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RESUMEN

En afos recientes, se han desarrollado diferentes estrategias basadas en RNAs con potencial
interferente para el control de plagas y enfermedades en plantas. Estas moléculas de RNA
resultan interferentes y especificos para algunos organismos que, al interactuar con las plantas
tratadas, resultan intoxicados o reducen su capacidad de reproducirse. Sin embargo, poco se
ha estudiado sobre el potencial para silenciar genes endogenos de la planta tratada. En este
trabajo se utiliz6 el mecanismo de silenciamiento postranscripcional mediado por miRNAs
para generar una base de datos de potenciales interacciones que confieren ventajas
productivas en plantas de tomate. Utilizando esta informacion, se disefid una estrategia de
aplicacion de RNAs pequefios, en un complejo bicatenario, para el silenciamiento de
CTR4sv3, el cual es un gen enddgeno de tomate que regula negativamente la sintesis de
etileno. Mediante una aplicacion inyectada en el fruto maduro verde, se logré el
silenciamiento del gen objetivo en 72 h posterior al tratamiento en comparacion con el
control, lo cual provoco la reduccion de 48% de la expresion de CTR4sv3 y se incrementd
cuatro veces la sobreexpresion de ACO1, que es un gen importante en la sintesis de etileno
en la etapa autocatalitica y que resulta de especial relevancia en frutos climatéricos. Estos
resultados indican la posibilidad de usar fendmenos en la naturaleza para disefiar estrategias
gue agudicen interacciones moleculares especificas sobre circuitos preexistentes, sin
necesidad de hacer uso de organismos genéticamente modificados.
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SUMMARY

In recent years, different strategies based on RNAs with interfering potential have been
developed for the control of pests and diseases in plants. These RNA molecules are
interfering and specific for some organisms that, when interacting with the treated plants,
become intoxicated or reduce their ability to reproduce. However, little has been studied
about the potential to silence endogenous genes of the treated plant. In this work, the post-
transcriptional silencing mechanism mediated by miRNAs was used to generate a database
of potential interactions that confer productive advantages in tomato plants. Using this
information, a strategy was designed for the application of small RNAs, in a double-stranded
complex, for the silencing of CTR4sv3, which is an endogenous tomato gene that negatively
regulates ethylene synthesis. Through an application injected into the green mature fruit, the
target gene was silenced in 72 h after the treatment compared to the control, which caused a
48% reduction in CTR4sv3 expression and a four-fold increase in overexpression of ACO1,
which is an important gene in the synthesis-of ethylene in the autocatalytic stage and which
is of special relevance in climacteric fruits. These results indicate the possibility of using
phenomena in nature to design strategies that sharpen specific molecular interactions on pre-

existing circuits, without the needto make use of genetically modified organisms.
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1. INTRODUCCION

Solanum lycopersicum es el nombre cientifico del tomate, que es una planta originaria de
Per(, Ecuador y Chile, pero cuyo centro de diversidad se desarrollo en México. Actualmente,
es uno de los cultivos con mayor relevancia econémica, lo cual probablemente se debe al
éxito que han tenido los programas de fitomejoramiento que han logrado-incrementar el
rendimiento y mejorar algunas caracteristicas de sus frutos. La importancia del tomate no
solo es economica, pues también es una planta modelo para el estudio del desarrollo de frutos

carnosos Yy climatéricos (Kimura y Sinha, 2008).

El fruto es el érgano con interés comercial y para producirlo-es necesario conocer su biologia
desde la germinacion hasta la etapa reproductiva (Béurle y Dean, 2006), lo que representa

una compleja regulacion que permite el desarrollo vegetal durante todo el ciclo de vida.

Asi, Moxon et al. (2008) reportan que dentro de las moléculas responsables de la regulacion
del desarrollo de tomate, se encuentran diferentes clases de RNAs pequefios, identificados
aqui como sRNA, que tienen entre 21 y 24 nucledtidos (nt) y que provocan silenciamiento

génico a nivel postranscripcional.

Existen diferentes vias de generacion de SRNAs, lo que resulta en diversidad de este tipo de
moléculas y el grupo mas estudiado corresponde los microRNAs (miRNA). Su biogénesis
resulta en una secuencia madura de sRNA que funge como guia de un complejo de
silenciamiento genico inducido por RNA. Dicho complejo se enlaza por complementariedad
de nucleétidos con su blanco RNA mensajero (MRNA), provocando el corte del transcrito o

bien, retrasa o dificulta la produccidn de la proteina correspondiente (Ha y Kim, 2014).

Ademas de ser una pieza indispensable en los programas de desarrollo, los SRNAs también
son moléculas que participan en la interaccion entre organismos, incluso de diferentes reinos,
funcionando como una via de comunicacion necesaria en procesos de inmunidad y virulencia

entre hospedero y patogeno (Weiberg et al., 2015).
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Wang et al. (2016) han producido plantas transgénicas de Arabidopsis y tomate que producen
moléculas de SRNAs disefiadas para prevenir la infeccion contra Botritis, pero también han
desarrollado una estrategia de aspersion de sSRNAs con el mismo efecto sin usar plantas
genéticamente modificadas. En ambos casos, el grupo de investigacion ha obtenido
resultados favorables, por lo que proponen el desarrollo de una nueva linea de biopesticidas,
como estrategia efectiva en el control de plagas y enfermedades de plantas, con menor

impacto ambiental, sin la controversia asociada a plantas genéticamente modificadas.

La tecnologia con base en sRNAs se ha enfocado principalmente en el disefio de
oligonucledtidos para la defensa de la planta frente a patdgenos, mientras que existen pocos
trabajos sobre el efecto de la aplicacion de sRNA sobre la planta y el potencial de
silenciamiento de transcritos endogenos. Uno de los trabajos-que si lo abordan corresponde
a Dubrovina et al. (2020), quienes detectaron silenciamiento génico por la aplicaron SRNA
bicatenario y sintético, con secuencia complementaria al neomicina fosfotransferasa Il en

hojas de plantas transgénicas de Arabidopsis.

