [104] optimizada para criterios de pares miRNA:target en plantas [78]. Se
buscaron también targets utilizando psRNAtarget v [80]. La predicciones se hicieron
sobre las regiones codificantes anotadas en el genoma de yuca obtenidas de

http:://www.phytozome.net/cassava.

1.4.5 Expresion de targets de miRNAs en experimentos de RT-
PCR semicuantitativo y RNA-seq

Para los experimentos de RT-PCR semicuantitativo se extrajo RNA de hojas de las
variedades MBRA685 y MCOL1522 de plantas no-inoculadas e inoculadas (4 0 5dpiy 7

u 8 dpi). Se aplicé tratamiento con DNAsa | a las muestras (Fermentas), posteriormente
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se sintetizé6 cDNA utilizando First Strand cDNA Synthesis con oligo dTs (Fermentas). Se
normalizé la cantidad de cDNA luego del PCR utilizando como referencia el gen de
tubulina (F= 5-GATCCTACTGGGAAGTACATTGG-3/, R= 5'-
GATCATTCTCCACCAACTGA-3). Se disenaron primers especificos para targets
predichos de miRNAs que cubrieran la regién conteniendo el sitio de clivaje predicho
para el miRNA. Los PCRs se realizaron con 32 ciclos = 94°C por 30s, 54-60°C por 30s y
72°C for 30s.

Los datos de RNA-seq fueron obtenidos de un experimento en que se obtuvo el RNA de
plantas inoculadas con la cepa de Xam no patégena Orst4, y con la cepa Orst4
complementada con el efector TALElx.n. Se secuenciaron muestras obtenidas a
tiempos de inoculacién Odpi, 4dpi y 8dpi para cada tratamiento, y se realizaron 2 réplicas
técnicas para cada tratamiento. Las librerias fueron mapeadas sobre el set de genes
anotados de yuca utilizando segmap [105] y se obtuvieron valores de expresion
normalizados (RPKM) utilizando Rseq [106]. Para los analisis presentados se utiliz6 el
promedio de las dos réplicas técnicas para cada tratamiento tras comprobar que no
existia alta variacion entre ambas réplicas. Se identificaron genes con expresion
diferencial significativa en respuesta al efector utilizando un procedimiento similar al
descrito en la seccién 2.4.4. Los detalles de este trabajo seran presentados en (Mufioz-
Bodnar et al. 2012).



2.miRNAs en la interaccion Oryza
sativa -Xanthomonas oryzae pv.
oryzae

2.1 Introduccidn:; el sistema arroz-Xoo.

El arroz (O. sativa, Poaceae) es sin duda un cultivo de gran importancia a nivel mundial,
ocupa el primer lugar en consumo Yy tercer lugar en produccion total a nivel mundial con
690 millones de toneladas anuales, superado Unicamente por maiz y cafia de azlcar
(http://faostat3.fao.org, datos 2010). Mas del 80% de la produccion esta destinada al

consumo directo por humanos, alcanzando a representar hasta el 65% del consumo
calérico en algunos paises [107]. En Colombia, este cultivo ocupa el tercer lugar en

produccion con un total de 2.4 millones de toneladas anuales (http://faostat3.fao.org,

datos 2010). Es por otro lado una especie importante en investigacion agricola. Los
genomas de las dos subespecies principales de arroz: indica y japonica, fueron
secuenciados en el 2002, convirtiendolo en la segunda especie de plantas con genoma
completamente secuenciado y en el primer modelo genético de cereales y en general de
monocotiledoneas [108, 109].

De igual forma el arroz ha sido también una planta modelo en el estudio de interacciones

planta-bacteria, particularmente en su interaccion con la especie Xanthomonas oryzae, la
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cual tiene ademas gran impacto econémico [1]. Existen principalmente dos patovares de
esta especie que atacan arroz: Xanthomonas oryzae pv. oryzae (Xo0) y Xanthomonas
oryzae pv. oryzicola (Xoc), las cuales a pesar de estar estrechamente relacionadas,

invaden la planta de distintas formas causando diferentes enfermedades [1].

Xoo es el agente causal de la bacteriosis vascular de arroz (Rice Bacterial Blight), en
esta enfermedad la bacteria invade principalmente el sistema vascular tras entrar a la
planta mediante heridas, tricomas, e hidatodos en las puntas o margenes foliares. La
enfermedad se caracteriza inicialmente por la presencia de manchas acuosas que luego
se expanden a lo largo de los vasos vasculares tornandose cloréticas y eventualmente
necréticas, tipicamente estas lesiones se extienden de la punta de la hoja hacia abajo [5,
110, 111]. Al cabo de varios dias de infeccion la bacteria exuda a través de los hidatodos
convirtiéndose en fuente de infeccion secundaria [111]. Por el contrario, Xoc es el agente
causal de la raya foliar bacteriana del arroz (Rice Bacterial Leaf Streak), enfermedad en
la cual la bacteria entra también por heridas pero invade Unicamente el apoplasto del
tejido del mesdfilo [1, 110]. Los sintomas inician en cualquier parte de la hoja,
tipicamente como manchas amarillas y se expanden longitudinalmente delimitadas por

los vasos principales [1, 110].

La bacteriosis vascular se encuentra en regiones tropicales y templadas y ha sido
detectada en cultivos en Australia, América Latina, Asia, Africa y los Estados Unidos [1,
96, 112]. Las pérdidas reportadas para esta enfermedad oscilan entre el 10% al 50% de
la produccién [2]. Mientras que la raya foliar bacteriana es una enfermedad esporadica,
restringida principalmente a Asia sub-tropical, con pérdidas reportadas de hasta el 20%
[1, 2]. Este trabajo tratara principalmente la interaccién entre arroz y Xoo siendo ésta la
bacteria de mayor importancia econdémica. Algunos aspectos de la interaccién con Xoc

son tratados brevemente en la seccién 4.2.2.

Existe gran diversidad genética en poblaciones de Xoo, con més de 30 razas distintas
identificadas en diferentes partes del mundo. Actualmente se cuenta con la secuencia
completa del genoma de tres cepas: MAFF311018, KACC10331 y PXO99A, provenientes
de Japon, Korea y Filipinas, respectivamente [113-115]. Entre estas, la cepa PXO99A es

altamente virulenta sobre multiples variedades de arroz [114]. Se han caracterizado hasta



Capitulo 2. miRNAs en la interaccion O. sativa-Xanthomonas oryzae pv 31
oryzae

la fecha distintos factores implicados en la virulencia de estas cepas, particularmente se
ha encontrado que estas bacterias necesitan efectores tipo TAL para una colonizacion
exitosa y todas las cepas secuenciadas tienen efectivamente amplios repertorios de

estos efectores (mas de 15 en cada cepa) [114, 116, 117].

En este sistema precisamente, se ha caracterizado uno de los mejores ejemplos de como
la bacteria utiliza estos efectores para modificar procesos fisiol6gicos en la planta y
desarrollar la infeccion. Tres de los efectores TALs para los que se ha identificado un
papel determinante en virulencia se unen a las regiones promotoras de genes de la
familia de Nodulinas Mtn3 (también conocidos como SWEET) induciendo su expresion
[118, 119]. Entre estos, el efector PthXol, el principal determinante de virulencia de la
cepa PXO099A, induce la expresion del gen Os8N3 (Xal3/ OsSWEET11/
LOC_0s08g42350) [94, 119, 120]. Esta familia de proteinas estd involucrada en el
transporte de azlcares hacia los vasos vasculares y se cree que la induccién de esta
familia es estimulada por la bacteria para satisfacer sus requerimientos nutricionales [95,
96]. Estas proteinas pueden ademas funcionar eliminando cobre de los vasos vasculares,
lo que representaria también una ventaja para la bacteria dado el papel bactericida del
cobre [94].

Recientemente se inicié la caracterizacion de cepas de Xoo provenientes de Africa,
donde la enfermedad se registré por primera vez en 1979 y se ha expandido en relacién
directa con la expansion e intensificacion de cultivos de arroz en este continente [121].
Andlisis genéticos mostraron que las cepas africanas forman un clado distinto de las
cepas asiaticas y parecen estar mas relacionadas con cepas de Xoc. Sin embargo los
sintomas causados por las cepas de Xoo africanas son idénticos a los de la bacteriosis
vascular causada por cepas asiaticas [122]. Notablemente, las cepas africanas tienen
nameros reducidos de efectores TAL en el genoma, usualmente menos de 5, sin
embargo parecen igualmente ser determinantes para la virulencia [122]. En una de las
cepas Xoo africanas estudiadas XooBAI3, se logro identificar un efector TAL
determinante para la virulencia, llamado TALC [123]. Curiosamente este efector también
induce la expresion de un gen de la familia Mtn3, el gen Os11N3 (OsSWEET14,
LOC_0s11g31190), confirmando nuevamente que la induccion de genes de esta familia

es importante para la colonizacion del sistema vascular [123].
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Hasta la fecha se han identificado mas de 20 genes de resistencia a distintas cepas de
Xoo y el uso de variedades resistentes sigue siendo una de las mejores estrategias para
combatir la enfermedad [1], aunque en muchos casos la bacteria puede eventualmente
escapar de la accién de estos genes [124]. Los genes de resistencia identificados en
arroz son de distintos tipos incluyendo genes que codfifcan proteinas de tipo NBS-LRR y
RLK (Receptor-like kinase). Existe tambien la presencia de genes de resistencia
recesivos [116], varios de los genes de resistencia recesivos identificados en arroz
corresponden de hecho a variantes de genes que han evitado la induccién por efectores
TAL mediante mutacion en sus regiones promotoras [34, 119, 125]. Precisamente este
mecanismo fue recientemente aprovechado para generar plantas de arroz resistentes a
algunas cepas de Xoo mediante la edicién artificial de la regiébn promotora de uno de los
genes de la familia MtN3 (Os11N3) normalmente inducido por efectores TAL [126]. De
manera similar, se ha utilizado tecnologia de miRNAs artificiales para lograr resistencia
mediante el silenciamiento tejido-especifico del alelo dominante (susceptible) Xal3,
normalmente inducido por PthXol [127].

A pesar de la importancia de la enfermedad y de que se conocen muchos de los
mecanismos moleculares involucrados en la resistencia y la susceptibilidad de la planta,
aln no se ha estudiado el papel que los miRNAs pueden jugar en esta interaccion. Se
han realizado sin embargo muchos estudios de miRNAs en arroz, y se han identificado
en total 591 loci de miRNAs agrupados en 333 familias [66]. Algunos se han identificado
mediante andlisis masivos de librerias de sRNAs con la correspondiente validacion
experimental [70, 128-132]. Es probable que la identificacion de los loci de miRNAs ya
haya llegado a su punto de saturacién. Se ha identificado expresion tejido-especifica de
miRNAs [70, 133], asi como miRNAs diferencialmente expresados en distintos tipos de
estrés incluyendo respuestas a frio [134], metales pesados [135], ausencia de fosforo
[70], ausencia de azufre [70], sequia [136], salinidad [137], virus [132, 138], hongos [128],
entre otros. Notablemente, a partir de trabajos en arroz se descubri6 que miRNAs de
plantas podian tener actividad en células de mamiferos al ser ingeridas en la dieta [139],
lo que sin duda representa un hito en la investigacion de miRNAs y probablemente tendra

grandes repercusiones en investigacion biomédica.
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En este capitulo se presentan los resultados del analisis de librerias de RNAs pequefios
de arroz obtenidas a partir de plantas infectadas con la cepa Xoo BAI3 y Xoo BAI3AHRP
(mutante para el T3SS), y se comparan con datos disponibles de un experimento similar
con las cepas PXO99A y PXO99AAHRC (también mutante para el T3SS). A partir de
estos analisis se identifican miRNAs posiblemente involucrados en PTlI y ETS y se
analizan los perfiles de expresion de los posibles targets en datos de RNA-seq y

microarreglos.

2.2 Resultados

2.2.1 Secuenciacion de librerias de sRNAs en
arroz

Para este trabajo se construyeron librerias de RNAs pequefios a partir de RNA extraido
de plantas de arroz (O. sativa subsp. japonica cv. Nipponbare) sometidas a tres
tratamientos: plantas control inoculadas con agua, plantas inoculadas con la cepa
africana Xoo BAI3 y plantas inoculadas con la bacteria mutante Xoo BAI3AhrcC [123]. En
esta ultima cepa se presenta una mutacion en el gen hrcC , el cual codifica para una
proteina constitutiva y fundamental para el ensamblaje y funcionamiento del T3SS, por
tanto la bacteria no puede inyectar efectores en la planta [140]. EI RNA fue extraido a las
24 hpi ya que en este tiempo se presentan eventos relevantes para la infeccién en este
sistema, tales como la induccion del gen Os11N3 por el efector TALC en la cepa silvestre
[123]. Para cada tratamiento se disponen de librerias construidas a partir de dos réplicas
biolégicas (distintos grupos de plantas inoculadas). En este trabajo estas librerias seran
designadas B-Control (plantas tratadas con MgClI2), B3 (plantas inoculadas con la cepa
africana BAI3) y B3AHRC (plantas inoculadas con la cepa africana BAI3 mutada en el
T3SS), acompafiada del nimero de cada réplica (1 y 2). Previo a la secuenciacion se
confirmd mediante Q-PCR la induccion del gen Os11N3 en las muestras de plantas
inoculadas con Xo0BAI3 mientras que en las plantas inoculadas con Xoo BAI3AhrcC o en
las plantas control no se observo expresion de este gen (Figura 2-1). A partir de estos

tratamientos se podran observar diferencias en mMiRNAs involucrados en PTI
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(diferencialmente expresados en B3AHRC) y dependientes de efectores o involucrados

en ETS (diferencialmente expresados en B3).

Adicionalmente, existe disponible un set librerias de RNAs pequefios de un experimento
similar presente en el repositorio de secuencias de sRNAs de arroz MPSS [141]. Estas
librerias fueron construidas a partir de tejidos de arroz (Oryza sativa subsp. japonica
cv.Nipponbare) inoculadas con la cepa asiatica Xoo PXO99A, la cepa Xoo
PX0O99AAhrcC, mutante para el T3SS, y plantas inoculadas con MgCl, 10mM como
control. En estos datos no existen réplicas. Estas librerias son designadas en este trabajo
como P-control, PXO y PXOAHRC. Este experimento permitira de igual forma identificar
mMiRNAs involucrados en PTly ETS.

