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Resumen:

La sequia es uno de los factores de estrés abidtico mas comun que afectan
el crecimiento, desarrollo y rendimiento de las plantas. Durante su evolucion, las
plantas han desarrollado diferentes estrategias de defensa que les permite escapar
o tolerar a la sequia. En términos moleculares, uno de los mecanismos de defensa
contra la sequia es la reprogramacion de la expresién génica regulada mediante
miRNAs. Muchos genes con diversas funciones han sido implicados en esta tarea,
sin embargo, la red de miRNAs que median la respuesta a estrés hidrico sigue
siendo desconocida en varias especies de interés agrondmico como el amaranto
(Amaranthus hypochondriacus). El amaranto es un pseudocereal con un alto valor
nutritivo debido al contenido de proteinas, aminoacidos y minerales. Dada la
importancia alimenticia de este cultivo y su tolerancia a diversas situaciones de
estrés medio ambiental, el presente proyecto de investigacién se enfocd en el
analisis del transcriptoma no codificante de amaranto para identificar los miRNAs
que estan regulados por déficit de agua, con la finalidad de elucidar las redes de
regulacion génica que se activa en este cultivo ante el estrés por sequia, para

futuras aplicaciones biotecnologicas.
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Abstract:

Drought is one of the most common factors of abiotic stress affecting growth,
development and yield of plants. During their evolution, plants have developed
different defense strategies that allows them to escape or tolerate drought. In
molecular terms, one of the defense mechanisms against drought is the
reprogramming of gene expression regulated by miRNAs. Many genes with diverse
functions have been implicated in this function, however, the miRNAs regulatory
network that mediate the response to water stress remains unknown in several
species of agronomic interest such as amaranth (Amaranthus hypochondriacus).
Amaranth is a pseudocereal with a high nutritional value due to protein, amino acids
and minerals. Given the nutritional importance of this crop and various situations of
environmental stress, the present research project will focus on the analysis of non-
coding transcriptome of amaranth to identify miRNAs that are regulated by water
deficit in order to elucidate gene regulatory networks that are activated in this crop

to drought stress, for future biotechnological applications.
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1. Introduccién

Los amarantos son dicotiledéneas con habitos herbaceos y un ciclo de vida
anual (Das 2016). Pertenecen al orden Caryophyllales, familia Amaranthaceae,
subfamilia Amaranthoideae, genero Amaranthus (de Rzedowski and Rzedowski
2001) y de acuerdo con reportes de Waselkov et al. 2018, el género Amaranthus
incluye aproximadamente 74 especies monoicas o dioicas (Waselkov, Boleda et al.
2018), de las cuales 55 son nativas del continente Americano y el resto de Australia,
Africa, Asia y Europa (Costea, Sanders et al. 2001, Mlakar, Turinek et al. 2010,
Janovska, Cepkova et al. 2012, Bayén 2015, Castrillon-Arbelaez and Frier 2016). El
amaranto es un pseudocereal con un alto valor nutrimental (Cornejo, Novillo et al.
2019) y propiedades nutracéuticas notables (Chakraborty, Chakraborty et al. 2000,
Silva-Sanchez, de La Rosa et al. 2008, Huerta-Ocampo and Barba de la Rosa 2011,
Caselato-Sousa and Amaya-Farfan 2012, Venskutonis and Kraujalis 2013), se
valora ademas por ser una planta con tolerancia inherente a diferentes factores de
estrés (Huerta-Ocampo, Briones-Cerecero et al. 2009, Orona-Tamayo and Paredes-
Lopez 2017, Joshi, Sood et al. 2018, Jamalluddin, Massawe et al. 2019), pues es
poco susceptible a enfermedades o plagas de insectos (Othim, Ramasamy et al.
2018), ademas de que es capaz de crecer en suelos pobres y salinos (Omamt,
Hammes et al. 2006, Huerta-Ocampo, Barrera-Pacheco et al. 2014, Sarker and Oba
2019), bajo condiciones de altas temperaturas (Wang and Ebert 2012), lluvias
irregulares y sequia (Huerta-Ocampo, Briones-Cerecero et al. 2009, Wang and
Ebert 2012, Espitia-Rangel 2018, Jamalluddin, Massawe et al. 2019); esto ultimo
gracias a su eficiencia del uso del agua, lo que deriva de su capacidad para crecer

raices primarias largas y desarrollar un extenso sistema de raices laterales, lo que

3
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lo convierte en un cultivo alternativo para la produccion sustentable de alimentos en
condiciones semiaridas (Stallknecht and Schulz-Schaeffer 1993, Omamt, Hammes
et al. 2006, Huerta-Ocampo, Barrera-Pacheco et al. 2014, Castrillén-Arbelaez and
Frier 2016, Joshi, Sood et al. 2018). Pese a décadas de investigacion, la sequia
sigue representando uno de los principales desafios para la agricultura (Huerta-
Ocampo, Briones-Cerecero et al. 2009, Steiner, Briske et al. 2018, Tigkas, Vangelis
et al. 2019), pues al ser un evento climatico normal y recurrente, cuya aparicion,
gravedad y tiempo de duracién es imposible predecir, limita severamente la
productividad de los cultivos (Xoconostle-Cazares, Ramirez-Ortega et al. 2010,
Tigkas, Vangelis et al. 2019). La situacion se agrava al establecerse interacciones
con otros factores de estrés (Chatterjee and Solankey 2015, Cohen, Rapaport et al.
2019), en particular con salinidad, temperaturas extremas, variaciones en la
disponibilidad de nutrientes; y el ataque de plagas y enfermedades en las plantas
(Ceccarelli and Grando 1996, Suzuki, Rivero et al. 2014, Todaka, Shinozaki et al.
2015, Jain, Ashraf et al. 2019). Sin embargo, las plantas han desarrollado
estrategias sofisticadas para enfrentar condiciones climaticas adversas
(Xoconostle-Cazares, Ramirez-Ortega et al. 2010, Chatterjee and Solankey 2015,
Jain, Ashraf et al. 2019). Entre sus mecanismos de defensa se encuentra la
reprogramacion de la expresion génica mediada por microRNAs (miRNAs) (Jeong,
Park et al. 2011, Ferdous, Hussain et al. 2015, Sharma, Upadhyay et al. 2019). Los
mMiRNAs son una clase de RNAs pequefios no codificantes de aproximadamente 22
nucledtidos de longitud, los cuales se han identificado como importantes
reguladores de la expresidn génica por la interaccidén especifica con mMRNAs blanco

en multiples organismos (Ferreira, Gentile et al. 2012, Liu, Yu et al. 2018). Algunos

4
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mMiRNAs estan funcionalmente conservados a través de diferentes especies de
plantas y animales y estan regulados por diferentes tipos de estrés (Zhang, Wang
et al. 2007, Evers, Huttner et al. 2015, Sharma, Upadhyay et al. 2019). En el
presente proyecto de investigacion se identificaron mediante secuenciacion masiva
los miRNAs y genes blanco que estan regulados por déficit hidrico en la variedad
“Gabriela” de Amaranthus hypochondriacus L., ello con la finalidad de elucidar las
redes de regulacion génica que se activan en esta planta, asi como sus potenciales
aplicaciones biotecnoldgicas para el desarrollo de cultivos con mayor rendimiento

ante condiciones de estrés por sequia.
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2. Antecedentes

2.1 MiRNAs: Descubrimiento y biogénesis

Investigando el desarrollo larvario de Caenorhabditis elegans, Victor Ambros
y sus colegas Rosalind Lee y Rhonda Feinbaum descubren en 1993 que /in-4, un
gen conocido por controlar diferentes fases del desarrollo larvario de este nematodo,
codifica para un par de RNAs pequefios (uno de 22 nucledtidos y otro de 61, este
ultimo capaz de formar una estructura de tallo-asa y ser el precursor de un RNA
mas corto), en vez de codificar para una proteina (Lee, Feinbaum et al. 1993, Bartel
2004, Almeida, Reis et al. 2011). En aquel momento, los autores los denominaron
RNAs temporales (stRNAs) y no es hasta 2001 cuando son reconocidos como una
clase distinta de RNA con funciones de regulacion especificas y son nombrados
formalmente microRNAs (miRNAs) (Lagos-Quintana, Rauhut et al. 2001, Lee and
Ambros 2001). A partir de entonces, el conocimiento sobre miRNAs ha crecido de
manera exponencial (Kozomara and Griffiths-Jones 2014, Kozomara, Birgaoanu et
al. 2019). En plantas, su biogénesis y las funciones de los miRNAs identificados han
sido bien caracterizados en Arabidopsis thaliana (Xu, Hu et al. 2018, Wang, Chen
et al. 2019). De esta manera sabemos que lo miRNAs son una clase de RNAs
pequefios de aproximadamente 20-22 nt de longitud, con funciones reguladoras, los
cuales estan codificados por genes enddgenos MIR (Pegler, Grof et al. 2019,
Szakonyi, Confraria et al. 2019). Como se muestra en la figura 1, cada miRNA
primario es transcrito por una RNA polimerasa Il formando estructuras apareadas
en doble cadena con forma de tallo-asa de aproximadamente 70 nucledtidos de

longitud denominadas pri-miRNAs. El procesamiento de estos pri-miRNAs a pre-
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miRNAs es catalizado por una RNasa nuclear de tipo Il conocida como Dicer-like 1
o DCL1 y asistido por las proteinas de union a RNA HYPONASTIC LEAVES1
(HYL1) y SERRATE (SE) (Yang, Liu et al. 2006, Liu, Yan et al. 2013). Dicho
complejo proteico es el encargado de escindir las regiones de RNA no apareadas
en doble cadena, dando origen a un duplex de RNA miRNA/mMiRNA* (donde miRNA
es la hebra guia y miRNA* sera la hebra que se degradara) de 20 a 22-nucleotidos
de longitud denominado pre-miRNA. Cada hebra del duplex es metilada en su
extremo 3’ terminal por HUA ENHANCER 1 (HEN1), lo que las protege de
degradacion por exonucleasas SDN (Small RNA Degrading Nuclease) al ser
exportados hacia el citoplasma por HASTY (un homdlogo de exportina 5) mediante
un mecanismo dependiente de Ran-GTP (Bohnsack, Czaplinski et al. 2004, Chen
2005, Voinnet 2009). Ya en el citoplasma los miRNAs maduros son reclutados por
el complejo RISC (RNA-Induced Silencing Complex), el cual disocia a estos
oligonucledtidos bicatenarios dando como resultado dos cadenas sencillas de RNA,
una de estas cadenas es degradada y la otra es transportada por RISC hacia un
MRNA blanco con el que es complementario, el grado de complementariedad entre
microRNA/mRNA determinara la degradacion del mRNA o la represion de su

traduccioén (Figura 1) (Ferreira, Gentile et al. 2012, Khraiwesh, Zhu et al. 2012).

2.2 Criterios de anotacion de miRNAs en plantas
Los avances tecnoldgicos de los ultimos anos han permitido el desarrollo y el
progreso de la secuenciacion de alto rendimiento (High-throughput sequencing
HTS), o también conocida como secuenciacion masiva paralela (massive parallel

sequencing [MPS])(Morin, Zhao et al. 2010, Wu 2018). Dicha tecnologia ha
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revolucionado el estudio de sRNAs (small RNAs) o RNAs pequefios por sus siglas
en inglés (Dard-Dascot, Naquin et al. 2018), brindandonos la oportunidad de
investigar a detalle su perfil de expresion en distintos organismos (Hu, Lan et al.
2017). En plantas, los diferentes métodos de HTS han permitido la identificacion de
una gran variedad de sRNAs, incluyendo a los miRNAs (Hui, S. et al. 2018, Miao,
Ye et al. 2018, Sun, Sun et al. 2018, Xia, Zhao et al. 2018).

En respuesta a la gran cantidad de datos generados mediante técnicas de HTS y al
numero y variedad de siRNAs enddgenos presentes en plantas, se han desarrollado
poderosas herramientas bioinformaticas para el analisis de los datos de miRNA-seq
(Wang, Lin et al. 2009, Hackenberg, Rodriguez-Ezpeleta et al. 2011, Yang and Li
2011, Axtell 2013, Lei and Sun 2014, Shahid and Axtell 2014). Sin embargo, sigue
siendo necesario actualizar y describir puntualmente criterios de identificacion para
mMiRNAs de plantas, lo que en el futuro podra evitar anotaciones erroneas o
cuestionables (Meyers, Axtell et al. 2008, Axtell and Meyers 2018). Atendiendo a
estas necesidades, Axtell y Meyers en el afo 2018 proporcionan criterios
actualizados para la anotacion segura de miRNAs de plantas. Los criterios
actualizados enfatizan la necesidad de identificar mediante HTS los miRNAs
descritos en distintas plantas. Dicha identificacion debe generarse con suficientes
replicas biolégicas para evitar duplicaciones y minimizar la anotacion de falsos
positivos. Los autores argumentan también, que es necesario el desarrollo y la
mejora de sistemas de anotacidon para miRNAs y todas las demas clases de RNAs
pequefios de plantas, asi como la actualizacion de las bases de datos (miRBase)

en los que estos se reportan (Axtell and Meyers 2018). Los 7 criterios establecidos
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por Axtell y Meyers 2018 para la anotacion confiable de miRNAs de plantas se

describen en la tabla 1.

Biogénesis y funcion de los miRNAs

Figura 1. Biogénesis y accion de los miRNAs. Tomada de Khraiwesh et al., 2012. Los genes MIR se transcriben
inicialmente por una Pol Il en RNAs monocatenarios que adoptan una estructura de horquilla llamada pri-miRNA.
Su posterior procesamiento a pre-miRNAs depende de la interaccion del complejo formado por DCL1, HYL1 y
SE con proteinas CBP (Cap-Binding Proteins) CBP20 y CBP80. Cada hebra del duplex de los pre-miRNAs
(miRNA/miRNA*) es metilada en su extremo 3' terminal por HEN1 y posteriormente transportada al citoplasma
por HST1. Se selecciona la hebra guia miRNA mediante el complejo RISC y se dirige con ayuda de AGO1 hacia
un mRNA blanco, propiciando de esta manera el silenciamiento génico, ya sea por la degradacion del mRNA o
por la inhibicién de su traduccion.



M.C Marcelino Martinez Nufiez.

Criterios de anotacion de miRNAs en plantas

La secuencia precursora de un miRNA no debera ser mayor a 300 nt y se deberan excluir
1 secuencias que formen plegamientos secundarios grandes (bucles) que impacten en la
estructura tipica de tallo asa o que interrumpan el duplex miRNA / miRNA*

Descartar la confirmacién de un miRNA por hibridacion. Solo seran considerados como

2 miRNAs verdaderos aquellos identificados mediante RNA-Seq.

3 Hasta 5 mismatches o bases no coinsidentes, de las cuales solo tres pueden ser nucledtidos
en protuberancias asimétricas

4 Se puede incluir una variante de posicion de nucledtido en el duplex miRNA y miRNA * al
calcular la precision

5 Los miRNAs identificados deberan cumplir con todos los criterios de anotacion que se

describen en al menos dos librerias independientes de sRNA-seq (réplicas bioldgicas)

Las anotaciones de miRNAs basadas en homologia deberan ser consideradas
6 provisionales y a reserva de su identificacion mediante sRNA-seq y al cumplimiento de todos
los criterios que se describen

Secuencias < a 20 nucleétidos y > a 24 nucleotidos no deberan anotarse como miRNAs. Las
7 anotaciones de miRNAs de 23 o0 24 nucleétidos requieren evidencia extremadamente
robusta.

Tabla 1. Criterios de anotacién de miRNAs para plantas. Tabla tomada y modificada de Axtell and Meyers
2018.

2.3 Implicaciones funcionales de los miRNAs

Funcionalmente, los miRNAs de plantas estan implicados en la ejecucion de
multiples procesos biolégicos (Li, Castillo-Gonzalez et al. 2017, Brant and Budak
2018, Manavella, Yang et al. 2019), tales como su biogénesis (Bhat, Bielewicz et al.
2019, Wang, Chen et al. 2019, Wang, Mei et al. 2019), metabolismo, transduccion
de senales, degradacién de proteinas, apoptosis, desarrollo de raices, tallos, hojas,
organos florales, tiempo de floracion y respuesta de auxinas (Vaucheret, Vazquez
et al. 2004, Chen 2005, Sunkar, Girke et al. 2005, Kantar, Lucas et al. 2011).
Ademas de estar involucrados en una serie de procesos celulares que permite a las
plantas adaptarse a diferentes factores de estrés ambiental (Li, Castillo-Gonzalez et

al. 2017, Manavella, Yang et al. 2019); tales como la sequia, salinidad, temperaturas
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extremas y déficit de nutrientes en el suelo (Jeong, Park et al. 2011). Para detectar,
responder y adaptarse a estos ambientes estresantes, las plantas han desarrollado
redes moleculares de regulacion, en donde una gran variedad de genes con
diversas funciones son inducidos o reprimidos para brindar tolerancia celular y
fisiologica (Manavella, Yang et al. 2019). Tradicionalmente, la regulacion de la
expresion génica ha sido estudiada en gran medida a nivel transcripcional, sin
embargo, el descubrimiento de pequeiios RNAs (entre ellos los miRNAs) ha hecho
evidente la importancia de analizar su regulacion postranscripcional, pues ello ha
permitido mejorar nuestra comprensién de los mecanismos moleculares que
regulan la respuesta de las plantas ante condiciones adversas (Manavella, Yang et

al. 2019).

2.4 Respuesta de las plantas ante el estrés por sequia

Las plantas estan continuamente expuestas a estimulos ambientales que
influyen en su desarrollo, rendimiento y productividad (Khalid, Hussain et al. 2019).
Entre las variaciones climaticas de mayor relevancia para los cultivos agricolas se
encuentran las temperaturas extremas (Frio y calor), salinidad y sequia (Johnson
and Smith 2003, Chatterjee and Solankey 2015, Ferdous, Hussain et al. 2015,
Hackenberg, Gustafson et al. 2015, Khalid, Hussain et al. 2019). La sequia esta
considera como una deficiencia constante de la precipitacion que afecta amplias
zonas de una region determinada; y se traduce en un periodo de clima
anormalmente seco y prolongado, en donde la escasez de agua da lugar a un agudo
desequilibrio hidrico que impide el crecimiento y el desarrollo de las plantas para

completar su ciclo de vida (Farooq, Hussain et al. 2012, Fahad, Hakeem et al. 2019).
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Las plantas han desarrollado estrategias fisiolégicas y bioquimicas para hacer frente
a la sequia (Shinozaki and Yamaguchi-Shinozaki 2007, Xoconostle-Cazares,
Ramirez-Ortega et al. 2010, Gamez, Soba et al. 2019), ello se manifiesta mediante:
1) el ajuste estacional de crecimiento para evitar condiciones de estrés; 2)
adaptaciones morfologicas, tales como el desarrollo de sistemas radiculares anchos
y profundos, reduccion de la superficie foliar, y la acumulacién de cera en la
superficie de la hoja; 3) adaptaciones fisiolégicas como el cierre de estomas y
abscision foliar; y 4) cambios metabdlicos entre los que se encuentra un ajuste del
potencial osmdético, acumulacion de solutos, como aminoacidos, azucares o
dehidrinas (Close 1996), inhibicion de la fotosintesis y la represion del crecimiento
celular (Chavarria and dos Santos 2012, Ferdous, Hussain et al. 2015). Para una
revision mas profunda de los mecanismos de defensa que implementan las plantas
ante condiciones de estrés abiotico, consultar el articulo titulado “Resistencia y
tolerancia a estrés abiodtico: Mecanismos sofisticados de adaptacion de las plantas
ante distintas condiciones de estrés” ISSN: 2448-8461.

A nivel celular y molecular, las plantas responden y se adaptan a la sequia
mediante la modificacién de su expresion génica a través de la actividad de miRNAs
(Zhou, Liu et al. 2010, Khraiwesh, Zhu et al. 2012, Ferdous, Hussain et al. 2015,
Ferdous, Sanchez-Ferrero et al. 2017, Yu, Ni et al. 2019). En las ultimas dos
décadas, el surgimiento de innovadores métodos computacionales y
experimentales ha permitido identificar y predecir un numero importante de genesy
mMiRNAs sensibles a déficit hidrico en muchas especies de plantas (Tabla 2) (Seki,
Narusaka et al. 2002, Wan, Wu et al. 2011, Ferdous, Hussain et al. 2015, Palmeros-

Suarez, Massange-Sanchez et al. 2015, Ferdous, Sanchez-Ferrero et al. 2017),
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entre ellas Arabidopsis thaliana (Sunkar and Zhu 2004, Liu, Tian et al. 2008, Panda
and Sunkar 2015, Xu, Hu et al. 2018), Oryza sativa (Zhao, Liang et al. 2007, Zhou,
Liu et al. 2010, Pandita and Wani 2019), Triticum dicoccoides (Kantar, Lucas et al.
2011), Zea mays (Li, Fu et al. 2013), Phaseolus vulgaris (Arenas-Huertero, Pérez et
al. 2009), Vigna unguiculata (Barrera-Figueroa, Gao et al. 2011), Nicotiana tabacum
(Frazier, Sun et al. 2011), Glycine max (Kulcheski, de Oliveira et al. 2011, Ramesh,
Govindasamy et al. 2019), Solanum tuberosum L. (Zhang, Yang et al. 2014) y
Solanum lycopersicum (Lopez-Galiano, Sentandreu et al. 2019) entre otros cultivos.

Dada la importancia de la respuesta de las plantas ante adversas condiciones
climaticas, asi como a la exposicion continua a posibles patdégenos. Se han
establecidos los términos de resistencia y tolerancia, los cuales se han tenido
opiniones controversiales, lo que se discute mas a detalle en el articulo que se
incluye a continuacion publicado en la revista de Divulgaciéon Frontera

Biotecnoldgica.
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I. Resumen

Las plantas estan expuestas continuamente a estimulos
ambientales que influyen en su desarrollo, su rendimiento
y su productividad. Las plantas han desarrollado diferentes
estrategias morfolégicas, fisiolégicas y bioquimicas para
hacer frente a diferentes situaciones de estrés, a lo largo de
su historia evolutiva. Entre ellas, la resistencia y la tolerancia
a menudo son utilizadas por las plantas para responder a
tales situaciones estresantes. Esta pequefa revisién presenta
un breve panorama de ambos conceptos en relacién a una
impresionante diversidad de respuestas de adaptacién
empleadas por las plantas ante diferentes factores de estrés.

Palabras clave: resistencia, tolerancia, estrés, plantas

2. Abstract

Plants are continuously exposed to environmental stimuli
that affect their development, yield and productivity. Along
its evolutionary history, plants have developed different
morphological, physiological and biochemical strategies to
cope at different stress conditions. Among them, resistance
and tolerance are often used by plants in response to such
stressing situations. This mini review shows a brief view for

both concepts, in their relation to an impressive diversity of
adaptive responses used by plants against to different stress
factors.

Keywords: resistance, tolerance, stress, plants

3. Introduccién

Las plantas han evolucionado desde su apariciéon para
adaptarse a los ambientes diversos a los que a menudo
estan expuestas. Las respuestas que las plantas muestran
ante distintas tensiones les permiten detectar cambios
ambientales sutiles y responder inmediatamente a
condiciones complejas de estrés, minimizando los danos
y conservando recursos valiosos para el crecimiento y
la reproducciéon. Esta gran capacidad de respuesta a los
cambios en el ambiente tiene mucho sentido si tomamos
en cuenta que las plantas son organismos sésiles. Estas
respuestas implican cambios a nivel transcriptémico, celular
y fisiolégico (Atkinson y Urwin, 2012) que se traducen en la
activacién organizada de una red compleja de mecanismos
que procuran la adaptacién de la planta ante un ambiente
hostil (Shabala y Pottosin, 2014).
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Evidencia reciente sugiere que la respuesta que ejercen
las plantas ante distintos factores de estrés como la
sequia, la salinidad, las temperaturas extremas y el
déficit de nutrientes, entre otros; es de naturaleza
multigénica. Lo anterior, indica que las respuestas
celulares a menudo estan interconectadas, ejerciendo
asi la activacién sincronizada de mudltiples genes que
responden al estrés y que se comunican mediante vias
de transduccion de las sefales con otros componentes
metabdlicos y hormonales (Tuteja, 2007; Udawat et
al., 2016). La respuesta de las plantas contra cualquier
tipo de estrés, puede involucrar caracteristicas
O mecanismos que evitan la exposicion al estrés
(resistencia) y/o mecanismos que permiten a la
planta contender con el estrés, limitando y reparando
el impacto negativo del dafio que ha ocurrido a
consecuencia de alguna situacién de estrés (tolerancia)
(Levitt, 1980; Bray et al., 2000). Ambas estrategias se
han propuesto como alternativas redundantes propias
de la evolucién de las plantas (Agrawal et al., 2004). En
éste escrito, se presenta una revision de la aplicaciéon y
el empleo de los conceptos de resistencia y tolerancia;
ademas se destacan caracteristicas que describen a
ambos conceptos haciendo alusién a los mecanismos
de adaptacion sofisticados que presentan las plantas
ante condiciones de estrés abiético como la sequia, la
salinidad, el frio y el calor.

Factores de estrés que limitan el desarrollo
optimo de las plantas

Las plantas, al ser organismos sésiles, han desarrollado
una capacidad notable para hacer frente a una gama
amplia de tensiones ambientales, que de forma
individual o en multiples combinaciones (Atkinson y
Urwin, 2012), pueden alterar su metabolismo y dar
lugar a efectos negativos sobre su crecimiento, su
desarrollo y su productividad (Levitt, 1980; Rao et al.,
2006; Rejeb et al., 2014). Entre los factores de estrés
pueden incluirse los factores abiéticos como la sequia,
los cambios drasticos de temperatura, la deficiencia
o el exceso de luz, la acumulacidon de contaminantes,
los herbicidas, los cambios en la concentracidon de
sales y de los nutrientes en el suelo; y dentro de los
factores bidticos se puede incluir, el ataque de insectos
herbivoros y de patégenos (Levitt, 1980; Strauss y
Agrawal, 1999; Nicot et al., 2005; Rao et al., 2006;
Gill y Tuteja, 2010; Lata y Prasad, 201 1; Mitchell et
al., 2016). El término “resistencia” se ha acunado a las
respuestas de defensa contra patégenos en donde las
plantas resistentes responden mediante mecanismos

que evitan el desarrollo de la enfermedad (inmunes),
y las no resistentes (susceptibles) desarrollan Ia
enfermedad. Sin embargo, los términos de resistencia
al estrés y tolerancia al estrés, se han usado de forma
intercambiable tanto para el estrés biético como para el
estrés abiotico, aunque se reconoce que el término mas
adecuado para referirse al estrés abidtico es el término
tolerancia (anténimo-sensibilidad) (Bray et al., 2000;
Rashid, 2009). Las plantas suelen responder hacia cada
uno de estos factores de estrés o a la combinacién de
los mismos, mediante fendmenos complejos que han
sido investigados intensamente (Levitt, 1980; Nufez-
Farfan et al., 2007). La forma en la que las plantas
responden a un entorno medioambiental cambiante
suele ser distinto y depende de la etapa de desarrollo
en el que se encuentren (Wahid et al., 2007; Nemeskéri
et al., 2012), ello les permite adaptarse al conjunto
especifico de condiciones y las limitaciones presentes
en un momento determinado (Lata y Prasad, 201 I).

La resistencia y la tolerancia como estrategias de
defensa

De forma general, algunos autores reconocen dos
estrategias que a menudo utilizan las plantas para
su defensa: la resistencia y la tolerancia (Mauricio et
al.,, 1997; Nduanez-Farfan et al., 2007; Stout, 201 3;
Mitchell et al., 2016). La resistencia la definen como
“aquellas caracteristicas intrinsecas de las plantas
que les permiten minimizar o limitar el daho causado
bajo un estado particular de estrés en un momento
determinado y sin que su fenotipo se vea modificado de
manera significativa” (Agrawal et al., 2004; Puijalon et
al., 201 1). Mientras que la tolerancia o compensacién
hace referencia a “la habilidad que tienen las plantas de
soportar cierto nivel de dafo sin reducir su rendimiento
a causa de un entorno ambiental estresante”, lo que en
términos de produccién agricola significa que, pese a
las condiciones de estrés, los niveles de rendimiento
en un cultivo tolerante se mantendran por encima del
umbral econémico (Mauricio et al., 1997; Agrawal
et al., 2004; Wahid et al., 2007; Puijalon et al., 201 I;
Stout, 2013). Ciertas consideraciones tedricas sugieren
que bajo condiciones naturales todas las plantas asignan
recursos simultaneamente a ambas estrategias, por
lo que exhiben un patrén mixto de defensa (Nunez-
Farfan et al., 2007).
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Resistencia y tolerancia éConceptos mutuamente
excluyentes?