Desde nuestro conocimiento no existen. trabajos de aplicacion exdgena de sRNASs para
producir silenciamiento de genes enddgenos en frutos. De tal manera que el objetivo de este
trabajo fue disefiar y aplicar SRNA bicatenario para provocar silenciamiento génico en frutos
de tomate. Para ello, se realizamos una busqueda sistematica del rol que tienen los miRNAs
durante el desarrollo y ‘maduracion de fruto. Luego, seleccionamos y caracterizamos la
expresion de miR1917 y su blanco que es la variante de corte-empalme 3 del transcrito
Constitutive triple response 4 (CTR4sv3), debido a que su expresion estd validada en
laboratorio de manera experimental, se tienen estudios de funcionalidad, que dan prueba del
rol regulatorio que tiene sobre el control del tiempo de maduracion, via biosintesis de etileno.
Después, disefiamos y sintetizamos una secuencia de SRNA con potencial de silenciamiento
efectivo sobre el mismo sitio de interaccion del blanco de miR1917. Se encontr6 que la
aplicacion, via inyeccion, de una solucion con sRNA bicatenario y complementario a
CTR4sv3, no logré provocar cambios 24 h posterior al tratamiento en ningun estado de

maduracion de fruto de tomate. Sin embargo, cuando el periodo para el analisis aumenté a
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72 h posterior al tratamiento en estado de maduracion verde maduro, se logré el efecto de
silenciamiento postranscripcional esperado, con una reduccion del 48% del transcrito blanco
CTR4sv3, lo cual provocd un aumento concomitante de 4 veces la expresion de ACOL1, gen

necesario para produccion de etileno durante la maduracion de fruto de tomate.

2. ANTECEDENTES

2.1 Desarrollo y maduracion de fruto de tomate

Los frutos solo existen en plantas con flor y son de vital importancia para el desarrollo y
dispersion de las semillas, aunque también es indispensable en la dieta humana; por lo que
su valor es tanto bioldgico como econdmico (Liu y Franks, 2015). El patrén de eventos que
ocurren para la formacion del fruto sucede de manera localizada y coordinada. La biosintesis,
transporte y sefialamiento por auxinas, provocan cambios, dentro de los cuales se encuentra
la activacion de la biosintesis de giberelinas; que posterior a la fertilizacion, sefializan 6vulos

y ovarios para estimular el crecimiento del fruto (Seymour et al., 2013).

Los atributos principales para categorizar los frutos son dehiscente o no dehiscente, secos o
carnosos Yy, carpelos libres o fusionados (apocarpico o sincarpico, respectivamente). Otra
forma en la que se clasifican los frutos es como climatérico y no-climatérico, de acuerdo con
los cambios fisiologicos. provocados por la fitohormona etileno. Los frutos climatéricos se
caracterizan por un rapido aumento en la tasa de respiracion provocada por una produccion
autocatalitica de etileno; mientras que los no-climatéricos tienen un perfil de maduracién

independiente de la produccién de dicha hormona. (Palma et al., 2011).

La biosintesis de etileno depende del ciclo de Yang y, posteriormente, la accion de dos
enzimas clave, la &cido 1-aminociclopropano-1-carboxilico (ACC) sintasa, y la ACC oxidasa
(Cherian et al., 2014). ACC sintasa es estimulada por encharcamientos, estrés hidrico, dafio
mecanico, mordedura de herbivoros, incremento o aplicacion del &cido indol acético,
senescencia floral y la maduracion de fruto; mientras que ACC oxidasa depende

especialmente del mismo proceso de maduracion (Figura 1).
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Figura 1. Ciclo de Yang y biosintesis de etileno. Imagen tomada de Taiz y Zeiger (2002).

Por otro lado, ha sido reportada la relacion entre las hormonas ya mencionadas, factores de
transcripcion y expresion de miRNAs como un proceso coordinado y determinante en el
desarrolloy maduracion de fruto. Los miRNAs han sido propuestos como un mecanismo fino
de regulacion genética (Seymour et al., 2008). Se ha estudiado ampliamente la expresion de
miRNAs en frutos de silicuas en Arabidopsis thaliana, tomate, fresa (Li et al., 2009; Yu et
al., 2011), pera (Wu et al., 2014), chile (Liu et al., 2017), platano (Bi et al., 2015), naranja
(Liu et al., 2014), manzana (Visser et al., 2014), uva (Carra et al.,, 2009), sandia
(Jagadeeswaran et al., 2012), tuna (Rosas-Cardenas et al., 2015), por tan solo mencionar

algunos de los trabajos.
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2.2 Silenciamiento por SRNAs

Aungue todas las moleculas de RNA comparten las mismas bases nitrogenadas (adenina,
guanina, citosina y uracilo), existe una gran diversidad de estructuras y funciones. Sin
embargo, moleculas de RNA no codificante (ncRNA) pasaron por alto durante una etapa
temprana de los estudios de expresion de genes. Esto, probablemente se debid a la concepcion
del llamado “dogma central de la biologia molecular”, enunciada por Crick (1970) que hacia
enfasis en el flujo de DNA - RNA -> proteina. Asi, los ncRNA fueron considerados
“basura” hasta los afios 90s, cuando se empezé a encontrar funcion bioldgica no asociada a

la produccion proteica (Lee et al., 1993).

Los ncRNA tienen varias funciones bioldgicas, como son el silenciamiento de genes
(Waterhouse y Hellens, 2015), modificacion de la estructura de la cromatina (Yunxiang
Wang et al., 2018) y metilacion de DNA (Gallusci et al., 2016). Estas moleculas son
reguladores de programas de desarrollo en animales (He et al., 2017) y en plantas (Kim et
al., 2017).