Para el experimento empleando la cepa BAI3 se obtuvieron librerias sin adaptadores y
con alta calidad, por lo que no se aplicé ningun filtro adicional, con la excepcion de la
eliminacion de lecturas menores a 15 nt. De igual manera en el experimento empleando
la cepa PXO99A, las librerias se encuentran disponibles sin adaptadores y no se
encuentran valores de calidad asociados. La distribucion de tamafos de las lecturas
totales fue similar entre las librerias (Figura 2-2) y corresponde a las distribuciones
observadas en otros experimentos en arroz: gran abundancia de lecturas de 21y 24 nty

gran diversidad de lecturas de 24nt [70].

Se excluyeron lecturas que no mapearan contra el genoma de arroz, asi como lecturas
gue mapearan contra tRNAs, rRNAs y snoRNAs, obteniendo en promedio 10 millones de
lecturas por libreria en el experimento BAI3 y 3.5 millones por libreria en el experimento
PX0O99A (Tabla 2-1). Adicionalmente las lecturas totales de cada libreria fueron
mapeadas contra el genoma de Xoo PXO99A (el genoma de Xoo BAI3 no esta
disponible), se verificd una mayor cantidad de lecturas provenientes de la bacteria en las
librerias de plantas inoculadas (tanto silvestre como mutante) comparada con las librerias
control (Tabla 2-1). Para el experimento BAI3, en las librerias inoculadas se presentaron
diferencias en el porcentaje de lecturas de la bacteria entre réplicas biologicas, esto

puede indicar variacion en la poblacién de bacterias entre las réplicas (Tabla 2-1).
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Figura 2-1: Expresion del gen Os11N3 evaluada por Q-PCR en muestras de RNA

utilizadas para secuenciacion.

Se muestra la expresion relativa (Ct) del gen Os11N3 comparada con un gen constitutivo (actina)
en muestras de RNA obtenido de 3 réplicas biolégicas en 3 tratamientos. Se muestra la
desviacion estandar de 2 réplicas técnicas.
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Figura 2-2: Distribucion de tamafios de lecturas de librerias de SRNAs en arroz.

Se muestran los porcentajes para cada tamafio en los experimentos con Xoo BAI3 (izg.) y Xoo
PX099 (der.) entre a) lecturas totales, b) lecturas no-redundantes o repetitivas c) lecturas totales
mapeadas contra miRNAs de arroz y d) lecturas no-redundantes mapeadas contra miRNAs de
arroz. Se muestra también e) la distribucién de tamafios de los miRNAs descritos en arroz y en
todas las plantas, depositados en miRBase.
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Tabla 2-1: Estadisticas generales del procesamiento y mapeo de librerias de RNAs
pequefios de arroz.

nr = no redundante, *Los porcentajes y valores normalizados en este trabajo fueron calculados
con base en este grupo de lecturas. y Los porcentajes y valores normalizados en este trabajo
para lecturas no redundantes fueron calculados con base en este grupo de lecturas. Los

Xoo BAI3
B-Control B3 B3AHRC 1
1 2 1 2 1 2
Lecturas totales 1.4E+07 | 1.6E+07 | 1.6E+07 | 1.6E+07 | 1.5E+07 | 1.5E+07 | 4.7E+06 | 7.4E+06 4.6E+06
Mapea genoma arroz 1.2E+07 | 1.3E+07 | 1.1E+07 | 1.2E+07 | 1.1E+07 | 1.2E+07 | 3.9E+06 | 4.0E+06 3.5E+06
Mapea genoma arror (nr) 1.6E+06 | 2.0E+06 | 1.6E+06 | 1.9E+06 | 1.5E+06 | 1.8E+06 | 1.0E+06 | 7.4E+05 3.5E+05
No tRNA, rRNA (%)* 84.2 88.4 85.6 87.5 83.5 85.9 92.2 95.8 95.1
No tRNA, rRNA, (% nr) v 96.4 97.2 97.1 97.4 96.6 97.0 97.7 98.2 97.4
Genoma XooPX099 (%) 0.044 0.041 8.478 3.050 6.085 1.910 0.011 2.844 3.612
Genoma XooPX099 (%nr) 0.136 0.122 6.691 4.011 4.277 2.281 0.032 4.644 4.472
MiRNA (%) 174 17.9 25.8 18.0 20.6 15.9 27.3 21.9 32.3
miRNA (%nr) 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.2 0.3
Familias miRNA 191 192 189 189 181 187 167 171 143

porcentajes de lecturas mapeadas contra el genoma de Xoo PX099 son calculados sobre lecturas
totales.
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2.2.2 Expresién diferencial de miRNAs

Dada la abundancia de miRNAs ya identificados en arroz y la cantidad de estudios que
se han realizado en esta planta [70, 128-132], se decidi6 para esta parte del trabajo
analizar Unicamente la expresion de miRNAs ya identificados y no focalizarse en la
busqueda de miRNAs nuevos. Se mapearon las lecturas de las librerias de sRNAs de
arroz contra el set de miRNAs de arroz disponibles en miRBase, identificAndose la
expresion de al menos 140 familias distintas en cada libreria (Tabla 2-1). Se realizé
igualmente la prediccién de targets de para las familias de miRNA encontradas y en
algunos casos se contrastaron estas predicciones con validaciones experimentales

encontradas en la literatura. (Anexos C y D)

En las librerias de arroz las distribuciones de tamafios de lecturas mapeadas contra
miRNAs fueron diferentes cuando se consideraban lecturas totales y lecturas Unicas. Se
encontr6 basicamente gran abundancia de lecturas de miRNAs de 21 nt y gran
diversidad de lecturas de miRNAs de 24nt (Figura 2-2). Esto puede estar relacionado
con el mayor nimero de miRNAs de 24nt que han sido identificados en arroz en

comparacion con otras plantas (Figura 2-2).

Con el fin de analizar similitudes entre las distintas librerias, se calculd la correlacion
entre niveles de expresion de los miRNAs y se calcularon distancias euclideanas a partir
de las correlaciones. Esto permiti6 identificar que de modo general, en cada experimento,
los perfiles de expresion de las librerias inoculadas (con bacteria silvestre o mutante)
eran mas similares entre si que con las librerias control. Se observé ademas que se
presentaba una gran diferencia entre las librerias del experimento con Xoo PX099 y del
experimento con Xoo BAI3. También se puede observar que los tratamientos del
experimento Xoo PX0O99 son mas disimiles entre si que los tratamientos del experimento
Xoo BAI3 (Figura 2-3).

Notablemente, se observo que las librerias correspondientes al mismo tratamiento en
distintas réplicas biologicas (p.ej. B3_1 y B3_2) en el experimento Xoo BAI3 no se

agrupaban, indicando que los perfiles de expresion de miRNAs en plantas infectadas
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fueron diferentes entre réplicas biologicas. Esto puede estar relacionado con los distintos
niveles de infeccion en las dos réplicas inferidos a partir de la cantidad de lecturas

correspondientes al genoma de la bacteria obtenido en las librerias (Tabla 2-1).

Posteriormente se realiz6 un analisis del cambio de expresién de cada familia de miRNAs
en los distintos tratamientos. Para ello se relacion6 en cada experimento la expresion de
cada familia de miRNA en las plantas inoculadas con la bacteria silvestre (expresion
dependiente de efectores) y la expresién en las plantas inoculadas con la bacteria
mutante (expresion dependiente de PTI). En los experimentos con ambas cepas se
observa una tendencia general en la que los niveles de induccién de la expresion de los
mMiRNAs con la bacteria silvestre son similares a los niveles de induccion con la bacteria
mutante, indicando que la presencia de efectores causa pocas modificaciones en la

respuesta mediada por miRNAs en este sistema.

En el experimento con Xoo BAI3, pocas familias de miRNAs presentaron niveles altos de
induccion o represion (JLog2FC >2|), y ninguna familia mostré niveles significativos de
induccién en las dos réplicas biol6gicas (Figura 2-4). En general, se observaron mayores
niveles de induccién o represion en las librerias de la réplica biolégica 1, las cuales
posiblemente presentaban una mayor poblacibn de bacterias (Figura 2-4). En
consecuencia, se consideraron como diferencialmente expresadas las familias que

tuviesen altos niveles de induccién o represion en al menos una de las dos librerias.

Bajo estos criterios se identificaron seis familias diferencialmente expresadas en
respuesta a Xoo BAI3. Tres familias fueron inducidas en respuesta a B3 y a B3AHRC1,
una familia fue reprimida en respuesta a las dos bacterias y dos familias fueron inducidas
en respuesta Unicamente a B3 (expresion dependiente de efectores) (Figura 2-4). Se
intentd validar mediante northern blot la expresion diferencial de estas familias pero no se
obtuvieron resultados satisfactorios en ninguno de los casos. Estos resultados se pueden
explicar considerando la baja expresion de estas familias de miRNAs (menos de 500
lecturas por millon en todas las librerias). Solo se puedo detectar la expresion de una
familia no diferencialmente expresada: miR159a la cual presenté mas de 10000 lecturas

por millén en todas las librerias (Figura 2-4).
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Por otro lado, en respuesta a Xoo PX0O99A se encontraron 47 familias de miRNAs
diferencialmente expresadas en respuesta a la bacteria (|Log2FC >2|). De estas, algunas
familias fueron diferencialmente expresadas especificamente en respuesta a efectores o
en respuesta a PTI, sin embargo los mayores niveles de induccién o represion se
observaron en familias expresadas diferencialmente en ambos tratamientos (22 familias)
(Figura 2-5). Estos resultados parecen confirmar la idea de que los efectores en la

respuesta mediada por miRNAs no tienen un gran efecto.
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Figura 2-3: Cluster jerarquico mostrando las relaciones entre tratamientos en librerias de
sRNAs a partir de la correlacion en perfiles de expresion de miRNAs.

Se calculé la correlacion entre perfiles de expresion por el método Spearman. Se empled la matriz
de correlacién para calcular distancias euclideanas para luego realizar un cluster jerarquico. La
altura (height) equivale a las distancias entre tratamientos.
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Figura 2-4: Expresion diferencial de miRNAs en arroz en respuesta a Xoo BAI3.

a) Se muestra el cambio de expresion de distintas familias de miRNAs en plantas
infectadas con B3 y con B3AHRC respecto al tratamiento control. Las lineas azulen
sefalan el limite de log,2 utilizado para considerar una familia como diferencialmente
expresada. Los numeros corresponden al numero de las familias y el color a las distintas
réplicas. b) Valor absoluto del cambio en expresion de las familias de miRNAs en cada
tratamiento comparado con el tratamiento control, los colores indican las replicas al igual

gue en a. c)Northern-blot mostrando expresion de miR159a, no diferencialmente

expresado.
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Figura 2-5: Expresion diferencial de miRNAs en arroz en respuesta a Xoo PXO99A.

Se muestra el cambio de expresién de distintas familias de miRNAs en plantas infectadas

con B3 y con B3AHRC respecto al tratamiento control. Las lineas azulen sefalan el limite

de log,2 utilizado para considerar una familia como diferencialmente expresada. Los

nameros corresponden al nimero que identifica cada familias.

Induccidn efectores

1427

Induccion PTly
3843

< - efectores
132(P28
1686
5816 188
= ~ i@gﬁ? 5810
=] . 5612 oaE
= Represian PTI .
=]
Q
o 552
g~
é 5824 Eﬁ
= 818 58534 )
o |
3 o ;43@ H5G 875
287
3 %5ta00 | 208%35
P61
g B
Represidn 396 .
PTly efectores 394 Represidn efectores
T T T
-4 -2 0 2 4

Log 2 (PXOAHRC / P-Control)



Capitulo 2. miRNAs en la interaccion O. sativa-Xanthomonas oryzae pv 44
oryzae

2.2.3 Expresion de targets de miRNAs en
experimentos de RNA-seq y microarreglos

Para validar la expresion de los targets de miRNAs diferencialmente expresados en
respuesta a Xoo BAI3, se generaron librerias de RNA-seq construidas a partir de las
mismas muestras utilizadas para las librerias de sRNAs. Estas librerias fueron mapeadas
contra los genes de arroz y se calcularon valores de expresion normalizados (RPKM)
para cada gen. Se utilizaron los perfiles de expresion de RPKM para calcular distancias
entre las librerias de la misma forma que se llevo a cabo para las librerias de SRNAs y se
encontré un comportamiento similar: diferencias entre ambas réplicas biologicas y
cercania entre muestras inoculadas. Sin embargo en la réplica 1 el perfil de expresion de

B3AHRC fue mas cercano al de las muestras control que a B3. (Figura 2-6).

En estas librerias se verific6 nuevamente la induccién de Os11N3, encontrdndose mayor
induccién en la réplica 1, lo cual concuerda con los mayores niveles de bacteria inferidos
a partir de las librerias de sRNAs y con los mayores niveles de expresion diferencial de
mMiRNAs. Sin embargo en el experimento de Q-PCR se observé el comportamiento
contrario para las dos réplicas bioldgicas (Figura 2-6).. Esta discordancia se puede deber
al mayor nivel de variacion en este experimento (Figura 2-1). pero no afecta los

resultados generales obtenidos y analizados.

Se estudi6 la expresion de los targets de familias de miRNAs diferencialmente
expresadas en cada réplica , esperando encontrar una relacion inversa entre los niveles
de expresion de miRNAs y los targets. Se utilizaron para estoprincipalmente targets
predichos con altos puntajes por los programas de prediccion asi como augellos que
tuviesen validacién experimental reportada. Para ninguno de los targets se encontr
expresion diferencial significativa en respuesta a la bacteria (p-value prueba EdgeR >0.1)
(Figura 2-7). Tampoco se presentaron diferencias significativas entre la expresion de

targets de miRNAs inducidos y targets de miRNA reprimidos (Wilcoxon p-value >0.1).
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Para determinar la expresion de los targets predichos de miRNAs diferencialmente
expresados en respuesta a Xoo PXO99A se dispone de datos de microarreglos
obtenidos a partir de plantas sometidas a los mismos tratamientos (GSE36272). Se
obtuvieron los valores de expresion normalizados para los genes de arroz en este
experimento en la base de datos PlexDB [142]. Se verific6 en este experimento la
induccién de Os8N3, blanco del efector TAL PthXol, en plantas inoculadas con PXO99A
enocntrandose que efectivamente era inducido. Posteriormente se analiz6 el cambio en
expresion de los targets de los distintos grupos de miRNAs diferencialmente expresados
(por ejemplo inducidos por efectores). En general, no se encontré expresion diferencial
significativa para ninguno de los targets de miRNAs diferencialmente expresados,
incluyendo los targets de las familias de interés mencionadas en la seccién anterior
(Figura 2-8)..