Algunos autores han sugerido que la resistencia y la
tolerancia representan estrategias redundantes (Van
der Meijden et al., 1988; Simms y Triplett, 1994;
Fineblum y Rausher, 1995); sin embargo, hoy en dia
se plantea que ambas estrategias de defensa coexisten
de forma estable, y lejos de considerarse conceptos
mutuamente excluyentes, se consideran estrategias
alternativas (Squeo et al., 1996; Mauricio et al., 1997;
Agrawal et al., 2004). Por tal motivo, pese a que las
caracteristicas que hacen tolerante a una planta no
impiden el dafo ocasionado por los distintos factores
de estrés, éstas caracteristicas si son capaces de
compensar los danos que los enemigos naturales ya han
ocasionado sobre ellas; protegiendo de esta manera
de los efectos perjudiciales mediante mecanismos
sofisticados de adaptacién (Levitt, 980; Mauricio et al.,
1997). Conceptualmente los términos de resistencia y
tolerancia tienen definiciones distintas; sin embargo, en
la practica es comun su uso como sinénimos (Sivasankar
et al., 2012), aunque el uso indistinto no ayuda en la
tarea de la correcta aplicacién de los términos.

Figura |: Amaranthus hybridus. Ejemplo de una planta que muestra caracteristicas de
resistencia y tolerancia a diferentes factores de estrés abiético, entre ellos: Salinidad,

Caracteristicas de resistencia y tolerancia de
plantas ante diferentes factores de estrés

Tanto en las estrategias de resistencia como en las de
tolerancia es posible distinguir diferentes mecanismos
empleados por las plantas para sobrevivir ante una gran
cantidad de desafios ambientales (Figural). Ambas
estrategias inician inmediatamente después de la
exposicion a alglin entorno estresante, desarrollando
mecanismos complejos para percibir las senales
externas y para mostrar las respuestas de adaptacion
que implican cambios morfolégicos, fisioldgicos y
bioquimicos propios de cada especie (Tabla |) (Bohnert
et al.,, 1995; Shinozaki y Yamaguchi-Shinozaki, 2007).
Estos cambios pueden manifestarse como resistencia
mediante: |) el ajuste estacional del crecimiento para
evitar las condiciones de estrés; 2) las adaptaciones
morfolégicas y las adaptaciones fisioldgicas, tales
como el desarrollo de sistemas radiculares anchos y
profundos, el engrosamiento del xilema, el incremento
en la densidad de tricomas, el cierre de estomas
y la acumulacién de cera en la superficie de la hoja,
entre otros. O bien como tolerancia, mediante 3)
cambios metabdlicos entre los que se encuentra
un ajuste del potencial osmético, la biosintesis de
osmoprotectores y solutos compatibles,
la activaciéon de enzimas y los compuestos
antioxidantes, la sintesis de poliaminas,
la produccién de Oxido Nitrico (NO), la
modulacién fitohormonal, la represion del
crecimiento celular, la inducciéon de vias
de senalizacién mediadas por enzimas y
la reprogramacién de la expresion génica
mediante mecanismos dependientes o
independientes de pequefas moléculas
de acidos nucleicos conocidas como
miRNAs, entre otras (Chavarria y dos
Santos, 2012).

4. Conclusiones

Recientemente, muchos de los
mecanismos por los que las plantas hacen
frente a entornos adversos han empezado
a comprenderse a profundidad. Con
ello, se ha dado lugar al surgimiento de
estrategias nuevas de mejoramiento que

sequia, y temperaturas extremas. Las respuestas celulares que ejercen las plantas del tienen como finalidad conferir ventajas
género Amaranthus ante distintos factores de estrés a menudo estan interconectadas, lo adaptativas ante diferentes condiciones de

que sugiere una accién sincronizada de diferentes estrategias que se comunican mediante
vias de transduccién de la sefiales con diversos componentes metabélicos y hormonales.

estrés, y por ende propiciar el incremento
en la productividad de distintos cultivos
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Tabla |. Mecanismos implicados en estrategias de resistencia y tolerancia para el manejo de diferentes factores de estrés
abidtico en las plantas.

Estrategias de resistencia y tolerancia ante diferentes factores de estrés abidtico en plantas

Estrés Estrategias de resistencia Referencia Estrategias de Tolerancia Referencia
. Mantenimiento del potencial hidrico de los tejidos ° Siosintess de scido sbscisico ) "
e 1o et oo o sequia + Mantenimiento de turgencia y volumen celular mediante el ajuste osmtico.

. Desarrollo de raices profundas N * s (Ferdous, et. al,
; ) Riprdo ciorre do ectomas (Aiken y Smucker, | Se conserva el metabolismo celular pese a un bajo potencial hidrico 015 Sh\;kla, o
Sequia : At ofciome on 1a coeaciony uso del agua 1996; Price, et.al, | o Sintesis de osmoprotectores y solutos compatibles 3 al, 2008; Tripathy,
i agua ) 2002) Expresion de sistemas de proteccion, detoxificacion y reparacian celular
e Presencia de una gruesa capa de cera epicuticular en las hojas e Ao et. al, 2000)
. Resistencia a fotoinhibicion " N . .
: ticic e S ket «  Recambio de metabolitos, mensajeros y protefnas
Biosintesis . Reprogramacién de la expresién génica mediada por miRNAS
«  Homeostasis y compartimentacion de iones
o Expulsién de exceso de sales e Transporte y absorcién de iones (Carilln et o
o Acumulacién del exceso de sodio en las vacuolas o Ajuste osmético rillo, et. al,
. Aumento en la captacién de potasio . Biosintesis de osmoprotores y solutos compatibles 2;)\1;'0[1}?\2\?;; E;'
Salinidad . Balance en la conce!vtramon sodio/potasio (Faroog, et. al, . Actwa.clér\ de enzimas y compuestos antioxidantes ’Huans" 2014;
e Incremento de follaje 2015) « Sintesis de poliaminas Hoque, ot 4,
o Acidificacion apoplastica o Produccién de Gxido Nitrico (NO) 2008 Shukla et.
o Asociacion simbidtica de raices con hongos micorrizicos arbusculares e Modulacién fitohormonal 21 2608y
e Asociacién de raices con rizobacterias promotoras crecimiento vegetal «  Reprogramacion de la expresion génica mediante miRNAs
« Ajuste osmotico.
. Ajuste del metabolismo celular para tolerar cambios drésticos de temperatura
) o e Cambio de estructura y propiedades cataliticas de enzimas que confieren termo-
o Presencia de una mayor proporcién de acidos grasos insaturados en membrana ectebul 15 el (Guy, 1990;
celular, lo que deriva en una inferior temperatura de transicion y por ende en la (Jan y Andrabi, o i i membeana ceitiars Kubien, et. al,
Frio funcién celular optima ante bajas temperaturas 2009;Steponkus, | | acién de mecanismos de regulacién para restaurar niveles normales de 2003; Nayyar, t.
e Aclimatacién celular a frio. Se impide la lisis inducida por la expansién celularyla  1984; Wu, et. al, al, 2005; Shukla
formacion de lipidos hexagonales de fase Il 1997) S e et. al, 2008;
. Activacion de enzimas y compuestos antioxidantes
! Y c d s Yadav, 2010)
e Acumulacién de osmolitos para evitar deshidratacion celular
o Sintesis de aziicares solubles, aminodcidos, dcidos orgénicos, poliaminas y lipidos
o Reprogramacién de la expresion génica mediante miRNAs
« Ajuste osmotico.
e Reduccin del tamafio de las células e Homeostasis hormonal
. Movimiento circadiano de las hojas para ocultarlas del exceso de irradiacion L4 Estabilidad de la membrana celular. (Fokar, et. al,
solar o Detoxificacién de ROS mediante biosintesis de osmoprotectores 1508 Sanaton
o Cierre de los estomas para evitar la pérdida de agua (Bations e 8l o Activacion de enzimas y compuestos antioxidantes ot ol 1950
calor e Incremento en la densidad de tricomas para el mantenimiento de un microclima 2000 Wahid o, | *  Biosintesisy acumulacion de solutos compstibles Shuklo, &t ol
que proporcione sombra y conserve la humedad en la superficie de la epidermis 5007} N Induccién de vias de sefalizacién MAPK y CDPK 2008; Tripathy, ct.
o Engrosamiento del xilema o Activacién de vias de seftalizacién moduladas por chaperonas. 1, 2000: Wabid,
o Expresion de proteinas de chogue térmico (HSPs) que permiten la mejora de el 2007
procesos fisiol6gicos como fotasintesis, asimilacién de nutrientes y una mejor
eficiencia en el uso de agua
o Reprogramacién de la expresion génica mediante miRNAs

bajo ambientes diferentes. Tanto el término de
“resistencia” como el de “tolerancia” son conceptos
utilizados para referirse a la capacidad que tienen las
plantas de manejar el estrés, y ambos representan
estrategias complejas y temas de investigacion
estudiados ampliamente y vigentes. Por tal motivo, es
esencial el conocimiento profundo de las estrategias
moleculares que han desarrollado los grupos de plantas
diferentes para poder manipular y mejorar la capacidad
de las plantas, pues cada una de las estrategias que
utilizan, ya sea individualmente o en conjunto, juegan
un papel importante en la adaptaciéon a condiciones
ambientales adversas.
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2.6 Regu!acién de la expresién génica en las plantas ante estrés por
sequia

Las respuestas que las plantas manifiestan ante distintas tensiones les
permiten detectar cambios ambientales precisos y responder a complejas
condiciones de estrés, minimizando los dafios y conservando recursos valiosos para
el crecimiento y la reproduccion (Atkinson and Urwin 2012, Takahashi, Kuromori et
al. 2018). Para detectar, responder y adaptarse a estos ambientes estresantes, las
plantas han desarrollado redes moleculares de regulacion, en donde una gran
variedad de genes con diversas funciones son inducidos o reprimidos para brindar
tolerancia celular y fisiolégica (Shinozaki and Yamaguchi-Shinozaki 2007,
Takahashi, Kuromori et al. 2018, Bashir, Matsui et al. 2019, Nemali and van lersel
2019). Varias herramientas de gendémica funcional han permitido avanzar en la
comprension de la percepcion y transduccion de sefales, asi como en la elucidacion
de las redes moleculares de regulacién asociadas a estrés (Takahashi, Kuromori et
al. 2018). Estas herramientas han revelado varios genes y factores de transcripcion
inducibles ante estrés por sequia (Tabla 2); (Valliyodan and Nguyen 2006,
Takahashi, Kuromori et al. 2018), los cuales se han clasificado en dos grupos
principales; el primer grupo esta implicado en cascadas de sefializacion y en control
transcripcional, mientras que los miembros del segundo grupo han sido vinculados
a la proteccion de las membranas celulares; es el caso de osmoprotectores,

antioxidantes y catalizadores de especies reactivas de oxigeno (ROS).
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Prediccidon de genes sensibles a sequia en Arabidopsis thaliana

miRNA GenlD  Nombre Anotacion
834345 SPL2 squamosa promoter binding protein-like 2 [Arabidopsis thaliana]
miR156alblc 835126 SPL13A Squamosa promoter-binding protein-like (SBP (tjr?amnzi:; transcription factor family protein [ Arabidopsis
841749 SPL4 squamosa promoter binding protein-like 4 [ Arabidopsis thaliana (thale cress) ]
834345 SPL2 squamosa promoter binding protein-like 2 [ Arabidopsis thaliana (thale cress) ]

Squamosa promoter-binding protein-like (SBP domain) transcription factor family protein [ Arabidopsis

miR156d 835126 SPL13A thaliana (thale cress) |
841749 SPL4 squamosa promoter binding protein-like 4 [ Arabidopsis thaliana (thale cress) ]
834345 SPL2 squamosa promoter binding protein-like 2 [Arabidopsis thaliana]
miR157 835126 SPL13A Squamosa promoter-binding protein-like (SBP (tjr?ar?igi:a) transcription factor family protein [ Arabidopsis
830497 MYB33 myb domain protein 33 [ Arabidopsis thaliana (thale cress) ]
miR159 820317 MYB65 myb domain protein 65 [ Arabidopsis thaliana (thale cress) ]
820318 MYB66 myb domain protein 65 [ Arabidopsis thaliana (thale cress) ]
829131 ARF16 auxin response factor 16 [ Arabidopsis thaliana (thale cress) ]
829132 ARF17 auxin response factor 16 [ Arabidopsis thaliana (thale cress) ]
817382 ARF10 auxin response factor 10 [ Arabidopsis thaliana (thale cress) ]
miR160 829131 ARF16 auxin response factor 16 [ Arabidopsis thaliana (thale cress) ]
829132 ARF17 auxin response factor 16 [ Arabidopsis thaliana (thale cress) ]
829131 ARF16 auxin response factor 16 [ Arabidopsis thaliana (thale cress) ]
829131 ARF16 auxin response factor 16 [ Arabidopsis thaliana (thale cress) ]
miR166a/b 832295 ELM1 fission ELM1-like protein (DUF1022) [ Arabidopsis thaliana (thale cress) ]
833672 ARF8 auxin response factor 8 [ Arabidopsis thaliana (thale cress) ]
833672 ARF8 auxin response factor 8 [ Arabidopsis thaliana (thale cress) |
833672 ARF8 auxin response factor 8 [ Arabidopsis thaliana (thale cress) |
. 833672 ARF8 auxin response factor 8 [ Arabidopsis thaliana (thale cress) ]
miR167albicldle 839913 ARF6 auxin response factor 6 [ Arabidopsis thaliana (thale cress) |
833672 ARF8 auxin response factor 8 [ Arabidopsis thaliana (thale cress) ]
833672 ARF8 auxin response factor 8 [ Arabidopsis thaliana (thale cress) ]
833672 ARF8 auxin response factor 8 [ Arabidopsis thaliana (thale cress) ]
miR171a/b 819124 HAM1 GRAS family transcription factor [ Arabidopsis thaliana (thale cress) ]
823826 AT3G46730 NB-ARC domain-containing disease resistance protein [ Arabidopsis thaliana (thale cress) ]
miR2118 823827 AT3G46731 NB-ARC domain-containing disease resistance protein [ Arabidopsis thaliana (thale cress) ]
841440 AT1G50180 NB-ARC domain-containing disease resistance protein [ Arabidopsis thaliana (thale cress)
833508 AT5G35450 Disease resistance protein (CC-NBS-LRR class) family [ Arabidopsis thaliana (thale cress) ]
836395 HIR1 SPFH/Band 7/PHB domain-containing membrane-associated protein family [ Arabidopsis thaliana(thale
cress) ]
844079 AT1G77420 alpha/beta-Hydrolases superfamily protein [ Arabidopsis thaliana (thale cress) ]
837250 AT1G07380 Neutral/alkaline non-lysosomal ceramidase [ Arabidopsis thaliana (thale cress) ]
miR396 844079 AT1G77420 alpha/beta-Hydrolases superfamily protein [ Arabidopsis thaliana (thale cress) ]
836395 HIR1 SPFH/Band 7/PHB domain-containing membrane-associated protein family [ Arabidopsis thaliana(thale
cress) ]
836395 HIR1 SPFH/Band 7/PHB domain-containing membran;;assss)o]ciated protein family [ Arabidopsis thaliana(thale
840016 AGO2 Argonaute family protein [ Arabidopsis thaliana (thale cress) ]
miR403a/b 840016 AGO2 Argonaute family protein [ Arabidopsis thaliana (thale cress) ]
840016 AGO2 Argonaute family protein [ Arabidopsis thaliana (thale cress) ]
823826 AT3G46730 NB-ARC domain-containing disease resistance protein [ Arabidopsis thaliana (thale cress) ]
820669 AT3G14460 LRR and NB-ARC domains-containing disease resistance protein [ Arabidopsis thaliana(thale cress) |
miR482 823826 AT3G46730 NB-ARC domain-containing disease resistance protein [ Arabidopsis thaliana (thale cress) ]
831581 ENH1 rubredoxin family protein [ Arabidopsis thaliana (thale cress) ]
841440 AT1G50180 NB-ARC domain-containing disease resistance protein [ Arabidopsis thaliana (thale cress) ]
833508 AT5G35450 Disease resistance protein (CC-NBS-LRR class) family [ Arabidopsis thaliana (thale cress) ]
miR5239 821204 AT3G03620 MATE efflux family protein [ Arabidopsis thaliana (thale cress) ]
pas-mir59 820669 AT3G14460 LRR and NB-ARC domains-containing disease resistance protein [ Arabidopsis thaliana(thale cress) |
(unico) 831293 RGLG2 RING domain ligase2 [ Arabidopsis thaliana (thale cress) ]
831294 RGLG3 RING domain ligase2 [ Arabidopsis thaliana (thale cress) ]
836689 GTE7 global transcription factor group E7 [ Arabidopsis thaliana (thale cress) ]
836689 GTE7 global transcription factor group E7 [ Arabidopsis thaliana (thale cress) |
821083 BET10 bromodomain and extraterminal domain protein 10 [ Arabidopsis thaliana (thale cress) ]
843352 AT1G70160 zinc finger MYND domain protein [ Arabidopsis thaliana (thale cress) ]
. 836689 GTE7 global transcription factor group E7 [ Arabidopsis thaliana (thale cress) |
pas-mir64 821083 BET10 bromodomain and extraterminal domain protein 10 [ Arabidopsis thaliana (thale cress) ]
836689 GTE7 global transcription factor group E7 [ Arabidopsis thaliana (thale cress) |
838357 AT1G17790 DNA-binding bromodomain-containing protein [ Arabidopsis thaliana (thale cress) ]
838358 AT1G17791 DNA-binding bromodomain-containing protein [ Arabidopsis thaliana (thale cress) ]
843352 AT1G70160 zinc finger MYND domain protein [ Arabidopsis thaliana (thale cress) ]
p*(’jn'l‘;';r 844288 AtkdsA1 Aldolase-type TIM barrel family protein [ Arabidopsis thaliana (thale cress) |
as-mird1 821640 NF-YA9 nuclear factor Y, subunit A9 [ Arabidopsis thaliana (thale cress) ]
pas-n 831124 NF-YA1 nuclear factor Y, subunit A1 [ Arabidopsis thaliana (thale cress) ]
(unico) 831124 NF-YA1 nuclear factor Y, subunit A1 [ Arabidopsis thaliana (thale cress) ]
pas-mir19 816913 TET8 tetraspanin8 [ Arabidopsis thaliana (thale cress) ]
820496 ABCC3 multidrug resistance-associated protein 3 [ Arabidopsis thaliana (thale cress) ]
as-mir22a/b 820497 ABCC3 multidrug resistance-associated protein 3 [ Arabidopsis thaliana (thale cress) ]
P . 820498 ABCC3 multidrug resistance-associated protein 3 [ Arabidopsis thaliana (thale cress) |
(unico) 825294 SDR1 NAD(P)-binding Rossmann-fold superfamily protein [ Arabidopsis thaliana (thale cress) ]
820498 ABCC3 multidrug resistance-associated protein 3 [ Arabidopsis thaliana (thale cress) |
p?j:;‘;? 825151 LETMA LETM1-like protein [ Arabidopsis thaliana (thale cress) |
as-mir79 829324 CYP82C4 cytochrome P450, family 82, subfamily C, polypeptide 4 [ Arabidopsis thaliana (thale cress) ]
pas-n 843361 AT1G70250 receptor serine/threonine kinase [ Arabidopsis thaliana (thale cress) ]
(unico) 838860 AT1G22540 Major facilitator superfamily protein [ Arabidopsis thaliana (thale cress) ]
843137 ANN5 annexin 5 [ Arabidopsis thaliana (thale cress) |
839666 STZ salt tolerance zinc finger [ Arabidopsis thaliana (thale cress) |
820019 S6K2 serine/threonine protein kinase 2 [ Arabidopsis thaliana (thale cress) ]
Unicos 829324 CYP82C4 cytochrome P450, family 82, subfamily C, polypeptide 4 [ Arabidopsis thaliana (thale cress) ]
6240759 AT1G29950 basic helix-loop-helix (bHLH) DNA-binding superfamily protein [Arabidopsis thaliana]
831124 NF-YA1 nuclear factor Y, subunit A1 [ Arabidopsis thaliana (thale cress) ]
831563 AT5G17000 Zinc-binding dehydrogenase family protein [ Arabidopsis thaliana (thale cress) ]
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830401
818736

AAG10601
824234
839404

832513

836806
818499
831257
824041
843361
830015
829672
831605
838187
816815
836806
820712
842297
828154
AAF13073.1
820931

824891

828525

829282

816864

pas-mir32 834344
(nico) 834602
828525

829282

816864

831124

pas-mir66 843614
(unico) 831124
831124

pas-mir36
(unico)

AT5G05190
AT2G41380

AAG10601.1
IDD2
AT1G04830

PGL5

IDD1
AT2G39130
AT5G14080
AT3G48800
AT1G70250

FP6
LOGS5
AT5G17390
AT1G16180
GRF1

IDD1
AT3G14830

NAT7

STP7
AAF13073.1
AT3G16780

BG3

WRKY7
WRKY11
WRKY15

AT5G43260
AT5G45620

WRKY7
WRKY11
WRKY15

NF-YA1

NF-YA3

NF-YA1

NF-YA1

hypothetical protein (DUF3133) [ Arabidopsis thaliana (thale cress) ]
S-adenosyl-L-methionine-dependent methyltransferases superfamily protein [ Arabidopsis thaliana (thale
cress) ]
Unknown protein [Arabidopsis thaliana]
indeterminate(ID)-domain 2 [ Arabidopsis thaliana (thale cress) ]
Ypt/Rab-GAP domain of gyp1p superfamily protein [ Arabidopsis thaliana (thale cress) ]

6-phosphogluconolactonase 5 [ Arabidopsis thaliana (thale cress) ]

C2H2-like zinc finger protein [ Arabidopsis thaliana (thale cress) ]
Transmembrane amino acid transporter family protein [ Arabidopsis thaliana (thale cress) |
Tetratricopeptide repeat (TPR)-like superfamily protein [ Arabidopsis thaliana (thale cress) |

Sterile alpha motif (SAM) domain-containing protein [ Arabidopsis thaliana (thale cress) |
receptor serine/threonine kinase [ Arabidopsis thaliana (thale cress) ]
farnesylated protein 6 [ Arabidopsis thaliana (thale cress) ]

Putative lysine decarboxylase family protein [ Arabidopsis thaliana (thale cress) ]
Adenine nucleotide alpha hydrolases-like superfamily protein [Arabidopsis thaliana]
Serinc-domain containing serine and sphingolipid biosynthesis protein [Arabidopsis thaliana (thale cress) ]
growth-regulating factor 1 [ Arabidopsis thaliana (thale cress) |
C2H2-like zinc finger protein [ Arabidopsis thaliana (thale cress) ]
epstein-barr nuclear antigen [ Arabidopsis thaliana (thale cress) ]
nucleobase-ascorbate transporter 7 [ Arabidopsis thaliana (thale cress) |
sugar transporter protein 7 [ Arabidopsis thaliana (thale cress) ]
putative retroelement pol polyprotein [Arabidopsis thaliana]

Ribosomal protein L19e family protein [ Arabidopsis thaliana (thale cress) ]

beta-1,3-glucanase 3 [ Arabidopsis thaliana (thale cress) ]

WRKY DNA-binding protein 7 [ Arabidopsis thaliana (thale cress) ]
WRKY DNA-binding protein 11 [ Arabidopsis thaliana (thale cress) ]
WRKY DNA-binding protein 15 [ Arabidopsis thaliana (thale cress) ]
chaperone protein dnaJ-like protein [ Arabidopsis thaliana (thale cress) ]
Proteasome component (PCl) domain protein [ Arabidopsis thaliana (thale cress) |
WRKY DNA-binding protein 7 [ Arabidopsis thaliana (thale cress) ]
WRKY DNA-binding protein 11 [ Arabidopsis thaliana (thale cress) ]
WRKY DNA-binding protein 15 [ Arabidopsis thaliana (thale cress) ]
nuclear factor Y, subunit A1 [ Arabidopsis thaliana (thale cress) ]
nuclear factor Y, subunit A3 [ Arabidopsis thaliana (thale cress) ]
nuclear factor Y, subunit A1 [ Arabidopsis thaliana (thale cress) ]
nuclear factor Y, subunit A1 [ Arabidopsis thaliana (thale cress) ]

Tabla 1. Prediccion y anotacidon de genes sensibles a estrés por sequia ubicados en Arabidopsis thaliana a
partir de un degradoma publicado para Paulownia australis (Niu, Wang et al. 2016). La tabla describe una gran
variedad de genes que interactian entre si conformando una red de regulacién ante estrés por sequia. Muchos
de estos genes estan regulados por diferentes miRNAs, algunos de ellos se ubicaron en A. thaliana y otros son
especificos de Paulownia australis.
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3. Planteamiento del problema

Los patrones climaticos variables afectan e impactan severamente la
produccion agricola mundial. Entre otros factores, la sequia es una de las tensiones
ambientales mas comunes que afectan el crecimiento, desarrollo y rendimiento de
las plantas. Los actuales escenarios de cambio climatico predicen periodos
prolongados de sequia, lo que ha enfatizado la necesidad de explorar cultivos
emergentes que sean capaces de enfrentar condiciones adversas de crecimiento.
Para desarrollar plantas de cultivo con mayor tolerancia al estrés por sequia, es
esencial comprender a detalle las redes fisiolégicas, bioquimicas y reguladoras de
genes que les brindan dichas caracteristicas; esto permitira generar estrategias de
adaptacioén en la agricultura basadas en el analisis de caracteristicas fisiologicas y
agrondmicas deseables. En este sentido, el cultivo de amaranto ha sido catalogado
como tolerante ante distintas situaciones de estrés, por lo que ofrece una alternativa
para zonas aridas donde otros cultivos producen granos de baja calidad o no son
capaces de establecerse.

Atendiendo a estas necesidades, surge el interés de comprender la
reprogramacion de la expresion génica regulada mediante miRNAs en amaranto
(Amaranthus hypochondriacus variedad “Gabriela”) como una estrategia

desarrollada por las plantas para tolerar el estés por sequia.
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4. Justificacion.

La comprension de las bases moleculares que permiten el desarrollo de
estrategias de tolerancia ante estrés abidtico en las plantas, es de fundamental
importancia para mejorar la productividad de cultivos. Recientemente, la
susceptibilidad en los niveles de expresion de varios miRNAs ante estrés por sequia
demuestra su importancia; sin embargo, no se cuenta con ningun analisis de la
expresion diferencial de los genes MIRNA en respuesta al estrés por sequia en
amaranto. Dada la importancia nutrimental de este cultivo y sus caracteristicas de
resistencia y/o toloerancia, es importante analizar la regulacion de miRNAs por
déficit de agua, lo que permitira vislumbrar sus futuras aplicaciones biotecnolégicas

con la finalidad de generar plantas tolerantes ante estrés por sequia.
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5. Hipotesis

El analisis del transcriptoma no codificante de amaranto (Amaranthus
hypochondriacus variedad “Gabriela”) permitira identificar los miRNAs que estan
regulados por déficit de agua y contribuira a la elucidacion de la red o redes de

regulacion génica que se activa ante el estrés por sequia en este cultivo.
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6. Objetivo general:

Analizar el miRNoma de Amaranthus hypochondriacus variedad “Gabriela” y
la expresion de sus genes blanco bajo condiciones de estrés por sequia haciendo
uso de herramientas moleculares que permitan la identificacion de miRNAs con

posible aplicacion biotecnolégica

7. Objetivos particulares:
1. Describir el ciclo de vida de Amaranthus sp bajo condiciones de

invernadero y determinar la etapa para el tratamiento de sequia

2. Explorar el genoma de amaranto utilizando herramientas
bioinformaticas para la identificacion y seleccion de miRNAs y la prediccidn

de sus genes blanco.

3. Identificar por secuenciacion masiva, miRNAs de plantas de amaranto

sometidas a estrés por sequia.

4. Realizar analisis in-vitro para la validacion de los miRNAs

seleccionados y sus respectivos genes blanco.