Los miRNAs son la clase de ncRNA mas estudiada (He et al., 2018) y de acuedo con Zhang
et al. (2006) para ser considerados dentro de esta categoria necesitan cumplir con las
siguientes caracteristicas: 1) son moléculas de ncRNA de entre 19 y 22 nt para animales y
entre 20-24 para plantas, 2) el precursor del posible miRNA (pre-miRNA) forma una
estructura tallo-horquilla y esta estructura posee energia libre muy baja, 3) son altamente
conservados durante la evolucion y 4) existe confirmacion experimental que se valga tanto
de criterio-de biogénesis como de expresion. De acuerdo con Bartel (2004), la conservacion
de miRNAs entre plantas y animales ha sido un mecanismo de regulacion genética que data
al menos desde el ancestro en comun entre estos reinos. Aun asi, las diferencias en el
mecanismo han sido postuladas como resultado de la biosintesis de miRNA, diferente entre

animales y plantas.

En la Figura 2 se muestra la biogénesis de miRNAs, la cual ha sido descrita abundantemente

en trabajos como el de Budak y Akpinar (2015) y basicamente pasa por el siguiente proceso:
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a)

b)

d)

Inicia por la transcripcion de los denominados genes MIR por una polimerasa en
especifico, la RNA polimerasa Il. La transcripcion esta regulada por activadores de
la transcripcion y motivos promotores MIR.

Después de la transcripcion se genera el miRNA primario (pri-miRNA), de longitud
variable y plegamiento tallo-horquilla de su estructura.

La estructura pri-miRNA es reconocida por miembros de la familia de enzimas Dicer-
like (DCL) y ésta es responsable de procesar pri-miRNA en el precursor de miRNA
(pre-miRNA). En el caso de Arabidopsis, la familia DCL consta de cuatro miembros
y es DCL1 el responsable de la etapa entre pri y pre-miRNA, asi como del segundo
corte, que libera el duplex miRNA:miRNA*

a. Previamente el término miRNA hacia referencia a la estructura de miRNA
madura y miRNA* al complemento pasajero, es decir, que se degradaba
rapidamente; sin embargo, como lo reconoce miRBase y otros trabajos (Vaz
etal., 2013; Guo et al., 2015; Budak et al., 2016), debido a que ambos brazos,
el 5 y 3’ pueden generar miRNAs maduros funcionales; ahora se hace
referencia como miR-#-5p.y miR-#-3p.

b. DCL1y DCLA4 producen secuencias maduras de miRNAs de 21 nt (la longitud
mas comun), mientras DCL2 y DCL3 producen secuencias maduras de 22-24
nt y se postula que es la distancia entre las regiones del dominio RNasa Ill y
PAZ, los responsables de la longitud final de miRNA.

En plantas, el daplex de los brazos 5’ y 3’ se genera en compartimentos llamados
Dicing-bodies (D-bodies) en el nacleo, posteriormente se lleva a cabo la metilacion
en el extremo 3’ por Gua Enhancer 1 (HENL1). Esta 2’-O-metilacion del duplex es
crucial para proteger la estructura madura de exonucleasas una vez que es exportado
al citoplasma.

En el citoplasma, el duplex se separa y la secuencia guia es cargada en el complejo
de silenciamiento inducido por RNA o RISC (RNA-induced silecing complex) con la

proteina Argonauta (AGO).
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a. La secuencia guia que es cargada es aquella con mayor estabilidad
termodinamica en el extremo 5°, mismo sitio que es responsable del enlace
con AGO.

b. La mayoria de los miRNAs conocidos en plantas son cargados en AGO1 y
cuando el complejo RISC se encuentra ensamblado, proteinas adicionales
como Heat Shock Protein 90 (Hsp90), contribuyen en la union con la
secuencia complementaria del miRNA guia provocando el rompimiento o
bien, la inhibicién del mMRNA blanco.

f) La via previamente descrita, puede ser considerada como la biogénesis canonica, sin
embargo, se reportan pequefias diferencias en el jproceso con influencia en la
estructura madura. La orientacion del procesamiento puede llevarse en el sentido
opuesto, en un mecanismo conocido como loop-to-base, evento que se reporta para
ath-miR319 y miR159, donde se ha encontrado que son procesados en la orientacion

opuesta.
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Figura 2. Biogénesis canonica y no candnica de miRNAs en plantas. Imagen modificada de Budak y
Akpinar (2015)

2.3 Tecnologia RNA para control de enfermedades

Algunos sSRNAs son moviles entre células de manera local e incluso sistemica. En el caso de
plantas, el movimiento se realiza a través de plasmodesmos y via floema donde el fendbmeno
es observado incluso a través del tejido conectado en injertos (Wang et al., 2017). Por otro
lado, en humanos se ha reportado que los SRNAs se transfieren por AGO2 en complejos de
lipopreoteinas de alta densidad o vesiculas extracelulares, las cuales son vesiculas
membranosas de 40 a 1000 nm de diametro, pudiendo ser exosomas 0 ectosomas
dependiendo del tamafio y origen (Wang et al., 2017)

Recientemente se ha publicado que los SRNAs no solo se mueven entre células del individuo,

sino que es posible el trafico de estas moléculas como el resultado de interacciones entre
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especies, lo cual ha sido reportado como un mecanismo de establecimiento en relaciones

huésped — patdgeno y huésped - simbionte (Wang et al., 2017).

Por ejemplo, Wang et al. (2017a) reportaron que el nematodo gastrointestinal
Heligmosomoides polygyrus libera miRNAs en células epiteliales del intestino a través de
exosomas, lo que provoca la represion de genes de respuesta inmune del huésped. Al parecer
la proteccion de los exosomas evita que los miRNAs sean degradados por RNasas, lo que
confiere estabilidad en la transferencia de oligonucleotidos que resultan efectores en la

relacion patdégeno-hospedero.