Estos resulatdos parecen indicar que los cambios en expresion de miRNAs observados
en esta interaccion pueden no ser lo suficientemente pronunciados como para causar

cambios detectables en los niveles de expresion de genes.
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Figura 2-6: Librerias de RNA-seq de arroz inoculado con Xoo BAI3.

a) Cluster jerarquico mostrando las relaciones entre tratamientos en librerias de RNA-seq
a partir de la correlacion en perfiles de expresion de genes. Se calculd la correlacion entre
perfiles de expresion por el método Spearman. Se empled la matriz de correlaciéon para calcular
distancias euclideanas para luego realizar un cluster jerarquico. La altura (height) equivale a las
distancias entre tratamientos. b) Valores de expresion normalizados (RPKM) del gen Os11N3 en

librerias de RNA-seq.
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Figura 2-7: Expresion de targets de miRNAs diferencialmente expresados en respuesta
a Xoo BAI3 en datos de RNA-seq.

a-c) Se muestra la expresion relativa (log2FC) respecto al control de los distintos grupos de
miRNAs diferencialmente expresados en librerias de sRNAs y de sus targets predichos en datos

de RNA-seq en cada réplica. La linea roja indica ausencia de expresion diferencial (log2FC = 0)

a) miRNAs inducidos por PTl y efectores

[=]
D E— 0 ° 3
o ;I ——— g E i _
- e - B o e |
B o o
T T T T T T T T
B3 B3HRC B3 B3HRC B3 B3HRC B3 B3HRC
miRNAS targets miRNAS fargets
Replica 1 Replica 2

b) miRNAs reprimidos por PTl y efectores

o o 8 T =
o e —— == ===
o - T — o .
— =
"T —]
ESIB BS&-IIRC ESIB E!Sa!-IIRC ESIB BS..!_'!-IIRC ESIB BS&-IIRC
miENAs targets miRNAS targets
Replica 1 Replica 2
c) miRNAs inducidos por efectores
7 — o g g
o — '?I e 2 ﬁ 1 -
o e - s e
o - o
E!IS BBdlIRC BIS BBﬂlIRC BIS E!B,g!lIRC BIS E!SdlIRC
miRNAs targets miRNAs targets

Replica 1 Replica 2



Capitulo 2. miRNAs en la interaccion O. sativa-Xanthomonas oryzae pv

oryzae

Figura 2-8: Expresion de targets de miRNAs diferencialmente expresados en respuesta

a Xo0o0 PX099 en datos de microarreglos.

a-d) Se muestra la expresion relativa (log2FC) respecto al control de los distintos grupos de
miRNAs diferencialmente expresados en librerias de sRNAs y de sus targets predichos en datos

de microarreglos. e) Expresién del gen Os8N3 en datos de microarreglos. La linea roja indica

ausencia de expresion diferencial (log2FC = 0)
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2.3 Discusion

En este trabajo se identificaron familias de miRNAs diferencialmente expresadas en arroz
en respuesta a dos cepas de Xathomonas oryzae pv. oryzae, la cepa Africana Xoo BAI3
y la cepa asidtica Xoo PX099. Se encontraron pocas familias diferencialmente
expresadas, especialmente en respuesta a Xoo BAI3 en comparacion a lo encontrado en
otros trabajos [21, 22]. Y notablemente, no se pudo relacionar la expresion diferencial de
los miRNAs con cambios en la expresion de genes targets en datos de microarreglos o
RNA-seq. Esto se puede deber a que los niveles de expresion diferencial de los miRNAs
no sean lo suficientemente pronunciados para causar cambios considerables en la
expresion. Es posible que los niveles de bacteria existentes en el tiempo de inoculacion
observado no sean suficientes para elicitar una respuesta. A partir de los resultados
observados en Xoo BAI3 en las dos réplicas técnicas se tienen indicios que,
efectivamente los niveles de induccién de miRNAs dependen de la cantidad de bacteria
encontrada. En otros trabajos se ha reportado la ausencia de patrones robustos de

expresion de genes en interacciones compatibles o de susceptibilidad [143].

A pesar de que no se relaciond la expresion demiRNAs y targets, es posible que las
familias de miRNAs aca encontradas sean indicadores de mecanismos mas robustos que
se presenten en otros tiempos tras la infeccidon o con mayores poblaciones de la bacreria,
por tanto es importante analizar posibles efectos de las famlias de miRNAs encontradas
como diferencialmente expresadas. Por un lado. las familias de miRNAs diferencialmente
expredadas en arroz fueron diferentes a las reportadas en Arabidopsis [86, 87] y a las
encontradas en yuca (este trabajo, Capitulo 1). Incluso algunas familias que se sabe son
inducidas en respuesta a bacterias en Arabidopsis y yuca, tales como miR393, miR394 y

mMiR160 [13, 69], fueron reprimidas en respuesta a Xoo PXO99A (silvestre y mutante).

La mayoria de las familias encontradas diferencialmente expresadas en estos
tratamientos corresponden a familias exclusivas de arroz o restringidas a la familia
Poaceae, lo cual sugiere un mecanismo especie-especifico de regulacion de la via de

MIiRNAS en respuesta a bacterias. Ya se ha sefalado la posibilidad de que algunas de
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las respuestas de defensa mediadas por miRNAs sean diferentes en ciertos clados [23,
144]. Particularmente, el papel crucial de la familia miR482 en la regulacion de genes tipo
NBS-LRR en Solanaceas se ha relacionado con la expansién de este tipo de genes y de
ésta familia en ese grupo de plantas [23]. Otra evidencia adicional de regulacién especie-
especifica viene del hecho de que la mayoria de las familias diferencialmente expresadas
en este sistema correspondien a familias exclusivas de arroz o restringidas al clado de

las gramineas.

Por otro lado, resulta curioso que las respuestas encontradas fueron marcadamente
diferentes entre las cepas estudiadas. Muchas mas familias se encontraron
diferencialmente expresadas en la interaccidn con la cepa asiatica PXO99A que con la
cepa africana BAI3, aunque es posible que estas diferencias se deban a factores
experimentales puesto que las librerias estudiadas para ambas cepas fueron procesadas
de manera distinta, y no se conocen por completo los detalles del manejo experimental
de las librerias correspondientes al tratamiento con PXO99A.

Es posible sin embargo, que estas diferencias estén también asociadas a factores
biolégicos. Particularmente la aparicibn mas reciente de las cepas africanas de Xoo, de
forma que es posible que en arroz ain no se hayan desarrollado mecanismos de
reconocimiento y defensa para esta cepa y en consecuencia el papel de los miRNAs no
sea tan importante. Se sabe que las cepas africanas parecen ser mas cercanas
genéticamente a las cepas del patovar Xoc [122] y se sabe las respuestas de defensa en
arroz son muy diferentes en respuesta a estos dos patovars al punto que, aunque se han
encontrado mas de 20 genes de resistencia a cepas de Xoo en distintas variedades, no
se ha encontrado aun un gen de resistencia a Xoc [1]. Seria interesante realizar un
estudio similar empleando la bacteria Xoc, lo cual daria mayor sustento o refutaria esta

hipétesis.

Unicamente en dos casos se observé la misma respuesta con las dos cepas: las familias
miR1427 y miR1320 fueron inducidas en respuesta a bacterias silvestres y mutantes en
ambos experimentos. La familia miR1320 presenta entre sus targets predichos proteinas
tipo remorines y clathrines, las cuales estdn asociadas a membranas e implicadas en

tréfico vesicular, respectivamente [134]. Esta familia de miRNAs se ha encontrado que es
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reprimida en respuesta a estrés por frio, sin embargo se desconoce qué impacto tiene su
regulacién sobre procesos fisiolégicos [134]. Por otro lado, la familia miR1427 tiene como
Unico target predicho un gen codificante para una proteina similar a harpin-induced
protein 1 (HIN1, LOC _0s02g16030). Las proteinas de tipo HIN1l se encuentran
directamente implicadas en defensa contra patégenos, se sabe que son inducidas por las
proteinas Harpin de algunas bacterias y que en respuesta desencadenan una respuesta
hipersensible asociada a ETI [145]. Genes de este tipo se han visto inducidos en arroz en
respuesta a Xoo [146, 147], lo cual contradice el comportamiento esperado dada la
induccion de este miRNA. Sin embargo la expresion de este locus particular aun no ha
sido estudiada y no se encontr6 expresado en este trabajo ni en experimentos de
microarreglos ni RNA-seq.

Otras familias de interés diferencialmente expresadas en respuesta a XooPX0O99
incluyen miR168 (inducida en PXO y PXOAHRC) la cual se sabe esta implicada en la
regulacién misma de la via miRNAs mediante su accién sobre proteinas de la familia
AGO y se sabe esta involucrada en respuesta de defensas contra virus [148, 149].
También la familia miR1432 se vio inducida en respuesta a la bacteria silvestre y la
mutante. Esta familia tiene entre sus targets principalmente genes codificantes para
proteinas con dominios EF-hand que cominmente actian como sensores de Ca+ y se
sabe estan implicadas en interaccién con microorganismos benéficos [150]. Ademas
algunos factores de transcripcion dependientes de estas proteinas actiGan como
reguladores negativos de defensa contra bacterias [151, 152]. Curiosamente, es posible
gue este tipo de proteinas, especificamente proteinas tipo Calmodulina, sean blancos
preferidos de efectores TAL de Xanthomonas en arroz [Pérez-Quintero et al, sometido]
(Seccibn 0).

Finalmente, otro resultado sorprendente en este trabajo fue la similitud entre las
respuestas asociadas a PTI y las respuestas asociadas a ETI en terminos de expresion
diferencial de miRNAs. Para ninguna de las cepas se puedo establecer un efecto claro de
los efectores sobre la expresion de miRNAs. Esto sugiere nuevamente que las
respuestas de miRNAs pueden no ser importantes durante la inmunidad en arroz.

Particularmente, no se encontraron evidencias que sugieran un papel de supresiéon de
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silenciamiento de miRNAs para los efectores de estas bacterias como se ha encontrado
en otros sistemas [31]. Se encontraron sin embargo, algunas familias que parecen ser
inducidas especificamente en respuesta a efectores; la posibilidad de que estas sean

reguladas por efectores TAL es explorada en la seccion 4.2.3.

En conclusion la respuesta a bacterias en arroz mediada por miRNAs parece no atenerse
al modelo general propuesto a partir de otras plantas(Figura 0-1). Esto puede significar
gue en arroz la regulacion mediada por miRNAs no es crucial para la defensa y es
posible que ésta esté mediada principalmente por las interacciones tradicionalmente
estudiadas como interaccion gen-por-gen entre efectores y genes de resistencia [116].
Sin embargo es importante ampliar estos resultados estudiando otros tiempo de
inoculacion o estudiando respuestas que peudan estar mediadas por otros tipos de RNAs
pequefios.
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2.4 Materiales y métodos

2.4.1 Materiales vegetales e inoculacion

Para el experimento con la cepa Xoo BAI3, plantas de arroz de la variedad Nipponbare
fueron cultivadas a partir de semillas y mantenidas en invernadero a 26°C y con
humedad relativa del 80%. Plantas de tres semanas fueron inoculadas con suspensiones
bacterianas de cultivos de 48 horas de las cepas Xoo BAI3 y Xoo BAI3AHRC, descritas
en [123], a una OD600nm = 0.5. La inoculacién se realizé por infiltracion utilizando una
jeringa sin punta, a ~ 8 cm del apice de la hoja mas joven. Para cada réplica biolégica se
inocularon al menos 8 plantas. Se comprobé el desarrollo de los sintomas esperados en

plantas inoculadas pero no recolectadas en cada réplica 7dpi.

2.4.2 Construccién y secuenciamiento de librerias
de sRNAs y RNA-seq.

La extraccion de RNA se llevo a cabo empleando el método de Trizol (Invitrogen) a partir
de tejidos de arroz infiltrados con bacteria o con agua a 24hpi. Muestras de RNA
correspondientes a dos réplicas biolégicas fueron utilizadas para secuenciacion de
librerias de RNAs pequefios, secuenciacion de RNA mensajero y experimentos de Q-
PCR para verificar la expresion del gen control Os11N3. Previo a la secuenciaciéon se
confirmé la calidad del RNA extraido utilizando un 2100 Bioanalyzer (Agilent
technologies). Las librerias de sRNAs y RNA-seq fueron construidas y secuenciadas por

la empresa Fasteris (http://www.fasteris.com/).

Los datos correspondientes al experimento Xoo PX099 no fueron desarrollados en este
trabajo, se obtuvieron a partir de bases de datos disponibles. Librerias de sRNAs:
(http://mpss.udel.edu/rice_sRNA/) y datos de microarreglos: (http://www.plexdb.org/, Exp
0S66).
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2.4.3 Analisis de librerias de sRNAs.

Se verifico la calidad de las librerias (Experimento Xoo BAI) utilizando el paquete FastQC
(http://lwww.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/), encontrandose la mayoria de
secuencias con puntajes Phred promedio mayores a 30. Las secuencias se encontraban

ya sin adaptadores.

Las secuencias de ambos experimentos fueron mapeadas contra el genoma de arroz (O.
sativa cv Nipponbare MSU7) obtenido de phytozome (http://www.phytozome.net/). El
genoma de Xoo PXO99A (NC _010717.1) y el set de snoRNAs, tRNAs y rRNAs

conocidos fueron obtenidos de la base de datos Rfam [99]. Estos mapeos fueron

realizado con el programa bowtie (parametros |I= 15, n= 2) [153]. Se eligi6 bowtie por
mayor rapidez, sin embargo los alineamientos mostraron ser similares a los de blast en

alienamientos de pruebas hechos con subsets de las librerias.