5. Realizar la caracterizacion funcional de alguno de los miRNAs

previamente validados en amaranto.
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8. Estrategia experimental

El presente trabajo de investigacion plantea la identificacion y el analisis de
expresion de miRNAs en plantas de amaranto (Amaranthus hypochondriacus V.
Gabriela) bajo condiciones normales de cultivo y sometidas a estrés por sequia, asi
como la prediccidon de sus genes blanco. La estrategia experimental para el
cumplimiento de los objetivos que se establecen se dividi6 en cinco fases
experimentales: Fase |: Descripcién del ciclo de vida de Amaranthus sp. bajo
condiciones de invernadero y seleccion de la etapa considerada para los analisis
posteriores, Fase Il Prediccion bioinformatica de miRNAs en Amaranthus
hypochondriacus, Fase lll: Secuenciacion masiva de miRNAs en Amaranthus
hypochondriacus variedad “Gabriela”, Fase IV: Validacion de miRNAs y genes
blanco identificados y Fase V: Andlisis funcional de alguno de los miRNAs
previamente validados. Cada una de estas fases se subdivide en etapas que
coadyuvan al cumplimiento de cada uno de los objetivos que se plantean en el
presente proyecto de investigacion. Los resultados de cada fase se incluyen en el
capitulo correspondiente a cada objetivo organizando la informacién en formato de

articulos.
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CAPITULO I

Descripcion del ciclo de vida de Amaranthus sp. bajo condiciones de invernadero y
determinar la etapa para el tratamiento de sequia
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1. Introduccién

La fenologia vegetal es el estudio de patrones periddicamente recurrentes de
crecimiento y desarrollo de las plantas durante su ciclo de vida (Piao, Liu etal. 2019).
En un contexto agronémico, la descripcion de la fenologia durante el desarrollo
vegetativo y reproductivo de las plantas es fundamental para desarrollar estrategias
que apoyen el trabajo de investigadores y fitomejoradores en programas de
mejoramiento genético. En este sentido, y desde una perspectiva internacional, la
escala decimal Biologische Bundesanstalt Bundessortenamt und Chemische
Industrie (BBCH) nos permite definir los eventos fenoldgicos de plantas de
importancia agricola (Salazar, Melgarejo et al. 2006, Meier, Bleiholder et al. 2008,
Meier, Bleiholder et al. 2009, Archontoulis, Struik et al. 2010, Martinelli and Galasso
2011) y satisfacer asi la necesidad de conocimientos basicos sobre la biologia y los
puntos criticos durante su ciclo de vida (Hack, Bleiholder et al. 1992). Pese a varios
intentos de descripcidn, antes de este trabajo no existia un consenso internacional
que diera seguimiento a las distintas etapas de desarrollo del amaranto. Por tal
motivo, en la primera parte del presente trabajo de investigacién nos dimos a la
tarea de establecer una escala estandar como un criterio unico para cuantificar la
fenologia de tres especies distintas del género Amaranthus: Amaranthus
hypochondriacus, Amaranthus cruentus y Amaranthus hybridus. Para una revision
mas detallada de las fases fenoldgicas que comprenden el ciclo de vida del género
Amaranthus consultar el articulo titulado “The phenological growth stages of
different amaranth species grown in restricted spaces based in BBCH code’

https://doi.org/10.1016/j.sajb.2019.05.035.
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3. Metodologia

3.1 Cinética de sequia

En referencia a la clasificacion de las diferentes etapas fenoldgicas del ciclo
de vida de Amaranthus sp. que se describen anteriormente (Martinez-Nufez, Ruiz-
Rivas et al. 2019), se realiz6é una cinética de sequia para establecer cual es estado
fenoldgico mas susceptible en amaranto ante esta condicidon de estrés. Para ello se
establecieron monitoreos en plantas de 4, 15, 20, 30, 40, 50, 60 y 90 dias de edad,
lo que equivale a los estados 5, 8, 12, 20, 50, 59, 69, y 80 de la escala BBCH descrita
para amaranto (Martinez-Nufiez, Ruiz-Rivas et al. 2019). Las especies
monitoreadas fueron: A. hypochondriacus, A. hybridus, A. caudatus y la variedad
Gabriela de A. hypochondriacus. Para cada uno de los tiempos referidos se
utilizaron 12 plantas control y 12 plantas tratamiento. Ambas se cultivaron bajo
condiciones semi-controladas de invernadero (Martinez-Nufiez, Ruiz-Rivas et al.
2019), pero al llegar a la edad que se establecen para cada tiempo, se suspendio el
suministro de agua en los tratamientos, mientras que en las plantas control continu6
el riego normal sin interrupciones durante todo su ciclo de vida. Con la finalidad de
evidenciar el déficit hidrico en el sustrato que crecen las plantas, se cuantifico la
Humedad Relativa (HR) en un gramo de sustrato mediante una termobalanza
Probacssa MB45 (Ohaus Corporation, New Jersey, USA). El cuadro de estrés en
las plantas de amaranto se valoré visualmente con el marchitamiento de las plantas
y se correlacion6 a un promedio del ~ 8 % de HR en el sustrato. Tras determinar

con ambos parametros el cuadro de estrés en las plantas de amaranto, se reanudé
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el riego y se realizd un registro fotografico de las plantas reanimadas con una
camara SLT-A37K (Sony, California, USA) acoplada a un lente macro DT 2.8/30
MACRO SAM.

Las observaciones de las plantas recuperadas tras el tratamiento de sequia
fueron tomadas como referencia para determinar el estado fenologico mas
susceptible a este tipo de estrés, e Identificar parametros cuantitativos para apreciar
las consecuencias de un periodo de sequia en las plantas que lograran reanimarse
y concluir su ciclo de vida. El parametro registrado y comparado entre tratamientos

y plantas control fue la longitud total de la planta.

3.2 Analisis estadistico

El analisis estadistico con el que se evaluo la longitud total de la planta entre
tratamientos se realizé mediante analisis de varianza (ANOVA) para un disefio de
bloques al azar y comparacion de medias por la prueba de Tukey utilizando el
paquete estadistico SAS versién 9.0. El analisis se realizé con un nivel de
significancia P < 0.05. Los datos analizados se graficaron en el software Microsoft

Excel version 2013.

4. Resultados

Tanto el registro fotografico como el Analisis de Varianza (ANOVA)
permitieron apreciar el efecto que tiene un proceso de sequia sobre las plantas de
Amarantus sp. Visualmente fue posible corroborar que durante el ciclo de vida de

A. hypochondriacus, A. hybridus, A. caudatus y la variedad “Gabriela” de A.
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hypochondriacus, el estrés por sequia tiene consecuencias que pueden
manifestarse en un impedimento del crecimiento general en las plantas, menor
longitud de las hojas, impedimento de transicion de la fase vegetativa a la fase
reproductiva (plantas de 15, 20, 50 y 60 dias de edad) y en los casos mas severos
la muerte del organismo (plantas 4, 30 y 40 dias de edad, Figura 2 y 3).

Por otra parte, el analisis estadistico de la longitud total de las plantas como
una variable de dafio ante condiciones de estrés por sequia, nos indica que hay
diferencias significativas (P < 0.05) en el crecimiento y desarrollo de las plantas de
A. hypochondriacus v. Gabriela y A. hybridus con respecto a sus plantas control en
los tratamientos de15, 20, 50 y 60 dias de edad. Esta diferencia se manifiesta con
plantas control de entre 19.21 en A. hypochondriacus v. Gabriela y plantas de 17.9
cm en A. hybridus, mientras que en los tratamientos podemos observar plantas de
entre 13.52-17.28 cm y 10.7 y 15.7 cm en A. hypochondriacus v. Gabriela y A.
hybridus respectivamente. La reducciéon del crecimiento en plantas de A.
hypochondriacus y A. cruentus con respecto a sus plantas control es evidente solo
en los tratamientos de 15, 50 y 60 dias de edad, pues en ambas especies (A.
hypochondriacus y A. cruentus), las plantas de 20 dias de edad que crecieron bajo
condiciones de estrés por sequia tienen un crecimiento mayor en comparacion con
sus plantas control; 21.41 cmy 19.14 cm en A. hypochondriacusy 19.6 y 16.9 en A.

cruentus respectivamente.
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Figura 1. Registro fotografico post-sequia en Amaranthus sp. Longitud y registro fotografico post-sequia de
plantas de amaranto a) A. hypochondriacus v. Gabriela, b) A. hypochondriacus, c) A. cruentus y d) A. hybridus.
Las plantas se sometieron a estrés por sequia a los 4, 15, 20, 30, 40, 50, 60 y 90 dias de edad. Las plantas de
4, 30 y 40 dias de edad murieron (datos no mostrados). A los 15, 20, 50 y 60 Dias de edad las consecuencias
de sequia se manifiestan en un impedimento en el desarrollo de las plantas. El Analisis de Varianza (ANOVA)
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y la comparacién de medias por test de Tukey demuestran diferencias significativas (P < 0.05) entre las plantas
control y cada uno de los tratamientos. Medias con la misma letra no son significativamente diferentes.

5. Discusién

Las observaciones realizadas durante la cinética de sequia sugieren que el
estado fenoldgico mas susceptible ante esta condicion de estrés en amaranto se
ubica al inicio de las primeras etapas post-germinacion (plantulas de 4 dias de edad,
estado BBCH 5) y durante el inicio de la fase reproductiva (plantas de 30-40 dias de
edad; estado BBCH 20-50). Estos resultados son coherentes con lo reportado en
otros cultivos de importancia agricola tales como Avena sativa L.(Mut, Akay et al.
2010) y Medicago sativa L (Wang, Kim et al. 2009) y Oryza sativa (Boonjung and
Fukai 1996), pues al igual que en amaranto, las primeras etapas como plantulas y
el inicio de la fase reproductiva representan las etapas mas criticas ante una
situacion de estrés por sequia (Boonjung and Fukai 1996, Harris, Tripathi et al. 2002,
Ahmad, Ahmad et al. 2009, Sukiran, Ma et al. 2019).

En cultivos como Oryza sativa (Blackwell, Meyer et al. 1985, Novero, O'Toole
et al. 1985, Turner, O'Toole et al. 1986), Triticum durum (Boutraa, Akhkha et al.
2010) y Zea mays L (Cakir 2004) se ha observado que la produccién de biomasa en
las plantas disminuye al disminuir la disponibilidad de agua. En amaranto ocurre
exactamente lo mismo, pues aquellas plantas que logran sobrevivir al estrés
generado (plantas de 15, 20, 50 y 60 dias de edad) presentan alteraciones
considerables en su desarrollo, impedimento en el crecimiento, y retraso o pérdida
de la capacidad de generar panojas (Figura 2). Desde un punto de vista fisiolégico
y bioquimico es conocido que el estrés por sequia disminuye progresivamente las

tasas de asimilacién de CO2 debido a la reduccién de la conductancia estomatica;
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lo que a su vez impacta en el tamafno de las hojas, la extensién de los tallos y la
proliferacion de las raices; perturba las relaciones hidricas de las plantas y reduce
la eficiencia del uso del agua. Altera los pigmentos fotosintéticos y reduce el
intercambio de gases, lo que lleva a una reduccion en el crecimiento y la
productividad de las plantas (Anjum, Xie et al. 2011). El crecimiento celular se
considera uno de los procesos fisioldgicos mas sensibles al estrés por sequia ya
que propicia la reduccion de la presion de turgencia; ademas, bajo déficit hidrico, el
alargamiento celular de las plantas superiores se inhibe mediante la interrupcion del
flujo de agua desde el xilema a las células alargadoras circundantes (Nonami 1998).
En consecuencia, un déficit en el alargamiento y la expansién celular dan como
resultado un crecimiento reducido y rasgos inferiores de rendimiento (Hussain, Malik
et al. 2008), tal y como pudimos observar en las distintas especies de amaranto

sometidas a estrés por sequia.
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6. Conclusiones

e El amaranto es un cultivo de ciclo corto que alcanza la madurez fisiolégica
aproximadamente a los cuatro meses de edad.

e Bajo condiciones de invernadero, la plasticidad fenotipica del amaranto nos
permite obtener plantas completamente desarrolladas de aproximadamente
20 cm de altura.

e La escala decimal Biologische Bundesanstalt Bundessortenamt und
Chemische Industrie (BBCH), nos permite distinguir (bajo un consenso
internacional) las distintas etapas de desarrollo del amaranto durante su ciclo
de vida.

e El ciclo de vida del amaranto, desde la germinacion hasta la senescencia,
puede dividirse en 9 etapas, 4 describen la fase vegetativa (00-13) y 5 la fase
reproductiva (60-99).

e El desarrollo de las plantas de amaranto bajo condiciones de estrés por
sequia se ve impactado con severas consecuencias que impiden la transicion
de la fase vegetativa a la fase reproductiva y limitan el crecimiento y
desarrollo de estructuras foliares en plantas de 15, 20, 50 y 60 dias de edad.

e Durante el ciclo de vida del amaranto, los estados fenoldgicos especialmente
susceptibles ante condiciones de estrés por sequia se ubican al inicio de las
primeras etapas post-germinacion (plantulas de 4 dias de edad, estado
BBCH 5) y durante el inicio de la fase reproductiva (plantas de 30-40 dias de

edad, estado BBCH 20-50).
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CAPITULO Il

Prediccion bioinformatica de miRNAs en Amaranthus hypochondriacus
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1. Introduccién

Por lo menos 36 familias de miRNAs en plantas estan clasificadas como
“conservadas” (Chavez Montes, de Fatima Rosas-Cardenas et al. 2014, Axtell and
Meyers 2018). Aunado a ello, la disponibilidad de potentes herramientas
bioinformaticas (Lei and Sun 2014, Shahid and Axtell 2014) y de bases de datos
que almacenan una gran cantidad de secuencias EST (Expressed Sequence Tag)
y secuencias GSS (Genome Survey Sequences), ha facilitado enormemente la
prediccion computacional de miRNAs por homologia de secuencias (Sunkar and
Jagadeeswaran 2008, Ye, Chen et al. 2013, Huang, Zou et al. 2014). En los ultimos
afnos, se ha demostrado en Arabidopsis thaliana (Sunkar and Zhu 2004, Wang,
Reyes et al. 2004), Oryza sativa (Archak and Nagaraju 2007), Zea mays (Zhang,
Chia et al. 2009), Hordeum vulgare (Colaiacovo, Subacchi et al. 2010), Glycine max
(Kulcheski, de Oliveira et al. 2011), Gossypium hirsutum (Kwak, Wang et al. 2009),
Sorghum bicolor (Du, Wu et al. 2010), y Musa spp (Chai, Feng et al. 2015) entre
otras plantas; que la deteccién computacional de miRNAs es exitosa y efectiva,
sobre todo para el descubrimiento de nuevos miRNAs que generalmente no pueden
ser detectados debido a su bajo nivel de expresion y / o0 expresidon espacio-temporal
(Jones-Rhoades and Bartel 2004, Adai, Johnson et al. 2005, Huang, Zou et al.
2014). Sin embargo, la homologia como unico criterio de identificacion no es
suficiente, y en complemento debe predecirse la estructura secundaria del pre-
miRNA junto con el célculo de la energia libre de plegamiento. De igual manera, la
prediccion bioinformatica de miRNAs debe validarse experimentalmente para
reducir el numero de falsos positivos identificados (Adai, Johnson et al. 2005, Zhang,

Pan et al. 2005, Yin, Li et al. 2008).
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En el capitulo Il del presente proyecto de investigacion, los avances en la obtencion
del genoma de Amaranthus hypochondriacus (Clouse, Adhikary et al. 2016) y el uso
de herramientas bioinformaticas nos permitié la identificacion de 534 secuencias
precursoras pertenecientes a 26 familias distintas de miRNAs. La anotacion de sus
genes blanco indica que los miRNAs identificados estan involucrados en la
regulacion del crecimiento y desarrollo de las plantas, la respuesta al estrés
ambiental, la transduccion de sefales y la invasion de patogenos. Adicionalmente,
la validacién de 14 miRNAs mediante RT-gPCR sugiere que existe una expresion
diferencial tejido especifica entre hojas, tallos, panojas y raices en plantas de

Amaranthus hypochondriacus variedad “Gabriela”.

2. Metodologia

2.1. Prediccion bioinformatica de miRNAs en Amaranthus
hypochondriacus

El genoma de referencia y los transcriptomas empleados para la prediccion
bioinformatica de miRNAs se encuentran disponibles en el portal Phytozome v.12.1
(https://phytozome.jgi.doe.gov/pz/portal.html) y corresponde a la variedad “Revancha” de
Amaranthus hypochondriacus. Para mayor informacién respecto al ensamble y
anotacién del genoma y los transcriptomas de Amaranthus hypochondriacus
consultar: https://phytozome.jgi.doe.gov/pz/portal.ntmi#linfo?alias=Org_Ahypochondriacus_er,
(Clouse, Adhikary et al. 2016).

Para iniciar el andlisis, se obtuvieron todas las secuencias de los miARNs
maduros conocidos de Viridiplantae reportadas en la base de datos miRBase

(http://www.mirbase.org/, Release 21, enero de 2018). Mediante la herramienta
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BLAST de Phytozome v12.1, las secuencias obtenidas (miRNAs maduros) se
mapearon contra las EST (Expressed Sequence Tag) y GSS (Genome Survey
Sequences) de Amaranthus hypochondriacus. 150 nt rio arriba y 150 nt rio abajo de
las regiones apareadas (miRNAs maduros) se tomaron como posibles precursores

de miRNAs.

2.2. Analisis de la estructura secundaria y plegamiento de pre-miRNAs

El analisis de la estructura secundaria y el calculo de la energia libre de
plegamiento de los posibles precursores de miRNAs se realizé utilizando RNAfold
web server (http:/rna.tbi.univie.ac.at/cgi-bin/RNAWebSuite/RNAfold.cgi). Los criterios para
identificar los potenciales miRNAs en Amaranthus hypochondriacus fueron los
siguientes: (1) los miRNA maduros que se predicen no pueden tener mas de 3
mismatches con respecto al miRNA conocido, (2) la secuencia del pre-miRNA debe
plegarse y adaptar una estructura secundaria en forma de horquilla. En uno de los
brazos de esta horquilla debe ubicarse el miRNA maduro, (3) no hay formacion de
bucles en el duplex miRNA/miRNA*, (4) el contenido de A + U en el pre-miRNA
puede varia entre el 30% y 70% vy, (5) la estructura secundaria predicha debe tener
una energia libre de plegamiento menor o igual a -20 kcal/mol (MFE = -20 kcal /

mol).

2.3. Prediccién de genes blanco

Una vez identificados los posibles miRNAs en el genoma y los transcriptomas
de Amaranthus hypochondriacus, se realizo6 la prediccion de genes blanco mediante

el software en linea psRNATarget (Dai, Zhuang et al. 2018)
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(http://plantgrn.noble.org/psRNATarget/). Los parametros que se siguieron fueron los
siguientes: (1) expectativa maxima de 3.0, (2) longitud de puntuacion
complementaria (hspsize) de 20 pb, (3) maxima energia de accesibilidad permitida
para que el blanco pueda despegarse del sitio destino 25.0, (4) considerar 17 pb rio
arriba y 13 pb rio abajo alrededor del sitio de reconocimiento (gen blanco) y, (5) el
sitio de corte del miRNA maduro debe situarse entre el nt 9 y el nt 11 de su

secuencia.

2.4. Crecimiento de plantas

Semillas de Amaranthus hypochondriacus variedad Gabriela fueron
sembradas bajo condiciones de invernadero tal y como se menciona anteriormente
(Martinez-Nufez, Ruiz-Rivas et al. 2019). Durante la fase reproductiva se colectaron
hojas, tallos, infloresencias y raices de 10 plantas. El tejido colectado se pulverizd

en Nz liquido y se almacené de forma independiente a -80 °C hasta su uso.

2.5. Extraccion de RNA total

La extraccién de RNA total de cada uno de los tejidos colectados se realizd
mediante ZR Plant RNA MiniPrep kit siguiendo las especificaciones del fabricante
(Zymo Research, Irvine, CA, EE. UU.), brevemente: Se colocdé 20 mg el tejido
pulverizado en un tubo de lisis ZR BashingBead ™, se agregaron 800 ul de buffer
de lisis. La muestra se agit6 en vortex y se centrifugd a 13000 rpm durante 1 minuto.
El sobrenadante se transfirié a una columna Zymo-Spin™ IlIC, se centrifugd durante
30 segundos a 13000 rpm y se recupero el fluido. Se anadié un volumen de etanol

y la mezcla se coloc6 en una columna |IC Zymo-Spin ™ y se centrifugd durante 30
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s a 13000 rpm. Posteriormente, se afadieron 400 ul de RNA Prep Buffer a la
columna y se centrifugd durante 30 s a 13000 rpm. A continuacién, se afiadieron
700 pl de Buffer de lavado y se centrifugo la columna durante 30 s a 13000 rpm. Se
afiadio 400 ul de buffer de lavado a la columna y se centrifugd durante 2 minutos,
se anadieron 35 pl de agua libre de DNasa/RNasa directamente a la matriz de la
columna y se centrifugd durante 30 s. Finalmente, se transfirié el RNA recuperado

a la columna Zymo-Spin ™ |V-HRC y se centrifugd a 13000 rpm durante 1 minuto.

2.6. Cuantificacion y analisis de calidad de RNA

El RNA total se cuantificd utilizando un espectrofotémetro NuDrop NAS-99
(ATCGene, Piscataway, NJ, EE. UU.) buscando satisfacer los siguientes
parametros: A260/280 = 1.8 - 2.2; A260/230=2.0. Adicionalmente, la calidad e
integridad del RNA se verificé mediante electroforesis en un gel de agarosa al 1.5

%.

2.7. Sintesis de cDNA

El cDNA se sintetizé a partir de 500 ng de RNA total utilizando un oligo dT y
la retro-transcriptasa M-MLV (Sigma, Saint Louis, Missouri, USA) de acuerdo con
las instrucciones del fabricante. Brevemente: En un tubo de 200 pl se agregdé 1 pl
dNTPs 10 mM, 1 ul oligo dT a una concentracion de 3 uM, 500 ng de RNA y agua
grado biologia molecular hasta un volumen final de 10 pl. se mezclé de forma
homogénea y se incubd la muestra a 70 °C por 10 minutos. Posteriormente se
colocaron los tubos en hielo y se agregaron los siguientes componentes: 2 ul de

buffer M-MLV Reverse Transcriptase 10X, 1 pl de retro-transcriptasa M-MLV, 0.5 pl
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de inhibidor de RNAsas (40 units/ul), y 6.5 ul de agua grado biologia molecular para

un volumen final de 20 yl. La reaccion se incubé a 37 °C durante 60 minutos.

Finalmente, la retro-transcriptasa M-MLV se desactivo a 90 °C durante 10 min.

2.8. Validacion tejido-especifica del perfil de expresion de miRNAs
mediante RT-qPCR

Las reacciones de RT-gPCR para cada miRNA se realizaron con un primer

FW especifico y un primer RV universal (Tabla 3). Los productos de PCR se

detectaron mediante una sonda universal TagMan en un equipo de PCR en tiempo

real StepOne™ (Applied Biosystems, Foster City, CA, EE. UU.).

Oligonucleotidos y sondas diseifiadas para la cuantificacion de miRNAs mediante RT-qPCR

Nombre miRNA Descripcion nt Secuencia
FRC-0219 QmiR156 Specific F-primer 21 CTGACAGAAGAGAGTGAGCAC

FRC-0220 QmiR159 Specific F-primer 21 CTTTGGATTGAAGGGAGCTCT

FRC-0221 QmiR160 Specific F-primer 18 TGCCTGGCTCCCTGTATG

FRC-0222 QmiR164 Specific F-primer 18 ATGGAGAAGCAGGGCACG

FRC-0223 QmiR167 Specific F-primer 20 CTGAAGCTGCCAGCATGATC

FRC-0224 QmiR169 Specific F-primer 19 CCAGCCAAGGATGACTTGC

FRC-0225 QmiR171 Specific F-primer 17 CGTGATTGAGCCGTGCC

FRC-0226  QAhymiR319 Specific F-primer 19 CGATTGGACTGAAGGGAGC

FRC-0228 QmiR393 Specific F-primer 21 TCCAAAGGGATCGCATTGATC

FRC-0229 QmiR394 Specific F-primer 20 TTGGCATTCTGTCCACCTCC

FRC-0230 QmiR396 Specific F-primer 22 GTTCCACAGCTTTCTTGAACTG

FRC-0231 QmiR397 Specific F-primer 21 TCATTGAGTGCAGCGTTGATG

FRC-0232 QmiR408 Specific F-primer 18 GCACTGCCTCTTCCCTGG

FRC-0233 QAhymiR444 Specific F-primer 17 TGTGCAGTTGCTGCCGC

FRC-0234 QmiR166 Specific F-primer 19 TCGGACCAGGCTTCATTCC

FRC-0245 Universal R-primer 18 CAGTGCAGGGTCCGAGGT

FRC-0246 S-Poly (T) primer 49 GTGCAGGGTCCGAGGTCAGAGCCACCTGGGCAATTTTTTTITITITIT
FRC-0247 Universal S-Poly 32 CAGAGCCACCTGGGCAATTT FAM / TAMRA

(T) probe

Tabla 1. Oligonucleotidos y sondas disefiadas para la cuantificacion de miRNAs mediante RT-qPCR
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La mezcla de reaccion para RT-qPCR se prepard con 5 yl de TagProbe 2x
gPCR MasterMix-ROX (Applied Biological Materials, Canada), 0.3 ul de primer RV
universal 400 nM, 0.3 ul de primer FW 300 nM (especifico para cada miRNA), 0.4
Ml de la sonda universal TagMan 10 uM y 4 ul de cDNA diluido que corresponde a
5 ng del RNA poliadenilado. El volumen final de la reaccion fue de 10 pl y se preparé
en placas de 96 pocillos (Applied Biosystems, Foster City, CA, EE. UU.). Las
condiciones de la reaccién fueron las siguientes: 95 °C durante 10 min, 95 °C
durante 15 s (40 ciclos), y 60 °C durante 40 s. Se utilizaron dos réplicas técnicas y
tres réplicas biolégicas de cada muestra para el analisis de RT-qPCR. El nivel de
expresion de cada miRNA maduro se registr6 mediante el ciclo umbral (Ct) y se

normaliz6 contra los genes housekeeping Ahy U3 y Ahy_snor71 de amaranto.

3. Resultados

Se obtuvieron 10,404 secuencias maduras reportadas para todos los
miembros de la Viridiplantae miRBase. El mapeo de las secuencias obtenidas sobre
los transcriptomas permitié la identificacion de solo 5 miRNAs (miR166, miR171,
miR172, miR396 y miR5141), mientras que en el genoma se logro la identificacion
de 534 secuencias precursoras pertenecientes a 26 familias distintas de miRNAs
(Figura 4). Dentro de los miRNAs identificados encontramos 17 catalogados como
de alta confianza y 9 reportados con anterioridad en plantas, aunque no bajo la

categoria de alta confianza (Figura 4).
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Prediccion bioinformatica de miRNAS en Amaranthus hypochondriacus

Qseqid sseqid pident length gstart qend sstart send evalue bitscore

1  zma-MIR156c  Scaffold_1 92.683 82 24 101 33359912 33359831 1.04E-24 115
2 ccaMIR160b  Scaffold_8 93.478 46 6 51 7373070 7373025 5.22E11  69.4
3 gma-MIR162a  Scaffold_15 100 31 4 34 2776621 2776591 7.39E08  58.4
4  aly-MIR164b  Scaffold_10 95.455 44 21 64 16167686 16167644 5.72E-11  69.4
5  aly-MIR166a  Scaffold_7 94.595 37 67 102 5884255 5884219 3.01E-07  56.5
6 ghr-MIR167a  Scaffold_4 100 28 113 140 16148769 16148796 6.47E-06  52.8
7 lus-MIR168a  Scaffold_7 84.746 59 197 251 11575957 11575899 8.80E-07  56.5
8  aly-MIR16%h  Scaffold_10 80 135 9 141 16167704 16167584 6.23E-16  86.1
9  ath-MIR171c  Scaffold_5 100 29 129 157 23104012 23103984 198E-06  54.7
10 aly-MIR172d  Scaffold_8 97.143 35 1 35 860257 860223  4.08E-08  60.2
11  ath-MIR319b  Scaffold_12 94.595 37 123 157 2009884 2009920 551E-07  56.5
12 aly-MIR390a  Scaffold_15 97.143 35 1 35 606107 606073  4.08E-08  60.2
13 aly-MIR394b  Scaffold_5 100 30 14 43 23104061 23104032 551E-07  56.5
14 nta-MIR395a C°”:iif:ﬁ4|q 82.54 189 17 198 2585 2400  179E-37 158
15  2au-MIR396  Scaffold_10 85.075 67 106 172 8250350 8250415 2.64E-10  67.6
16  ghrMIR398  Scaffold_9 92.683 41 104 144 1639253 1639293 3.66E-08  60.2
17 csi-MIR408 CO”Jii5:r7|7 la 76.074 163 3 160 443126 442973  5.20E-12  73.1
18 atr-MIR828  Scaffold_16 95.833 48 110 157 2587478 2587524 4.11E-13 7658
19 tae-MIR1122c  Scaffold_10 97.531 162 1 162 6233030 6233191 1.04E73 278
20 tae-MIR1134  Scaffold_7 96.875 64 37 100 13007768 13007707 4.40E-22 106
21  peu-MIR2916  Scaffold_7 96.875 32 11 42 18739040 18739009 1.48E-06  54.7
22 ptcMIR4S81b  Scaffold_10 100 28 67 94 22154071 22154044 3.59E06  52.8
23 rg-MIRS141  Scaffold_6 87.692 65 1 65 4159421 4159484 2.09E-12 75

24 gma-MIR6300  Scaffold_15 95.455 44 6 49 606117 606075 5.87E-11  69.4
25  stu-MIR800Sc C°":iif:r1|6 la 91.209 91 1 91 710 620 7.086-28 124
26  ath-MIR8175  Scaffold_7 100 28 52 79 19891115 19891088 9.05E-06  52.8

Tabla 2. Prediccion bioinformatica de miRNAS en Amaranthus hypochondriacus.