Wang et al. (2017a) también reportan que el hongo B. cinerea, causante de la enfermedad
conocida como pudricion gris, desarrollo un mecanismo de virulencia a través de la
transferencia RNA que provoca el “secuestro” del complejo RISC de la planta y que, como

resultado, favorece la infeccion.

Fendmenos como los recién mencionados, han sido estudiados para comprender las
relaciones y factores que promueven o limitan la interaccion entre especies. Con ello, se han
desarrollado propuestas que mimetizan el contexto bioldgico en una aplicacion y desarrollo
tecnoldgico para la defensa de la planta frente a patégenos. Wang et al. (2017) revisan de
manera critica los sitemas que se han establecido con tecnologia cuya base esta en el uso de
sRNAs, donde describen cultivos transgénicos que producen RNA mono o bicatenario cuyos
genes blanco corresponden a transcritos indispensables de algunos patdgenos y depredadores,
tal es el caso del algoddn transgénico con RNA de doble cadena que reduce la expresion del
gen citocromo P450 cuando el tejido vegetal es masticado por la larva de gusano; también
describen el caso de cebada transgénica que produce RNA bicatenario contra 1,3-b-

glucanosiltransferasa para reducir la patogenicidad de Blumeria graminis.

Aunque dichas alternativas sugieren el potencial de esta tecnologia para el manejo
fitosanitario, la opinion publica sobre el uso de plantas transgénicas sigue siendo un
impedimento para el desarrollo de proyectos econdmicamente exitosos. Asi, Wang y Jin

(2017) es que se propuso el uso de RNA con potencial de silenciamiento que resulte exitoso
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por aplicaciones exdgenas como ha sido descrito como silenciamiento génico inducido por

spray, o SIGS por sus siglas en inglés (Spray-induce gene silencing).

El fundamento y prueba de concepto del uso de SIGS ha sido reportado por Koch et al.
(2016), donde se destaca:

a)

b)

d)

Aplicaciones de RNA de doble cadena son absorbidas localmente por la planta: se ha
encontrado que la aplicacion via SIGS con RNA de doble cadena para silenciar tres
genes de CYP para el control de Fusarium graminearum, son absorbidos localmente,
sobre follaje de cebada donde se realizo la aplicacion.

El RNA de doble cadena aplicado foliarmente, es traslocado posterior a la absorcion:
posterior a la aplicacion contra Fusarium graminearum, se muestra resistencia en
partes distales de la hoja donde se realizé la aplicacion, lo que sugiere la traslocacion
de RNA entre celulas y tejidos en una operacion a distancia y probablemente
sisttmica. Mediante RNA marcado, se observo traslocacion en xilema, floema,
células acompafiantes, células mesofilas, tricomas y estomas.

El RNA de doble cadena por SIGS produce sRNAs interferente: Se detectd
acumulacion de RNA de entre 21 y 22 nt en los segmentos locales; es decir, que el
RNA de doble cadena de 791 nt, fue procesado por la maquinaria de la planta.
Estabilidad de SIGS posterior a aplicacion: Se encontrd que no se redujo la expresion
del RNA de doble cadena aun 168 horas después de la aplicacion, lo cual sugiere que
el material nucleico es absorbido, o bien, que se mantiene estable sobre la superficie

de la planta hasta siete dias.

El enfoque del desarrollo tecnoldgico apunta principalmente al control de enfermedades y en

comparacion con ellos, existen pocos estudios sobre el potencial de SIGS para el

silenciamiento de los genes endogenos de la planta. Dubrovina et al. (2020) evaluaron el

silenciamiento de genes enddgenos de plantas transgénicas de A. thaliana con el gen

neomicina fosfotransferasa Il usando SIGS con SRNA bicatenario y sintético. La aplicacion

se realizo en hojas que habian sido sometidas a un tratamiento abrasivo en la zona abaxial y

adaxial, misma que fue la sometida a una solucion con RNA y donde se detecto el
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silenciamiento de neomicina en 24 h posterior al tratamiento. Las caracteristicas del tejido
pareciera ser una condicion no muy estudiada, por lo que resulta conveniente evaluar

diferentes 6rganos como el caso de fruto.
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3. HIPOTESIS
La aplicacién exdgena de RNA bicatenario, sintético y complementario a un transcrito
relacionado con la biosintesis de etileno en tomate, produce cambios moleculares durante el

desarrollo y maduracion de fruto.

4. OBJETIVOS

4.1 Obijetivo general

Analizar los cambios fenoldgicos y moleculares a nivel postranscripcional por aplicacion
exogena de una secuencia de RNA bicatenario en frutos de tomate en diferentes estados de

maduracion.

4.2 Obijetivos especificos

1. Crear una base de datos interna de miRNAs en tomate y su relacién con el proceso de
maduracion de fruto.

2. Seleccionar y analizar la expresion de la secuencia de RNA con fuerte evidencia como
reguladora de desarrollo de fruto de tomate.

3. Analizar los cambios moleculares y fenoldgicos en tomate por la aplicacion de RNA

bicatenario sintético.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1 Creacién de una base de datos de miRNAs

5.1.1 Anélisis diacronico del rol de miRNAs durante el desarrollo de fruto.

Se realizd una busqueda de articulos en el motor de busqueda Google Scholar hasta diciembre
del 2019 y se seleccionaron aquellos que presentaron reporte experimental de la presencia de
miRNA por PCR o Northern blot durante el proceso de maduracion de fruto. Se recupero
informacién del nombre del miRNA, su secuencia madura y el método de por el que fue

detectado. Cuando fue posible, se obtuvo el blanco asociado y otros genes relacionados.