Para el célculo de la expresion de miRNAs conservados y la prediccion de targets se
utilizaron procedimientos similares a los descritos en la seccion 1.2.2. Principalmente se
obtuvo el perfil de expresion de miRNAs de arroz al mapearlos contra el set de miRNAs
descritos para esta especie en miRBase version 17 [66]. Se obtuvieron estos perfiles con
la herramienta miRprof del kit UEA sRNA [72] y con blastn [74] (parametros e-
value<0.0001, ungapped, word size = 4, -max_target_seqs 1 -best_hit_score_edge 0.05 -
best_hit_overhang 0.25) (Nota= bowtie no fue adecuado para mapeos de secuencias
cortas contra secuencias cortas por eso se utilizé blast en este caso). Se reportan los
resultados obtenidos con miRprof como total de lecturas mapeadas miRNAs/total lecturas
de librerias (mapeadas contra genoma de arroz y libres de tRNAs y rRNAs). La
prediccion de targets se llevo a cabo utilizando psRNAtarget (pardmetros por defecto),

contra los genes anotados en la version MSU7 del genoma de arroz [80].

2.4.4 Analisis de librerias de RNA-seq

Tras comprobar la calidad de las librerias estas fueron mapeadas contra los genes

anotados en el genoma de arroz utilizando segmap [105] y se calcularon valores de
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expresion normalizados (RPKM) para cada gen utilizando Rseq, con pardmetros para
lecturas pareadas [106]. Los RPKM fueron utilizados para analizar el cambio en
expresion de los targets de miRNAs diferencialmente expresados. Adicionalmente para
identificar los genes con valores de expresion diferencial mas significativos en ambas
réplicas biol6gicas se utilizé el paquete de R EdgeR [154]. Este programa utiliza un
modelo negativo binomial y una prueba similar al test exacto de Fisher para normalizar

los valores de expresion e identificar los genes diferencialmente expresados.

2.4.5 Northern blot

Se estudid la expresion de miRNAs utilizando un protocolo de northern blot adecuado
para la expresion de RNAs pequefios similar al descrito en [155]. Brevemente, se extrajo
RNA a partir de hojas inoculadas utilizando el kit de purificacion de RNAs pequefios
miRNeasy mini kit (Qiagen). Para la hibridacion se utilizaron 20ug de RNA total
separados en un gel de poliacrilamida 15% y transferidos a una membrana Zeta-Probe
GT (Biorad) por capilaridad. Las membranas fueron fijadas bajo luz UV y se realiz6 la
hibridacién durante una noche a 40°C con sondas de oligonucleétidos marcadas con %P
complementarias a las secuencias de miRNA. Se utilizd6 como control una sonda

marcada de 31nt complementaria a U6 snRNA.

2.4.6 Q-PCR

El PCR cuantitativo se realizdé con un equipo Mx3005P (Stratagene) y el kit QPCR MESA
Green (EUROGENETEC) de acuerdo a las especificaciones del fabricante. Las
condiciones de qPCR luego de estandarizacion fueron 15 min 95°C, 15 sec 95°C, 30 sec
61°C 40x y 30 sec 72°C. Se verifico la ausencia de DNA gendmico en las muestras
comparando con controles de RNA y se verifico la especificidad de los primers utilizados
analizando la curva de disociacion. Se utilizé de referencia el gen correspondiente a la
actina en arroz. Los primers utlizados para Os1IN3 fueron F=
CTACCTGGCCCCACTGC y R= GTGCGCACCACCAGCC, y para actina F =
GCGTGGACAAAGTTTTCAACCG Y R = TCTGGTACCCTCATCAGGCAT.
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3.Regulacion transcripcional de
MiRNAs por factores de
transcripcion endégenos

3.1 Introduccién: Regiones promotoras de
genes MIRNA.

En eucariotas la regulacion transcripcional esta regulada fundamentalmente por el
reclutamiento de factores de transcripcion (TFs) a elementos reguladores cis. Los TFs
interactlan con elementos especificos del DNA, con otros TFs, y con la maquinaria de
transcripcién para regular la expresion de los genes a los que se unen. En plantas
existen mas de 1500 TFs, cada uno controlando la expresion de decenas o miles de
genes en complejas redes de sefalizacion. Los elementos cis o sitios de unién de
factores de transcripcion (TFBS) son elementos de DNA funcional que influencian la
actividad transcripcional [156, 157]. En algunas ocasiones multiples TFBS constituyen un
modulo de regulacion cis que integra las sefales de multiples TFs resultando en control
combinatorial y en patrones altamente especificos de expresion de genes. La
conservacion de estos elementos de DNA en distintas plantas hace relativamente facil su
identificacion y la inferencia de patrones de regulacion de genes a partir de la presencia o

combinacion de estos [156, 157]
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Los genes MIRNA son transcritos por la RNA polimerasa Il al igual que la mayoria de los
genes codificantes para proteinas, y por tanto estan sometidos al mismo control por
factores de transcripcion. En la mayoria de los genes de MIRNA analizados se han
encontrado elementos comunes de promotores tipo Pol-l como la caja TATA en
proporciones similares a genes codificantes [38]. Se sabe ademas que la region
promotora de los genes MIRNA se encuentra cominmente a menos de 1000pb curso
arriba del inicio del pre-miRNA, especialmente en el caso de miRNAs de regiones
intergénicas, no policistronicas [37, 38, 158]. Esto es de vital importancia para la
prediccion de TFBS puesto que en muchos casos el sitio de inicio de la transcripcion
(TSS) no esta caracterizado para miRNAs.

Varios trabajos han caracterizado TFBS en genes MIRNA en varias plantas. Se ha
encontrado que algunos TFBS parecen estar sobre-representados en genes MIRNA con
respecto a genes codificantes para proteinas, por ejemplo los motivos AtMYC2, ARF,
SORLREP3,y LFY asi como la caja TATA fueron encontrados sobre-representados en
genes MIRNA en Arabidopsis [37]. Se han encontrado también diferencias en frecuencias
de TFBS entre distintas especies de plantas [38], y entre microRNAs conservados y
especie-especificos [158]. De igual manera se han encontrado TFBS sobre-
representados en grupos de miRNAs involucrados en varios procesos incluyendo
respuestas a estrés oxidativo [159], UV-B [160, 161], salinidad [54, 162], sequia [54,

163], baja temperatura [164], asi como en procesos de organogénesis y desarrollo [165].

Esto resalta la importancia del estudio de los procesos de regulacion transcripcional de
genes MIRNA para entender su papel en procesos fisiologicos. Ademas el que gran parte
de miRNAs tengan preferencialmente entre sus targets factores de transcripcién [166]
sefiala un mecanismo de regulacién reciproca entre factores de transcripcion y miRNAs

gue se considera parte crucial de las redes de regulacién génica en plantas [167].

En este capitulo se buscod entender las diferencias de regulacion de genes MIRNA
observadas entre yuca y arroz, haciendo un analisis extensivo de las frecuencias de
TFBS en distintas plantas, y por otro lado se buscé identificar TFBS que fuesen

determinantes para la regulacién transcripcional de miRNAs en respuesta a bacterias.
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3.2 Resultados

3.2.1 Identificacién de sitios de unién de factores
de transcripcion (TFBS) en promotores de
genes MIRNA en plantas

Para tener una perspectiva amplia de los posibles mecanismos de regulacién asociados
a miRNAs, se analizaron las regiones promotoras de los pre-miRNAs (1000 nucleétidos
upstream del extremo 5' del pre-miRNA) identificados en yuca y arroz (abreviadas
respectivamente mes y y osa en estos analisis), y en otras 15 especies de plantas para
las que se cuenta con un genoma secuenciado y al menos 50 pre-miRNAs depositados
en miRBase [66]: Arabidopsis lyrata (aly), Arabidopsis thaliana (ath), Brachypodium
distachyon (bdi), Chlamydomonas reinhardtii (cre), Citrus sinensis (csi), Glycine max
(gma), Malus domestica (mdm), Medicago truncatula (mtr), Physcomitrella patens (ppt),
Populus trichocarpa (ptc), Ricinus communis (rco), Sorghum bicolor (sbi), Selaginella
moellendorffii (smo) Vitis vinifera (vvi) y Zea mays (zma). Adicionalmente se analizaron
también las regiones promotoras de genes codificantes para proteinas en estas 17

especies.

Se utilizod el programa PlantTFBS [104] para identificar sitios de unién de factores de
transcripcion en las regiones promotoras de miRNAs y genes en estas especies. En total
se escanearon 3812 regiones promotoras correspondientes a miRNAs, y 596701
correspondientes a genes. Se escanearon 99 sitios de unibn para factores de
transcripcién (TFBS), utilizando las matrices de peso posicional descritas en [104], las
cuales estan basadas principalmente en datos de Arabidopsis obtenidos de las bases
de datos AGRIS [168], PlantCare [169] y AtProbe (http://exon.cshl.org/cqi-

bin/atprobe/atprobe.pl). Y para verificar que los sitios de union identificados por el

programa no se deban simplemente al azar se generaron sets de secuencias de miRNAs
y genes aleatorias manteniendo la distribucion de nucleétidos de las secuencias

originales.
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Se calcul6 la frecuencia relativa de promotores que contenian al menos un sitio de unién
para cada factor de transcripcion en cada grupo de genes y se evalud la distribuciéon de
estas frecuencias. Se encontrd que la distribucion era significativamente diferente entre
promotores de miRNAs aleatorizados y no aleatoriados (Kolmogorov-Smirnov p-value =
6.44E-05) y entre promotores de genes aleatorizados y no aleatorizados (Kolomogorov-
Smirnov p-value = 1.56E-10), indicando que efectivamente los TFBS identificados no se
dan Unicamente por azar. Sin embargo, algunos TFBS se encontraron en frecuencias
muy altas (>50%) en las secuencias aleatorizadas, estos correspondian principalmente a
sitios de unién cortos (5-8 nt) o de baja complejidad como las cajas TATA, GATA y CAAT
(Anexo E).

3.2.2 Diferencias en frecuencias de TFBS entre
tipos de genes y entre plantas

Se procedié luego a comparar los resultados obtenidos para TFBS en promotores de
miRNAs con los promotores de genes. Primero, para verificar que las diferencias
encontradas no estuvieran determinadas por la distribuciébn de nucleétidos en los
promotores, se analizd esta distribucion para cada especie en los promotores de
mMiRNAS, en genes, y en todo el genoma. Para ninguna de las especies se encontraron
diferencias significativas entre la distribucion de nucle6tidos entre los promotores de
mMiRNAs y los promotores de genes (Kolmogorov-Smirnov p-value > 0.05), y en muchos
casos la distribucién de nucleétidos en promotores reflejaba la distribucién de nucleétidos
de los genomas (Figura 3-1). Ademas la distribucion de nucleétidos se encontré6 que
variaba mucho entre plantas siendo similar entre plantas cercanas filogenéticamente. De
estos resultados se puede esperar que, de existir diferencias en TFBS de miRNAs y
genes estas se deberan a posiblemente procesos de seleccion y no a diferencias en
distribucion de nucleétidos, y que se espera encontrar similitudes en TFBS en plantas

flogenéticamente cercanas.

Se evalué la distribucién de frecuencias TFBS entre promotores de miRNAs y de genes,
para 9 de 17 plantas se encontraron diferencias significativas en esta comparacion

(Tabla 3-1). Notablemente no se encontraron diferencias en la distribucién de frecuencias
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de TFBS entre promotores de miRNAs y genes para dos grupos de plantas: Gramineas
(B. dystachyon, O. sativa, S. bicolor, Z. mays) y plantas fijadoras de nitrégeno (G. makx,
M. domestica, M. truncatula). Es posible que estos resultados estén influenciados por el
namero de genes MIRNA descritos en las plantas pues entre las plantas en las que no se
encontraron diferencias significativas se encontraban cinco plantas con mas de 200
genes MIRNA descritos (Tabla 3-1).

Se hicieron pruebas de Fisher comparando la frecuencia de cada TFBS en promotores
de miRNA contra promotores de genes codificantes para buscar TFBS sobre-
representados en alguno de los dos grupos, en las plantas de interés en este trabajo
(yuca y arroz) y en la planta modelo A. thaliana. En yuca se encontraron 5 TFBS sobre-
representados en promotores de miRNAs, en Arabidopsis 2, y en arroz uno (Tabla 3-2).

Ningun factor fue comun en las tres plantas.

Finalmente, para saber si las diferencias entre TFBS en promotores de miRNAs de
distintas plantas estaban relacionadas con la filogenia, se utilizaron las frecuencias de
TFBS de cada planta para calcular una matriz de correlacion , los valores de correlacion
se convirtieron en distancias entre las distintas plantas y se realiz6 un cllster jerarquico
con estas distancias (Figura 3-2). Se puede ver que las frecuencias de TFBS reflejan
parcialmente relaciones filogenéticas. algunas especies perteneciente a las mismas
familias (Gramineas y Fabaceas) se agrupan en clisters, lo cual sugiere que nuevamente
existen patrones de regulacién transcripcional similares entre plantas filogenéticamente

cercanas.
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Tabla 3-1: Diferencias en distribucion de TFBS entre genes MIRNA y genes

codificantes.

Arbol filogenetico Especie P-value | Genes MIRNA
M. esculenta (mes) 0.00* 127
R. comunis (rco) 0.00* 63
P. trichocarpa (ptc) 0.00* 318
M. truncatula (mtr) 0.69 669
G. max (gma) 0.46 503
M. domestica (mdo) 0.11 178
_I: A. thaliana (ath) 0.00* 299
A. lyrata (aly) 0.02* 198
C. sinensis (csi) 0.00* 53
V. vinifera (wvi) 0.01* 163
_E S. bicolor (shi) 0.21 206
Z. mays (zma) 0.21 170
_I: O. sativa (0sa) 0.69 589
B. dystachion (bdi) 0.21 135
S. moellendorffii (smo) | 0.00* 57
P. patens (ppt) 0.15 228
C. reinhardtii (cre) 0.00* 49

El p-value corresponde al resultado de una prueba Kolmogorov-Smirnov entre la distribucion de
TFBS de genes MIRNA y genes codificantes de proteinas. Se muestra el nimero total de genes
MIRNA analizados en cada especie. El &rbol filogenético se obtuvo de www.phytozome.net. * p-

value <0.05.
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Tabla 3-2: TFBS sobrerrepresentados en genes MIRNA comparados con genes

codificantes para proteinas en yuca, arroz y Arabidopsis.