Respetando los criterios establecidos para la identificacion de miRNAs, solo se
consideraron validas aquellas secuencias de miRNAs maduros que presentaron
menos de tres mismatches. La mayoria de los miRNAs identificados (53.8 % =14/26)
presentaron una longitud de 21 nt. Sin embargo, también fue posible observar

miRNAs de 18 nt (3.8 % =1/26), 19 nt (3.8 % =1/26), 20 nt (15.3 % =4/26), 22 nt (3.8
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% =1/26), 23 nt (3.8 % =1/26) y 24 nt (15.3 % =4/26) de longitud. Las longitudes de
las secuencias mapeadas variaron de 28 nt a 189 nt con un porcentaje de identidad
de entre 76 y 100 %, mientras que el contenido de A + U en los precursores fue en
promedio de 49.32%. El analisis del plegamiento secundario realizado mediante
RNAFold corroboré que las secuencias identificadas como posibles precursores
muestran un plegamiento estable en forma de horquilla y con un valor promedio de
MFE de -45.3 kcal/mol (Fig¢,?). De igual manera, el plegamiento secundario de las
secuencias precursoras demuestra que no se forman bucles que interrumpan la
estabilidad del duplex miRNA/mMiRNA*. Adicionalmente, la identidad de las
secuencias identificadas como pre-miRNAs fue corroborada mediante BLAST en la
base de datos NCBI National Center for Biotechnology Information
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/), dando como resultado que cada una de las secuencias
obtenidas corresponden a precursores de miRNAs identificados con anterioridad en

otras plantas.

Figura 2. Plegamiento secundario de secuencias precursoras de miRNAs en A. hypochondriacus. El analisis de
las secuencias precursoras de miRNAs se realizé mediante el software RNAfold, ello permitié corroborar que el
plegamiento secundario corresponde a la estructura tipica en forma de tallo-asa de los miRNAs. De izquierda a
derecha: 12a ejemplo de la secuencia del ath-MIR399b que cumple con los criterios establecidos por Axtell y
Meyers, 2018. 12b-12f: Secuencias precursoras de miRNAs de A. hypochondriacus que cumplen con los
criterios establecidos por Axtell y Meyers, 2018.
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Por otro lado, la prediccion de genes blanco que se realizé mediante psRNATarget
facilitd la identificacion de por lo menos 22 genes que se encuentran regulados a
nivel post-transcripcional mediante miRNAs en Amaranthus hypochondriacus
(Figura 1). Entre los genes identificados se encuentran BRH1: Brassinosteroid-
responsive, RING-H2 Finger Protein RHF2A, SPL9: SPL9 squamosa promoter
binding protein-like 9, MYB: myb-like HTH transcriptional regulator family protein,
TCP4: TCP family transcription factor 4, CSD1: Copper/zinc superoxide dismutase
1, COX: Cytochrome C oxidase, RCN1: ARM repeat superfamily protein, BRI1:
ATBRI1, BIN1, BRI1,CBB2, DWF2 Leucine-rich receptor-like protein kinase family

protein, NF-YA1: NF-YA1 nuclear factor Y, subunit A1 (Figura 1).

AGO1 |—miR168 miRNAs in drought stress response in
NADH-GLT1 Amaranthus hypochondriacus

Homeostasis . ; .
Stress perception and signal transduction

|

miR168 miR159 miR319 miR390 miR394 miR156 miR159 miR167 miR169 MIiR160 miR393 miR164 miR166 miR396 mIR398

I L1 1 1 1L 1 1 L 1 1 1 1L—1 1

ARF MYB TCP4  ARF LCR ~-SPL . MYB HMA5 NF-YA ARF TIR  NAC > ARM GRF  SODs

SBP | SFR2 ACHT4 PPR RCN1 BCB
COoxX

Auxin i ABA i ROS E i Secondary E i Plant i Auxin i Response to i Respiration

! regulation ! Response ! detoxification i ! metabolism i! development ! signaling ! stresses

T T i

i Leaf and root i Stomatal i Energy

i development !} closure | maintenance

\ H [

Drought stress response

Figura 3. Red de regulacién génica que se predice para Amaranthus hypochondriacus. Modificado de (Ding et.
al., 2013). Red de regulacién génica en la que se muestran 15 miRNAs y sus respectivos genes blanco que se
predicen en A. hypochondriacus. La predicciéon de genes blanco permite identificar factores de transcripcion,
genes que codifican para proteinas de metabolismo secundario y genes sensibles a estrés por sequia. Su
funcién es variada y va desde la regulacion por fitohormonas, detoxificaciéon de ROS, desarrollo de la planta y
respuesta a estrés.
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La anotacion funcional de los genes blanco de los miRNAs identificados, sugiere su
participacion en la regulacion de por lo menos 11 procesos fisiologicos distintos,
tales como regulacion del desarrollo, biosintesis de auxinas, respuesta a Acido
abscisico (ABA), detoxificacion de Especies Reactivas de Oxigeno (ROS),
metabolismo secundario, sefalizacidn por auxinas, respuestas ante distintas
situaciones de estrés, respiracion celular, fijacion de COz2, cierre de estomas y

mantenimiento de energia en las plantas de amaranto (Figuras 1y 2).

Figura 4. Interaccién de miRNAs y genes blanco en Amaranthus hypochondriacus. ldeograma de circos en
donde se representa la red de regulacién génica entre miRNAs y sus respectivos genes blanco en A.
hypochondriacus.

Para examinar el nivel de expresion de los miRNAs que se predicen, se utilizé6 RNA
total aislado de flores, hojas, raices y tallos de plantas de Amaranthus
hypochondriacus variedad “Gabriela” durante la fase reproductiva (Fig). La
concentracion del RNA obtenido oscilé entre 13.3 y 36.7 ng/y; mientras que la
absorbancia 260/280 y 260/230 se reportd entre 1.15-1.89 y 1.17-1.8

respectivamente.
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Muestra | 260/280 | 260/230 Cz:fsg/tj')t'
Flor 1.89 1.8 36.7
Hoja 1.38 1.17 19.0
Raiz 1.15 1.31 13.3
Tallo 1.36 1.33 22.5

Figura 5. Electroforésis de RNA total. Electroforesis en gel de agarosa al 1.5% en donde se puede observar la
integridad del RNA total de flores, hojas, tallos y raices de Amaranthus hypochondriacus v. “Gabriela”.
Adicionalmente se muestra la concentracion de cada muestra, asi como su absorbancia 260/280 y 260/230.

Mediante el equipo StepOne™ (Applied Biosystems, Foster City, CA, EE. UU.) fue
posible detectar sefiales positivas que permitieron confirmar la presencia de estos
miRNAs en los distintos tejidos seleccionados; lo cual demuestra una alta tasa de
precision para la identificacion computacional de miRNAs. Los niveles de expresion
de cada miRNA cuantificado fue variable en los distintos tejidos analizados, es decir,
es posible reconocer un patron de expresion tejido-especifico para cada miRNA
(Fig. 3). Los mayores niveles de expresion lo presentaron el miR169 y el miR171 en
los cuatro tejidos analizados. Mientras que los miR160, miR393, miR397 y miR408
se expresan en niveles basales tanto en flores, hojas, raices y tallos. En un nivel
intermedio de expresion, fue posible detectar al miR156, miR164, miR166, miR167,

miR319, miR394, miR396, y miR444.

56



M.C Marcelino Martinez Nufiez.

Figura 6. Perfil de expresion tejido-especifico de miRNAs identificados mediante herramientas computacionales
en Amaranthus hypochondriacus v. “Gabriela”.
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4. Discusion

Desde el descubrimiento de los primeros miRNAs en los afios 90's (Lee,
Feinbaum et al. 1993), los métodos computacionales han sido una herramienta
valiosa para comprender la biologia de dichas moléculas (Yoon and De Micheli
2006).
En comparacion con otros métodos como clonacién y secuenciacion masiva, el uso
de herramientas bioinformaticas para la prediccion de miRNAs es una de las
estrategias mas efectivas, rapidas y accesibles (Jones-Rhoades and Bartel 2004,
Huang, Zou et al. 2014).
Se tiene evidencia de que al menos ~36 familias de miRNAs estan conservadas en
plantas superiores (Axtell and Meyers 2018). Por tal motivo, la busqueda de
secuencias homoélogas en el genoma de varios grupos taxonomicos de plantas ha
permitido la identificacion de miRNAs previamente descritos. En 2008 Sunkar y
Jagadeeswaran realizaron la prediccion bioinformatica de 682 miRNAs en 155
especies distintas de plantas (Sunkar and Jagadeeswaran 2008); los autores
reportan que entre las especies de plantas con mayor numero de miRNAs
conservados se encuentran Zea mays (23 miRNAs), Sorghum bicolor (19 miRNAs),
Triticum spp (15 miRNAs), Citrus sps (14 miRNAs), Vitis vinifera (12 miRNAS),
Solanum lycopersicum (11 miRNAs), Saccharum officinarum (10 miRNAs) vy
Solanum tuberosum (7 miRNAs). Adicionalmente, reportan cinco familias de
miRNAs conservadas en gimnospermas (miR159, miR160, miR164, miR166 y
miR168) y dos (miR396 y miR408) en Selaginella. De igual manera, Du et al. 2010
y Chai et al. 2015 encuentra 89 y 32 secuencias que potencialmente pueden

clasificarse dentro de 17 y 13 familias distintas de miRNAs para Sorghum bicolor 'y
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Musa spp respectivamente (Du, Wu et al. 2010, Chai, Feng et al. 2015). Los
resultados que los autores reportan son congruentes con lo que nosotros
encontramos en el genoma de Amaranthus hypochondriacus, pues las 534
secuencias precursoras que identificamos corresponden a 26 familias distintas de
miRNAs en plantas; 17 clasificadas como conservadas y 9 reportadas como unicas,
es decir solo han sido registrados con anterioridad en un grupo taxonémico de

Plantas.

Los miRNAs identificados in silico presentan un tamafo de entre 20-24 nt como
resultado de la actividad de las proteinas DICER-LIKE (DCL) (Gasciolli, Mallory et
al. 2005, Henderson, Zhang et al. 2006), siendo los de 21 nt los de mayor
abundancia. Estos resultados son consistentes con la distribucién de tamarnio tipica
de angiospermas, como Oryza sativa(Morin, Aksay et al. 2008), Medicago truncatula

(Szittya, Moxon et al. 2008) y Cucumis sativus (Martinez, Forment et al. 2011)

Por otro lado, 16 de las 17 familias de miRNAs que identificamos mediante
homologia, corresponden a miRNAs previamente reportados en Amaranthus tricolor
por secuenciacion masiva (Liu, Peng et al. 2018), lo que en gran medida avala la
eficiencia de la prediccion bioinformatica de miRNAs en Amaranthus
hypochondriacus. Ademas del miR169 (clasificado como de alta confianza en
miRBase), los miR828, miR1122, miR1134, miR2916, miR481, miR5141, miR6300,
miR8005, y miR8175 que se predicen para Amaranthus hypochondriacus, no
aparecen en la secuenciacion masiva de miRNAs para Amaranthus tricolor (Liu,
Peng et al. 2018), lo cual es coherente al tratarse de miRNAs especificos (Kozomara

and Griffiths-Jones 2014, Axtell and Meyers 2018), cuya expresion es particular de
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ciertas especies y tejidos o etapas de desarrollo (Jones-Rhoades and Bartel 2004,
Adai, Johnson et al. 2005, Huang, Zou et al. 2014, Qin, Li et al. 2014). A pesar de
esto, algunos miRNAs no conservados se expresan abundantemente en tejidos
especificos o se inducen ante condiciones particulares, lo que sugiere ue podrian
estar cumpliendo un papel fisioldgico importante en Amaranthus hypochondriacus
ante adaptaciones ambientales especiales (Qin, Li et al. 2014).

Como sucede en otras plantas de interés agrondmico como Zapallito italiano
(Mao, Li et al. 2012), Vitis vinifera (Mica, Piccolo et al. 2009), Triticum aestivum
(Pandey, Joshi et al. 2014) y Medicago sativa L (Pokoo, Ren et al. 2018), la
validacion experimental de 14 miRNAs mediante RT-gPCR en Amaranthus
hypochondriacus nos permitié identificar que durante la fase reproductiva existe un
patrén de expresion tejido-especifico entre inflorescencias, hojas, raices y tallos de
Amaranthus hypochondriacus variedad “Gabriela”. La expresion y acumulacion
diferencial de miRNAs en etapas y tejidos especificos juegan un papel muy
importante en la identidad, diferenciacién y funciones fisiolégicas de las plantas
(Sunkar, Girke et al. 2005). Ejemplo de ello es la expresion diferencial del miR159,
miR397, miR156 y miR408 en hojas y de los miR164, miR166, miR171 y miR390
enraices de Papaver somniferum, Solanum tuberosum y Hordeum vulgare (Kantar,
Unver et al. 2010, Unver, Parmaksiz et al. 2010, Yang, Liu et al. 2010), donde se
considera que estos miRNAs tiene una funcién crucial durante el desarrollo de hojas
y raices respectivamente.

Finalmente, tal y como sucede en otras plantas (Zhang, Pan et al. 2006,
Yang, Xue et al. 2007, Rubio-Somoza and Weigel 2011), la anotacién funcional de

los genes blanco que se identificaron para los miRNAs de Amaranthus
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hypochondriacus , sugiere su participacion en distintos procesos fisioldgicos tales

como regulacion de la transcripcion, diferenciacién celular, desarrollo, transicion de

la fase vegetativa a la fase reproductiva, fotosintesis, defensa contra distintos

factores de estrés, vias de sefializacion y estimulo hormonal.

5. Conclusiones

La disponibilidad de herramientas computacionales y el acceso a bases de
datos publicas para la obtencién de secuencias gendmicas, ha facilitado la
identificacion in silico de miRNAs de plantas.

La prediccion bioinformatica sobre el genoma y los transcriptomas de
Amaranthus hypochondriacus permitié la identificacion de 26 familias de
miRNAs reportadas con anterioridad para distintos grupos taxonémicos de
plantas.

17 de los miRNAs identificados estan clasificados como de alta confianza en
la base de datos miRBase, mientras que los 9 restantes corresponden a
miRNAs unicos.

La prediccion bioinformatica de genes blanco permitié la identificacion de al
menos 22 genes distintos que se encuentran regulados a nivel post-
transcripcional mediante miRNAs en Amaranthus hypochondriacus.

La anotacion funcional de los genes blanco identificados sugiere su

participacion en la regulacién de procesos biolégicos esenciales para el
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crecimiento, desarorllo y respuesta ante distintas situaciones de estrés en
Amaranthus hypochondriacus.

La deteccion de miRNAs mediante RT-qPCR demuestra una alta tasa de
precision para la identificacion computacional de miRNAs en Amaranthus
hypochondriacus.

La cuantificacion mediante RT-gPCR permitié reconocer un patron de
expresion tejido-especifico para 14 miRNAs en inflorescencias, hojas, tallos,

y raices de Amaranthus hypochondriacus.
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CAPITULOQ lII:

High-throughput sequencing and challenge in sequencing data analysis revealed the
genuine miRNAs present in Amaranthus hypochondriacus genome
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1. Abstarct

Amaranth has been proposed as an exceptional alternative for food security and
climate change mitigation. Since this crop can adapt to extreme and adverse growth
conditions, an understanding of its stress response mechanisms represents an
opportunity for crop improvement. One of these stress-responsive mechanisms
involves the activity of microRNAs (miRNAs), which are key molecules for the
regulation and fine-tuning of gene expression. Information about the distribution,
abundance, or specificity of these molecules in amaranth species is scare. Here,
small RNAs of the Amaranthus hypocondriacus variety “Gabriela” were sequenced
using lllumina technology, followed by MiRNAs loci identification in the amaranth
genome using the ShortStack software. Likewise a target genes in the version 2.1
of the amaranth genome were identified using psRNATarget and phytozome. Fifty-
three genuine miRNAs sequences were identified, of which thirty-three belong to
conserved families, and fourteen are novel miRNA sequences. We identified 539
putative miRNA target genes in amaranth were identified that, together with the
functional categorization of the corresponding Arabidopsis thaliana homologs,
suggest that they are involved in growth, development, and stress responses.
Among the identified miRNAs, we identified a representative group of miRNAs
involved in oxidoreductase activity in amaranth, and a novel miRNA which could play
an important role regulating PPR proteins. Our results provide evidence of genuine
miRNA sequences in the amaranth and provide the basis for future research on
miRNA and target genes in this important species to understand the environmental

response and genetic improvement.

2. Introduction

The genus Amaranthus L., collectively known as amaranth, is a pseudocereal
classified into approximately 74 species (Costea and DeMason 2001; Castrillon-
Arbelaez and Frier 2016; Das 2016; Waselkov et al. 2018). Its a promising plant
genus due to its remarkable nutraceutical and functional properties and its benefits
for human health (Silva-Sanchez et al. 2008; Huerta-Ocampo and Barba de la Rosa
2011). Amaranth is a plant with high plasticity which is associated to the modulation
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of development in response to environmental changes, which can adapt to extreme
and adverse growth conditions (Rastogi and Shukla 2013; Khanam and Oba 2014;
Joshi et al. 2018; Jamalluddin et al. 2019). It exhibits a remarkable capacity to grow
under semiarid conditions, which makes it in an excellent crop alternative in regions
where other grains cannot be cultivated (Aguilar-Hernandez et al. 2011; Delano-Frier
etal. 2011; Massange-Sanchez et al. 2016), which turn to amaranth as an interesting
model for known the mechanisms implied in these ambiental advantages. All plants,
including amaranth, have encoded capability for stress perception, signaling, and
response (Delano-Frier et al. 2011; Atkinson and Urwin 2012; Casique-Arroyo et al.
2014; Castrillén-Arbelaez and Frier 2016; Hakim et al. 2018). One of these response
mechanisms to environmental conditions is mediated by the activity of small RNAs
(sRNAs) included the microRNAs (miRNAs) (Ferdous et al. 2015; Ferdous et al.
2017; Liu et al. 2018). MiRNAs represent less than 10% of the total number of SRNAs
(Jones-Rhoades et al. 2006; Chavez et al. 2014); however, their conservation and
abundance are essential to underlie many of the phenotypic differences between
species and determinate their function in specific conditions (Chen and Rajewsky
2007; Rosas-Cardenas and de Folter 2017). Most of the conserved miRNAs across
the plant kingdom target transcription factors (TFs), which are key regulators of
nearly all essential biological processes, from modulating development, plant
metabolic processes, to stress responses (Axtell 2008; Qin et al. 2014; Shi et al.
2016; Djami-Tchatchou et al. 2017; Samad et al. 2017). Which suggest that the study
of this molecules in plants that can adapt to extreme and adverse growth conditions
could help to understand the mechanisms involved. The progress in genomic
research of different plant species, coupled with the next-generation sequencing
methods, has resulted in extensive data sets of SRNAs, from which many miRNAs
have been annotated (Kozomara and Giriffiths-Jones 2014; Lei and Sun 2014; Axtell
and Meyers 2018; Kozomara et al. 2019). Nevertheless, the majority of miRNAs
annotations obtained by sequence homology alone and/or predicted from stem-loop
structures are questionable (Kozomara and Griffiths-Jones 2014; Budak and Akpinar
2015; Johnson et al. 2016; Axtell and Meyers 2018; Gramzow and Theissen 2019).

Therefore, additional criteria are needed in order to consider a miRNA as genuine

66



82
83
84
85
86
87
88
89
90
91
92
93
94
95

96

97

98
99

100
101
102
103
104
105
106
107
108
109
110

M.C Marcelino Martinez Nufiez.

instead (Axtell and Meyers 2018; Kozomara et al. 2019). Attending to these needs,
and given the complexity of plant sSRNA populations, packages have emerged such
as ShortStack, which was developed to comprehensively analyze reference-aligned
sRNA-seq data (Axtell 2013; Shahid and Axtell 2014; Johnson et al. 2016; Axtell and
Meyers 2018). Currently, miRNA sequences annotated in miRBase (in release 22)
classified as high confidence miRNAs are few. Fox example, seven high confidence
miRNAs for Maize (Zea mays), 19 high confidence miRNAs for wheat (Triticum
aestivum), 20 high confidence miRNAs for rice (Oryza sativa), and nine high
confidence miRNAs for grape vine (Vitis vinifera) have been annotated. In this work,
we used small RNA sequencing and the ShortStack software (Johnson et al. 2016)
to identify miRNA loci present in the Amaranth genome. Likewise, we predicted
miRNA target genes, their location and possible function in amaranth, providing the
first evidence of genuine miRNA sequences in amaranth and the basis for future

research on miRNA and target genes in amaranth.

3. Material and methods

3.1. Plant growth and plant material

Seeds of the “Gabriela” variety of Amaranthus hypochondriacus L. were sterilized
with 10% sodium hypochlorite for 5 min, followed by a treatment with 50% ethanol
for 1 min. After each immersion, seeds were washed three times for 3 min with sterile
water. Seedlings were grown is restricted spaces as reported previosly (Martinez-
Nunez et al. 2019). Briefly, seeds were sown in 1" x 1" x 2.5" polystyrene trays
containing sterile Sunshine Mix 3 germination mixture (SunGro Horticulture,
Bellevue, WA). Plants were grown in a greenhouse under natural daylight conditions
(photoperiod of 14 h light/10 h dark at 21-39 °C). Thirty days-old seedlings were
submitted to four different environmental conditions included control, cold, heat, and
drought. The cold and heat treatments were carried out at XX°C by XX h and XX°C

by X h, respectively. The drought treatment lasted three days until we observed
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obvious damage in the aerial part. After treatments, the aerial part of twenty plants
was collected in each biological replicate and frozen immediately in liquid N2, ground
to a fine powder, and stored at —80°C until use. Also, panicle, leaves, root, and stems
tissues were collected. Three biological replicates for each condition and tissue were

obtained.

3.2. Total RNA extraction and quality

Total RNA was extracted using the ZR plant RNA MiniPrep™ kit (Zymo Research,
Irvine, CA, USA) according to the manufacturer’s instructions. Briefly, 20 mg of tissue
previously pulverized was placed into a ZR BashingBead™ Lysis tube, 800 ul of
RNA Lysis Buffer was added. The sample was vortex and centrifuged at 13000 rpm
for 1 min. The supernatant was transferred into a Zymo-Spin™ [IIC Column,
centrifuged for 30 s, and the flow-through was recovered. One volume ethanol was
added, and the mixture was placed in a Zymo-Spin™ |IC Column and centrifuged
for 30 s. Subsequently, 400 ul of RNA Prep Buffer was added to the column, which
was centrifuged for 30 s. Next, 700 ul of RNA Wash Buffer was added to the column,
and it was centrifuged for 30 s. 400 ul of RNA Wash Buffer was added to the column,
and it was centrifuged for 2 min, 35 pl of DNase/RNase-Free water were added
directly to the column matrix, and it was centrifuged for 30 s. Finally, it was
transferred the eluted RNA into a prepared Zymo-Spin™ |V-HRC Spin Filter Tube in
an RNase-free tube, and it was centrifuged at 13000 rpm for 1 min. Total RNA was
quantified using a NAS-99 NuDrop spectrophotometer (ATCGene, Piscataway, NJ,
USA). The RNA quality and integrity was verified in agarose gel electrophoresis.
RNA Integrity Number (RIN) values were obtained using an Agilent 2100 Bioanalyzer
system (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA). Subsequent analyses were
conducted with RNA samples that satisfied the following criteria: A2s0280=1.8 — 2.2;
A260/23022.0; 28S/18S RNA ratio > 1.5; and RIN value = 6.0.

3.3. Construction and sequencing of small RNA libraries

Twelve sRNA libraries were constructed in the Unidad de Secuenciacidonn Masiva
de DNA of Instituto de Biotecnologia, UNAM, using the NEXTFLEX® Small RNA-
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Seq Kit v3 (lllumina® Compatible) (Bioo Scientific), according to the manufacturer’s
protocol. Briefly, one ug of total RNA in 10.5 uL of Nuclease-free Water was used
for each library. Samples were heated at 70 °C for 2 min and then immediately
placed on ice for 5 min. After, 1 uyL of NEXTFLEX® 3' 4N Adenylated Adapter, 7 uL
of NEXTFLEX® 3’ Ligation Buffer and 1.5 yL of NEXTFLEX® 3’ Ligation Enzyme
Mix was added and incubated at 25 °C during 2 h. Subsequently, excess of 3’
adapter was removed and inactivated following the instructions of manufacturer. 14
ML of Purified NEXTFLEX® 3' 4N Adenylated Adapter Ligated RNA from previous
steps, 1.5 uL of NEXTFLEX® &' 4N adapter previously heated to 70 °C during 2 min,
7.5 uL of NEXTFLEX® 5’ Ligation Buffer and 2 yL of NEXTFLEX® 5’ Ligation
Enzyme Mix was added and incubated for 1 h at 20 °C in a thermocycler with heated
lid turned off. After ligation of 3’ and 5’ adapters, for reverse transcription first-strand
synthesis, 13 pL of NEXTFLEX® RT Buffer and 2 uL of M-MuLV Reverse
Transcriptase, incubated at 42 °C during 30 minutes and then 10 minutes at 90 °C
to denature enzyme. After purification of cDNA reaction with magnetics beads, the
construction was amplified by PCR reaction according to the manufacturer's
recommendation. Libraries were purified by PAGE following instructions in the
protocol. Final library was analyzed in a Bioanalyzer 2100 device and quantified by
a fluorometer (Qubit) using the Qubit High Sensitivity Assay Kit. Libraries were
sequenced using the NextSeq device by 1x75 cycles (lllumina, San Diego, CA,
USA).

3.4. sRNA-seq data alalysis

Raw reads in FASTQ format were prepared for analysis using Atropos (Didion et al.
2017). First, the adapter sequence was discarded with the options -e 0.12 -q 20 -a
TGGAATTCTCGGGTGCCAAGG (error rate of 12%, minimum base quality of 20, 3'
adapter removal). The sequence length histogram of the resulting libraries presented
two peaks at 29 and 32 nucleotides, an indication of the presence of an extra eight
bases, four at the 5' end and four at the 3' end. These bases were removed with a
second round of Atropos with the options -u 4 -u -4.-m 12 -M 30 (remove four bases
from the 5' end, four bases from the 3' end, minimum sequences length of 12

69



172
173
174
175
176
177
178
179
180
181
182
183
184
185
186
187

188
189

190
191
192
193
194
195
196
197
198
199
200
201

M.C Marcelino Martinez Nufiez.

nucleotides, the maximum length of 30 nucleotides). Processed reads were used as
input for ShortStack version 3.8.5 (Johnson et al. 2016) with the parameters --mincov
3 --dicermin 20 --dicermax 30 --foldsize 1000, using the 16 Scaffolds of the
Amaranthus hypochondriacus genome v2.1 available at Phytozome 12

(https://phytozome.jgi.doe.gov/) (Clouse et al. 2016) as reference. The resulting

trimmed fasta file was then mapped against the A. hypochondriacus genome using
bowtie version 0.12.8 (McCormick et al. 2011). The bowtie output was piped through
the “Prep_bam.pl” script (part of the ShortStack package; http://axtell-lab-
psu.weebly.com/shortstack.html) version 0.1.1 to produce a properly formatted and
sorted BAM alignment file. The read counts reported by ShortStack were normalized
to reads per million (RPM). Fifteen criteria considered by ShortStack (Table S1) were
taken into account, including alignment in the locus, size, abundance, RNA fold of
locus, and miRNA*. The data generated by ShortStack analysis of miRNAs
sequences were used to locate each miRNA along the scaffolds of A.
hypochondriacus  (v2.1) deposited in the Phytozome 12 database
(https://phytozome.jgi.doe.gov/).

3.5. Quantitative Real-Time PCR reaction

sRNAs were extracted from 20 mg of frozen aerial tissue using the LiCl method
(Rosas-Cardenas et al. 2011). RNA concentration and purity were determined as
described above. Quantification of plant miRNAs can be made using S-Poly(T)
method (Kang et al. 2012), 500 ng of enriched sRNA were poly(A) tailed using E.
coli Poly(A) Polymerase (New England Biolabs, Massachusett) with some
adjustments (Kang et al. 2012; Vera-Hernandez et al. 2019). Briefly, to 500 ng of
sRNA was added 1 ul of 10x Poly(A) polymerase reaction buffer, 1 ul of 10 mM ATP,
0.1 pl of Ribonuclease Inhibitor (Sigma Aldrich, USA), and 0.8 units of Poly(A)
polymerase, with a total volume of 10 pl. The reaction mixture was incubated at 37°C
for 40 min, and inactivated at 65°C for 5 min. The tailed sSRNA from the last reaction
was mixed in 8 pl reaction that contained 2 pl of the polyadenylation reaction product,
1 pl of 0.1 uM RT primer (Table S2), and 0.5 ul of 10 mM dNTP. The mix was heated
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to 65°C for 5 min, and ice cooled for 2 min. After, 1 ul of MMLV 10 x reaction buffer,
0.1 ul of Ribonuclease Inhibitor, and 100 units of MMLV Reverse Transcriptase
(Sigma Aldrich, USA) were added to the reaction. The cDNA synthesis reactions
were performed at 25°C for 20 min, 37°C for 60 min, followed by 70°C for 10 min.
gRT-PCR reactions for each miRNA were performed with a specific forward primer
and a universal reverse primer (Table S2). PCR products were detected by a
universal TagMan probe on the StepOne™ Real-Time PCR System (Applied
Biosystems, Foster City, CA, USA). The qRT-PCR mixture contained 5 pl of
TaqgProbe 2x gPCR MasterMix with ROX (Applied Biological Materials, Canada), 0.3
Ml of 400 nM of universal RV primer, 0.3 ul of 300 nM of miRNA-specific primer, and
0.4 pl of 10 uM universal TagMan probe, 4 pl of diluted cDNA that corresponded at
5 ng of enriched sRNA polyadenylated, in a final volume of 10 uyl. gRT-PCR with no
template was also performed for each primer pair as a control. The reaction cycle
was 95°C for 10 min; 40 cycles of 95°C for 15 s, and 60°C for 40 s, in 96-well optical
reaction plates (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). Two technical and three
biological replicates of each sample were used for the qRT-PCR analysis. The
expression level of each mature miRNA was recorded by the threshold cycle (Ct)
and normalized against housekeeping genes Ahy U3 and Ahy snor71 from
amaranth (Table S2).