5.1.2 Prediccion computacional de blancos de miRNAs de tomate.

Se adquirieron las secuencias de miRNAs maduros para la especie Solanum lycopersicum de
la base de datos miRBase v22.1 (Kozomara et-al., 2018). Estas fueron usadas para la
prediccion de mRNA blancos utilizando psRNATarget web server (Dai et al., 2018). Los

resultados fueron analizados en R.

5.1.3 Estructura de la base de datos.

La base de datos const6 de tres documentos en formato CSV: 0) indice con identificadores e
identidad de la secuencia madura, 1) evidencia que se presenta para los reportes en la
miRBase v22.1, 2) interacciones miRNA-mRNA verificados en laboratorio, 3) interacciones

miRNA-mRNA aproximadas por métodos computacionales.

5.2 Material vegetal

Se wusaron plantas de Solanum lycopersicum cv. MicroTom (MT) como modelo para el

desarrollo de fruto, obtenidas de la casa semillera Just Seed (Reino Unido).

5.2.1 Cultivo de tejidos

Para el cultivo de tejidos se desinfectaron las semillas por inmersién en cloro al 15% durante
7 min y se sembraron en medio de cultivo “Murashiage & Skoog” en cajas Petri. Por cada
litro de medio, se utilizaron 2 g de medio MS y 10 g de sacarosa hasta solucion homogénea,
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posteriormente se ajusto el pH a 5.44+0.2 y, usando agitacion y calor se disolvieron 3 g de

Phytagel™ (Sigma-Aldrich). Luego, el medio se esteriliz0 y vertio en cajas Petri de trabajo.

5.2.2 Produccion en invernadero

Para la obtencidn de frutos se germinaron plantas en lana de roca. Al surgimiento de la primer
hoja verdadera se trasplanté a bolsas de 1 kg en el invernadero experimental No. 6 de 36 m?,
ubicado en el Campus Amazcala de la Facultad de Ingenieria (Universidad Autonoma
Quereétaro) que contaba con aireacion natural por ventanas manuales y riego automatizado
por tiempos con gotero autocompensado. Se realizé monitoreo de temperatura y humedad
relativa usando un sensor DHT11 en Arduino.

Se utilizd la nutricion propuesta por Motohashi et al. (2015) con modificaciones (Tabla 1),

la cual fue suministrada para 400 ml planta™ dia™.

Tabla 1. Concentracion de fertilizantes para sistema hidroponico
Concentracién

Fertilizante*

(mg L)
KNOs3 808
MgSO4-7H,0 492
Ca(NO3)2:4H.0 944
NH4H2PO4 152
MnSO4 2.1179
Na;[B405(0OH),]-8H,0 11.5854
Quelato de Fe 20.3571
Quelato de Cu 0.1429
Quelato de Zn 0.2857
Molibdato de sodio 0.0429

Se realizaron podas de acuerdo con las necesidades de la planta con relacion a sanidad, asi
como raleo de flor para producir maximo cinco frutos por racimo. La polinizacion fue

mediante la accion natural del viento.

5.2.3 Desarrollo de fruto
Se obtuvieron tres niveles de maduracion de fruto: verde maduro (MG), breaker (BR) y rojo

maduro (RR). Para la seleccidn y cosecha, se usé como referencia la guia de color reportada
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en las hojas de datos “Vegetables Produce Facts” por el Centro de Postcosecha de la
Universidad de California (Suslow and Cantwell, 2015; Figura 3 y Figura 4).

Figura 3. Caracteristicas del fruto de tomate en maduracion de MG a BR.
En los recuadros color rojo se establecen los estados de maduracién seleccionados para analisis. Fuente:
“Vegetables Produce Facts” por el Centro de Postcosecha de la Universidad de California.

Figura 4. Caracteristicas del fruto de tomate en maduraciéon de MG a RR.
En los recuadros color rojo se establecen los estados de maduracién seleccionados para analisis. Fuente:
“Vegetables Produce Facts” por el Centro de Postcosecha de la Universidad de California. Baja calidad
de imagen de origen.
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El mismo dia que se realizaron los experimentos, los frutos fueron cosechados a las 8 h, se
enjuagaron con aguay se desinfectaron por inmersion en una solucion de hipoclorito de sodio

500 ppm por 10 minutos.

5.2.4 Control de condiciones ambientales durante experimentacion

Antes de cualquier andlisis y durante el periodo de cada tratamiento, las muestras se
mantuvieron dentro de una cadmara ambiental “Scorpion Scientific” para controlar las
condiciones de temperatura, humedad e iluminacion. La programacion consto.en iluminacion
constante, temperatura de 20 °C y se activaron nebulizadores para aumentar la humedad

relativa aproximadamente a 90%.

5.2.5 Variables biométricas analizadas

De acuerdo con las necesidades del experimento, se-obtuvieron las variables longitud y
diametro con un vernier (Pretul), la masa con una Balanza analitica Precisa XB220A
(Dietikon, Suiza), ° Brix con un refractémetro digital y color, con colorimetro Chroma Meter
CR-400 (Konica Minolta Inc., Japon)

5.3 Analisis molecular

5.3.1 Extraccion de RNA total

Se realizd un corte en la zona apical de los frutos muestreados para su posterior analisis,
posteriormente fue congelado con nitrégeno liquido, pulverizado y almacenado a -70 °C
hasta su procesamiento. Se tomaron aproximadamente 100 mg de tejido congelado y se
procedi6 a‘la extraccion de RNA total utilizando TRIzol™ Reagent (Ambion Thermo Fisher
Scientific) de acuerdo con las instrucciones del proveedor. Posteriormente, el RNA fue

resuspendio en 50 uL de agua estéril y libre de RNAsas.