M. esculenta
ATHB2 binding site motif 0.003 8.73 0.00
AtMYC2 BS in RD22 0.000 0.00 16.17
Ibox promoter motif 0.006 34.92 16.82
RAV1-B binding site motif 0.007 0.00 8.36
SORLIP1 0.001 0.00 11.15
SORLREP3 0.007 7.94 0.00
T-box promoter motif 0.000 30.95 0.00
W-box promoter motif 0.001 32.54 13.38
O. sativa
LFY consensus binding site motif 0.001 42.69 20.24
A. thaliana
ATB2/AtbZIP53/AtbZIP44/GBF5 BS in ProDH 0.000 22.48 0.00
AtMYB2 BS in RD22 0.007 7.72 0.00
BoxIl promoter motif 0.000 0.00 24.25

El p-value corresponde al resultado de una prueba exacta de Fisher entre la frecuencia de cada
TFBS en genes MIRNA comparado con genes codificantes de proteinas para cada planta.
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Figura 3-1: Frecuencia de nucle6tidos en regiones de promotores de genes de plantas.
Se muestra la frecuencia de nucleétidos en las regiones promotoras (1kb upstream) de a) genes
MIRNA y b) genes codificantes para proteinas. Se muestra también la frecuencia de nucleétidos

en c) todo el genoma y se sefialan las d) relaciones filogenéticas entre las plantas analizadas.
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Figura 3-2: Cluster jerarquico basado en la correlacién de distribuciones de frecuencias
de TFBS en promotores de genes MIRNA en distintas plantas.

Se calculd la correlacion entre distribuciones utilizando el método pearson. Se empled la matriz de
correlacién para calcular distancias euclideanas para luego realizar un cluster jerarquico. La altura
(height) equivale a las distancias entre plantas.
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3.2.3 TFBS sobre-representados en familias
involucradas en respuesta a bacterias en
arroz y yuca.

Para buscar TFBS relacionados con las respuestas a bacterias se hicieron pruebas de
Fisher entre las frecuencias de los distintos TFBS en promotores de genes MIRNA de
familias inducidas en respuesta a la bacteria (para arroz se diferenciaron los grupos que
respondian a PTI, Efectores o0 ambos) y se compard con las frecuencias en familias no
inducidas (incluyendo reprimidas). El proceso se realiz6 también para las familias

reprimidas.

En yuca se encontraron seis TFBS sobre-representados en familias inducidas y ninguno
en familias reprimidas (Tabla 3-3). En arroz, en el experimento con Xoo BAI3, no se
encontraron elementos sobre-representados en ningun grupo, probablemente porque el
namero de familias en cualquier grupo (p.ej. inducidas por efectores) nunca fue mayor a
3. Por otro lado en el experimento con Xoo PXO99A se lograron identificar elementos
sobre-representados en familias que eran inducidas o reprimidas de igual manera en PTI
y con efectores pero no en familias inducidas o reprimidas en un tratamiento especifico
(Tabla 3-3).
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Tabla 3-3: TFBS sobre-representados en promotores de familias de miRNAs

diferencialmente espresados en respuesta a Xanthomonas en yuca y arroz.

TFBS

LFY consensus binding site motif

T-box promoter motif
Box Il promoter motif
CCAL1 binding site motif
SORLREP3

SORLIP5

TFBS

CArG promoter motif
DRE-like promoter motif
SORLREP1

TFBS
BoxIl promoter motif
MYB1 binding site motif

miRNASs inducidos

p-value

1.10E-17
5.90E-11
1.10E-06
3.20E-03
6.80E-03
2.90E-02

% Inducidos
51

33.3

27.8

13.7

11.8

9.8

miRNASs inducidos

p-value
1.64E-08
2.11E-12
2.54E-04
miRNAs repr
p-value
1.11E-34
2.69E-06

% Inducidos
23.1

23.1

7.7

imidos

% Reprimidos
34.3

8.6

% No-inducidos
44.7

28.9

19.7

6.6

5.3

2.6

% No-inducidos
8.9
6.2
0.6

% No-reprimidos
17.6
2.9
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3.3 Discusion

En este trabajo se analizd la presencia de TFBS en regiones promotoras de genes
MIRNA. Se encontr6 que en muchas plantas no existen diferencias significativas en la
distribucion de TFBS en genes MIRNA comparado con genes codificantes para
proteinas, especialmente en plantas para las que un gran nimero de miRNAs ha sido
identificado (p.ej. arroz y Medicago). Curiosamente, en este trabajo no se identificaron los
mismos TFBS de Arabidopsis que se encontraron sobre-representados en genes MIRNA
respecto a genes codificantes obtenido en un trabajo previo utilizando una estrategia
similar [37]. Una posible razon para explicar estas diferencias es considerando el hecho
de que actualmente existen muchos mas genes MIRNA identificados en Arabidopsis (299
genes) respecto a los utilizados en Megraw et al. (59 genes) [37]. De esta manera se
resalta la importancia del numero de loci estudiados para estos estudios.
Desafortunadamente se desconoce si la identificacion de estos genes en algunas plantas

ha alcanzado el punto de saturacion.

Por otro lado se encontré que tanto la distribucién de nucleétidos y la distribucion de
TFBS en regiones promotoras de genes MIRNA es muy variable, siendo mas similar
entre plantas filogenéticamente relacionadas. Esto concuerda con patrones de regulacion
de miRNAs especie-especificos cominmente encontrados al comparar por ejemplo arroz
y Arabidopsis [38] y con la multiplicidad de funciones observadas para algunas familias
de miRNAs en distintas plantas [35, 39]. Asi mismo se resalta la importancia de estudiar
plantas de distintos grupos taxonémicos para trabajos como estos en que se busca
identificar la funcion de miRNAs en distintos procesos. No es sorprendente por tanto, que
los miRNAs aca identificados como importantes para la interaccion con Xanthomonas
sean diferentes en arroz y yuca. De igual forma estos resultados explican también que
las respuestas a la bacteria en yuca sean similares a las reportadas en Arabidopsis [21,

22] estando estas plantas mas cercanas filogenéticamente.

Entre los TFBS sobre-representados en yuca se encontré el de union para factores de

transcripcion LFY, el cual esta involucrado principalmente en procesos de desarrollo floral
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mediante la activacion de genes tipo AGAMOUS (AG), APETALA (1, 2 y 3) [170]. Este
motivo fue abundante en miembros de la familia 172, la cual es inducida en respuesta a
Xam y tienen entre sus targets principalmente genes tipo AP2 involucrados en desarrollo
floral [171-173]. Esto sugiere la presencia de un bucle de regulacién entre factores de
transcripcién y miRNAs en desarrollo floral, y es posible que en respuesta a bacterias se
favorezca la accién de los miRNAs para frenar el desarrollo floral. La induccién de esta

familia se discute también en la seccion 4.2.3.

Se encontraron también sobre-representados elementos relacionados con la supresion
del ciclo circadiano y las respuestas a luz: CCA1, T-box y SORLREP3 [174, 175]. Se
sabe que existe una estrecha conexion entre procesos de defensa, ritmos circadianos y
respuesta a luz [175]: Por ejemplo procesos normalmente controlados por el reloj
circadiano como la apertura de estomas o por la luz como la sintesis de acido salicilico
son modificados durante los procesos de defensa [175]. No es sorprendente por tanto
gue la induccién de miRNAs pueda estar regulada por factores similares [176]. Por otro
lado, se esperaba encontrar sobre-representacion de motivos de unién de factores de
respuesta auxinas (ARF), sin embargo estos fueron abundantes en la familia miR160
pero no en otras familias inducidas. Se sabe que las familias involucradas en
sefalizaciéon de auxinas normalmente participan en bucles regulatorios en los que los
mMiRNAs son a la vez regulados por sus targets. En yuca esto parece ser cierto al menos
para la familia miR160 [37, 177].

En arroz se encontraron sobre-representados en las familias de miRNAs en general
motivos diferentes a los que se encontraron en yuca, lo cual afianza las diferencias en los
mecanismos de transcripcion que se infieren a partir del analisis de los promotores y de
las librerias de miRNAs. Sin embargo, los elementos que se encontraron sobre-
representados parecen estar involucrados en los mismos procesos. El motivo CarG que
se encontré sobre-representado en miRNAs inducidos en repsuesta a PXO99A se sabe
esta implicado en el control de la floracion al igual que LFY [178] y el motivo SORLREP1,
también encontrado en familias inducidas, es otro motivo implicado en respuestas a luz
[179].
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Curiosamente, el motivo Box Il que fue encontrado sobre-representado en familias de
mMiRNAs inducidas en yuca, aparece sobre-representado en familias reprimidas en arroz.
Es posible que este fendbmeno esté relacionado con el comportamiento inverso que se
observé para algunas familias entre las dos plantas, por ejemplo miR160 y miR393
(inducidas en yuca, reprimidas en arroz). Este motivo también se ha encontrado que esta

involucrado en respuestas a luz [180].

En conclusion las diferentes repsuestas a bacterias encontradas en yuca y arroz pueden
estar relacionadas con diferencias en distribuciones de TFBS, sin embargo existen los
elementos sobre-representados en familais diferencialmente expresadas en respuesta a

bacterias en ambas plantas aprecen estar implicados en procesos similares.

Aunque estos resultados dan muchas luces sobre los procesos de transcripcion de
miRNAs, la aproximacion utilizada es relativamente simplista pues no se considera
patrones complejos de interaccion entre distintos factores de transcripcion o la posibilidad
de transcripcion no-independiente en miRNAs policistronicos. De igual manera, se esta
asumiendo en este trabajo que los sitios de union y los factores de transcripciéon
analizados son conservados entre plantas (los modelos aca utilizados provienen
principalmente de Arabidopsis), lo cual puede no ser cierto. Estos aspectos aun no se
pueden corregir en un analisis masivo de regulaciébn entre distintas especies

principalmente por ausencia de suficiente informacion para modelarlos adecuadamente.

Finalmente, una dificultad afiadida en este analisis, particularmente para la identificacion
de elementos sobre-representados en grupos funcionales es la imposibilidad de
diferenciar la expresion de loci de MIRNA que son regulados independientemente pero
gue tienen la misma secuencia en los miRNAs maduros. Desafortunadamente, la
expresion de los pre-miRNAs, los cuales son diferentes para todos los loci, es transitoria

y dificil de cuantificar en este tipo de experimentos [181].
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3.4 Materiales y Métodos

3.4.1 Prediccion de TFBS

Para hacer la identificacion de TFBS primero se extrajeron las regiones promotoras de
genes MIRNA y genes codificantes para proteinas en distintas plantas. Para esto se
extrajeron las secuencias de los pre-miRNAs de las plantas aly, at, bdi, cre, csi, gma,
mdm, mtr, ppt, ptc, rco, shi, smo, vvi , gma, mdm, mtr, osa, ppt, ptc, rco, shi, smo, wiy
zma de miRBase [66], para mes (yuca) se utilizaron los pre-miRNAs identificados en este
trabajo. Los pre-miRNAs se mapearon contra los genomas respectivos utilizando Blastn ,

obtenidos de http://www.phytozome.net/ v. 8.0, (parametros :e-value<0.0001, ungapped,

word size = 4, -max target seqs 1 -best hit score edge 0.05 -best hit overhang 0.25). Se
extrajo la region 1000 bases curso arriba del inicio (5') del pre-miRNA utilizando
fastacmd. Se conservaron solo las secuencias de promotores de mas de 500nt de

longitud puesto que en algunos genomas esta region se encontraba incompleta.

Las regiones promotoras de los genes anotados se extrajeron utilizando la herramienta

biomart de http://www.phytozome.net/. Para el control negativo las secuencias de

promotores de genes MIRNA y de genes codificantes fueron aleatorizadas utilizando
shuffleseq de la suite EMBOSS [98].

Para la identificacion de los TFBS se utilizaron las PMWs vy los scripts del programa
PlantTFBS detallado en [104]. Las secuencias correspondientes a las PMWs de los 99
factores de transcripcion fueron confirmadas en la Ulima version de Agris [168].
PlantTFBS utiliza una funcién de log-likelihood para asignar puntajes a los posibles sitios
de unién. Para esto primero se calcula la composicion de nucleétidos del set de
secuencias a escanear, se genera un set de secuencias posibles de union para cada
TFBS y se calcula el menor puntaje posible para un sitio de union aceptado. La funcién
del puntaje calcula la tasa de probabilidad de que una base se encuentre en una posicion
de un sitio de unidn de acuerdo a la PMW sobre la probabilidad de esta base dada la
distribucion de nucleétidos y se hace la sumatoria (normalizada por longitud) de estas

probabilidades y se reportan los sitios de unidon con un puntaje mayor al minimo puntaje
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posible para cada PMW [104]. En la basqueda se asigné un numero de pseudocounts

(probabilidad base para cualquier base en cualquier posicién) de 0.02.

3.4.2 Analisis estadistico

Las frecuencias de TFBS para cada planta y para cada grupo de genes se calculé como
el porcentaje de genes que contenian al menos un sitio de union identificado para el
factor de transcripcion respectivo. Las pruebas de diferencias en distribucion de
frecuencias se hicieron con la prueba Kolmogorov-Smirnov. Esta prueba es ideal para
detectar diferencias entre distribuciones empiricas y ha sido utilizada en analisis similares

de regiones promotoras [182].

Las diferencias en frecuencias de TFBS particulares entre grupos se analizaron mediante
pruebas de Fisher, las cuales han sido extensivamente utilizadas para la identificacion de
elementos sobre-representados en regiones promotoras [183-185].

Para calcular distancias entre plantas basadas en la distribucion de frecuencias se
calcul6 una matriz de correlacion entre las distribuciones utilizando el método de
Pearson, esta matriz se utilizé para calcular distancias euclideanas y realizar un cluster
jerarquico con hclust. Todos los analisis se hicieron con paquetes de Bioconductor en R
[186].
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MIiRNAS por factores de
transcripcion bacterianos.