3.6. Prediction of miRNA target and their locations along the A.
hypochondriacus genome

Target identification of miRNA candidates was conducted based on the online tool
psRNAtarget (http:/plantgrn.noble.org/psRNATarget/) (Dai et al. 2018). Parameters

such as 2 mismatches, minimal free energy lower than -28.2 kcal/mol, and an

expectation value of <3 were used. Accordingly, coding sequences (CDS) of miRNA
targets predicted by psRNATarget were aligned against the version 2.1 of the
genome to obtain gene description and location. In addition, CDS were also aligned
against the NCBI nucleotide database for obtaining the best match. Finally, putative
orthologs of miRNA targets corresponding to Arabidopsis thaliana were extracted
among the protein homologs found in Phytozome.
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3.7. Functional classification of orthologs genes and construction of
networks

Enriched Gene Ontology categories was carried out with the putative Arabidopsis
thaliana orthologs, corresponding to the mIiRNA targets of Amaranthus
hypochondriacus predicted by psRNATarget. In that sense, putative orthologs of
miRNA targets were submitted to AgriGO v2.0 (http://bioinfo.cau.edu.cn/agriGO/)
(Tian et al. 2017) selecting the singular enrichment analysis (SEA) for this purpose.
On the other hand, gene network associations among miRNA targets were obtained
with the STRING software (Szklarczyk et al. 2017), and the GENEMANIA webserver
(http://genemania.org/) (Warde-Farley et al. 2010).

4. Results

4.1. sRNA sequencing, size distribution and chromosomal localization

The main objective of this study was to identify miRNA sequences present in the
Amaranthus hypochondriacus L. genome. For this, we used high-throughput
sequencing, for the aerial part of 30 days-old amaranth seedlings control or treated
were used as the source of sSRNAs, which has been proven to be an efficient tissue
for the early detection of drought (Huerta-Ocampo et al. 2009), cold and heat stress
response in amaranth (data no shown). Twelve libraries were sequenced using
lllumina high-throughput technology. The number of reads for each library is
presented in Table S3. An average of 3.8 millions of clean reads for each library was
obtained, except one low library with low number of read (library 7 In Table S3) that
was discarded. Between 15000 to 35000 ShortStack identified clusters were present
in each Amaranth genome scaffold. The majority of these clusters had abundances
of 10 reads or lower (Figure 1a), similar to previous reports in wheat (Triticum
aestivum L.) (Zhou et al. 2015), blueberry (Vaccinium ashei) (Li et al. 2018), winter
turnip rape (Brassica rapa L.) (Zeng et al. 2018), and banana (Musa paradisiaca)
(Zhu et al. 2019). A total of 360,380 DICER-called sequences were identified by
ShortStack, ranging from 18 to 30-nt in length (Table S4). The abundance

distribution histogram of sRNAs indicates that 24-nt sRNA class is the most
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abundant, followed by the 23-nt sequences (Figure 1b). This distribution is consistent
with the known plant sRNA distribution (Chavez et al. 2014). Additionally, 30-nt
sRNAs sequences were also abundant (Figure 1b), which has been observed in
hexaploid wheat (T. aestivum L.) cultivar Neimai8 (Zhou et al. 2015), and Grapevine
(Jiu et al. 2019).

4.2. Identification and abundance of genuine-miRNAs in amaranth

According to the ShortStack criteria, more than 99 % (99.98%) of sRNA clusters
identified were not classified as miRNAs, the N6 and N11 criteria (Table S1) were
the most common causes (Figure 1c). ShortStack identified 53 miRNA clusters and
42 uniqgue miRNA sequences, which were named using the first four letters of the
species (Ahyp) and up to four digits as identifiers. For conserved miRNAs, the digits
correspond to the miRBase family to which the miRNA belongs (Table 1). According
to the criteria of Axtell and Meyers (2018), 39 sequences that belonged to 21 miRNA
families were classified as conserved miRNAs, and 14 cluster, corresponding to 14
miRNA families, were classified as novel miRNA of amaranth (Table 1). We divided
the conserved miRNAs into “high confidence” and “low conserved miRNAs”. The first
set included 18 sequences classified as members of miR156, miR159, miR160,
miR164, miR166, miR167, miR168, miR171, miR172, miR319, miR390, miR393,
miR395 and miR396 families, which are highly conserved across all the phylogeny
of terrestrial plant species (Chavez et al. 2014; Qin et al. 2014; Axtell and Meyers
2018) (Table 1). The low conserved miRNAs, which are miRNAs that are missing in
some species (Chavez et al. 2014) included 12 sequences that correspond to
miR162, miR397, miR398, miR399, miR408, miR535, and miR2111 families (Table

1),

Novel miRNAs were divided in two categories, the “similar to other miRNAs” and the
“amaranth-specific miRNAs”. On one hand, the “similar to other miRNAs” group
included the following miRNAs: miR0008 (similar to pab-miR3627a/mtr-miR5225a),
miR0010 (similar to mtr-miR5225a), miR0011 (similar to lja-miR11161-5p), miR0012
(similar to mtr-miR2630a), miR0013 (similar to ppe-miR482c), miR0014 (similar to
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bmo-miR-3301), and miR0015 (two mismatches respect to gra-miR482d). On the
other hand, the “amaranth-specific miRNAs” group, which are sequences that do not
resemble to any sequence present in miRBase, included the following miRNAs:
miR0001-miR0006, and miR0009 (Table 1).

Abundance of amaranth miRNAs varies drastically founding sequences ranging from
0.28 to 96,113 RPM (Figure 2). MiRNAs were divided by abundance in four groups
(Figure 2a). In Group |, sequences with >1000 RPM were clustered, including
miRNAs such as miR159 (with 36, 843 RPM), miR396, miR167, miR319, and
miR166. The Group Il included sequences between 100-1000 RPM that
corresponded to miR535, miR172, miR164, miR0013, and miR398, miR162a,
miR156, miR0015, miR168, miR160, and miR408 (Figure 2a). In the Group IIl were
included sequences (between 10-100 RPM) included to miR0005, miR0008,
miR171, miR397 miR0010, miR0012, miR390, miR393, miR2111, miR399, and
miR0002. Finally, in the group IV with expression levels <10 RPM were clustered
the following miRNAs: miR0001, miR395, miR0009, miR0014, miR0011, miR0006,
miR0003, and miR0004 (Figure 2a). Importantly, sequencing data were validated by
gRT-PCR analysis using six conserved miRNAs (miR159, miR171, miR319,
miR397, miR408, miR535) and two novel miRNAs (miR0002, and miR0005) (Figure
2b). In general, a correlation between conservation and abundance was observed
among miRNAs sequenced and the miRNAs evaluated by qRT-PCR (Figure 2),

which showed that the abundance identified by sequencing is appropriate.

4.3. Putative miRNA target genes

We next used the major RNA sequence of our ShortStack identified miRNA clusters
to identify their putative targets using the psRNATarget web server
(http://plantgrn.noble.org/psRNATarget/.) with default parameters, except for an
expectation value, for wich < 3 was established (Dai et al. 2018). According, we
identified a total of 537 target genes for the 53 miRNAs, and the number of targets
per miRNA sequence varied greatly. For instance, we predicted 45 target genes for
miR0005, whereas only one target was predicted for miR0O008 (Table S5). Among

the putative targets for conserved miRNAs, important TF were predicted (Table 2),
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including SPL6 (a miR156/miR157 target), TOE, TCP (miR319), ABI5 (miR172), and
AP2 (miR172). The predicted target genes identified for conserved miRNAs included
miR156, miR159, miR168, miR172, and miR319 were similar to those that have
been reported in other species (Aukerman and Sakai 2003; Xian et al. 2014; Koyama
et al. 2017; Zheng et al. 2017), suggesting that these miRNAs play the same role in
amaranth. Several laccases genes were predicted as targets of miR397 and
miR408, both classified as low conserved miRNAs. Several genes were identified as
target for specific amaranth miRNAs. miR0005 was the novel miRNA with more
target genes, among the target genes we identified BASS2, and a group of 35
Pentatricopeptide repeat-containing (PPR) proteins (Table 2, S5). Suggesting a

important role of specific miRNAs in amaranth.

4.4. Distributions of miRNAs and their target genes in the amaranth
genome

In plants, miRNAs families vary in size and genomic organization (Li and Mao 2007).
Therefore, to elucidate particular features in the miRNA diversification and genome
organization miRNAs have been localized in chromosomes (e.g., Oryza sativa
(Baldrich et al. 2016) and Zea mays (Zhang et al. 2009)). In plants, miRNAs families
vary in size and genomic organization (Li and Mao 2007). We localize both miRNAs
and putative target genes in the different amaranth scaffolds (Figure 3). Throughout
the amaranth genome we found five miR156 loci, four miR2111 loci, three miR166
and miR167 loci, and two miR160, miR171, miR172, miR319, miR396 and miR535
loci, and only one locus for the rest miRNAs included the novel miRNAs (Figure 3a).
Most miRNAs were located at the extreme regions, except in the scaffolds 9 and 12,
in which several miRNAs were located in the central region (Figure 3a), in these
scaffolds, a major number of miRNAs was detected (Figure 3b). We identified, a
polycistronic MIRNA loci for miRx y miRX2 which originated of the same precursor,
as in observed in other plants (Wang et al. 2007; Griffiths-Jones et al. 2008; Merchan
et al. 2009; Zhang et al. 2009; Guo et al. 2012; Baldrich et al. 2016). On the other

75



355
356

357
358

359
360
361
362
363
364
365
366
367
368
369
370
371
372
373
374
375
376
377
378
379
380
381
382
383
384
385

M.C Marcelino Martinez Nufiez.

hand, we localized 34 and 33 target genes in the scaffold 2 and 4, respectively;

whereas the scaffold 14 contained the minor number of targets genes (Figure 3c).

4.5. Regulatory network target genes-miRNA predicted for amaranth

For a better interpretation of the possible role of miRNAs in amaranth, an ontology
(GO) of target genes in Arabidopsis thaliana were constructed using agriGO (Figure
4, Table S6). A hierarchical organization was obtained (Figure S1). Of 261 orthologs
genes predicted for 53 miRNAs, 254 genes were found with GO annotation (Table
S6). The GO-biological process revealed that the putative targets of amaranth
miRNAs are significantly involved in a broad range of functions, such as cellular
processes (148 targets), metabolic processes (135 targets), biological regulation (86
targets), response to stimulus (78 targets), single-organisms process (130 targets),
multicellular organismal process (67 targets) and developmental processes (70
targets) (Figure S1, Table S6). In general, GO terms enriched suggest that miRNAs
targets of 53 amaranth miRNAs are involved in the growth and development
process. Conserved miRNAs targets were involved in 101 biological processes, 47
molecular functions, and 15 cellular components (Figure 4). Novel miRNAs targets
were involved in XX biological processes, XX molecular functions, and XX cellular
components (Figure 4, Table S6). Respect to cellular component and molecular
function, the most representative processes were intracellular membrane-bounded
organelle and oxidoreductase activity, respectively (Figure 5). GO enrichment
analysis revealed that the target genes of conserved miRNAs appeared to be
enriched in XXX, while the target genes of novel miRNAs were significantly related
to response of XXX (Figure4). We visualized the functional protein association
network of target genes using the string software (Figure 6). Interestingly, the string
analysis showed that miR159, the most abundant miRNA in amaranth, play a key
interaction with target genes of conserved (miR162, miR396, miR156, miR390,
miR397, miR393, miR395, miR535) and novel miRNAs (miR004, miR0013, and
miR0010) (Figure 6). Within the subnetwork formed by miR159 we found a direct
association with target genes of miR162, miR396, miR156, miR390, miR397,
miR393, miR395, miR535, as well as with target genes for novel miRNAs miR004,
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miR0013, and miR0010 (Figure 6). We observed another important sub-network for
miR162, miR156 and miR168. In the former case, genes encoding proteins with
laccase activity were found in a region involving miR397 and miR408 (Figure 6), for
which a match with GO enrichment analysis in molecular function was found. The
target genes involved in this set are regulated by miR397, miR399, and miR408. The
interaction between miRNA targets of miR397 and miR408 was analyzed on
GENEMANIA showing these miRNAs regulate different genes of the laccases family
(Figure 7a). Importantly, the expression of miR397 and miR408 was analyzed in
panicle, leaves, roots, and stems of amaranth plants, showing that these miRNAs
are differentially expressed in all tissues (Figure 7b), indicating that the miRNA
abundance is tissue-dependent. Likewise, the interaction between miRNA targets of
miR0005 was analyzed on GENEMANIA showing this miRNA regulate both TF and
PPR and other proteins (Figure 8).

5. Discussion

5.1. Conservation, confidence, and abundance of amaranth miRNAs

In this work we used eleven small RNA libraries and the ShortStack script to identify
miRNAs present in the A. hypochondriacus genome. By using the most stringent
criteria, we have minimized false-positives; thereby, our study provides valuable
information for annotation and classification of miRNAs in A. hypochondriacus with
a higher degree of accuracy. In that sense, we identified 53 miRNAs, of which 27
was classified as “high confidence”, 12 as “low conservation”, 7 as “similar to other
miRNAs” and 7 as “amaranth-specific’ (Table 1). In the case of high confidence
miRNAs, they have been classified based on the pattern of mapped reads
(Kozomara and Giriffiths-Jones 2014). Moreover, the 27 high confidence amaranth
mMiRNAs were also the most abundant, a correlation that has been commonly
observed in previous studies (Sunkar et al. 2008; Chavez et al. 2014; Qin et al.
2014).
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For instance, miR156, miR159 and miR166 have been reported as the most
abundant miRNAs in several plants (Zhang et al. 2006; Chavez et al. 2014; He et al.
2019; Ravichandran et al. 2019). According, miR159, miR396, miR167, miR319 and
miR166 were the most abundant miRNAs found in A. hypochondriacus (Figure 2a).
Particularly, miR159 was the most abundant miRNA family that we identified in this
work, similar to what has been reported for A. tricolor (Liu et al. 2018). This suggests
that miR159 is the most abundant miRNA family in amaranth species. Inversely,
plant species-specific miRNAs have low abundances (Zhu et al. 2013; Xia et al.
2016), being the same case in amaranth (Figure 2). Of our 7 identified amaranth-
specific miRNAs, 6 have low abundances, ranging from 0.18 to 11.2 RPM. A special
case was MiR0005, the only amaranth-specific miRNA with high abundance miRNA

is discussed below.

5.2. MiRNAs loci in the amaranth genome

The identified miRNAs and their putative target genes did not show a distribution
pattern in the amaranth genome (Figure 3). However, we found a correlation
between conserved and novel miRNAs loci number, identifying one loci for novel
miRNAs. We identified different loci number in amaranth genome for some
conserved miRNAs like miR156, miR166, and miR167. Suggesting that these
miRNAs appeared before amaranth genome polyploidization, just as it has
happened in other plants (Guddeti et al. 2005; Maher et al. 2006; Katiyar et al. 2012;
Ye et al. 2013). For novel or similar to other miRNAs, we found one loci. We
observed an interesting case for miR2111, for which we identified three loci in the
amaranth genome, which has been identified only in eudicot species, and recently,
has been considered as high confidence miRNA (Pelaez et al. 2012), suggesting
this miRNA could play an important role in eudicot species, included amaranth,
which is discussed below.
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Conserved and possible novel roles for conserved amaranth miRNAs
Categorization of miRNA target genes according to their function in biological,
cellular component and molecular, found that conserved amaranth miRNAs are
involved in fundamental biological processes xxx. This in agreement to previous
studies in other plant species, which have shown that conserved miRNAs are
involved in A B C (Floyd and Bowman 2004; Jasinski et al. 2010; Song et al. 2017,
Liu et al. 2018). For example, miR166 represses to PHB, PHV, and REV HD-ZIP Il
genes in Arabidopsis to avoid adaxialization of the abaxial side (Sakaguchi and
Watanabe, 2011). We found at REV, ATHB-8, and ATHB-15 as target genes in
amaranth, for which we would expect that its function is also conserved, suggesting
that such as in A. thaliana, miR166 regulate the abaxial side in leaves (Sakaguchi
and Watanabe 2012).

The regulatory network determined by String, which involves target genes suggests
that certain miRNAs are located in important hubs within networks, wheareas others
could be acting on specific pathways (Figure 6). In fact, an important interaction of a
miR159 target genes with other miRNAs target genes both conserved and novel
miRNAs was observed (Figure 6). Likewise, we found both sequencing and qRT-
PCR that miR159 is the most abundant miRNA, suggesting that miR159 is a key
regulator in amaranth. In A. thaliana, miR159 functions upstream of miR156 to
modulate vegetative to reproductive phase transition. MYB33, a target of miR159,
serves as an activator of miR156a,c as well as SPL9 to regulate vegetative phase
change in Arabidopsis (Guo et al. 2017). This principle seems to be fulfilled in
amaranth where miR159 was highly expressed versus miR156, suggesting that as
in A. thaliana, the miR159 -> miR156 regulation could also be associated with the
appearance of leaves, and branches during the reproductive phase through the
regulation of MYB genes (Alonso-Peral et al. 2010). In amaranth we found several
genes as targets of miR159 included MYB21, and SPL6, SPL7, SPL12, and SPL17
between the targets of miR156. TCP3, TPC4, AOX1, a protein phosphatase 2C a
cyclic nucleotide-binding/kinase domain-containing protein, and uncharacterized N-
acetyltransferase ycf52 (ycf52) were also identified as putative target genes of

miR159, suggesting that miR159 plays different roles included species-specific
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roles. In fact, an important interaction of a miR159 target genes with other miRNAs
target genes both conserved and novel miRNAs was observed (Figure 6) suggesting
that miR159 is a key regulator in amaranth, and that furthermore of conserved

functions, miR159 could plays different roles species-specific.

5.3. Small RNA stress libraries identify stress-related miRNAs

Several of the target genes predicted for our identified miRNAs have a role in stress
responses. This was expected, since our small RNA libraries were obtained from
stress-treated plants. For example, miR0015 and miR0013 classified as “similar to
other miRNAs” target pathogen response proteins: disease resistance protein RPS5
for miR0015, and a putative late blight resistance protein homolog R1B-14 for
miR0013. MiR0015 and miR0013 have three and two mismatches with respect to
gra-miR482d and ppe-miR482c, respectively. MiRNA sequences that belong to the
miR482 family are not identical and have mismatches between them, suggesting
that miR0013 and miR0015 could belong to this family. This is also consistent with
the fact that, in Solanum species, the miR482 family regulates a class of pathogen-
resistance genes, nucleotide-binding site leucine-rich repeat genes (NBS-LRRs; de
Vries et al. 2018), suggesting similar to miRNAs reported in other species, miR0013
and miR0015 could target genes associated to same process.

Several miRNAs included miR397, miR398, miR408, and miR2111 involved in
oxidoreductase activity were found in amaranth. Oxidoreductase activity was the
most significant process observed in relation to molecular function in amaranth
(Figure 5). miR2111 is a high confidence miRNA of low abundance (Axtell and
Meyers 2018), that has been found in Brasicca napus, Brassica rapa, Arabidopsis
thaliana, Arabidopsis lyrata, Cucumis melo, and Glicine max (miRbase release 22.1)
(Kozomara et al. 2019), Three target genes are predicted in amaranth: FUBP1 (Far
upstream element-binding protein 1), DEK-like, and F-box/kelch-repeat protein
At3g27150. DEK3 contributes to modulation of Arabidopsis thaliana chromatin
structure and function and is crucial for stress tolerance (Waidmann et al. 2014). In
Nicotiana tabacum also matched with F-box/kelch-repeat protein At3g27150 (Huen
et al. 2018). F-box proteins are involved in the controlled ubiquitin-dependent

degradation of proteins triggered in response to various stimuli during growth and/or
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diverse stress conditions in amaranth (Delano-Frier et al. 2011). In Phaseolus
vulgaris, miR2111 undergoes shoot-to-root translocation to control rhizobial infection
through posttranscriptional regulation of the symbiosis suppressor Too much love
(TML) in roots (Tsikou et al. 2018). The miR2111-TML regulatory node ensures
activation of feedback regulation to balance infection and nodulation events (Tsikou
et al. 2018). This suggest that, in amaranth, miR2111 could also have an important

role in biotic stress.

Different laccases genes were putative target for miR397 and miR408 (Figure 7a).
Laccases are known targets of miR397 and miR408 in Oryza sativa, Citrus Cinesis,
and Arabidopsis thaliana (Huang et al. 2016; Song et al. 2017; Carrié-Segui et al.
2019). Laccases are encoded by a multigene family, which play roles in the oxidation
of flavonoids and the change of the lignin composition of plants under biotic and
abiotic stresses conditions (Liu et al. 2017). The overexpression of a putative rice
laccase precursor of OsChl1 in Arabidopsis thaliana results in an increased
tolerance to drought and salinity stress (Cho et al. 2014). In Beckmannia syzigachne
plants, miR397 is upregulated in herbicide resistant plants versus sensitive plants
versus sensitive plants, whereas laccase expression and activity show the opposite
trend (Pan et al. 2017). Since miR397 and miR408 are relatively abundant and
conserved miRNAs, it is likely that their function in amaranth is also conserved.
Then, we could suggest that, similar that in Beckmannia syzigachne a possible
relationship between herbicide resistance described in Palmer amaranth (Chandi et
al. 2013), and ability to tolerate drought stress, could be associated to miR397,
miR408 and laccase levels in amaranth species. Likewise, is possible consider that
the lignin and biomass could be are affected by miR397, miR408 and laccases

relation in amaranth.

5.4. miR0005 is an abundant, amaranth-specific miRNA
Contrary to the other amaranth-specific miRNAs that we identified, miRO005 has an

abundance of XYZ RPM (Figure 2). It is not common for a species-specific miRNA
to have high abundance, and this would suggest that miR0005 plays an important
role in amaranth species. Among the 45 target genes predicted for miR0O005 we

found a group of 35 PPR proteins (Figure 8a). PPR proteins are RNA binding
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proteins that facilitate processing, splicing, editing, stability and translation of RNAs
(Schmitz-Linneweber and Small 2008; Manna 2015). Several PPRs play important
roles in various biotic and abiotic stresses (Tadini et al. 2016; Paieri et al. 2018; Wu
et al. 2018; Xing et al. 2018), including heat stress in maize leaves, which a specific
miRNA was identified as responsive to heat stress (He et al. 2019). Among the
predicted target PPR genes, we found to genomes uncoupled 1 (GUN1). GUN1 is a
central integrator of chloroplast retrograde signaling pathways and plays a role in
multiple stress-related retrograde signaling pathways (Tadini et al. 2016; Paieri et al.
2018; Wu et al. 2018, Zhao et al. 2019), the regulation of AB/4 expression, and

photooxidative stress responses in Arabidopsis thaliana (Koussevitzky et al. 2007).

Other predicted target of miR0005 is PPR40. Knock-out of PPR40 in Arabidopsis
thaliana resulted in increased accumulation of ROS, and lipid peroxidation and
superoxide dismutase activity (Zsigmond et al. 2008). Additional target gene for
miR0005 is BASS2. The BASS2 protein is localized at the chloroplast envelope
membrane, and is highly abundant in C4 plants that have the sodium-dependent
pyruvate transporter (Furumoto et al. 2011). Arabidopsis thaliana BASSZ2
overexpression lines produced seeds that were larger and heavier and contained
10-37% more oil than those of the wild type (Lee et al. 2017). All these data suggest
that a link exists between oxidative stress response and seed yield, and the
abundance of miR0005 could be a key regulator of stress response and seed yield

in amaranth.

Likewise, although miR0005 is a specific miRNA their abundance was high
compared with other specific miRNAs. Since amaranth is considered as a crop
tolerant to high temperatures, it will be necessary to validate the PPR genes, which
are putatively targeted by miR0005. The next step will be the funtional analysis of
specific amaranth miRNAs.
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6. Conclusions

The comparative genomics approaches by ShortStack allow us to ensure 53 genuine
miRNAs of Amaranthus hypochondriacus. 539 putative target genes were identified
in amaranth. MiRNAs and miRNA-targets genes identified in amaranth genome
suggest their participation in different cellular and metabolic processes that regulate
the development and its response to different environmental stimulus in this crop,
founding an interesting relation of miR159 with novel and conserved miRNAs, and
evident interaction between miR397, miR398, and miR408 associated to
oxidoreductase activity in amaranth. Likewise, the next step will be the funtional
analysis of specific amaranth miRNAs, such as miR0005, for which a group of 35
PPR proteins were predicted as target genes included GUN1. Summarily, we hope
that our results could serve as reference material for researchers interested in
Amaranth miRNA biology. Which will be useful in unraveling the molecular
mechanisms underlying environmental conditions responses and genetic
improvement in Amaranth. Our work is an important step for understanding miRNA-
mediated stress-response mechanisms in Amaranth, and therefore understanding

the ability of this crop to adapt to non-optimal growth conditions.
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Figures

Figura 7 (Figure 1). Sequencing data analysis of small RNAs of amaranth. a) Distribution of unique sequences
in the amaranth genome. The sequences were distributed between the sixteen amaranth scaffolds. Sequences
with more of one sequence per million were represented. The X-axis, represented each sequence identified by
sequencing; and Y-axis, represent the abundance expressed as the base 10 logarithms of RPM. b) Length
distribution of sRNAs sequences. c) Classification of unique read sequences discarded in each ShortStack
criteria. Details of ShortStack criteria can be found in Table S1.
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Figura 8. (Figure 2). Abundance of amaranth miRNAs. a) Abundance of miRNAs obtained by sequencing in
drought, cold and heat stress treatment. The abundance was expressed as the base 2 logarithms of RPM. b)
Abundance of miRNAs obtained by sequencing of aerial part of plants control. c) Validation of miRNAs by
quantitative real-time RT-PCR in the aerial part of plants control amaranth.

Figura 9 (Figure 3). Location of miRNAs and their targets along chromosomes of A. hypochondriacus. a) Fifty-
three annotated miRNAs by ShortStack are shown as arrows above chromosomes. MiRNA targets are
represented as thin vertical black lines in each chromosome. Unfilled triangles below chromosomes indicate
genes that are targeted by two different miRNAs. b) The number of miRNAs, and c) Number of targets in each
chromosome. MiRNAs that target the same gene as shown in a (unfilled triangles). Details can be found in Table
S5. Schematic representation of A. hypochondriacus chromosomes is based on Lightfoot et al., 2017.
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Figura 10 (Figure 4). Gene ontology classification of conserved miRNAs-target genes. Orthologs genes of
Arabidopsis corresponding to the miRNA targets of amaranth were used. a) GO-biological processes
classification of target transcripts for expressed miRNAs in amaranth. b) GO-cellular functions classification of
target transcripts for expressed miRNAs in amaranth. ¢) GO-Cellular processes classification of target transcripts
for expressed miRNAs in amaranth. Details can be found in Table S6.
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Figura 11 (Figure 5). Schematic representation of the significance level of predicted target genes in molecular
function and cellular components, based on GO classification. Orthologs genes of Arabidopsis corresponding to
the miRNA targets of amaranth were used. a) Molecular function of miRNA targets, based on GO classification.
b) GO-Cellular components. The processes with statistical significance are denoted in red color. AgriGO was
used to analyze GO categorization of genes. Red color means terms with higher statistical significance. Inside
the box: GO term, adjusted p-value, GO description, item number mapping the GO in the query list and
background, and the total number of query list and background.
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Figura 12 (Figure 6). Interaction network of target genes and miRNAs obtained with String. a) Networks of
functional associations among the miRNA. The color saturation represents the confidence score of a functional
association targets obtained with the String software. The most important predict associations are represented
by a black line (co-expression), purple line (experimental association), and light blue line (association in curated

databases).