Se realizo el andlisis de integridad de RNA por electroforesis en gel de agarosa a 70 V por
45 min, luego se adquirio la imagen en un fotodocumentador de Biorad Gel Doc™ EZ
System y se visualizo en el software ImageLab™. Finalmente, se obtuvo la absorcion a 230,
260 y 280 nm en uDrop (Thermo Fisher Scientific, Vantaa, Finland) para la cuantificacion

de acidos nucleicos en cada muestra.
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5.3.2 Anélisis de expresion y cuantificacion de moléculas de SRNAs

Para el analisis de sRNAs, se utilizaron oligonucleotidos tipo tallo-horquilla para la
retrotranscripcion, asi como un par oligonucleétidos para qPCR (Chen et al., 2005; Varkonyi-
Gasic et al., 2007). Se utilizaron oligonucle6tidos de acuerdo con reportes previos y cuando
fue necesario, se propuso un nuevo disefio usando la herramienta desarrollada por Astrid
Research (Czimmerer et al., 2013). Se us6 U6 como gen de referencia para la normalizacion

y se incluyo control sin templado.

En la Tabla 2 y Tabla 3 se muestran los reactivos usados para la retrotranscripcion y g°PCR
de RNAs pequefios, respectivamente, de acuerdo a la metodologia reportada previamente por
Varkonyi-Gasic et al. (2007).

Tabla 2. Reactivos para retrotranscripcion de RNAs pequefios.

Reactivo Cantidad
Oligonucleotido tallo-horquilla 1 uM 1uL

10 mM dNTPs 0.5 pL
Transcriptasa reversa RevertAid™

(200 u/pL, Thermo Scientific) 025k

5X buffer de reaccion 4 uL
0.1MDTT 2 uL
Inhibidor RNaseOUT™ (40 u/uL, Invitrogen) 0.1 L

RNA total 100 ng

Agua libre de nucleasas Vol. Para ajustar 20 puL

El termociclador Techne TC-4000 se programo de la siguiente manera: incubacion 30 min
16°C, 60 ciclos a 30°C por 30°s, 42° por 30 s, 50°C por 1; incubacion a 85 °C por 5 min para
inactivar la transcriptasa reversa; 4 °C a infinito.

Tabla 3. Reactivos para gPCR de RNAs pequefios
Reactivo Cantidad
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Mezcla maestra para (PCR

Maxima™ SYBR™ Green H
Oligonucleotido adelantado 10 uM *
Oligonucleotido reversa 10 uM *

cDNA 2 uL

Agua libre de nucleasas Vol. Para ajustar 20 puL

* se realizd una matriz de oligonucleétidos con el fin de optimizar la reaccién.

Se utilizé un equipo CFX96™ Real-Time System (Bio-Rad Laboratories, Inc), el cual se
programé de la siguiente manera: incubacién a 95°C por 5 min, seguido de 45 ciclos a 95 °C
por 5 s, 60°C (esta temperatura fue optimizada al igual ‘que la concentracion de
oligonucle6tidos, como se menciond previamente) por 10 sy 72°C por 1 s. Se incluyé curva
de fusion de acuerdo con los parametros de tiempo y temperatura predeterminados por el
equipo. Se analizaron los resultados usando CFX Manager software (Bio-Rad Laboratories,
Inc). EI tamafio de los productos fue visualizado por electroforesis usando las condiciones

descritas previamente.

5.3.3 Analisis de expresion de transcritos

Para el andlisis de transcritos se utilizd el kit de Maxima First Strand (K1641, Thermo
Scientific) cuya mezcla consta de oligo(dT)1s y hexameros aleatorios como oligonucle6tidos
para la retrotranscripcion. Se us6 actina como gen de referencia para la normalizacion y se
incluy6 control negativo sin templado. En la Tabla 4 se muestran los reactivos usados para

la retrotranscripcion y en la Tabla 5, para qPCR.

Tabla 4. Reactivos para sintesis de cDNA usando oligodT

Reactivo Cantidad

5x Buffer de reaccion 4 uL

Maxima First Strand Mix 2 uL

RNA 100 ng

Agua libre de nucleasas Vol. Para ajustar 20 pL
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El termociclador Techne TC-4000 se programé de la siguiente manera: incubacion 25°C por

10 min, seguido de 50 °C por 15 min, inactivacion a 85°C por 5 min y 4°C infinito.

Tabla 5. Reactivos para qPCR de mRNA

Reactivo Cantidad
Mezcla maestra para QPCR

) 4 pL
Maxima™ SYBR™ Green
Oligonucleotido adelantado 10 uM *
Oligonucleotido reversa 10 uM p~
cDNA 2 uL
Agua libre de nucleasas Vol. Para ajustar 20 puL

* se realiz6 una matriz de oligonucledtidos con el fin de optimizar la reaccion. La temperatura de alineamiento de oligonucleétidos fue
calculada para cada gen, de acuerdo con la herramienta “Tm Calculator” de Thermo Scientific Web Tools (disponible:
https://bit.ly/36ptYpj).

Se utilizd un equipo CFX96™ Real-Time System (Bio-Rad Laboratories, Inc), el se
programé de la siguiente manera: incubacion a 95°C por 10 min, seguido de 38 ciclos a 95
°C por 15 s, 60°C (esta temperatura fue optimizada al igual que la concentracion de
oligonucleétidos, como se menciono previamente) por 30 sy 72°C por 30 s. Se incluyé curva
de fusion de acuerdo-con los parametros de tiempo y temperatura predeterminados por el
equipo. Se analizaron los resultados usando CFX Manager software (Bio-Rad Laboratories,
Inc). El tamafo de los productos fue visualizado por electroforesis usando las condiciones

descritas previamente.

En la seccién de Apéndice, se encuentra disponible el Apéndice A: Resumen de
oligonucleotidos utilizados.