4.1 Introduccion: Efectores TAL
(transcription activator-like)

Los efectores TAL pertenecen a una familia de proteinas bacterianas identificadas en los
géneros Xanthomonas y Ralstonia. Estos efectores son translocados a la célula por el
sistema de secrecion tipo 3 (T3SS). Actian imitando la actividad de factores de
transcripcién endo6genos y se unen a la regién promotora de genes de la planta. Estos
efectores pueden contribuir a la virulencia de la bacteria mediante la induccién de genes
de susceptibilidad [34, 121, 187].

Los TALs tienen secuencias de aminoacidos altamente conservadas que contienen una
seflal de secrecion y translocacibn T3SS en la region N-terminal, una sefial de
localizacion nuclear y un dominio de activacion transcripcional en la region C-terminal. La
region central del efector esta compuesta por una serie de repeticiones en tandem, cada
una de 34 aminoacidos y en algunos casos excepcionales de 35. Los aminoacidos de
estas repeticiones son idénticos, salvo los de las posiciones 12 y 13 los cuales son
hipervariables y se denominan RVDs (Repeat Variable Diresidues) [97, 188]. La unién de
los TALs al DNA es altamente especifico y se debe a la combinacién de RVDs dado que
estos pueden tener preferencias de union por ciertos nucleétidos. Por ejemplo una
repeticion de un TAL con el RVD "HD" (His y Asp en los aminoécidos 12 y 13) se une
preferencialmente a citosina [97, 188]. De modo que la secuencia de RVDs de un TAL
determina la secuencia preferida de union. Recientemente, se pudo descifrar el cédigo de

especificidades RVD-DNA lo cual ayuda a la prediccion e identificacion de sitios de unién
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de TALs en genomas de plantas [97, 188]. Ademas, recientemente las estructuras
cristalograficas de TALs mostraron la manera en que interactian con la doble hélice de
DNA en forma helicoidal manteniendo los RVDs hacia el centro de la hélice, en contacto
directo con el DNA [189-192]. Se descifr6 también que los dos aminoacidos del RVD
tienen diferentes roles en la interaccion, el primer aminoacido de los RVDs (el
aminodcido 12 de cada repeticién) no esta en contacto directo con el DNA sino que tiene
un papel estabilizador de la conformacion local, mientras que el segundo aminoacido
determina la especificidad mediante interaccién directa con los nucle6tidos mediante
puentes de hidrégeno o interacciones de van der Waals [190, 192].

El descubrimiento del codigo TAL-DNA es un acontecimiento importante no solo en
fitopatologia sino en biotecnologia. Utilizando las especificidades de los RVDs mejor
caracterizados RVDs (HD -> C, NI -> A, NG -> T, NN -> G, NS -> NN) y aprovechando la
naturaleza modular de los TALs, se han podido crear TALs artificiales con cualquier
especificidad deseada, no solo en plantas sino también en otros eucariotas [193]. Se ha
podido también fusionar las repeticiones de los TALs a otros dominios de proteinas de
interés, notablemente nucleasas, para permitir la edicidbn especifica de regiones
deseadas del genoma [193]. También se han creado fusiones con dominios de represiéon
para impedir la transcripcion de genes blanco [194]. De manera importante algunas de
estas construcciones ya estan siendo utilizadas para producir fenotipos deseados, como

resistencia a enfermedades, en plantas y animales[126, 195, 196].

A pesar de que existen actualmente mas de 100 genomas secuenciados de especies del
género Xanthomonas, que infectan plantas de interés agronémico como banana, tomate,
pimiento frijol, yuca y arroz [36, 50, 197], de que existen mas de 100 efectores TAL
secuenciados (http://www.xanthomonas.org/) y de los avances en biotecnologia de TALs,
es un numero reducido (<30) de targets naturales de estos efectores en plantas
hospederas los que se han estudiado y validado [97, 118, 119, 123, 188, 198-200]. De
manera importante, se desconoce si existen genes de MIRNA que sean inducidos por

TALSs durante la infeccion y el papel que esto pueda tener en la interaccion.

Actualmente se encuentra disponible Gnicamente un programa de prediccion de sitios de

union de TALs (llamados effector binding elements o EBES) el cual esta disponible en la
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suite TALE-NT [201]. A pesar de su éxito en la identificacién de algunos targets [97], el

programa falla en detectar algunos pares TAL-DNA conocidos [97, 118].

En esta parte del trabajo se buscé identificar sitios de union de TALs (EBEs) en las
regiones promotoras de genes MIRNA y comparar esta prediccion con perfiles de
expresion de miRNAs y sus targets en arroz y yuca. Para esto fue necesario el desarrollo
de un nuevo algoritmo para la identificacion de estas regiones (llamado Talvez,
disponible en http://bioinfo.mpl.ird.fr/cgi-bin/talvez/talvez.cgi) que mostré tener mejor
desempefio que otras estrategias en un set de datos control.

4.2 Resultados

4.2.1 Desarrollo de un algoritmo de prediccion de
sitios de union de efectores TAL

Se disefid un nuevo programa para la prediccién de sitios de union de efectores TAL, el
cual fe denominado Talvez. Este programa esta basado en gran parte en la estrategia
utilizada en el programa plantTFBS[104], utilizado para la bisqueda de sitios de union de
factores de transcripcion, presentado en la seccién 3.4.1. Basicamente el programa toma
una secuencia de RVDs y la transforma en una matriz de peso posicional asignando las
probabilidades de unién de cada RVD a los posibles nucleétidos. Posteriormente se
utiliza esta matriz para escanear las regiones promotoras y asignar un puntaje a cada
posible sitio de unién de acuerdo a la funcién de log-likelihood empleada en [104]. El
programa utiliza un cédigo de especificidades RVD-DNA mejorado respecto al publicado
en [97, 188], teniendo en cuenta las propiedades estructurales recientemente descritas
[190, 192]. Adicionalmente, Talvez emplea una correccidbn por posiciéon, que permite
tolerar mas desviaciones de las especificidades RVD-DNA hacia el extremo C-terminal
del TAL (luego de 15 repeticiones), puesto que existen evidencias que sugieren que esta
regiéon no es determinante para la actividad del TAL [Pérez-Quintero et al. sometido] [188,
199].
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Se compard el desempefio de este programa con el algoritmo previamente disponible
TALE-NT [201], y con el algoritmo Storyteller, desarrollado por el grupo Effecteurs -
Resistance des Plantes aux Bioagresseurs del Institute de Recherche pour le
Development (IRD), disponible en http://bioinfo-prod.mpl.ird.fr/xantho/tales/. TALE-NT
utiliza una estrategia similar a Talvez, basada en PMWSs, pero con una funcién diferente
para asignar puntajes que no tiene en cuenta la composicién de bases de la secuencia
escaneada [201]. Storyteller por el contrario, utiliza una estrategia basada en modelos
ocultos de Markov: brevemente, se toma la secuencia de RVDs de un TAL, se traduce a
un set de 10000 secuencias de union posibles y a partir de ellas se construye un modelo
oculto, el cual se utiliza para escanear las secuencias promotoras deseadas utilizando
Hmmer [202].

Los tres programas fueron probados contra un set de controles que comprendian 74
interacciones TAL-DNA confirmadas experimentalmente obtenidas de la literatura [97,
118-120, 123, 126, 188, 198-200, 203, 204]. De estas, 36 eran interacciones positivas
donde se mostré la induccion de un gen curso abajo del sitio de unién del TAL y 38 eran
interacciones negativas, las cuales eran usualmente similar en secuencia a las regiones
positivas pero que no mostraban actividad de induccion. Se escane6 el set de
entrenamiento utilizando los tres programas y se encontr6 que los tres programas
asignaban puntajes significativamente mayores a las interacciones positivas que a las
negativas (Wilcoxon one-tail , p-value<0.001) (Figura 4-1). Los tres programas también
mostraron altas tasas de verdaderos positivos y bajas tasas de falsos positivos, sin
embargo el desempefio de Talvez y Storyteller fue mejor que el de TALE-NT ) (Figura 4-
1).

Una prueba adicional del desempefio de los programas se realiz6 buscando los targets
naturales de un grupo de efectores TAL conocidos en los genomas de las plantas
hospedero respectivas (Arabidopsis y arroz) (Tabla 4-1). La basqueda se hizo sobre
todas las regiones promotoras (1000 bases antes del sitio de inicio de la traduccién) de
los genes anotados en los genomas. Los resultados de la busqueda fueron ordenados de
acuerdo al puntaje y se anot6 la posicién del target conocido en las predicciones de cada

programa. Se puede ver que con mayor frecuencia Talvez le asigné un mejor puntaje en
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las busquedas a los targets naturales conocidos (Tabla 4-1). Con base en estos

resultados se decidi6 utilizar Talvez para todos los analisis posteriores.

Figura 4-1: Desempefio de tres programas de prediccion de sitios de union de efectores
TAL.

a) Boxplot mostrando los puntajes de prediccion de tres programas sobre un set control de
interacciones TAL-DNA positivas (+) y negativas (-). Los puntajes fueron escalados respecto al
puntaje maximo obtenido con cada programa para facilitar la comparacion y adicionalmente los
puntajes de TALENT se escalaron x™* por ser inversos a los de los demas programas, esta
transformacion no altera la estructura de los datos. ** Indica diferencias significativas entre
positivos vs negativos (Wilcoxon one-tailed p-value <0.001). b) Graficas ROC (Receiver operating
characteristics) mostrando las tasas de verdaderos y falsos positivos para cada programa
calculadas a partir de las predicciones del set control. La linea punteada indica el desempefo
tedrico de un programa de clasificacidn aleatorio en el que la tasa de falsos positivos es igual a la

de verdaderos positivos.
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Tabla 4-1. Prediccion de targets naturales de efectores TALs en busquedas de
promotores utilizando tres programas de prediccion.
TAL Cepa Target Locus ID EBE Ref. Talvez | Storyteller | Talent
Gene posici | posicion posici
on on
AvrXa27 | Xoo PXO99A | Xa27 LOC Os06g39810 -84 | [200, 205] 674 /] 3186
AvrXa7 | Xoo PXO86 | Os11N3 LOC 0s11g31190 -259 [118] 191 344 443
AvrXa7 | Xoo PXO86 LOC 0Os04g19960 -60 [126] 172 1] %]
Hax?2 Xca 5 PAP1 AT1G56650 -130 [188] 180 438 %)
PthXol | Xoo PXO99A | Os8N3 LOC Os08g42350 -251 | [119, 188] 1 1 1
PthXo3 | Xoo PXO61 | Os11N3 LOC 0s11g31190 -261 [118] 1 /] %]
PthXo6 | Xoo PXO99A | OsTFX1 LOC 0s09g29820 -136 | [188, 198] 7 2 2
PthXo7 | Xoo PXO99A | OsTFIlIAy1 | LOC Os01g73890 -469 | [188, 198] 1 6 2
Tallc Xo0 PXO99A | OsHenl LOC 0s07g06970 -217 [97, 206] 1 1 1
Tal9A Xoc BLS256 | OsHenl LOC Os07g06970 -206 [97, 206] 1 1 1
TalC Xoo BAI3 Os11N3 LOC Os11g31190 -319 [123] 1 2 1

Se muestra la posicion (rank) de cada target en las predicciones hechas sobre el conjunto de

promotores del genoma respectivo, con cada programa. Se sefala en amarillo la mejor prediccién

para cada target, @ indica que el target no fue predicho. EBE indica la distancia en nucledtidos

desde la primera base (5') del sitio de unién hasta el sitio de inicio de la traduccién. La referencia

en la literatura para la interaccién se indica en Ref.
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4.2.1 Prediccion de genes targets de efectores
TAL y expresion diferencial en respuesta a
Xanthomonas.

Para continuar evaluando el desempefio del nuevo programa se decidié analizar qué
tanto se relacionaban las predicciones hechas por Talvez con datos de expresién de
genes. Se escogid el modelo arroz-Xanthomonas oryzae dada la abundancia de datos de
microarreglos y de TALs secuenciados. Para esto se empled el programa Talvez para
identificar genes target para todos los TALs de cepas de Xanthomonas oryzae para las
cuales existe datos de microarreglos de genes de arroz en respuesta a la infeccién (Xoo
BAI3, Xoo PX086, Xoo0 PXO99A, Xoo MAFF311018, Xoc BLS256, 71 TALS).

Se identifico la interseccion entre los 200 targets predichos con mayor puntuacion para
cada TAL y los 100 genes con mayor induccién (log2FC >2, pvalue <0.001) en respuesta
a la bacteria en comparaciones de microarreglos. Estos criterios fueron escogidos
basados en la expresion de targets conocidos en experimentos relevantes.

Al realizar esta comparacion se encontr6 un set de 77 genes de arroz potencialmente
regulados por 51 efectores TAL. Los genes y los respectivos TAL se organizaron en una
red de 96 interacciones, de las cuales 19 fueron interacciones uno-a-uno (un TAL y un
gen). Las interacciones restantes se organizaron en modulos discretos que
correspondian a mdltiples TALs regulando un mismo gen, o viceversa, varios genes
regulados por un mismo TAL. Los genes de la red fueron muy heterogéneos en
anotacion y no mostraron enriguecimiento de términos GO utilizando Andlisis de
Enriguecimiento Singular (SEA) [207]. Sin embargo un posible elemento en comuin de
estos genes es que al menos el 57% eran genes altamente conectados (grado de
conectividad >5) en una red de interacciones funcionales de arroz [208]. Esto sugiere que
los TALs podrian converger hacia hubs en redes génicas, como se describié para otros
efectores tipo Ill en la interaccion Arabidopsis-P. syringae [209]. No seria sorprendente
por tanto que los TALs regularan también genes MIRNA dado su papel central en este
tipo de redes [167].
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Adicionalmente, esta red se comparé con 100 redes obtenida a partir de aleatorizar la
secuencia de RVDs de los TALs utilizados y repetir el proceso. De manera importante, la
red original, comparada con las redes aleatorias estaba compuesta de un mayor nimero
de elementos y mostraba ademas prevalencia de genes predichos con altos puntajes
(Figura 4-2). indicando que las relaciones encontradas son relevantes biol6égicamente.
12% de las interacciones en la red TAL-gen correspondian a asociaciones entre un TAL y
su target predicho con mayor puntaje (Figura 4-2), esto puede traducirse en una
frecuencia del 12% en que el target predicho con mejor puntaje para un TAL ed
diferencialmente expresado en respuesta a la bacteria.