Figura 13 (Figure 7). Networks of miR397 and miR408 targets genes obtained with the GeneMANIA web server.
b) qRT-PCR analysis of miR397 and miR408 in panicle, leaves, root, and stems of amaranth. The relative

expression of each miRNA was calculated using the log fold change.
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Figura 14 (Figure 8). Interaction between miRNA targets of miR0005 and localization of target site in PPR target
genes. a) Interaction between miRNA targets on GENEMANIA. b) PPR alignment and localization of site target.
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656 Tables
miRMNA&
miRMNA miRMNA sequence location strand
(Scaffold)
Ahyp-mifl55a UGACAGAMGAGAGLUGAGCAC 10 [E]
Nhyp-miR 1556 UUGACAGAAGAGAGUGAGCAT 0 [E
Ahyp-mifti5Ee CUGACAGAAGAUAGAGAGCAC 16,1616 I-]
Bhyp-mifl55a UUUGGAUUGAMGEEAGCUCLA 4 1+
Bhyp-miR 150 UGCCUMEGCUCCCUGLALGOCA 014 [E]
Ahyp-miR 154 UGGAGAAGCAGGECACGEUGCA 13 K
Ahyp-miA 1556 UCEGACCAGGCULCALLCCOC 2.5.13 Il
Ahyp-miR 167 UGAAGCUGCCAGCAUGALICUG 156 11 [ETETE
Bhyp-mifl58s UDECUUGELGCAGGUOGEEA 12 [E]
Bhyp-mA171E UUGAGCCGLUGCCAALALCCOE E] [E
Ahyp-miki71f UUGAGCCGCGCCAALIALCACL 14 |-l
Bhyp-mifl7ia AGAAUCUUGALGALGCUGCAL B [E]
Bhyp-miR172 AGAAUCUUGALGALGCUGCAS 3 I+
Ahyp-miR315a UUGGACUGAMEGGAGCUCCC 10,12 1+
Ahyp-mif3%0a AMGCUCAGGAGGEAUAGCECC 17 14]
Bhyp-mif383a UCCAMAGEGALDGCALLIGALC 10 [
Ahyp-miR326a ULCCACAGCUULCULGAACUG ] i+
Nhyp-miR 3850 ULCCACAGCULLCULGAACLIL 5 i
Ahyp-miRZilla UAALCUGCAUCCUGAGGCLICA 231217 -1
Ahyp-miR152a UCEALAAACCUCUGCALCCAG 7 [E
Bhyp-mif3ETa UUGAGLGCAGCAL IGALGAA 14 [
Bhyp-miA35EE UGUGUUCUCAGGUCGOCCCUG B [
Ahyp-mik33E UGCCAANGGAGAGLIUGCCCUA 4 I
Ahyp-mif3sse CGECCAMGGAGAEIUGCCCUC 12 F
Ahyp-miR40E UGCACUGECUCULICCCLWGEEA il [
Ahyp-miR5352 UGACGAUGAGAGAGAGCACGE 2 =
Ahyp-miR535a UGACGAUGAGAGAGAECACGE 11 =
AGAMIDGGEUCUUGUCUCAGUUGE 14 +
ULALGECCAUUGAUGAGEGUAL 1 il
UALAGEUGACAMCAUUAGGLUL & il
UCGUCACAUGAICGROCCALL 14 ]
UALACAMGALALUCAUGAALIAR 5 [x]
Ahyp-miR 0008 UUUACUGCECAGGAGGEALIGA 1 1+
Ahyp-miR0010 CGCAGGAGAGALGACAUGAGCL 10 [
Ahyp-miR0012 UGGAUULMGECCCULGGALULGU 13 1+
Ahyp-miR0013 ULCOCAMEACOCCOCALIDOTAA o 11
Ahyp-miR0014 UACUGALAGUAACALGU LGOS 10 1+
657 Ahyp-miRO015 ULUCCUAGACCCOCCALILCCAA 14 [

658 Tabla 3 (Table 1). Genuine miRNAs sequences identified in amaranth. The sequences were classified in
659 conserved miRNAs and novel miRNA. The conserved miRNAs were divided into high confidence and low
660 conserved. The novel miRNAs were divided in similar to other miRNAs and specific. The name assigned,
661 sequence, miRNA location, and strand for each miRNA are presented.
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Target Putative amaranth target genes
mifthA gEnes
mumber

Ahyp-mi 156 26 SPLE{2], RTNLEZ, SPLLE {2]. 5PL1T 2], S5PL12 | 2], Widfy3. TUBAL, NCAPDS | 2], TIC32 {2]. GRVZ

Ahyp-mil13% 11 GAM1 {4], ADN1, Protein phosphatase 20 and oyclic nucleotide-binding/kinase domain-containing protein, TCP3, TOP4,
yefs2

Ahyp-miR 160 4 ARF17 {2). ARF1E {3}

Ahyp-miR164 B NACD21, NAC10D (3], PUB4, BETAA-AD, Protein UK |2].

Ahyp-miRt 166 5 ATHE-B,_ ATHE-15 {3], REV {2]

Ahyp-miR1E7 7 Thicredoxin-fike 1-1{2]. MED14, ABCG1S, BAKL

Ahyp-mik 168 4 AG0LA (2], PAMPZ/ family protein 4, Probable inactive receptor kinase Atde23740

Ahyp-miR171 & SCL15, 5CL16, 8-FEH, Ahyp-mill {3}

Ahypr-miR171 i SCLE. 5CL1S, CRE1S, Ahwp-miR |2]

Mhyp-miR172 12 TOEZ, AF? {3].CNOTIOJMPL, SEU, WAPAL {2], Uncl3, HEBTL

Mhyp-miR319 10 GAM1, TCP3, TCP4, GRNS1S, trap-2, ACBPY, MET18, POFS, TCP3, Protein UK

Mhyp-miR 380 & UMEKS, Systemin recaptor SR160, NIK3, WRKY33, Annexin-fike protsin R4, TIF3D1

Ahyp-maR353 ] AFE3 TIRL (2], ddb2, PTI13, GEM, Probable inactive receptor kinase, Protein UK {2)

R30S B 511, AP51, RGA4, rnf-5, FH13, PFE3, AAPY, Protein UK {1}

Ahyp-mik33E 28 ALad, LECRELE, WNK4, EMBL72E. MADS-box protein JOINTLESS, IMI25.TARZ GRFS,GRF2.GRFA, TEE. GRF10, GRFE. GRF4,
GRFZ. GRFL. LECRK1E, ABIS, PMESL, Neutral ceramidase, Probable protein phosphatase 2C 71, Sflad,
Phosphatidylinositol 3-kinase, Probable pectinesterase pectinesterase inhibitor 34, protein Uk {3)

Mhyp-miR 162 7 Similar to Ferredoxin—NADP reductass, ergic3. DppE. DCLL, MEKKL, cimo, efzl

Ahyp-miR 327 28 LAC 2{2), LAC3, LACT, hesd, IRX12 LACIZ, LACIT (3], LAC22, Pentatricopeptide repest-contsining probein At5z55840,
KIC2, protein UK {4), CRS2-associated factor 1, MORC3, Probable bifunctional methyithioribulose- 1-phosphate
dehypdratase fenolase-phosphatase  E1 1 PMAL, NET4A, EMB1270, TT10 2], Rapid alkclinization factor

Mhyp-miR3SE 2 S0DCC, Ahyp-miR

Ahyp-mil399 -] UBEC24, AVTL, PHT1-4 TOMS-2 CATZ, mdnl

Ahyp-mil355 4 UBC24, AVTL PHTI-4 ASPL

Ahyp-miR385 3 UBCZ24, PHT1-4 ASPL. IRX1S, nepl

Ahyp-miRdOf 7 Basic blue protsin (2], LAC1Z {2] LAC13, BHLHER, protein UK

Mhyp-miR535 -] Ahyo-mif | 2], Casparian strip membrane protein 1, BRGL, SKPLE, miRD1

Ahyp-miR2111 3 F-bosflezlch-repeat protein At3=27150, FUEPS., DEK

Ahyp-miRD001 15 Mediztor-associated protein 2, DEGPE, POBL, FIP1, BEHLH130, PUST, ACOT13, ARADL, EXPA3Z, GADA, FADWA, Palgd, UK
131

Ahyp-mifD00z 7 Ahyp-milt {2], Putative pentatricopeptide repeat-containing protein Atlz12700, Auodn-induced protein LOAS, CYESE1D0.
AMPP, CHRS

Ahyp-miRD003 3 Gt-3b, SYML, TSP11, UK {1}

Ahyp-miRD00a 1E ERD4, WEC3D, FADAA, PLRLAP-1 complex subunit gamma-2, JMUIZS,Probable LRR receptor-fike sarins/thracnins-protein
kinass, Protein HGHL homolog, lesC, ERDA, CYPELEE,
PESL: Serinefthreonine-protein  kinase PES1 |Arabidopsis thaliana)
C5LEL (2] 561, cys5, M5RAS, UK (2}

Mhyp-miRO005 45 AULL, BASSZ, CDLS, AMB1025, EMB1444, EMB2TA5, KATZ, KCSA POTA, of1, WLUIM1, AKRACE, Abyp-milt {3],
Pentatricopeptide repsxt-contsining protein |34 saguence)

Ahyp-miRDODE 1 Adenylate kinase 5, chloroplastic.

Ay p-miRO00 & ORPLC, PCMP-HA0, F-bos/FED/LRR-repest protein At1z13570, KINESIN-134, Putative chromatin-remodefing  complex
ATPase chain, Ahyp-mill

Ahyp-miRD00R 1 ATRNZ

Ahyp-miRD010 3 ACAE, Aspartic proteingss-file protein 1

Ahyp-miRD011 16 i in F-type, cf plastic, RADS0, Nell, PCMP-E2ZB, PCMP-HZ2E, Bud13, HTH, RGAL, PCMP-H2E, sirf,

iCopEpti apEa ining protein At3edE250, Protsin UK |5).

Ahyp-miRD012 3 SYNCRIF, ¥5L7, Ahyp-miR

Ahyp-miRD013 3 R1B-14, TPP2 ATHE-15

Mhyp-miR0014 3 Eularpotic transhation initiation factor 3 subunit L, RadSa, protein UK

662 Ahyp-miRD015 2 AP35, SRD2

663 Tabla 4 (Table 2). Summary of predicted targets genes of miRNAs identified in amaranth. The number of target
664 genes for each miRNA is indicated. The complementary information for miRNAs is presented in table S5.
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Supplementary figures

Figura 15 (Figure S1). Schematic representation of the significance level of predicted target genes in biological
process, based on GO classification. Orthologs genes of Arabidopsis corresponding to the miRNA targets of
amaranth were used. The processes with statistical significance are denoted in red color. AgriGO was used to
analyze GO categorization of genes. Red color means terms with higher statistical significance. Inside the box:
GO term, adjusted p-value, GO description, item number mapping the GO in the query list and background, and
the total number of query list and background.
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Supplementary tables
Criteria Description

NO Not analyzed due to run in nohp mode

N1 No reads at all aligned in locus

N2 Dicermin-Dicermax

N3 Major RNA abundance was less than 2 reads

N4 Major RNA length is not in the Dicer size range defined by Dicermin-Dicermax

N5 Locus size is > than maximum allowed for RNA folding per option foldsize
(defaultis 300 nts})

N6 Locus is not stranded (>20% and <80% of reads aligned to top strand)

N7 RNA folding attempt failed at locus (if occurs, possible bug?)

N8 Strand of possible mature miRNA is opposite to that of the locus

N9 Retrieval of possible mature miRNA position failed (if occurs, possible bug?)

N10 General failure to compute miRNA-star position (if occurs, possible bug?)

N11 Possible mature miRNA had > 5 unpaired bases in predicted precursor
secondary structure

N12 Possible mature miRNA was not contained in a single predicted hairpin

N13 Possible miRNA/miRNA* duplex had »2 bulges and/or >3 bulged nts

N14 Imprecise processing: Reads for possible miRNA, miRNA-star, and their 3p
variants added up to less than 50% of the total reads at the locus

N15 Maybe. Passed all tests EXCEPT that the miRNA-star was not sequenced.
INSUFFICIENT evidence to support a de novo annotation of a new miRNA
family

Y Yes. Passed all tests INCLUDING sequencing of the exact miRNA-star. Can

support a de novo annotation of a new miRNA family

Tabla 5 (Table S1). Sixteen criteria considered by ShortStack for miRNA identification in amaranth.
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Gene name Tm (*C) - Primer sequence

miR0O002

miR0O00S

miR535

miR319

miR397

miR408

miR159

miR171

Universal R-primer

5-Poly [T) primer

Universal 5-Paly (T)
probe

ahy_U3

Ahy_snor7l

58.4

74.6

59.4

FW

FW

FW

FW

FW

RV

FW

TGTTAAGGCCATTGATGAGGGT

GTATCGGATGATGGTGGGTC

TGACGATGAGAGAGAG CACG

TATTGGACTGAAGGGAGCTCC

CGGTTGAGTGCAGCATTGATGA

TGCACTGCCTCTTCCCTGG

GGETTTGGATTGAAGGGAGCTCT

ATTGAGCCGTGCCAATATCCC

CAGTGCAGGGTCCGAGGT

GTGCAGGGTCCGAGGTCAGAGCCACCTGGGCA
A TITTTT

CAGAGCCACCTGGGCAATTT FAM / TAMRA
CGGCTACTGCTGTTICTGTCTG

ATAAGGACTCACCAGGATCTTG

Tabla 6 (Table S2). Oligonucleotides for RT-gPCR in Amaranth. Locus, primer sequences, Tm for eight miRNAs
are indicated. Universal R-primer, S-Poly (T) primer, and Universal S-Poly (T) probe information are indicated.
Likewise, the oligonucleotides for control genes (Ahy-U3 and Ahy-snor71) are indicated.
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Sample Raw reads Clean reads
Library 1 5934157 5720872
Library 2 5122623 3188905
Library 3 6318324 5161663
Library 4 6755973 2401779
Library 5 6882462 5357672
Library 6 7481309 6574338
Library 7 5383628 646491
Library 8 5688256 1717408
Library 9 5433946 4452029
Library 10 6062762 4922545
Library 11 6289193 2166912

Tabla 7 (Table S3). Composition of libraries raw and clean reads.

Tabla 8 (Table S4). DICER-called sequences identified by ShortStack. Sequences ranged between 18 to 30-nt
in length.

Tabla 9 (Table S5). Putative target genes of amaranth miRNAs. The putative target genes were annotated using
the psRNATarget web server. The number of target genes was determined with a cut off from expectation <3.
The homolog of target genes obtained by aligned in NCBI of the transcript and sequences identified in phytozome
amaranth are presented.

Tabla 10 (Table S6). Classification of target genes based on their functions using the agriGO platform.
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CAPITULO IV

Secuenciacion del degradoma de Amaranthus hypochondriacus variedad “Gabriela”
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1. Introduccidn:

Tanto en plantas como en animales, los miRNAs regulan la expresion génica
a nivel postranscripcional reprimiendo la traduccién o induciendo la degradacion de
los mMRNAs blanco mediante la unidn anti-sentido del miRNA con la regiéon 3'-no
traducida (3'-UTR region) del mRNA blanco (Carrington and Ambros 2003, Bartel
2004, Rodriguez, Griffiths-Jones et al. 2004, Unver, Namuth-Covert et al. 2009,
Budak and Akpinar 2015, Wang, Zhang et al. 2017). Un solo UTR puede tener sitios
de unién para distintos miRNA o multiples sitios para un solo miRNA, lo que sugiere
un control postranscripcional complejo de la expresion génica ejercida por estos
RNAs reguladores (Shukla, Singh et al. 2011). En plantas, la identificacion de genes
blanco se ha realizado mediante métodos computacionales apoyados en la
complementariedad y conservacién de los miRNAs (Wang, Reyes et al. 2004,
Schwab, Palatnik et al. 2005, Pandey, Srivastava et al. 2019), Sin embargo, los
algoritmos computacionales actualmente disponibles para la prediccién de genes
blanco tienen diversos grados de sensibilidad y especificidad; por lo que se requiere
de confirmacién experimental (Addo-Quaye, Miller et al. 2008). Muchas de estas
predicciones se validan de forma independiente clonando y secuenciando los
productos de degradacion (Llave, Franco-Zorrilla et al. 2011, Wang, Ding et al. 2016,
Xia, Zhang et al. 2016). Sin embargo, esta metodologia esta sesgada hacia la
validacién de solo unos cuantos genes blanco por especie.

Con la finalidad de analizar el patron de degradacién de RNA de todo el
transcriptoma de amaranto, en el capitulo IV del presente proyecto de investigacion
presentamos la secuenciacién del degradoma (También conocido como Analisis

Paralelo de Extremos de RNA o PARE) de Amaranthus hypochondriacus variedad
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“Gabriela”. Dicha técnica es una adaptacion de RLM-5'RACE (RNA ligase mediated
5’ rapid amplification of cDNA ends) acoplado a un método de secuenciacién masiva
por sintesis (SBS) utilizando tecnologia Illlumina. La secuenciacién del degradoma
reveld la identidad de 721 Genes blanco regulados por 105 familias distintas de
miRNAs potencialmente presentes en Amaranthus hypochondriacus variedad
“‘Gabriela”. La anotacion funcional mostr6 que dichos genes se encuentran
asociados a la regulacion de funciones cruciales en los procesos biologicos,
incluidos el crecimiento, el desarrollo, la maduracion, la respuesta ante estrés

bidtico/abidtico y la defensa ante patdgenos.

2. Metodologia:

2.1. Construccion de librerias y secuenciaciéon del degradoma de
Amaranthus hypochondriacus variedad “Gabriela”

La extraccion de RNA total de plantas control y plantas sometidas a estrés
por sequia se obtuvo por triplicado mediante ZR Plant RNA MiniPrep kit (Zymo
Research, Irvine, CA, EE. UU.). La extraccion de RNA se realiz6 a partir del mismo
tejido de plantas de Amaranthus hypochondriacus variedad “Gabriela” que se utilizd
para la secuenciacién de miRNAs (Capitulo Ill). La calidad y cantidad de RNA total
se analizé mediante el equipo Bioanalyzer 2100 y RNA 6000 Nano Lab Chip Kit
(Agilent Technologies, Santa Clara, CA, EE. UU.). Se realiz6 un pull de las tres
réplicas de RNA de cada tratamiento (plantas control y plantas sometidas a estrés
por sequia respectivamente).

En la preparacion de cada libreria se utilizaron 20 ug de RNA total con un
RIN> 7.0. El procedimiento para la preparacion de las librerias consté de los
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siguientes pasos: (1) Se utilizaron 150 ng de poly(A) + RNA como elemento de
entrada para el reconocimiento de primers aleatorios biotinilados (BPRs), (2) La
captura de fragmentos de RNA se realiz6 mediante estreptavidina y primers
aleatorios biotinilados, (3) Mediante DNA ligasa T4 se ligaron adaptadores a los
extremo 5' monofosfato de cada fragmento de RNA, (4) Se realizé la reaccion de
RT-PCR, y finalmente (5) Las librerias se secuenciaron en una plataforma llumina
Hiseq 2500 (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, United States) en la compafiia
LC Sciences. Los fragmentos secuenciados corresponden a los primeros 36
nucledétidos del adaptador en los extremos 5' mas 50 pb de cada secuencia

detectada.

2.2. Analisis bioinformatico del degradoma de Amaranthus
hypochondriacus variedad “Gabriela”

El pipeline para el analisis de los datos de secuenciacion masiva del
degradoma const6é de tres grupos de datos de entrada en formato FASTA. 1)
Secuencias del degradoma, 2) Un grupo de miRNAs de consulta, y 3) Una base de
datos de posibles genes blanco (MRNAs).

Se realizé un analisis de calidad mediante FastQC para eliminar lecturas de
mala calidad, posteriormente se eliminaron las secuencias adaptadoras utilizando
Cutadapt. Las lecturas del degradoma se alinearon a mRNAs identificados en
Amaranthus hypochondriacus (Phytozome v12.1). Solo aquellas alineaciones de
coincidencia perfecta se conservaron para el analisis de degradacion. Todas las
lecturas resultantes (t-signature) se complementaron inversamente y se alinearon
con cada uno de los miRNAs identificados en Amaranthus hypochondriacus
variedad “Gabriela”. Durante el alineamiento se detectd que el sitio de corte del RNA
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degradado se ubicara entre la posicion 9 y 11 del miRNA. La identificacion de genes
blanco se realizd6 mediante Targetfinder. Posteriormente, a través de Gene
Ontology (GO) annotations (http://www.geneontology.org/) y Kyoto Encyclopedia of
Genes and Genomes (KEGG) pathways (http://www.genome.jp/kegg/), se
describieron los procesos biolégicos, componentes celulares y funciones
moleculares en los que participan los genes blanco de los miRNAs identificados.
Finalmente, se realizé un analisis de expresion diferencial mediante DESeq entre
los datos de secuenciacién masiva del degradoma de plantas control y plantas

expuestas a estrés por sequia.

3. Resultados:

Dos librerias (Control y sequia) del degradoma para Amaranthus
hypochondriacus variedad “Gabriela” fueron obtenidas mediante secuenciacion
masiva utilizando tecnologia lllumina. 38,335,787 y 25,981,060 lecturas crudas
fueron obtenidas para el grupo control y el tratamiento de sequia respectivamente.
Después del analisis de calidad y la eliminacion de los adaptadores, se obtuvieron
51,182 lecturas unicas para el grupo control y 36,936 lecturas unicas para el
tratamiento de sequia. Para ambas librerias, las lecturas que hibridaron
perfectamente con los transcritos de Amaranthus hypochondriacus se sometieron a
un analisis posterior mediante el software Targetfinder para la identificacion de
genes blanco; de esta manera se logro la identificacion de 721 genes regulados por
115 familias distintas de miRNAs potencialmente presentes en Amaranthus

hypochondriacus variedad “Gabriela”.
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331 genes blanco (45.9%) identificados en el degradoma de Amaranthus
hypochondriacus variedad “Gabriela” se encuentran regulados por 22 familias
conservadas de miRNAs, mientras que los 390 genes blanco restantes (54.1%) son
regulados por miRNAs medianamente conservados y por miRNAs unicos (Tabla

13). El analisis de ontologia génica realizado mediante la la plataforma agriGO

Numero de genes blanco identificados por cada miRNA

miRNA No. de genes miRNA No. de genes
miR156j 81 miR5656 1
miR157a-3p 41 miR5658 26
miR158a-3p 4 miR5662 2
miR159¢c 11 miR5663-5p 3
miR160c-5p 12 miR5997 2
miR161 2 miR771 1
miR162a-3p 4 miR773b-5p 6
miR164c-5p 14 miR774b-3p 2
miR165a-3p 12 miR776 1
miR166g 43 miR777 1
miR167c-5p 8 miR779.2 1
miR168a-5p 2 miR780.2 2
miR169a-5p 32 miR782 2
miR170-5p 3 miR8166 1
miR171c-3p 7 miR8169 1
miR172e-5p 36 miR8170-3p 1
miR1886.3 5 miR8171 1
miR1888a 1 miR8172 3
miR2111b-5p 2 miR823 1
miR2934-5p 4 miR824-3p 1
miR2938 1 miR826h 1
miR319c 13 miR829-5p 2

= miR830-5p 4
miR3434-5p 2 -

- miR834 1
miR390a-3p 1 -

= miR835-5p 3
miR391-5p 2 -

- miR837-5p 5
miR393b-5p 5 -
miR394b-5 miR838 6

-5p 2 -

= miR841la-5p 1
miR395F 12 iR842 >
miR396b-5p 34 mi

! miR843 1
miR397a 1 i

= miR845b 1
miR398c-3p 3 -

- miR846-3p 2
miR399F 6 !
miR407 2 miR847 3

- iR852 1
miR408-3p 2 m

= miR854e 5
miR414 100 !

- miR857 1
miR415 2 -

- miR858a 2
miR420 2 -

iR4228-5p 1 miR859 1
mi miR860 1
m!R447c—3p 1 miR863-5p 1
miR472-5p 2 miR865-3p 4
miR5013 1 miR866-3p 2
miR5014a-5p 2 miR869. 1 3
miR5016 3 miR870-3p 1
miR5017-3p 1 miR482

- c 3
miR5018 1 :

i miR6020b 3
miR5020c 1 i

' miR6025d 2
miR5021 39 miR6144 3
miR5025 1 miR6146b 3
miR5026 1 niR6150 >
miR5029 1 miR6153 1
miR5628 2 miR6154b 2
miR5632-5p 1 miR6155 1
miR5638a 2 miR6158¢c 3
miR5640 1 miR6159 1
miR5641 3 miR6161d 1
miR5646 1 miR6162 1
miR5649b 2
miR5650 1

Tabla 11. Numero de genes blanco que se identifican para cada miRNA en el degradoma de Amaranthus
hypochondriacus variedad “Gabriela”. Se identificaron 721 genes blanco regulados por miembros de 115
familias distintas de miRNAs. Las celdas sombreadas corresponden a miRNAs conservados.
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(http://systemsbiology.cau.edu.cn/agriGOv2/) indica que los genes blanco estan

involucrados en la regulacion de distintos procesos y pueden ser clasificados en tres
grupos distintos segun las funciones que desempefian: 1) Genes asociados a la
regulacion de procesos biologicos, 2) Genes asociados a la regulacién de
componentes celulares y 3) Genes reguladores de procesos moleculares (Figura
17). Segun su funcion bioldgica, los genes blanco identificados en amaranto se
clasificaron en 25 categorias, mientras que los genes asosciados a la regulacion de
componentes celulares y regulacidén de procesos moleculares se clasifican en 15y

10 categorias respectivamente (figura 17).

Figura 16. Procesos regulados por genes blanco de miRNAs en Amaranthus hypochondriacus v. Gabriela.
Segun su funcién, los genes blanco se clasifican en 3 grupos distintos: 1) Genes asociados a la regulaciéon de
procesos biologicos, 2) Genes asociados a la regulacion de componentes celulares y 3) Genes reguladores de
procesos moleculares. Cada grupo esta dividido en 25, 15 y 10 categorias respectivamente.
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Entre los principales procesos que regulan los genes blanco de miRNAs en
Amaranthus hypochondriacus variedad “Gabriela” se encuentran: Actividad de
factores de transcripcion GO:0003700, regulacién de la transcripcion GO:0006355,
G0:0006355, funciones en tilacoides GO:0009579, constitucion estructural de

ribosomas GO:0003735, respuesta a iones de cadmio GO:0046686, respuesta a

Figura 17. Ontologia génica en Amaranthus hypochondriacus variedad “Gabriela”. En la imagen es posible
apreciar mediante terminos GO, los principales procesos que son regulados mediante los genes blanco
identificados en el degradoma de Amaranthus hypochondriacus variedad “Gabriela”.
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auxinas GO:0009733, brote de meristemos GO:0010014, conservacion de
meristemos GO:0010073, desarrollo de hojas G0:0048366, desarrollo de flores
G0:0009908, determinacion de simetria bilateral de la planta GO:0009855,
funciones asociadas a ribosomas G0:0022625, traduccion G0:0002181, funciones
asociadas a la membrana tilacoidal del cloroplasto GO:0009535, procesos
realizados en los estromas y envoltura del cloroplastos GO:0009570,
G0O:0009941,G0:0009507, diferenciacion celular GO:0030154, y vias de
sefalizacion activadas por auxinas G0O:0009734. Los términos GO representados
con mas frecuencia son aquellos asociados a vias centrales de regulacion en donde
participan miembros de diferentes familias de factores de transcripcion, tales como
PCF5 (transcription factor PCF5-like ), HOX16 (homeobox-leucine zipper protein
HOX16-like), SIGE (sigma factor E), SPL16 (squamosa promoter-binding-like
protein 16), SPL2 (squamosa promoter binding protein-like 2), SPL3 (squamosa
promoter binding protein-like 3), ATHB-8 (homeobox-leucine zipper protein ATHB-
8), AP2 (Integrase-type DNA-binding superfamily protein), NFYA1 (nuclear factor Y,
subunit A1), ARF22 (auxin response factor 22), TCP4 (TCP family transcription
factor 4), ATHB-15 (Homeobox-leucine zipper family protein / lipid-binding START
domain-containing protein), ARF17 (auxin response factor 17), REV (Homeobox-
leucine zipper family protein / lipid-binding START domain-containing protein),
NAC100 (NAC domain containing protein 100), ARF22 (auxin response factor 22),
AUX28 (auxin-induced protein AUX28), NFYA9 (nuclear factor Y, subunit A9),
RAP2-4 (related to AP2 4), MYB44 (transcription factor MYB44-like), SPL17
(squamosa promoter-binding-like protein 17), SPL6 (Squamosa promoter-binding

protein-like (SBP domain) transcription factor family protein), DOF2.5 (dof zinc finger
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protein DOF2.5-like), RLT2 (Homeodomain-like transcriptional regulator), NFYAS
(nuclear factor Y, subunit A5), ARF8 (auxin response factor 8), RAP2-7 (Related to
AP2.7)y ERF061 (ethylene-responsive transcription factor ERF061-like) entre otros.

Mediante KEGG pathways (http://www.genome.jp/kegq/) fue posible

determinar que los genes identificados en el degradoma de amaranto desempeifan
papeles reguladores importantes en muchos aspectos de la biologia vigetal de
amaranto, incluido los procesos de adaptacion ambiental, metabolismo, el
procesamiento de informacién genética, el procesamiento de informacién ambiental,

y procesos celulares como transporte y catabolismo celular (Figura 19).