5.4 Disefo v sintesis de RNA doble cadena

Para el disefio de RNA de doble cadena con potencial interferente, se utilizo el sitio de

interaccion de un miRNA-mRNA con evidencia en la regulacion de desarrollo y maduracion
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de fruto por su rol en la biosintesis de etileno. La capacidad de formar dimeros, asi como las

potenciales interacciones con transcritos fuera del objetivo fueron analizadas.

La sintesis de las secuencias fue realizada in vitro por GenScript (Piscataway, USA) vy el

material se mantuvo liofilizado hasta su utilizacion.

5.5 Aplicacion de RNA exbégeno

La preparacion del daplex de RNA sintético, con potencial interferente, se realizo de acuerdo
con el protocolo presentado por Dubrovina et al. (2020), donde basicamente se prepararon
soluciones de RNA interferente y su complemento en una proporcion-1:1, luego se mantuvo
a 90 °C por 1 min y se dej6 enfriar a temperatura ambiente, para lograr el templado del RNA

bicatenario.

6. RESULTADOS Y DISCUSION
Se decidio presentar los resultados y discusion juntos, para cada objetivo especifico, debido

a que esta secuencia resulta mas efectiva en la comunicacion de esta tesis.

6.1 Integracion de base de datos interna de relaciones miRNAs-mRNA blanco

Se ha documentado la importancia que tiene el estudio de los miRNAs debido al mecanismo
de silenciamiento y su papel en la regulacion de procesos de desarrollo vegetal (Pasquinelli,
2012; Luo et al., 2013). Ademas, el potencial que posee el conocimiento del mecanismo de
regulacion mediada por miRNAs en especifico o de RNAs interferentes, en general, para el
desarrollo de tecnologia orientada al mejoramiento de cultivos agricolas resulta evidente ante

el crecimiento de su proteccion intelectual a nivel mundial (Dalakouras et al., 2020).

Asi, se realiz6 un analisis del rol de los miRNAs reportados para tomate como punto de
partida para orientar preguntas cientificas y estrategias de mejoramiento de cultivo de tomate.
Asi, el procesamiento de los datos se encuentra publico en la plataforma GitHub

(https://github.com/chrisantics/mtitomato/) y la base de datos generada fue publicada en un
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set de datos en formato csv (Cedillo-Jiménez, 2021), cuya estructura se presenta en la Tabla
6.

Tabla 6. Estructura de la base de datos generada para el rol de miRNA en tomate
Archivo Descripcion

) Identificadores internos, por nombre de secuencia
Oindex.csv

y al secuenciade 5’ a 3’

) Evidencia experimental que sostiene la existencia
levidence.csv _ _
de las secuencias de miRNAs maduros

Evidencia experimental de las relaciones para cada

2mtiExperimental.csv )
par miRNA-mRNA blanco

) _ Prediccion ~computacional de las probables
3mtiComputational.csv ) )
relaciones miIRNA-mRNA blanco

6.2 Caracterizacion de las secuencias de miRNA maduras

6.2.1 Evidencia experimental en reportes de miRNAs en tomate
Para construir la base de datos, se analizaron las 148 secuencias reportadas en la miRBase, a
excepcion de miR858 que no cuenta con registro, pero si con evidencia experimental de su

existencia e.incluso el silenciamiento de su blanco.

La mayoria de la evidencia que se presenta para registrar un miRNA de tomate en la
miRBase, corresponde a secuenciacion por ilumina y 454, 100 y 15 reportes,
respectivamente; se presentan 19 con evidencia confirmada por qPCR, 3 por Northern blot y
11 etiquetados como “no experimental” (Figura 5). En este ultimo caso, se debe a que el
analisis ha sido sobre la secuencia de ADN y cuyo transcrito probablemente genera una
estructura tallo-horquilla, que le confiere potencial para ser procesado por la maquinaria de
biogénesis por miRNA.
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Figura 5. Evidencia de la secuencia de miRNA reportada

6.2.2 Tamafo de miRNAs maduros en tomate

Existen 138 secuencias unicas, y la diferencia con las totales, previamente mencionadas, se
debe a que el contexto genético de la secuencia proviene de otra region, pero que después del
procesamiento de RNA que es parte de la biogénesis de miRNAs, la secuencia madura
producida puede ser idéntica a otros loci o, por otro lado, la diversidad en las endonucleasas
DCL puede producir diferente longitud de nt para miRNAs maduros (Karlova et al., 2013).
En la Figura 6 se muestra la frecuencia de longitud en nucle6tidos de los miRNAs, siendo

los de 21 nt la categorias mas numerosas.
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Nucleotide length

Figura 6. Diversidad de secuencias maduras de miRNAs.

Vaucheret (2009) indica que distintos contextos genémicos pueden producir secuencias con
longitud predominante, como es el caso del gen MIR168a que produce miR168 de 21 nt,
mientras que MIR168b produce cantidades iguales de secuencias maduras de 21 y 22 nt; sin
embargo, solo las secuencias de 21 nt son cargadas en el AGO1, que es la endonucleasa
responsable de producir el corte en el transcrito blanco. Esta informacion orienta la seleccion

de la longitud de secuencias para el disefio de SRNAs con potencial interferente.

Asi se presentan caracteristicas globales de los miRNAs reportados para tomate. Sin
embargo, para conocer su rol biologico es necesario conocer las interacciones con transcritos

blancos asociados.

6.2.3 _ Analisis de la funcién bioldgica de los miRNAs en tomate
Para conocer las interacciones entre miRNASs y sus correspondientes blancos, se realizaron
dos  aproximaciones: a) determinadas experimentalmente por trabajos previos y b)

aproximacion computacional.