La red ademas esta compuesta de interacciones previamente desconocidas como las
inducciéon de nuevos miembros de la familia Mtn3 y la convergencia de varios TALs sobre
genes de la familia de Calmodulinas o genes involucrados en regulaciéon de Calcio. Estas
interacciones seran discutidas en detalle en otros trabajos [Pérez-Quintero et al.
sometido]
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Figura 4-2: Red predicha de efectores TAL y sus genes targets en la interaccion de arroz
con distintas cepas de Xanthomonas oryzae.

a) Representacion jerarquica de la red TAL-gen. Los genes estan representados por circulos y los
TALs por poligonos (los colores corresponden a distintas cepas). Se muestran los nombres para
algunas interacciones conocidas y de interés. b) Distribucién de porcentajes de los puntajes de los
pares TAL-gen en redes predichas. Se presenta el promedio de 100 redes aleatorias obtenidas a

partir de aleatorizar la secuencia de RVDs de los TALs utilizados en la red original.
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4.2.2 Interaccion entre efectores TAL y genes de la
via de miRNAs.

Al analizar la red de interacciones de TAL y genes para arroz y Xanthomonas, se
encontré que un gen implicado en la via de miRNAs era un target predicho para varios
TALs de diferentes cepas, el gen OsHEN1 (LOC Os07g06970), el cual codifica para una
metiltransferasa encargada de la metilacién de los miRNAs antes de su exportacién al
citoplasma [210]. Se ha identificado previamente que este gen es un posible target de
Tallc (XocBLS256) y Tal9A (XooPXO99A) y que es inducido en respuesta a bacterias
conteniendo estos TALs [97]. La induccién de este gen en repsuesta a X00PX099A se
pudo ver en Iso datos de microarreglos utilizados en la seccion 2.2.3 En este trabajo se
encontré6 que también OsHEN1 es un posible target de un TAL de la cepa
X00MAFF311018 y es inducido en respuesta a esta bacteria. Ademas también se predijo
como target para dos TALs diferentes de las cepas X00JXOIll y XooKACC1033 (para las

cuales no existen datos de expresion de genes) (Figura 4-3).
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Figura 4-3: Interaccion entre efectores TAL de cepas de Xanthomonas oryzae y el gen
OsHEN1.

a) Nivel de induccion del gen OsHEN1 en respuesta a la cepa indicada en distintos
tratamientos (diferentes variedades o tiempos de inoculacion). b) Se muestra el modulo
de la red de TALs y genes compuesta por OsHEN1, se sefialan los puntajes de
prediccion y la posicion para cada TAL utilizando talvez. ¢) Secuencia de RVDs de los
TALs que inducen OsHENL1 y el sitio de unidn respectivo para cada TAL en la region

promotora de OsHENL.
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4.2.3 Interaccion entre efectores TAL y genes
MIRNA.

Se desconoce hasta ahora algin caso en el que un efector TAL induzca la expresion de
un gen MIRNA. Para estudiar esta posibilidad se realizaron predicciones de sitios de
unién de efectores TAL sobre regiones promotoras de genes MIRNA y se estudié luego
la expresion del miRNA y sus posibles targets en librerias de sRNAs y datos de RNA-seq
0 microarreglos, esperando que existiera induccion del miRNA en respuesta del TAL y
consecuentemente represion de los targets del miRNA. Se realiz6 este estudio con las
tres cepas Xanthomonas tratadas en este trabajo para las que se tienen datos de
expresion de miRNAs y genes: Xam ClO151, Xoo BAI3 y Xoo PXO99A.

= TALE1Xam y miR172e

En el caso de Xam ClO151, actualmente s6lo se han secuenciado dos efectores TAL
[50]. Uno de estos efectores: TALEly.,, Se sabe que es importante para la virulencia de
la bacteria y se dispone ademas de datos de RNA-seq de plantas inoculadas con
bacterias con y sin el efector (Seccidén 1.4.5.). Se realiz6 la prediccion de sitios de unién
de TALEly,, sobre los promotores de los genes anotados en yuca incluyendo los
promotores de genes MIRNA. Unicamente un locus de miRNA tuvo un puntaje alto en las
predicciones: miR172e (posicion 82 entre los genes con mayor puntaje de prediccion). La
familia 172 se identificé entre las familias inducidas en respuesta a Xam (Figura 1-2)

y entre sus targets predichos se encontraban principalmente factores de transcripcion
tipo AP2 y RAP2.

La secuencia del miRNA maduro correspondiente a miR172e es Unica y diferente de la
de los demas miembros de la familia, lo cual permiti6 mapear especificamente lecturas
de las librerias de sRNAs provenientes de este locus. Se encontr6 que miR172e
(siguiendo el comportamiento general de la familia miR172) es inducido en respuesta a
Xam. Luego, se quiso ver si la expresion de los targets de miR172e disminuia en
presencia del efector TALE1x.n en datos de RNA-seq. Para esto, se estudid la expresion

de 8 targets de miR172e para los cuales se tenian datos en el experimento de RNA-seq
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(algunos de estos targets eran compartidos con otros loci de la familia). Unicamente uno
de los posibles targets mostré el comportamiento deseado (represion en presencia del
efector TALE1Xam), que corresponde al gen cassava4.1l 001818, codificante para una
phosphatidylinositol kinasa, sin embargo este gen no se ecuentre entre los genes
significativamente diferencialmente expresados en presencia del efector (Mufioz-Bodnar
et al. prep). Es dificil saber si el comportamiento de este gen es consecuencia o ho de la

induccion del miRNA.

Los demas targets estudiados de esta familia (principalmente factores de transcripcion)
mostraron ser reprimidos en respuesta a la bacteria con o sin la presencia del efector, y
de igual manera los demés miembros de la familia también son inducidos en respuesta a
Xam en las librerias de sRNAs. Esto sugiere que la induccion de esta familia esta
relacionada con defensa tipo PTI, y es posible que la induccién de miR172e sea parte del
mecanismo general de defensa de la planta y no esté relacionado con la actividad de
TALElyx.,. Esta familia, se sabe esta implicada en la represion transcripcional del
proceso de floracion y es inducida en respuesta a mudltiples tipos de estrés,
probablemente para reducir costos fisiolégicos a la planta (como la reproduccién) en

condiciones no Gptimas [171-173].

= TALCy miR399c

Hasta la fecha se han identificado solo tres efectores TAL en la cepa Xoo BAI3. Uno de
estos efectores, TALC, tiene un papel en la virulencia de esta cepa mediante la induccién
de un gen de la familia Mtn3: Os11N3 [123]. Se llevé a cabo la prediccién de sitios de
unién para los tres efectores TALs sobre las regiones de miRNAs encontrandose 11
pares TALIMIRNA con altos puntaje de prediccion. Sin embargo solo uno de estos pares
correspondia a una familia de miRNA inducida en respuesta a efectores en las librerias
de sRNAs: TALC-miR399c.

En arroz existen tres loci de la familia mir399 que tienen la misma secuencia de miRNA
maduro que miR399c, por eso no es posible identificar correctamente la expresion de

este miRNA particular en las librerias de sSRNAs. Sin embargo los niveles de expresion
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para el miRNA maduro de estos tres loci muestra induccién en plantas inoculadas con
Xoo BAI3 y no con Xoo BAI3AHRC, en una de las réplicas analizadas. Entre los targets
predichos para estos miRNAs se ha confirmado al menos su accion sobre un gen
codificante para una Ubiquitin conjugating enzyme (LOC_0s05g48390) [131]. Se ha
observado en otros sistemas, que las bacterias se aprovechan de la actividad de este

tipo de enzimas para suprimir defensas [211, 212].

Sin embargo, la expresion de este gen y la de los demas targets predichos para esta
familia en datos de RNA-seq no obedece al comportamiento esperado dada la induccién
del miRNA, la ausenciaa de asociacion entre expresion de miRNAs y targets en estos
analisis es discutida en la seccion 2.3. De igual manera se estudio la expresion de los
posibles targets de miR399c en datos de microarreglos (GSE19844, [123]) en los que se
compara la expresion en plantas de arroz inoculadas con Xoo BAI3 y con una cepa
mutante para el efector TALC (X00BAI3SATALC) pero nuevamente no se observo ninguna

expresion diferencial.

e TAL-3Cay miR827.

Por ultimo se hizo el mismo andlisis para el sistema arroz-Xoo PXO99A. En esta bacteria
se han identificado 18 efectores TAL y para al menos tres se han identificado targets,
aungue se le ha dado un papel predominante en virulencia Unicamente a PthXol [119,
188, 198]. Tras predecir los targets de estos TALs se encontraron 40 posibles
asociaciones TAL-MIRNA en este sistema. Unicamente una de estas asociaciones
correspondia a una familia inducida en respuesta a efectores: la familia miR827. Los loci
miR827a y miR827b los cuales conforman un pre-miRNA policistrénico y producen el
mismo miRNA maduro, fueron ambos predichos como inducidos por el TAL-3Ca el cual
no tiene ningun blanco conocido en arroz y no resulté tampoco asociado a ningln gen en
la red construida en este trabajo. Unicamente uno de tres targets predichos de esta
familia, una proteina de membrana (LOC_0s04g48390) tenia expresion registrada en los
microarreglos pero no se encontr6 como diferencialmente expresado en respuesta a la

bacteria.
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4.3 Discusion

Uno de los logros de este trabajo es el disefio de una herramienta mas precisa para la
prediccion de sitios de union de efectores TAL en secuencias de DNA. Esto, junto a datos
de expresiéon permitié la prediccion de genes potencialmente inducidos por efectores de
Xanthomonas durante la infeccién en arroz y yuca incluyendo genes MIRNA.

El nuevo programa, Talvez, fue comparado con otros dos algoritmos existentes utilizando
un set control y mostré mejor desempefio en asignar altos puntajes a targets conocidos.
Las diferencias entre Talvez y los deméas programas probablemente se deban al uso de
un cédigo mejorado de especificidades TAL-DNA, y a la incorporacion de una correccion

por posicién que le da mayor peso a las primeras repeticiones para asignar los puntajes.

Existen sin embargo aun aspectos pocos caracterizados de la union TAL-DNA que
podrian tenerse en cuenta para futuras versiones del programa. Por ejemplo,
recientemente se mostré que diferentes RVDs tenian diferentes contribuciones a la union
al DNA, teniendo los RVDs que forman puentes de hidrégeno con el DNA como NN o HD
mayor contribucién que RVDs como NI o NG, que se unen por fuerzas de van der Waals
y pueden en algunos casos incluso ser insuficientes para tener actividad inductora [213].
Un conocimiento mas detallado de las contribuciones de distintos tipos de RVDs sobre
targets naturales podra eventualmente ser Util para mejorar las predicciones de sitios de
union. De igual manera otros aspectos como el contexto genémico del sitio de unién (p.e.
distancia al sitio de union de la traduccién) podran eventualmente incorporarse a la

prediccién una vez se conozca mas sobre su efecto.

El programa disefiado en este trabajo ha sido utilizado para identificar posibles targets de
efectores TAL y contrastarlos con datos de microarreglos, encontrandose que
comunmente un alto valor de prediccion en el programa esta asociado con induccion en
respuesta a bacterias. De esta forma se encontré que un gen de la via de miRNAs:
OsHENL1, parece ser un target clave de cepas de Xanthomonas oryzae (al menos para 5
cepas). Esta situacion ha sido previamente reportada para dos cepas [97]. Este es uno

de sélo dos genes que son predichos como target de cepas de Xoc y de Xoo. Esto hace
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pensar que la induccion de este gen por parte de cepas de X. oryzae puede ser un
requerimiento universal para virulencia, aunque se desconoce el efecto que la induccién
de este gen pueda tener en la via de miRNAs y en la fisiologia de la planta. Para la cepa
Xoo BAI3, estudiada en este trabajo, aun no se ha encontrado un TAL que tenga entre
sus posibles targets este gen. Ilgualmente, no se ha encontrado este gen entre los

posibles targets de los TALs secuenciados de cepas de Xam [Osorio et al. in prep] [50].

Por otro lado, en este trabajo se estudi6 la posibilidad de que la expresion de genes
MIRNA fuese modificada por efectores TAL de dos cepas de Xoo y una de Xam. Aunque
se predijeron varias interacciones TAL-MIRNA, Unicamente una interaccién para cada
cepa presento una relativamente solida evidencia experimental (induccion del respectivo
miRNA en librerias de RNAs pequefios). En todos los casos, sin embargo, estas
asociaciones correspondian a puntajes relativamente bajos de prediccion para el sitio de
unién y ademas no se puedo establecer una clara asociacion entre los niveles de
induccion de los miRNAs y la expresion sus posibles targets. Estos datos sugiere que los
MIRNAs no son en verdad inducidos por estos TALs o alternativamente que su induccion
es muy baja para causar un efecto en los targets. No se descarta, sin embargo, la
posibilidad de que otros efectores no estudiados en este trabajo tengan la capacidad de
inducir genes MIRNA y que esto tenga un efecto fisiolégico importante en la planta. El
gue la transcripcion de la mayoria de los genes MIRNA este regulada por los mismos
factores que la mayoria de los genes indicaria que pueden igualmente ser regulados por
factores de transcripcion bacterianos. La herramienta aca desarrollada para la prediccion
de sitios de unién de efectores TAL sera de gran ayuda para estudiar esta hipétesis una
vez se tengan datos de expresion de miRNAs y genes en respuesta a otras cepas que

cuenten con otros repertorios de efectores TAL.
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4.4 Materiales y métodos

4.4.1 Algoritmo de prediccion de sitios de unidn
de efectores TAL: Talvez

Una interface web y el cédigo fuente de Talvez se encuentra disponible en http://bioinfo-
prod.mpl.ird.fr/xantho/tales (login = effectors, password = 100p). La estrategia de Talvez
estd basada en gran parte en el algoritmo de blsqueda de sitios de union de factores de
transcripciébn descrita en [104]. El programa estd basado en los lengaujes de

programacion perl y java.