Figura 18. Clasificacion de los procesos regulados por genes blanco de miRNAs de Amaranthus
hypochondriacus variedad “Gabriela”. Mediante Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG) pathways
se identificd que los genes blanco anotados en el degradoma de amaranto desempefian funciones importantes
que van desde la regulaciéon de procesos de adaptacién ambiental, regulacion del metabolismo, el
procesamiento de informacion genética, el procesamiento de informaciéon ambiental, y la regulacion de distintos
procesos celulares en las plantas
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Del atlas de genes blanco que se obtuvo con la secuenciacion del degradoma de

Amaranthus hypochondriacus variedad “Gabriela”, se identificaron que aquellos que
se encuentran regulados por 19 de las 22 familias de miRNAs clasificadas como
conservadas, se expresan diferencialmente entre plantas contol y plantas que

fueron expuestas a estrés por sequia (figura 20).

Figura 19. Expresion diferencial de genes blanco entre plantas control y plantas expuestas a estrés por sequia.
En el analisis se considerd solo aquellos genes regulados por miRNAs conservados en Amaranthus
hypochondriacus variedad “Gabriela”

Entre los genes diferencialmente expresados entre plantas control y plantas
expuestas a estrés por sequia se encuentran: SPL (squamosa promoter-binding-

like protein), MYB44 (transcription factor MYB-like), ARF (auxin response factor),
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NAC100 (NAC domain containing protein 100), ATHB-8 (homeobox-leucine zipper
protein ATHB-8), AP2 (Integrase-type DNA-binding superfamily protein), AGO
(Stabilizer of iron transporter SufD / Polynucleotidyl transferase), TCP4 (TCP family
transcription factor 4), AFB2 (auxin signaling F-box 2), APS1 (ATP sulfurylase 1),
GRF2 (General Regulatory Factor 2), AT3G27150 (Galactose oxidase/kelch repeat
superfamily protein), DCL1 (Dicer-like 1), LAC2 (laccase 2), SOD (Cu/Zn superoxide
dismutase). La anotacidn funcional reveld6 que estos genes expresados
diferencialmente codifican principalmente factores de transcripcién, proteinas
quinasas y proteinas relacionadas con la regulacion redox, el metabolismo de los

carbohidratos, desarrollo y el ajuste osmaético en las plantaS (figura 21).

Figura 20ldeograma de circos en donde se muestra el atlas de interaciéon entre miRNAs y los genes blanco
identificados mediante la secuenciacion del degradoma en Amaranthus hypochondriacus variedad “Gabriela”.
La anotacion funcional de los genes blanco sugiere su asociacion a la regulacién de distintos procesos
importantes en el desarrollo, metaolismo y respuesta ante distintas condiciones de estrés en amaranto.
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4. Discusion:

El analisis del Degradoma permitié la identificacién de 721 genes regulados
por 115 familias distintas de miRNAs potencialmente presentes en la variedad
“Gabriela” de Amaranthus hypochondriacus. Dado que solo 26 y 42 familias distintas
de miRNAs han sido identificadas en amaranto mediante prediccion bioinformatica
y secuenciacion masiva respectivamente (Capitulo Il y IIl), las 73 familias restante y
la regulacién que ejercen sobre sus genes blanco se consideran preeliminares a
reserva de su confirmacion experimental. Entre los genes identificados como
blancos de miRNAs en Amaranthus hypochondriacus “variedad “Gabriela”, 331 se
encuentran regulados por 22 familias clasificadas como conservadas en la base de
datos de miRBAse (Kozamara). Muchos de estos genes regulados por miRNAs se
expresan de forma diferencial entre plantas control y plantas sometidas a estrés por
sequia, lo cual es coherente con reportes anteriores en plantas como Paulownia
australis (Niu, Wang et al. 2016), Dactylis glomerata L. (Ji, Chen et al. 2018),
Hordeum vulgare (Ferdous, Sanchez-Ferrero et al. 2017) y Lycopersicon
esculentum (Candar-Cakir, Arican et al. 2016).

Los resultados mostrados aqui revelaron que el presente estudio esta de acuerdo
con los informes anteriores en diversas especies de plantas como el trigo (Achakzai,
Barozai et al.2018), maiz (Fu, Zhang et al.2017), arroz (Huang, Jiejie et al. 2018),
tomate (Liu, Yu et al.2018) y cebada (Kuang, Shen et al.2019), ya que, como en
estos cultivos, los genes objetivo de miARN de amaranto estan involucrados en una
amplia gama de redes reguladoras que es critica para el crecimiento, desarrollo y

sostenibilidad de las plantas en las diferentes condiciones ambientales. Este
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hallazgo sugiere la importancia de ciertos miARN como nodos en las redes de

regulacion génica, mientras que otros podrian estar actuando en vias especificas.

5. Conclusiones:

e La secuenciacion del degradoma de Amaranthus hypochondriacus variedad
“Gabriela” representa un atlas de interaccion entre miRNAs y los genes
blanco que se regulan en plantas control y plantas expuestas a estrés por
sequia.

e El aandlisis del degradoma de Amaranthus hypochondriacus variedad
“Gabriela” proporcioné evidencia molecular de la participacién de ciertos
MiRNAs en la respuesta ante condiciones de estrés por sequia en amaranto.

e Los hallazgos que aqui se reportan proporcionan una base para futuras
investigaciones de miRNAs que responden a estrés en Amaranthus
hypochondriacus, lo cual puede ayudar para dilucidar los mecanismos
moleculares que subyacen a las adaptaciones ante distintas condiciones de

estrés en amaranto.
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ABSTRACT

Studies of gene expression are very important for the identification of genes that participate
in different biological processes. Currently, reverse transcription quantitative real-time
PCR (RT-qPCR) is a high-throughput, sensitive and widely used method for gene expres-
sion analysis. Nevertheless, RT-qPCR requires precise normalisation of data to avoid the
misinterpretation of experimental data. In this sense, the selection of reference genes is
critical for gene expression analysis. At this time, several studies focus on the selection of
reference genes in several species. However, the identification and validation of reference
genes for the normalisation of RT-qPCR have not been described in amaranth.

A set of seven housekeeping genes were analysed using RT-qPCR, to determine the
most stable reference genes in amaranth for normalisation of gene expression analysis.
Transcript stability and gene expression level of candidate reference genes were anal-
ysed in different tissues, at different developmental stages and under different types of
stress. The data were compared using the geNorm, NormFinder and Bestkeeper statis-

The reference genes optimum for normalisation of data varied with respect to treat-
ment. The results indicate that AhyMDH, AhyGAPDH, AhyEF-1o and AhyACT would
be optimum for accurate normalisation of experimental data, when all treatment are
analysed in the same experiment.

quantitative real-time PCR; reference genes. o
Correspondence
F.de F. Rosas Cardenas, Instituto Politécnico
Nacional, Centro de Investigacion en
Biotecnologia Aplicada (CIBA-IPN) Ex-
Hacienda San Juan Molino Carretera Estatal
Tecuexcomac-Tepetitla Km 1.5, Tlaxcala C.P.
90700, México. °
E-mail: frosasc@ipn.mx
Editor
E. Flemetakis
. tical methods.

Received: 16 November 2017; Accepted: 23 °
March 2018
doi:10.1111/plb.12725

°

This study presents the most stable reference genes for normalisation of gene expres-
sion analysis in amaranth, which will contribute significantly to future gene studies of

this species.

INTRODUCTION

Amaranth consumption has many health benefits, among
which are its antihypertensive (de la Rosa et al 2010; Lado
et al. 2015), antimicrobial (Lipkin et al. 2005), antitumor (Ieli-
sieieva et al. 2006) and cholesterol-lowering (Berger et al. 2003;
Shin et al. 2004; Pasko et al. 2011; Chmelik et al. 2013) effects.
Amaranth has evolved complex mechanisms to tolerate extre-
mely adverse growing conditions; moreover, it resists different
types of biotic and abiotic stress (Delano-Frier et al. 2011;
Huerta-Ocampo et al. 2014; Massange-Sanchez et al. 2016; Pal-
meros-Suarez et al. 2017), is easy to grow in agriculturally mar-
ginal lands and has high potential for economic exploitation
(Emokaro et al. 2007; Mlakar et al. 2010; Janssen et al. 2017).
Amaranthus hypocondriacus has a diploid karyotype (2n = 32;
Radwan et al. 2014). A draft genome of A. hypochondriacus var.
Plainsman that covers 377 Mb of the estimated genome size of
466 Mb has been assembled (Clouse et al. 2016) and has been
the focus of various transcriptomic studies (Riggins ef al. 2010;
Delano-Frier et al. 2011; Liu et al. 2014). Some of the libraries
available on NCBI databases on amaranth are derived from
experiments conducted on plants exposed to either different
types of stress, such as drought, water stress, bacteria, salt stress
and insect herbivores (Accession PRJNA65409); different

development stages or experiments conducted on various
tissues (accession PRJNA263128). The draft transcriptome of
amaranth has been assembled, mapped and functionally anno-
tated, and is available on public databases (Clouse et al. 2016).
A large number of genes are involved in processes such as
plant development, differentiation or mounting responses that
enable tolerance to different types of biotic and abiotic stress.
Amaranth has evolved various mechanisms to tolerate some
biotic and abiotic stresses, such as the capacity to increase
expression of choline monooxygenase (CMO), which catalyses
the synthesis of glycine betaine in response to salinity and
drought (Russell et al. 1998); up-regulation of transcription
factors; DNA-binding of One Zinc Finger 1 (DOFI) and Mini
Zinc Finger 1 (MIF1). These involve a coordinated response
comprising osmolyte accumulation, expression of proteins that
reduce damage by reactive oxygen species and regulation of
transcription factors related to plant growth control (Huerta-
Ocampo et al. 2011). However, the molecular mechanisms
behind these processes are not entirely understood. Transcrip-
tional analysis with reverse transcription quantitative real-time
PCR (RT-qPCR) is useful for functional interpretation of genes
and can improve the quantification of gene expression profiles.
RT-qPCR has become the preferred method for gene expres-
sion quantification. Currently, some studies focus on the
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selection of reference genes in several organisms (e.g. Bevitori
et al. 2014; Ferdous efal. 2015; Singh etal. 2015; Li et al
2017); however, the identification of reference genes for the
normalisation of RT-qPCR has not been described in ama-
ranth. This study evaluated genes to determine the most stable
reference genes and analysed transcript stability of these genes
in different tissues, developmental stages and under different
types of stress in amaranth.

MATERIAL AND METHODS
Plant growth conditions

Amaranth seeds (A. hypocondriacus var. Gabriela) were surface
sterilised with 10% sodium hypochlorite solution (NaClO,)
and sown in polystyrene trays with 1”7 x 17 x 2.5” wells, at the
end of winter in February 2016. Each well was filled with a ster-
ile substrate composed of Perlite, vermiculite and peat moss
(i3:1:1 v/v). Germination trays were kept under semi-con-
trolled greenhouse conditions at the Center for Research in
Applied Biotechnology, National Polytechnic Institute of Mex-
ico in Tlaxcala at 2,260 m a.s.l. (19°16’53.2”N, 98°21°57.3” W).

Plant treatment and tissue collection

The different experimental conditions used in this study are
shown in Table 1. Briefly, 60-day-old amaranth plants were
dissected to obtain leaf, stem, root and panicle tissues samples
for further analysis. To gather tissues from various develop-
ment stages of the amaranth life cycle, plants were collected at
different stages of development, corresponding to the opening
of cotyledons, five to six leaves, apical inflorescence and seed
development (Martinez-Nunez et al. in process). For abiotic
stress treatments, 30-day-old seedlings were transferred to
environmental chambers. Cold treatment was performed at
4 °C compared to the control temperature of 25 °C, with tissue
then collected after 48 h of cold treatment. Heat treatment was
performed at 42 °C for 48 h. For drought stress, irrigation was

Table 1. Plant tissue and treatments used for RT-gPCR normalisation. The
table present tissues and treatment conditions used in each experimental set
for RT-gPCR analysis.

Collection
time (Days
Group Tissue post-germination)  Treatment
Different  Leaves 60 days -
Tissue Stem 60 days -
Root 60 days -
Panicle 60 days -
Different  Aerial tissue 3 days -
stages Aerial tissue 43 days -
Aerial tissue 60 days -
Aerial tissue 90 days -
Different  Aerial tissue 32 days 48 hat 4 °C
types of  Aerial tissue 32 days 48 h at 42 °C
stress Aerial tissue 33 days Not irrigation for 72 h
Aerial tissue 32 days 25 °C with normal irrigation
Aerial tissue 35 days 15 days of exposition at
Macrosiphum sp
Aerial tissue 32 days Normal conditions
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suspended until a relative humidity of 8% (after 72 h) was
achieved in the substrate, after which the control was regularly
irrigated, and the foliar tissue samples then collected. For biotic
stress treatment, aphids identified as Macrosiphum sp. were col-
lected in the field, with 20-day-old seedlings then transferred to
a contention chamber under greenhouse conditions. The ama-
ranth plants were infested with approximately five aphids per
plant; after 15 days, the foliar tissue was collected. Three bio-
logical replicates were used for each experiment, while samples
were collected and immediately frozen in liquid nitrogen and
stored at —80 °C.

Isolation of RNA and quality controls

The samples were ground to a fine powder with a pestle and mor-
tar in liquid nitrogen, and 50 mg used for RNA isolation. Total
RNA was extracted using the TRIzol reagent (Invitrogen, Carls-
bad, CA, USA) according to the manufacturer’s instructions. The
integrity of the RNA samples was judged using agarose gel elec-
trophoresis. The concentration of each sample was measured
using UVIS Drop UVS-99 (Avans, Taipei, Taiwan). Samples with
a 260/280 ratio of between 1.8 and 2.1 and a 260/230 ratio of
approximately 2 or slightly above were used for the analysis.

Selection of candidate reference genes and primer design

Arabidopsis thaliana and Beta vulgaris genes were downloaded
from GenBank (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank) and
used as query sequences to retrieve homologous genes from
A. hypochondriacus. Seven commonly employed candidate
reference genes, actin (AhyACT), {-tubulin (AhyS-TUB),
glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase (AhyGAPDH),
S-adenosylmethionine decarboxylase (AhySAMDC), elongation
factor 1-alpha (AhyEF-1o), 18S ribosomal RNA (AhyI8S-
rRNA) and malate deshydrogenase (AhyMDH) were selected
(Table 2). Based on the gene sequence obtained from the tran-
scriptome assembly database (Clouse ef al. 2016) available at
Phytozome (phytozome.jgi.doe.gov), primers were designed
using Primer Express 2.0 software (Applied Biosystems, Foster
City, CA, USA) under default parameters (Table 2).

Reverse transcription quantitiative real-time PCR conditions

First-strand ¢cDNA was synthesised with 1 pig total RNA in a
final reaction volume of 20 pl, using M-MLV Reverse Tran-
scriptase (Sigma-Aldrich, St. Louis, MI, USA) and according to
the manufacturer’s instructions. The RT-qPCR mixture con-
tained 4 pl diluted ¢cDNA (corresponding to a 1 ng starting
amount of RNA), 5 ul 2 x Power SYBR Green PCR Master
Mix (Applied Biosystems) and 400 nM of each gene-specific
primer in a final volume of 10 pl. RT-qPCRs with no template
controls were also performed for each primer pair. Real-Time
PCR reactions were performed with the StepOnePlus Real-
Time PCR System and software (Applied Biosystems). All RT-
qPCRs were performed under the following conditions: 10 min
at 95 °C, 40 cycles of 15 s at 95 °C and 1 min at 60 °C in 96-
well optical reaction plates (Applied Biosystems). The speci-
ficity of amplicons was verified via melting curve analysis (60
to 95 °C) after 40 cycles and agarose gel electrophoresis. Two
technical and three biological replicates of each sample were
used for the qPCR analysis.
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Table 2. Candidate reference genes for RT-qPCR normalisation in amaranth. Gene information, including amplicon length, primers and Tm for seven candi-

date reference genes.

Gene Amplicon
Gene name Symbol length length (bp) Tm (°C) Locus (phytozome) Primer sequence
Actin AhyACT 1134 178 79.1 AHYPO_019031 FW CGTGACCTGACTGATTACCTTA
RV GCTCGTAGTTCTTCTCAATGGC
B-Tubulin AhyB-TUB 1069 81 76.8 AHYPO_019789 FW GGAAGGAATGGACGAGATGG
RV TCTTGATACTGCTGATACTCTGC
Glyceraldehyde AhyGAPDH 1383 195 80.1 AHYPO_013553 FW TCAAGGAGGAATCCGAGGGC
3-phosphate RV AGTCAACAACACGGGAACTG
dehydrogenase
S-Adenosylmethionine AhySAMDC 2591 195 81.0 AHYPO_016008 FW GCTCCGTGCAATCCCACCTA
decarboxylase RV CCCATCACAAAGGCCTTGCT
Elongation Factor AhyEF-14 1377 224 80.4 AHYPO_001308 FW ACTGTGCTATCCTCATTATTG
1-alpha RV GTTGTAACCGACCTTCTTC
18S ribosomal RNA Ahy18S 1630 109 81.0 AHO006866* FW CCATAAACGATGCCGACCAG
RV AGCCTTGCGACCATACTCC
Malate Dehydrogenase AhyMDH 1539 136 78.5 AHYPO_021284 FW TGCTCCCAACTGCAAGGTTC
RV ACCAAGTGCCCTGTTGTGAT

*Genebank accession for Amaranthus caudatus 18S ribosomal RNA. Actin oligonucleotides were reported in Massange-Sanchez et al. (2016).

Efficiency of PCR

A series of six-five-fold dilutions (1:1, 1:5, 1:25, 1:125, 1:625
and 1:3125) of cDNA from A. hypocondriacus were used to gen-
erate the standard curves. The PCR efficiency (E) and correla-
tion coefficient (R*) were determined for each gene using the
linear regression model. PCR efficiency of between 90 and
110% and R* >0.99 was considered acceptable.

Analysis of gene expression variation

The expression level of genes in each reaction was determined
using the cycle threshold (Cgq; cycle at which fluorescence from
the reaction exceeds a crossing point automatically set by the
StepOne software). To analyse expression variation of the candi-
date reference genes and determine the best reference genes, the
Excel-based methods, geNorm (Vandesompele efal. 2002),
NormFinder (Andersen efal. 2004), BestKeeper (Pfaffl eral.
2004) and the online tool RefFinder (http://leonxie.esy.es/RefFin
der) were used. The raw data were directly used with the Best-
Keeper and RefFinder methods, while for geNorm and
NormFinder methods, Cq values were converted into relative
quantity values (RQ) via the formula RQ = E %9 where E is
the validated amplification efficiency of each gene, and ACq is
the difference between the Cq value and the minimum Cq of
each gene among the samples. RefFinder enables assessment of
the most stable reference gene by comparing the three Excel
methods plus the comparative and Delta CT method (Silver
et al. 2006). Although RefFinder analyses raw data, assuming
100% efficiency for all genes, the outputs were compared to data
obtained by the original software, given that PCR efficiencies are
not considered, and they been reported to lead to overestima-
tion of differences between groups (De Spiegelaere et al. 2015).

RESULTS
Specificity of primers and efficiency of reference genes

The genes AhyACT, AhyB-TUB, AhyGAPDH, AhySAMDC,
AhyEF-10, Ahyl8S-rRNA and AhyMDH were used for the
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RT-qPCR analysis. The primer sequences and transcript infor-
mation are given in Table 2. Specific primers for the amplifica-
tion of potential reference genes were designed for SYBR
green-based RT-qPCR and synthesised using T4 oligo (Mex-
ico). The amplicon length ranged from 81 to 224 bp (Table 2),
with corresponding unique bands observed on agarose elec-
trophoresis gel (Fig. 1A). A single peak of fluorescence was
observed on the melting curve (Fig. 1B), indicating that a
unique and specific fragment was amplified during RT-qPCR.
The R?, which shows how the data fit the standard curve, was
then calculated. The PCR amplification efficiencies (E) for
every gene, which is another parameter that gives information
about the reaction and involves experimental factors such as
length, secondary structure and GC content of the amplicon,
was also calculated. The E of RT-qPCR reactions varied from
1.84 to 2.06 and the R* were > 0.9932 (Fig. 2). These results
meet the standard (R* > 0.99, and 1.8 < E < 2.2) established by
Ramakers et al. (2003).

Expression profiles of candidate reference genes

Measurement of the expression level of all samples showed
some variations among the seven reference genes (Fig. 3).
Descriptive statistics were calculated using Minitab 17 Statisti-
cal Software (Minitab, State College, USA) for each of the
tested genes. The Cq values for the seven genes ranged from
18.52 to 27.85, the majority of these values were between 20
and 25 in all tested samples (Fig. 3). AhyMDH had a lower SD,
whereas Ahy18S-rRNA had the highest SD.

Expression stability of candidate reference genes

The most suitable reference genes were evaluated using RefFin-
der, geNorm, NormFinder and BestKeeper. The stability rank-
ing of candidate reference genes in 36 individual samples was
calculated and identified as ‘Total’, with the 36 samples divided
into three groups denominated as: ‘Different types of stress’,
‘Different tissues’ and, ‘Different stages of development’. The
results obtained with every method are summarised in Table 3.
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Fig. 1. Specificity of primers and efficiency of reference genes. (A) Electrophoretic analysis of RT-PCR products. Amplicon lengths are indicated in Table 2.
Equal amounts of cDNA from all samples were used as template. PCR products were observed with 2.5% agarose gel electrophoresis, 8 cm length, 1X TAE,
7 V/cm, 110 min, and stained with SYBR Gold Nucleic Acid Gel stain. M, GeneRuler 1 kb Plus DNA ladder (ThermoFisher, Waltham, MA, USA). (B) Melting
curves of candidate reference genes. Melting curves were generated by heating the amplicon from 70 to 85 °C using the derivative method.
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Fig. 2. PCR efficiency and correlation coefficient. The logarithm of each known concentration of starting RNA in the dilution series (x-axis) was plotted against
mean of the Cq value for used concentration (y-axis). Slope (efficiency) and correlation coefficient were obtained via linear regression of the standard curve.

As the algorithms used employ different approaches to deter-
mine the most stable reference gene, it was found that ranking
differed depending on the method employed. Therefore, selec-
tion of the most reliable gene for normalisation will depend on
the characteristics of every experiment.

Analysis with RefFinder

The RefFinder is a user-friendly tool that integrates four differ-
ent calculations obtained using gene stability methods. The

online RefFinder tool integrates Bestkeeper, NormFinder and
geNorm algorithms and combines them into a ‘compressive
ranking’, with outputs from RefFinder and original software
obtained from the total samples analysed (Table 4). It has been
reported that RefFinder results may be inaccurate because PCR
efficiencies are not considered and should only be considered
as a guide for deciding which gene to use to normalise PCR
data (De Spiegelaere et al. 2015). Moreover, results obtained
with the original software (NormFinder) are different to those
obtained in RefFinder, not only because of the efficiency values
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but also because the original program is able to calculate inter-
and intragroup variation, while RefFinder does not allow the
user to define groups.

Analysis with GeNorm

The expression stability value (M) for each reference gene was
calculated using the geNorm algorithm. A lower M-value

Vera Hernédndez, Martinez Ndnez, Ruiz Rivas, et al.

Fig. 3. Descriptive statistics and distribution of Cg- alues
of the seven candidate reference genes across all sam-
ples in RT-gqPCR analysis. (A) Descriptive statistics calcu-
lated using Minitab 17. SD, mean and minimum and
maximum Cq values for a total of 36 samples. (B) Distri-
bution of Cq values analysed for each gene in all sam-
ples. For each gene, distribution of the Cq values is box-
plotted from all 72 raw Cq values obtained from the 36
duplicate conditions of amaranth. The borders of the
box represent the 25th and the 75th percentiles. The line
that divides the box corresponds to the median, while
whiskers indicate the highest and lowest Cq values, with
the exception of atypical values, which are represented
by asterisks.

indicates higher stability. For the ‘Total’, ‘Different tissues’ and
‘Different stages of development’ groups, AhyACT/AhyMDH
was the most stable pair, while AhyGAPDH/AhyMDH was the
most stable pair in the ‘Different types of stress’ group and
AhyI8S-rRNA and AhySAMDC was the least stable (Fig. 4).
Based on calculations of pair-wise variation (V), the geNorm
algorithm can determine the optimal number of reference
genes for each experimental condition (Fig. 5). It is generally

Table 3. Expression stability and ranking of candidate reference genes using different software for each experimental set. The genes were analysed with Best-
Keeper, geNorm and NormFinder. Genes were ranked in terms of values obtained from each algorithm used in each group; M, expression stability and SD were
used. Normfinder and Genorm used the M, while Bestkeeper used SD.

Ranking of gene expression

Group Method 1 2 3 4 5 6 7
Total BestKeeper Gene AhyMDH AhyACT AhyB-TUB AhyEF-To. AhyGAPDH AhySAMDC Ahy18S-rRNA
SDvalue  0.729 0.814 0.826 0.902 0.977 1.336 1.707
Normfinder Gene AhyMDH AhyGAPDH  AhyACT AhyEF-To. AhyB-TUB AhySAMDC Ahy18S-rRNA
M value 0.086 0.134 0.142 0.172 0.215 0.242 0.339
Genorm Gene AhyACT] AhyMDH AhyGAPDH ~ AhyEF-Ta AhyB-TUB AhySAMDC Ahy18S-rRNA
M value 0.77 0.83 0.87 0.92 1.1 1.32
Different BestKeeper Gene AhyEF-10.  AhyB-TUB AhyMDH AhyACT AhyGAPDH AhySAMDC Ahy18S-rRNA
types of SD alue 0.741 0.751 0.802 0.852 1.071 1.121 1.756
stress Normfinder Gene AhyMDH AhyGAPDH  AhyACT AhyEF-To. AhySAMDC ~ AhyB-TUB Ahy18S-rRNA
M Value 0.105 0.151 0.310 0.317 0.348 0.461 0.723
Genorm Gene AhyGAPDH| AhyMDH AhyEF-To. AhyACT AhyB-TUB AhySAMDC Ahy18S-rRNA
M value 0.597 0.827 0.872 0.997 1.16 1.353
Different BestKeeper Gene AhyMDH AhyACT AhySAMDC ~ AhyB-TUB AhyEF-To. AhyGAPDH Ahy18S-rRNA
tissue SDvalue  0.66 0.79 0.85 0.87 1.03 1.06 1.39
Normfinder Gene AhyMDH AhyACT AhyEF-To. AhyB-TUB AhySAMDC  AhyGAPDH Ahy18S-rRNA
M value 0.137 0.160 0.184 0.262 0.270 0.467 0.664
Genorm Gene AhyACT| AhyMDH AhyEF-To Ahy B-TUB ~ AhySAMDC  AhyGAPDH Ahy18S-rRNA
M value 0.678 0.802 0.841 0.915 1.016 1.297
Different BestKeeper Gene AhyMDH AhyGAPDH  AhyACT AhyB-TUB AhyEF-To. Ahy18S-rRNA  AhySAMDC
stages of SD value 0.58 0.65 0.68 0.68 0.84 1.52 1.76
development Normfinder Gene AhyACT AhyMDH AhyGAPDH AhyB-TUB AhyEF-Ta. Ahy18S-rRNA  AhySAMDC
M value 0.062 0.072 0.202 0.286 0.351 0.397 0.595
Genorm Gene AhyACT| AhyMDH AhyGAPDH AhyEF-To. AhyB-TUB Ahy18S-rRNA AhySAMDC
M value 0.375 0.45 0.57 0.625 0.933 1.081
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Table 4. Comparison of ranking of candidate reference genes using RefFinder and original software. The genes were analysed with BestKeeper, geNorm and
NormFinder using the web-based tool Refinder and original software. M (expression stability value) and SD were used. *and ACT method was not compared.

Ranking of gene expression

Method 1 2 3 4 5 6 7
RefFinder ACT® Gene AhyMDH  AhyACT AhyEF-To. AhyGAPDH ~ AhyB-TUB AhySAMDC  Ahy18S-rRNA
Value 1.09 1.2 1.23 1.24 1.36 1.58 1.87
BestKeeper Gene AhyMDH — AhyACT AhyB-TUB AhyEF-To. AhyGAPDH  AhySAMDC  Ahy18S-rRNA
SD value 0.73 0.81 0.83 0.9 0.98 1.34 1.71
Normfinder Gene AhyMDH AhyACT AhyGAPDH AhyEF-To. AhyB-TUB AhySAMDC  Ahy18S-rRNA
M value 0.306 0.684 0.761 0.763 1.035 1.259 1.683
Genorm Gene AhyACT | AhyMDH AhyEF-To. AhyGAPDH AhyB-TUB AhySAMDC ~ Ahy18S-rRNA
M value 0.846 0.871 0.912 0.953 1.164 1.367
Recommended Gene AhyMDH AhyACT AhyEF-To. AhyGAPDH AhyB-TUB AhySAMDC  Ahy18S-rRNA
comprehensive Value 1 1.68 3.46 3.94 4.4 6 7
ranking
Original BestKeeper Gene AhyMDH AhyACT AhyB-TUB AhyEF-To. AhyGAPDH AhySAMDC  Ahy18S-rRNA
software SD value 0.729 0.814 0.826 0.902 0.977 1.336 1.707
Normfinder Gene AhyMDH AhyGAPDH AhyACT AhyEF-To. AhyB-TUB AhySAMDC ~ Ahy18S-rRNA
M value 0.086 0.134 0.142 0.172 0.215 0.242 0.339
Genorm Gene AhyACT] AhyMDH AhyGAPDH AhyEF-To. AhyB-TUB AhySAMDC ~ Ahy18S-rRNA
M value 0.77 0.83 0.87 0.92 1.1 1.32

Fig. 4. Gene expression stability and ranking of six reference genes based on geNorm. Expression stability value (M) for each gene was obtained and graphed.