Talvez busca sitios de unidn de efectores TAL a través de varios pasos: () Para cada
secuencia de RVDs se crea una matriz (PMW) de acuerdo a las especificidades de unién
RVD-DNA. Si se especifica la correccion por posicion, se utiliza una version escalada del
codigo que tolera méas coincidencias imperfectas entre RVDs y DNA. Se afiade ademas
una probabilidad de base (pseudocounts) a todos los elementos de la PMW de forma que
cualquier base es permitida en cualquier posicion al menos con la probabilidad de base
(por defecto = 0.001). (II) Se calcula la composicién de nucleétidos de las secuencias de
DNA a escanear. (lll) Se asignan puntajes a todos los posibles sitios de union en la
secuencia de DNA utilizando la funcién de probabilidad descrita en [104]. (V) Se reportan
los resultados que se encuentren por encima de un puntaje definido por el usuario y son
ordenados de acuerdo al puntaje. El programa escanea Unicamente la hebra positiva de
las secuencias y no permite la insercidon de gaps. La versiébn web permite escanear las
regiones promotoras de los genes identificados en los genomas de 25 plantas, obtenidos

de Phytozome (http://www.phytozome.net/).

El codigo RVD-DNA utilizado en el programa esta basado en especificidades obtenidas
de la literatura [97] y fue modificado para ajustar nuevos aspectos de la interaccion
(Anexo F). Se asignaron iguales probabilidades a RVDs que terminasen en el mismo
aminoacido. Se modificaron las especificidades para la posicion 0, permitiendo la union

de citosina y timina, teniendo la citosina menor probabilidad de unién.



Capitulo 4. Regulacion transcripcional de miRNAs por factores de 90
transcripcién bacterianos

4.4.2 Sets de datos y predicciones

Se recopild6 un set de datos control para probar el desempefio de programas de
prediccion de datos basado en interacciones TAL-DNA publicadas que hubiesen sido
validadas experimentalmente mediante ensayos GUS, EMSA, y/o QRT-PCR [97, 118-
120, 123, 126, 188, 198-200, 203, 204, 206] (Anexo G). Un subset de interacciones
correspondientes a targets naturales de TAL en los genomas de arroz y Arabidopsis fue

utilizado para ensayos control de basquedas en todo el genoma.

Para las predicciones con Talvez se utilizaron los siguientes parametros: pseudocounts
'"1e-05', minimum score '9', position correction '19'. Las predicciones con storyteller se
hicieron con los siguientes parametros: rounds '1e5', noise '0.5', noise-shape ‘hvaa-
dependent’, max e-value '700', minscore '2', gap probability '1e-3'. Las predicciones con
Talent se hicieron con parametros por defecto. Las regiones promotoras de genes fueron
obtenidas de www.phytozome.com y las regiones promotoras de miRNAs fueron
obtenidas como fue descrito en la seccion 3.4.1.

Los resultados de escanear el set de interacciones control con cada programa fueron
analizados asi: para cada TAL y cada programa de estableci6é un puntaje minimo definido
como el minimo puntaje para una interaccion positiva conocida, todos los sitios de union
predichos sobre este puntaje fueron considerados predicciones positivas, y debajo de
este puntaje predicciones negativas. De esta forma un verdadero positivo corresponde a

una interaccion positiva conocida con un puntaje mayor a este puntaje minimo.

4.4.3 Analisis de microarreglos

Datos de expresion de genes de plantas inoculadas en respuesta a Xanthomonas
oryzae, con sus respectivos controles fueron obtenidos de los siguientes sets de datos de
la base de datos GEO datasets (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gds): Comparative
transcriptional profiling of rice undergoing infection by X. oryzae pv. oryzae or by X.
oryzae pv. oryzicola” (GSE16793), “affy_Xoo_rice-Transcriptomics-based identification of

Xoo strain BAI3 Talc targets in rice” (GSE19844) y “Comparison of transcriptional
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responses of two susceptible rice cultivars to strains of Xanthomonas oryzae”
(GSE36272), también utilizado en la seccion 2.2.3. Se obtuvieron datos de expresion
normalizados para estos experimentos en la base de datos PlexDB [142] y fueron
comprobados utilizando la funcién rma (Robust Multichip Average) del paquete affy de
Bioconductor en R [214].

Se consideraron como genes de interés aquellos que resultaron diferencialmente
expresados en alguna de las siguientes comparaciones: (I) Plantas inoculadas con cepas
silvestres comparadas con plantas no tratadas. (II) Plantas inoculadas con cepas
silvestres comparadas con plantas mutantes para el T3SS. (lll) Plantas inoculadas con
cepas silvestres comparadas con plantas mutantes para TALs especificos. La
identificacion de genes diferencialmente expresados se realizé con el paquete limma de
bioconductor [215]. Se consideraron diferencialmente expresados los genes que tuviesen
log2FC mayor o igual a 1, con un p-value menor a 0.05. Para cada experimento se
tomaron Unicamente los 100 genes mas inducidos en respuesta a la bacteria ordenados

de acuerdo al log2FC.

Los sets de genes diferencialmente expresados fueron contrastados con los sets de
targets predichos y las interacciones fueron representadas en una red utilizando
cytoscape [216].



Conclusiones y perspectivas 92

5.Conclusiones

En este trabajo se estudio la expresion de miRNAs y sus targets en respuesta a bacterias
del género Xanthomonas en yuca y arroz y los posibles mecanismos de regulacién
transcripcional de estos miRNAs por factores de transcripcion vegetales y bacterianos.
Se basé este trabajo en un modelo general del papel de los miRNAs en interacciones
planta-bacteria relacionado con las respuestas de inmunidad conocidas tradicionalmente:
ETly PTIL

En yuca se encontrd que la expresion diferencial de miRNAs correspondia a este modelo
general y que la respuesta era similar a la reportada en Arabidopsis. Se inducen miRNAs
gue reprimen reguladores negativos de defensa como son genes involucrados en
sefializacion de auxinas y se reprimen miRNAs que normalmente regulan genes de
resistencia y genes involucrados en distribucion de cobre. Se pudo relacionar la
expresion diferencial de los miRNAs con sus targets, y se encontrd un posible efecto de

represion de silenciamiento para une efector tipo TAL secretado por la bacteria.

En contraste en arroz no se encontré una respuesta clara mediada por miRNAs y no se
pudo asociar la expresion diferencial de éstos con la expresion de targets. De modo que
aungue se encontraron familias diferencialmente expresadas estas pueden no tener un
efecto fisiologico importante o pueden tenerlo bajo condiciones diferentes a las
evaluadas. Las familias que se encontraron fueron diferentes a las que se esperaban de
acuerdo al modelo general y variaron de acuerdo a la cepa de X. oryzae estudiada. Por
otro lado no mostraron mucha variacion en presencia o ausencia de efectores secretados
por la bacteria. Y notablemente, la respuesta parece ser cuantitativa, dependiendo de la

poblacién bacteriana que se encuentre en la planta, por lo que es posible que se necesite
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un umbral de bacteria para tener una respuesta robusta que se evidencie en la expresion

diferencial de genes.

Se estudiaron las regiones promotoras de los miRNAs en estas plantas para entender la
posibles diferencias en regulacion y se encontraron diferencias en la distribucion de sitios
de union de factores de transcripcion en estas regiones para la las plantas estudiadas,
siendo esta distribucion similar entre yuca y Arabidopsis lo cual puede estar relacionado
con las respuestas similares encontradas. Se identificaron ademas elementos sobre-
representados en las familias diferencialmente expresadas y estos elementos parecen
estar relacionados con procesos de respuesta a luz, regulacion del ritmo circadiano y

regulacién de floracion.

Finalmente se estudid la posible regulacién de miRNAs por efectores bacterianos tipo
TAL los cuales actian como factores de transcripcién. Aunque se encontraron posibles
asociaciones entre estos efectores y algunos miRNAs para cepas de Xam y Xoo0 éstas no
se pudieron relacionar con expresion diferencial de genes. Sin embargo, se encontrd una
fuerte asociacion entre los efectores TAL de varias cepas de Xoo y la via de miRNAs
mediante la induccion del gen HEN1 involucrado en la metilacion de miRNAs, aunque el

efecto fisioldgico que esto pueda tener es alin desconocido.

Los resultados de este trabajo recalcan la importancia de estudiar proceso de inmunidad
mediados por miRNAs en plantas de distintos grupos filogenéticos y muestran que puede
haber gran variacién entre estas respuestas inclusive en respuesta a cepas similares
genéticamente. Es ademas el primer estudio que analiza la expresiéon por miRNAs en
respuesta a bacterias del género Xanthomonas, uno de los géneros de bacterias mas
importantes en fitopatologia por su impacto en un gran namero de cultivos y por su

habilidad de causar directamente cambios transcripcionales en las plantas.
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6.Recomendaciones y
perspectivas

Aunque estos resultados son promisorios se necesita alin ampliar el conociendo sobre la
regulacibon de miRNAs en estas plantas y mejorar algunos aspectos de esta
investigacion. Particularmente los sets de datos utilizados para yuca fueron bastantes
heterogéneos y pueden tener mucho ruido, y se recomienda hacer el estudio a tiempos
especificos e incluir réplicas técnicas y biolégicas. De igual manera en arroz se deberian
estudiar otros tiempos para determinar con certeza si existe 0 no una respuesta mediada
por miRNAs. Por otro lado se debe también mejorar la estrategia para hacer
asociaciones mas acertadas entre la expresion de miRNAs y los targets, se
recomendaria estudiar librerias de RNAs degradados (degradome sequencing) para

verificar el clivaje de los targets predichos.

Se debe demas tener en cuenta que gran parte de los resultados aqui generados son
producto de analisis in silico y es aln necesaria la validacion experimental de varios
aspectos como la expresion de los miRNAs mediante northern blot o0 Q-PCR de RNAs
pequefios, el clivaje de los targets mediante RACE-PCR y la induccién de genes por

efectores TAL mediante ensayos EMSA o GUS.

Se espera estos resultados puedan guiar estrategias de mejoramiento en estas plantas,
particularmente en yuca en la que parece que los miRNAs si juegan un papel en defensa.

Algunas de estas estrategias pueden incluir:
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o El disefio de miRNAs artificiales dirigidos contra factores de respuesta auxinas y
su transformacion en plantas bajo promotores inducibles en respuesta bacterias
para fortalecer la respuesta que se da naturalmente o regular ARFs que no se
encuentren bajo control de miRNAs.

e La transformacion de plantas con target mimics (con promotores inducibles en
respuesta bacterias) especificos que bloqueen la actividad de miRNAs que
regulen normalmente genes de resistencia.

o El disefio de TALs artificiales que induzcan la expresion de miRNAs con un papel
en defensa contra bacterias. En Arroz podria por ejemplo inducirse artificialmente
la expresion de miRNAs conservados que controlen los ARFs y ver si esto se

traduce en una respuesta de resistencia.

A pesar de las dificultades inherentes a los ensayos bioinformaticos los resultados de
este trabajo fueron en gran parte satisfactorios y se cumplié con los objetivos propuestos.
Parte de los resultados aca presentados fueron publicados en un articulo [69] ,la
exploracion bibliogréafica necesaria para esta investigacion fue aprovechada para la
elaboracion de articulos de revision [58, 59] y un capitulo de libro [35]. Partes de estos
resultados fueron también expuestos en varios congresos, incluyendo:
e 4th Xanthomonas genomics conference 2012, Anger. France
e GCP21-ll, Second Scientific  Conference of the Global Cassava
Partnership for the 21st Century. 2012. Kampala, Uganda.
o Effectome 2011, Lauret, France.
e ler Congreso Colombiano de Biologia Computacional 2011 (trabajo ganador).
Bogot4, Colombia.
e XXX Congreso Colombiano y XVI Latinoamericano de Fitopatologia. 2011. Bogota
Colombia
Y permitieron ademés que se le otorgara al grupo de investigacion Manihot Biotec el
Premio semilleros ADN 2011 de investigacion otorgado por la la Asociacion de

Biotecnologia Vegetal Agricola (http://www.agrobio.org.co/news/view.php?id=MTg3).

Ademas, los métodos y los sets de datos aca generados se esperan sean valiosos para
futuras investigaciones y en algunos casos ya estan siendo utilizados. Por ejemplo, las

técnicas empleadas para la identificacion de miRNAs sirvieron para un andlisis en la
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planta con potencial anti-malaria Artemisia annua [217]. Las librerias de RNAs pequefios
de yuca fueron aprovechadas para la identificacion de otros RNAs reguladores: nat-
siRNAs y cis-nat-RNAs [Quintero et al., sometido] asi como ncRNAs provenientes de la
bacteria [Bernal et al., sometido], también se utilizaron en un proyecto de andlisis masivo
de RNAs provenientes de genomas de cloroplastos en varias plantas [Urrego et al., in
prep] e hicieron parte de un set de datos utilizado para crear una red de interacciones de
genes con papel en inmunidad en yuca [Leal et al., sometido]. En arroz se planea utilizar
estos datos para estudiar no solo miRNAs sino otros tipos de RNAs pequefios
involucrados en defensa y ademas los datos de RNA-seq permitirAn estudiar nuevos
transcritos que puedan ser inducidos por efectores TAL en la interaccion. Y finalmente, el
programa Talvez disefiado para la prediccion de targets de efectores TAL ha permitido la
identificacion de funciones previamente desconocidas entre TALs de Xanthomonas
oryzae [Pérez-Quintero et al., sometido] y fue utilizado para la prediccién de varios sitios
de unidén de efectores de distintas cepas de Xam [51] [Osorio et al., in prep], de la cepa
de Xoo africana MAIL [Pesce et al., in prep] y de la especie patdgena de citricos X. citri

[Escalon et al., in prep].

Se espera estos resultados sigan siendo Gtiles y permitan avances en el entendimiento

de las bases moleculares de la interaccion planta-patégeno.
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7/.Anexos

Los anexos se encuentran como archivos separados en el CD que acompafia este
trabajo.

Anexo A. Ubicacion gendmica y caracteristicas de miRNAs identificados en yuca.
Anexo B. Targets de miRNAs predichos en yuca.

Anexo C. Expresion de miRNAs en arroz en respuesta a Xoo BAI3 y Xoo PXO99A
Anexo D. Targets de miRNAs predichos en arroz.

Anexo E. Frecuencias de TFBs en regiones promotoras de MIRNAS y genes
codificantes.

Anexo F. Especificidades TAL-DNA utilizadas por el programa Talvez

Anexo G. Set de interacciones TAL-DNA utilizadas como control para evaluar la
prediccién de sitios de union de efectores.
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