The lower the M value, the more stable the gene.

assumed that 0.15 is a cut-off value for determining optimal
number of reference genes as Vandesompele efal. (2002)
decided to take this as a cut-off value, since the inclusion of an
additional control gene made no significant contribution to the
normalisation factor (NFn + 1) calculated using their data.

However, 0.15 must not be taken as a strict cut-off value but
rather as a guide value, depending on the volume of genes and
samples tested (Singh et al. 2015). The use of only four refer-
ence genes in the group ‘Different stages of development’ from
the data obtained in this study met this cut-off value (Fig. 5).
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Fig. 5. Analysis of minimum number of reference genes required for RT-qgPCR
normalisation. Pair-wise variation value (V) was calculated using geNorm to
determine the minimum number of reference genes required for normalisation
in each experimental set. The graph shows variation in stability with the
sequential addition of a subsequent reference gene, starting with the most sta-
bly expressed pair of genes (V2/3). From the graph, it can be inferred whether
the addition of another gene would have an effect on stability.

However, according to the Primer Design geNorm kit Hand-
book (Primerdesign 2016), the use of the three best reference
genes, which in most conditions include AhyMDH, AhyACT,
AhyEF-10. and AhyGAPDH, is a valid normalisation strategy
that results in accurate and reliable normalisation of data.
These data were not obtained using the RefFinder output.

Analysis with NormFinder

NormFinder calculates gene expression stability by comparing
variation between user-defined sample groups (Andersen et al.
2004). This study analysed all the samples, identifying results as
‘Total’ in Table 4. The same three groups were also defined, as in
geNorm analysis, with each group subjected to further analysis,
and subgroups defined as the three mean Cq values (of two tech-
nical replicates each) corresponding to three individual biological
replicates for each condition tested. NormFinder calculates intra-
and intergroup variations, considering genes with the lowest vari-
ation as stable. Analysis of groups of data found similar results to
geNorm, with AhyMDH/AhyACT the most stable genes in the
‘Different types of tissues’ and ‘Different stages of development’
groups, while AhyGAPDH/AhyMDH were the most stable pair in
‘Different types of stress’ group. However, normFinder results
differ from geNorm in the ‘Total’ group, with very different
results obtained between the samples, while intergroup variation
calculation is a crucial feature in NormFinder analysis. Similar to
geNorm, NormFinder found that the least stable genes are, gen-
erally, AhySAMDC and Ahy18S-rRNA.

Analysis with Bestkeeper

The lower of the SD and CV values computed by BestKeeper
software ranked AhyMDH as the most stable and thus the best
reference gene, when all samples were analysed against each
other. While these are similar to findings obtained with geN-
orm and NormFinder, some of the outputs obtained with this
method showed discrepancies. For example, some genes ranked
as less stable, e.g. AhySAMDC and AhyB-TUB, were ranked as
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more stable than other genes considered as stable, e.g. Ahy-
GAPDH (Table 4).

DISCUSSION

The use of appropriate reference genes can correct inaccuracies
in terms of the amount of RNA loaded into the reaction and the
efficiency of the reverse transcription, with the intention of
obtaining real differential expression of the target genes in experi-
mental treatments. However, the direct transfer of reference
genes to non-model plants is limited as not all the genes are
expressed in the same manner in different species. While the use
of only one housekeeping gene for normalisation of RT-PCR
data is a common practice, it has been widely demonstrated that
results of this common practice constitute erroneous fold expres-
sion calculations (Vandesompele et al. 2002; Chan et al. 2014).

Chan et al. (2014) evaluated methods for identifying refer-
ence genes and found that NormFinder and geNorm were con-
sistent with each other in obtaining the highest correlation
(R* = 0.987; Chan et al. 2014). Hence it enables suggestions to
be made for normalisation of PCR data. For PCR data from
amaranth exposed in the same experiment to different stress
conditions, with different tissues and different stages of devel-
opment, it is highly recommended to use the four most stable
genes (AhyMDH, AhyGAPDH, AhyEF-1o and AhyACT) to vali-
date normalisation of data.

Data obtained from samples exposed to different types of
stress had the highest M values (i.e. they are less stable under
these conditions). These findings suggest the use of three refer-
ence genes, AhyGAPDH, AhyMDH and either AhyEF-1a. or
AhyACT, when working with samples exposed to biotic or abi-
otic stress. Furthermore, given that they present similar stabil-
ity values, the inclusion of a fourth gene would not make a
significant contribution to accurate normalisation of PCR data.

Finally, data from samples of different tissues or different
stages of development (only one condition per experiment)
had low M values (i.e. they are more stable under these condi-
tions). This finding suggests use of the pair of genes AhyACT
and AhyMDH as optimal for normalisation of data, while
inclusion of a third gene, in terms of development stage, would
not make a contribution; however, when working with differ-
ent tissues, addition of AhyEF-1o would be required for accu-
rate normalisation.

Moreover, the results indicate that Ahy18S-rRNA and Ahy-
SAMDC were, in most cases, inappropriate for use as a control
in A. hypocondriacus and should be avoided. In summary, this
study provides useful information about various reference
genes for RT-qPCR studies in amaranth, which will contribute
significantly to future gene studies in this valuable species.
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Detection of miRNAs by Tissue Printing and Dot Blot
Hybridization

Marcelino Martinez Nunez, Stefan de Folter,
and Flor de Fatima Rosas-Cardenas

Abstract

Tissue printing and dot blot are simple techniques to detect miRNA expression and localization, allowing a
better understanding of the function of a miRNA. In this work, we describe a tissue printing and a dot blot
hybridization protocol for miRNA detection and localization in plant tissues, which opens the possibility of
analyzing spatiotemporal expression patterns of miRNAs.

Key words microRNAs, Tissue printing, Dot blot, Nylon membrane, Hybridization, miRNA
detection

1 Introduction

There is a great interest in knowing the expression pattern of
miRNAs in plants. Different methods are available, and one of
them is tissue printing hybridization. The basic principle of tissue
printing is that the contents of cells at the surface of a freshly cut
tissue section can be transferred to an adhesive or absorptive surface
by simple contact [1, 2]. The tissue printing hybridization tech-
nique is rapid and efficient, useful for determining the specific
tissue-level localization of many molecules that are blotted directly
from a surface of a sectioned organ onto a nylon or nitrocellulose
membrane [3-9]. The main advantage of tissue printing versus
other methods as Northern blot hybridization or in situ hybridiza-
tion is that no RNA extraction is required for the preparation of
thin tissue sections and it allows the simultaneous analysis of many
samples. Another advantage is that tissue printing can be used for
big tissues that are often difficult to section for in situ hybridiza-
tions [3, 10]. It has been shown that techniques to immobilize
small RNA molecules of <100 nucleotides in length such as UV
cross-linking limit the detection efficiency siRNAs (short-
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interfering RNAs) and miRNAs [11]. Therefore, cross-linking with
1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl) carbodiimide (EDC) should
be used, which enhances the detection of small RNAs by up to
50-fold [10-13]. The advance in sRNA fixation to membranes
using EDC gives the opportunity to improved expression detection
of miRNAs [11-14]. Previously, we demonstrated that tissue print-
ing hybridization provides a simple, rapid, and useful protocol to
detect miRNAs from different tissues and organs of plant species
[3,4]. Moreover, we showed the possibility to detect the expression
of miRNAs in fruit juice using a dot blot hybridization approach [3].

Here, we provide a simple, rapid, and useful protocol to detect
miRNAs from different tissues and organs of plant species by tissue
printing and dot blot hybridization (Fig. 1). Tissue printing hybri-
dization allows the detection of miRNAs, maintaining information
on their localization in the tissue (Figs. 2a and 3), and the dot blot
hybridization method allows the detecting of miRNAs in liquid

Fig. 1 Schematic representation of the tissue printing and dot blot methods. The
diagram illustrates the three main steps for tissue printing and dot blot hybridi-
zation: (1) tissue printing and the dot blot step; (2) fixation of sSRNAs to the
membrane; and (3) the hybridization detection step
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Fig. 2 miRNA detection by tissue printing and dot blot hybridization in different stages of tomato fruit. (a)
Tissue printing hybridization. (b) Dot blot hybridization. The juice for the dot blot hybridization was obtained of
the tissue used for tissue printing. The membranes were fixed and then hybridized with 32P-labeled
oligonucleotide probe complementary to miR164 or to the nucleolar U6 (positive control)

Fig. 3 Localization of different miRNAs by tissue printing hybridization. Transverse and longitudinal sections of
agave floral buds were used for the tissue printing hybridization. Arrows indicate the apical, medial, and basal
region where the cuts were made
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from a plant tissue /organ such as fruit juice (Fig. 2b). Using tissue
printing, it allows to know the spatiotemporal expression pattern of
miRNAs (Figs. 2a and 3).

2 Materials

2.1 Tissue Print

2.2 Dot Blot

2.3 Fixation
of the Membrane

2.4 Hybridization
Analysis

Prepare all solutions using sterile deionized water. Prepare and
store all reagents at room temperature (unless indicated otherwise).
Wash the plant tissue and dry at room temperature.

1.

Neutral nylon membrane (Amersham Hybond NX, GE
Healthcare).

. Scalpel.

. Neutral nylon membrane (Amersham Hybond NX, GE

Healthcare).

. 1-Methylimidazole (Sigma-Aldrich).
. 1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)  carbodiimide (EDC;

Sigma—Aldrich).

. EDC fixation solution (fresh): For 12.5 mL, dissolve 0.753 g of

EDC in 10 mL of water, add 245 pL of 12.5 M methylimida-
zole, and add 150 pL of 1 M HCI.

4. 3MM Whatman® chromatography paper.

. Aluminum foil.

. Probe label: EasyTides® adenosine 5'-triphosphate, (y-32P)-

6000 Ci/mmol, 10 mCi/mL (370 mBq/mL), 50 mM tricine
(pH 7.6) (PerkinElmer).

. Hybridization solution: Rapid-hyb™ Buffer (GE Healthcare)

is a hybridization buffer ready to use (se¢ Note 1).

. 20x SSC solution: put 175.3 g of NaCl and 88.2 g of sodium

citrate in a beaker, and add 800 mL of deionized water. Dis-
solve and adjust the pH to 7.2. Add deionized water to reach a
final volume of 1 L. Sterilize the solution by autoclaving at
121 °C for 20 min (see Note 2).

. 2% SSC wash solution: 10x times dilution of 20x SSC solu-

tion; mix 20 mL of 20x SSC solution with 180 mL of deio-
nized water.

. U6 probe: fragment of small RNA U6 (small nucleolar RNA;

oligonucleotide 5~ AGGGGCCATGCTAATCTTCTC-3') was
used as a positive control.

. miR164 probe: oligonucleotide complementary to mature

miRNA (5-TGCACGTGCCCTGCTTCTCCA-3’) was used
for miR164 detection.
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7. miR159 probe: oligonucleotide complementary to mature
miRNA (5-TAGAGCTCCCTTCAATCCAAA-3’) was used
for miR159 detection.

8. Heating block.

9. Hybridization oven.

10. Transparent plastic foil.
11. Storage phosphor screen (or X-ray film).
12. Exposure cassette.
13. Storm 860 Molecular Imager system (Amersham Biosciences)
(or other appropriate equipment).
3 Methods
3.1 Tissue Print 1. Cut a membrane of an appropriate size (se¢ Note 3).

2. Cut the tissue in longitudinal or transverse sections.

3. Immediately following the tissue cut, place the tissue with the
cut surface face down on the nylon membrane, firmly press the
tissue for 30 s (see Note 4).

4. Carefully remove the tissue from the membrane, and dry the
membrane around 5-20 min at room temperature (see Note 5).

3.2 Dot Blot 1. Cut a membrane of an appropriate size (see Note 6).

2. Obtain the juice of the tissue of interest, and pipette 10 uL on
the nylon membrane, and then dry the membrane at room
temperature.

3.3 Fixation 1. Cut three 3MM Whatman® chromatography paper of the same

of the Membrane

3.4 Hybridization
Analysis

size as the membrane, place the membrane on a flat surface
with the printed side up, and collocate three 3MM Whatman®
chromatography papers on top of the membrane, and collocate
in a box.

. Add the EDC fixation solution slowly until the 3MM What-

man® chromatography papers are completely covered, and
incubate the membrane with the fixation solution for 1 h at

65 °C.

. Rinse the membrane twice with water, and dry the membranes

at room temperature, and afterwards store the membrane(s) in
aluminum foil at —20 °C until further use (se¢ Note 7).

. Prepare the probe: take 4 pL of 100 pM oligonucleotide and

radioactive label by adding 1 pL of T4 Kinase (10 U/pL), 1 pL.
[v-32P] ATP (10 mCi/mL), 4 pL of forward buffer, and 10 pLL
of water. Incubate the reaction mix at 37 °C for 1 h (see Note 8).
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2.

10.

Pre-hybridize the membrane with 15 mL hybridization solu-
tion for 1 h at 42 °C with constant agitation (se¢ Note 9).

. Add the 20 pL labeled probe of interest to the membrane(s),

and incubate for 3-24 h at 42 °C with constant agitation (see
Note 10).

. Discard the hybridization solution, and wash the membrane

with wash solution for 4 min at room temperature.

. Discard the wash solution, and wash the membrane again for

2 min at room temperature.

. Put the membrane(s) on a flat surface with absorbent paper to

remove the excess of wash solution.

. Pack/seal the membrane(s) with transparent plastic foil.

. Place the membrane(s) in an exposure cassette, and place a

storage phosphor screen, and close the exposure cassette.

. Expose the membrane(s) to the storage phosphor screen for

~48 h at room temperature (se¢ Note 11).

Scan the storage phosphor screen with a Storm 860 scanner,
and analyze the signal.

4 Notes

. Rapid-hyb™ Bufter is a hybridization buffer ready to use, but

other hybridization buffers may be used as well.

. If precipitation is present in the 20x SSC solution, warm the

bottle to 37 °C, and mix until completely dissolved prior to
dilution.

. Use gloves for all the manipulations to avoid finger prints on

the membrane. Mark the membrane with a graphite pencil to
indicate the sample identity/order. Never mark with a pen,
because after washes the membrane is stained with this.

. For tissue with high water content, the tissue can be pressed for

10 s, but for tissues with low water content the tissue can be
firmly pressed for 1 min.

. To avoid double images, be careful when blotting and remov-

ing the tissue section from the membrane. The same tissue
surface can be reprinted several times; however, we recom-
mended only two prints per tissue section.

. Dry around 5-20 min at room temperature.
. Membrane(s) can be stored up to at least 1 year at —20 °C.

. For the handling of the radioactive probe, follow the manufac-

turer’s safety guide (http://www.perkinelmer.com/lab- solu-
tions/resources/docs/TCH_Phosphorus32.pdf).
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9. Rapid-hyb™ Buffer (GE Healthcare) is optimized for use in a
wide range of hybridization temperatures (42-70 °C).

10.

Hybridization time depends on the expression level of each
sRNA or miRNA.

11. We use a Storm 860 Molecular Imager system. However,
another system may be used.
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registrada

En caso afirmativo
indique denomina-
cion de variedad



14.* Informacion sobre el origen, método genotécnico de obtencidén, mantenimiento y
multiplicacion

a) Origen

Germoplasma criollo proveniente del cultivar de Huazulco, Temoac Morelos, a través del Consejo de Administracion de Obleas dulce vida SRP
de RL. La seleccion de semilla se inicié en el Centro de Investigacion en Biotecnologia Aplicada del Instituto Politécnico Nacional en el Estado
de Tlaxcala, México, a 2260 m sobre el nivel del mar, en las coordenadas 19° 16" 53.2"" latitud norte y 98° 21" 57.3"" longitud oeste. El clima
predominante es templado subhiimedo con lluvias en verano, 15.6-49% de humedad relativa y temperatura media de 21°C.

b) Método genotécnico de obtencion

Seleccion tradicional de semilla. El cultivo primario que da inicio a la seleccion de semilla se realizé en almacigos de poliestireno con pozos
de 1" X 1" X 2.5" de profundidad. Sustrato compuesto de perlita, vermiculita y peat moss en una proporcién de 3:1:1 v/v.

c) Proceso a utilizar en la conservacion de la identidad varietal

Tanto en campo como en invernadero se caracteriza cada una de las etapas fenoldgicas que describen su ciclo de vida desde germinacién
hasta senesencia. Se diferencian 4 etapa durante la fase vegetativa y 5 etapas durante la fase reproductiva. El establecimiento en cultivo in-
vitro procura su identidad varietal.

15. * Variedades similares y diferencias respecto a estas variedades

Nombre de la Variedad Caracteristica Diferencias
Raza con potencial para la seleccién Variedad homogénea, hojas con intensa
de variedades mejoradas, poco sensitiva pigmentacion en el haz y el envés lo que
Amaranthus cruentus L. Raza “Mexicana” a fotoperiodo, hojas réombicas color verde, sugiere la acumulacion de betalainas
dorado, rosa, rojo o purpura. Infloresencias Infloresencias color purpura homogéneo.
color verde, dorado, rosa, rojo, purpura o Semilla eliptica y redondeada con tonalidad
variegadas. Semillas blancas y oscuras marfil, su tamafio es homogéneo con

diametro de 1.3 mm en promedio.

16.* Caracterizacion de la variedad (indicar si se realizé bajo condiciones controladas)

16.1 Lugar donde se realizé la evaluacion y condiciones generales

Tepetitla de Lardizabal Tlaxcala Tlaxcala México
Localidad Ciudad Estado Pais
12.2-23.8°C  Templado subhimedo con lluvias en verano 3 ciclos
Temperatura media Clima Duracion de la evaluacion

16.2 Variedades utilizadas como referencias en la comparacion

a) Amaranto criollo b) C)
17. Informacién adicional

a) Respuesta a plagas

Resistente a Amauromyza abnormalis

b) Condiciones especiales para el examen de la variedad

Condiciones semicontroladas de invernadero. Cultivo en almacigos de poliestireno con pozos de 1" X 1" X 2.5" de profundidad. Sustrato
compuesto de perlita, vermiculita y peat moss en una proporcién de 3:1:1 v/v.

En campo: Densidad de poblacion de 60-65 p/ha con surcos de 0.85 m. Férmula de fertilizacion: entre 80 y 120 unidades de N, 60 de P205 y
30 de K20.



18.* Indicar si se trata de material transgénico (conforme definicion Ley Federal de Sanidad Vegetal)

Si () NO (X)
En caso afirmativo, ¢ cuenta con certificado fitosanitario correspondiente?
Si () NO ()

ANEXAR CERTIFICADO O PERMISO FITOSANITARIO
19. Otros datos relevantes

a) Comprobante del pago de derechos

b) Personalidad del representante (instrumento legal)

c) Informe técnico (descripcion varietal)

d) Material de propagacion

e) Derecho de prioridad (solicitud o titulo)

f) Certificado fitosanitario

g) Pagos adicionales
Especificar

h) Otros ()
Especificar

AN AN N N N N S
— N N N N N

Recibe: Cargo: Rubrica:

Para la revision de la solicitud invariablemente debera presentar anexo el
informe técnico y el comprobante de pago correspondiente.

DECLARO, BAJO PROTESTA DE DECIR VERDAD, QUE LOS DATOS QUE SE PROPORCIONAN SON CORRECTOS Y
CORRESPONDEN A LA VARIEDAD QUE SE INDICA, Y ME COMPROMETO A FACILITAR, A PETICION DE LA
SECRETARIA, LA INFORMACION, MATERIAL VEGETAL O LAS VERIFICACIONES QUE SEAN REQUERIDAS POR LA
MISMA.

México, D.F.a 01de Junio de 2018 ,

Firma M. C. Marcelino Martinez Nufez

C. Lic. Claudia Alejandra Blanco Salazar
NOMBRE DEL SOLICITANTE O REPRESENTANTE LEGAL

INFORMES
Servicio Nacional de Inspeccion y Certificacién de Semillas (SNICS)

Av. Presidente Juarez Num. 13
54000 Tlalnepantla, Estado de México
Tels: +52 (55) 3622 0667; 3622-0668; 3622-0669; 3622-0670
Web site: http://snics.sagarpa.gob.mx
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Descripcién de Amaranthus cruentus variedad CIBA

Caracter 1: Especie:

Amaranthus cruentus

Caracter 2. Cotiledones: Coloracion antocianica.

Pigmentacidn antocianica Calificacion
1) Ausente
2) Presente
Figura 2. Pigmentacion ) X
antocidnica
Caracter 3. Plantula: Coloracidon antocianica del hipocétilo.
Pigmentacidn antocianica del e
. - Calificacién
hipocétilo
1) presente X

Figura 3. coloracién antocidnica
del hipocétilo

2) Ausente




Caracter 4. Plantula: Intensidad de la coloracion antocianica del hipocétilo.

Intensidad de la pigmentacion
antocianica del hipocétilo

Calificacion

1) Débil
2) Media
Figura 4. Intensidad de la
pigmentacion antocidnica del 3) Fuerte

hipocétilo

Caracter 5. Hoja joven: Longitud

Longitud Valor (cm) Calificacion
1) Corta <75
2) Mediana 7.5-10.5
Figura 5. Longitud de hoja joven
3) Larga >10.5 X




Caracter 6. Hoja joven: Ancho

Anchura Valor (cm) Calificacion
1) Estrecha <5
2) Media 5-6
Figura 6. Anchura de la hoja
3) Ancha >6 X
Caracter 7. Hoja joven: Proporcion largo/ancho
Proporcidn largo/ancho Valor (cm) Calificacion
1) Chica >1.6
2) Media 1.6-1.8
Figura 7. Proporcion
largo/ancho de la hoja 3) Grande >18 X




Caracter 8. Hoja joven: Posicidon del lado mas ancho de la hoja

Posicion de | te ma h e
osicidn de la parte mas ancha Calificacion
1) En medio o ligeramente
hacia la base X
2) Moderadamente hacia la
base
Figura 8. Posicién de la parte 3) Fuertemente hacia la
mads ancha de la hoja base
Caracter 9. Hoja joven: Prominencia de las nervaduras
Prominencia de nervaduras Calificacién
1) Débil
2) Media
Figura 9. Prominencia de
nervaduras 3) Fuerte X




Caracter 10. Hoja joven: Color principal del haz

Color principal del haz

Calificacion

1)

Verde claro

2)

Verde medio

3)

Verde oscuro

4)

Rojo

Figura 10. Color principal del
haz

5)

Parpura

Caracter 11. Hoja joven: Distribucion de la coloracion en el haz al inicio del

crecimiento

Distribucion del segundo color

en el haz

Calificacion

1)

Area basal pigmentada

2)

Mancha central

3)

Una franja en forma de
IIV”

4)

Dos franjas en forma de
llV”

5)

Margen y venas
pigmentadas

Figura 11. Distribucién del
segundo color en el haz

6)

En franja




Caracter 12. Hoja joven: Color en el envés

. Calificacion
Color en el envés
1) Verde
2) Rojo
Figura 12. Color del envés
3) Pdrpura X
Caracter 13. Hoja: Tipo de Margen
Margen Calificacion
1) Entero X
2) Ondulado

Figura 13. Margen de la hoja




Caracter 14. Planta: Ciclo al inicio de emergencia de la inflorescencia

Epoc.:a de aparlcpn de Valor (dias) Calificacion
inflorescencia
1) Precoz <59 X
2) Media 59-75
F|gura 14, AFJar|C|on de 3) Tardia 575
inflorescencia
Caracter 15. Infloresencia: Ciclo a floracion
Epoca floracién Valor (dias) Calificacion
1) Precoz 60-70
2) Media 70-80 X
Figura 15. Epoca floracién
3) Tardia >80




Caracter 16. Tallo: Color

Color

Calificacion

1)

Verde

2)

Amarillo

3)

Rosa

4)

Rojo

5)

Purpura

Figura 16. Color del tallo

Caracter 17. Tallo: Color de las estrias

Color de las rayas

Calificacion

1)

Rojo

Figura 17: Color de las estrias

2)

Purpura




Caracter 18. Lamina de la hoja: color principal

Color principal de la hoja

Calificacion

1) Verde claro

2) Verde medio

Figura 18: Color principal de la
hoja

3) Verde oscuro

4) Rojo/Purpura

Caracter 19. Peciolo: Coloracion antocianica

Pigmentacién antocianica

Calificacion

1) Ausente

Figura 19. Pigmentacion
antocidnica del peciolo

2) Presente




Caracter 20. Peciolo: Intensidad de la coloracion antocianica

Intensidad de la pigmentacion

. Calificacion
antocianica

1) Muy débil

2) Débil

3) Media

4) Fuerte

Figura 20. Intensidad de la
pigmentacion antocidnica del 5) Muy fuerte X
peciolo

Caracter 21. Lamina de la hoja: presencia de mancha

Presencia de mancha Calificacion

1) Ausente X

2) P t
Figura 21. Presencia de mancha ) Presente




Caracter 22. Lamina de la hoja: Tamafio de la mancha con relacidn al limbo (Omitido)

Caracter 23. Lamina de la hoja: Color de la mancha (Omitido)

Caracter 24. Lamina de la hoja: Forma de la mancha (Omitido)

Caracter 25. Infloresencia: Color

Color

Calificacion

1) Amarillo

2) Verde

3) Rosa

4) Rojo

5) Pdrpura

6) Pardo

Figura 25. Color de la floracién

Caracter 26. Infloresencia: Densidad de los glomérulos

Densidad de los glomérulos

Calificacion

1) Laxa

2) Media

Figura 26: Floracién: Densidad
de los glomérulos

3) Densa




Caracter 27. Infloresencia: Compactacion

Compactacion Calificacion
1) Compacta
2) Intermedia
Figura 27: Compactacion de la
infloresencia 3) Abierta X
Caracter 28. Infloresencia: Tipo
Tipo de infloresencia Calificacidn
1) Amarantiforme X

Figura 28: Tipo de infloresencia

2) Glomerulada




Caracter 29. Infloresencia: Numero de flores femeninas por glomérulo

Numero de flores femeninas

. Valor Calificacion
por glomérulo
1) Pocas <100 X
2) Medias 100-150
Figura 29: Flores femeninas por
glomérulo 3) Muchas > 150

Caracter 30. Infloresencia: Tamano de las bracteas con relacion al urticulo

Longitud de las bracteas con
relacidn al urticulo

Calificacion

1) Mas pequeiias

2) lgual

Figura 30: Longitud de las
bracteas con relacion al urticulo

3) Mas grandes




Caracter 31. Infloresencia: Habito de crecimiento

Habito de crecimiento Calificacion
1) Determinado
2) Indeterminado
Figura 31: Habito de crecimiento ) X
Caracter 32. Infloresencia: Postura
Postura Grados Calificacion
1) Erecta o débilmente 0°-10°
recurvado
2) Moderadamente 65°-110°
recurvada X
Figura 32: Postura de la
infloresencia 3) Fuertemente 165°-180°
recurvada




Caracter 33. Infloresencia: Longitud

Longitud Valor (m) Calificacion
1) Corta <0.6m
2) Media 0.6-1.0m X
Figura 33. Longitud de la
infloresencia 3) Larga >1.0m
Caracter 34. Planta: Ciclo a madurez
Ciclo a madurez Dias Calificacién
1) Precoz <120
2) Intermedio 120-140 X
Figura 34: Ciclo a madurez
3) Tardio >140




Caracter 35. Planta: altura

Longitud Valor (m) Calificacion
1) Baja <15
Figura 35: Altura de la planta
3) Alta >2.5
Caracter 36. Tallo: Coloracidon antocianica de la base
Coloracion antocianica de la e,
Calificacion
base
1) Ausente
Figura 36: Coloracidn 2) Presente X

antocianica de la base




Caracter 37. Tallo: Forma de la seccion transversal

Forma de la seccién transversal Calificacion
1) Circular
Figura 37: Forma de la seccién 2) Ondulado X
transversal del tallo
Caracter 38. Semilla: Color
Color Calificacion
1) Blanco X
2) Amarillo
3) Rosa
4) Café
Figura 38: Color de la semilla 5) Negro




Caracter 39. Semilla: Forma

Forma Calificacion
1) Elipsoidal
Figura 39. Forma de la semilla 2) Discoide X
Caracter 40. Semilla: Tipo
Tipo Calificacion
1) Cristalino
2) Harinoso X

Figura 40. Tipo de semilla




Caracter 41. Semilla: Peso de 1000 semillas

Peso de 1000 semillas Peso (gramos) Calificacion
1) Bajo <0.6
2) Medio 0.6-1.0 X
Figura 41. Peso de 1000
semillas 3) Alto >1.0
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