Con relacion a las interacciones determinadas experimentalmente, se seleccionaron los

articulos publicados hasta el mes de diciembre de 2019 y se obtuvieron 107 publicaciones

gue cumplian con los siguientes requisitos: reportd evidencia experimental sobre la expresion
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de miRNAs, blancos asociados y se analizo el fenotipo resultante de la aplicacion de la
ingenieria genética. Por otro lado, para la aproximacion computacional usamos los
algoritmos reportados por (Dai et al., 2018) mediante el uso de la plataforma PSRNATarget
version 2. Asi, obtuvimos 39 interacciones miRNA — transcrito blanco mediante la estrategia
de busqueda por reporte experimental, mientras que por aproximacion computacional
obtuvimos 17,442.

El total de interacciones fueron analizadas por ontologia genética para conocer el rol de cada
transcrito en los procesos bioldgicos y se muestra en la Tabla 7, donde la mayoria de los

transcritos estan asociados a corresponden a actividad catalitica.

Tabla 7. Gene Ontolgy para los blancos de miRNA de tomate
Proporcion de

Términos de Ontologia Genética _
transcritos blanco

Actividad en regulacion (GO:0045182) 0.9%
Enlace (GO:0005488) 26.8%
Actividad como receptor (GO:0004872) 4.0%
Actividad estructural (G0O:0005198) 2.6%
Actividad transduccién de sefial (GO:0004871) 3.2%
Actividad catalitica (GO:0003824) 49.3%
Actividad antioxidante (GO:0016209) 0.8%
Actividad como transportador (GO:0005215) 12.6%

Los procesos asociados al desarrollo de fruto de tomate son de particular interés de nuestro
grupo de investigacion. Por ello, resulta destacable la actividad de transcritos con actividad

como reguladores y como receptores, debido a la via de percepcion de etileno y transduccion
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de sefiales que resulta en la sintesis de los elementos necesarios para entrar del sistema | de
produccion de etileno que es auto inhibitorio, al sistema Il, que es auto catalitico (Li et al.,
2019).

Huttenhofer et al. (2005) indica que las técnicas de alto rendimiento para obtener datos de
salida han engrosado los reportes de secuencias de RNA no codificante lo cual coincide con
el resultado reportado en la Figura 5. EI mismo autor critica que los datos ofrecidos de manera
masiva son potenciales y reportar su existencia es altamente especulativo; por ello, sugiere
reportar Unicamente cuando se cuenta con evidencia de la actividad funcional, como método

de validacion. Asi, se integro la base de datos interna con las siguientes sugerencias de uso:

1. Laexistencia de miRNAs debe ser tomada con prudencia, considerando la evidencia
experimental que se ofrece y confirmando ultimas actualizaciones experimentales

2. Cuando la existencia del miRNA se soporta por datos masivos, como con técnicas de
secuenciacion por lllumina o 454, se sugiere conducir un experimento de validacion
experimental de la secuencia, por Northern blot o PCR.

3. Cuando la existencia del miRNA esta validada de acuerdo con el punto 2, no es
indicativa de funcién biologica. Por ello, es necesario conducir una aproximacion
computacional para conocer potenciales transcritos blancos.

4. El potencial blanco requiere ser validado experimentalmente por PCR y se debe
disefiar un.experimento para resolver preguntas de ciencia basica, sobre contexto

bioldgico en cuanto a localizacion en tejido y tiempo en el desarrollo.

En la Tabla 8 se presentan Unicamente las relaciones entre miRNA vy transcrito blanco que
poseen evidencia poderosa sobre la interaccion real entre, lo cual se presenta en la. Ademas,
en la Figura 7 se muestran las relaciones entre miRNAs y blancos, asi como genes corriente
abajo que tienen relacion con el desarrollo y maduracion de fruto, donde los datos estan
organizados por nodos.
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Tabla 8. Papel de miRNAs en la regulacién del desarrollo de fruto de tomate.

Cantidad de

miRNA . Rol biolégico Descripcién del rol Evidencia Transcritos blanco
n
indice de ramificacion
. Establecimiento de identidad de Verticilos florales Lo . SlySBP2,3,6a,10,13,15
ly-miR156 21 ¢ g PR
sly-mt @ érganos: flor y fruto Identidad de fruto Hibridacion In situ GRT-PCR LeSPL-CNR
Cantidad de léculos
indice de ramificacion
. Establecimiento de identidad de Verticilos florales %, ¢ SlySBP2,3,6a,10,13,15
ly-miR156b 21 5 -
sly-mi érganos: flor y fruto Identidad de fruto HibricRgORJFSTtu qRT-PCR LeSPL-CNR
Cantidad de léculos
indice de ramificacion
. Establecimiento de identidad de Verticilos florales SlySBP2,3,6a,10,13,15
sly-miR156¢ 21 ibridacié i - Sttt
v érganos: flor y fruto Identidad de fruto Hibridacion In situ aRT-PCR LeSPL-CNR
Cantidad de I6culos
sly-miR156d-5p 20 Reblandecimiento Reblandecimiento del fruto qRT-PCR LeSPL-CNR
sly-miR156e-5p 20 Reblandecimiento Reblandecimiento del fruto qRT-PCR LeSPL-CNR
Establecimiento e inicio del
st-miR159 21 Induccién de fruto SREAQN0 & Iniclo de qRT-PCR GAMYB]./Z
desarrollo de fruto
Organizacion de ovario y
sly-miR160a 21 Regulacion de forma: _ flores Northernblot SIARF10A, SIARF10B, SIARF17
elongacion de fruto Absicién de fruto
Forma del fruto
Transicidn en etapas del Cantidad de I6culos
sly-miR164a-5p 21 P Tiempo en la transicion entre qRT-PCR GOB
desarrollo de fruto
etapas del desarrollo de fruto
Transicidn en etapas del Cantidad de I6culos
sly-miR164b-5p 21 P Tiempo en la transicion entre gRT-PCR GOB

desarrollo de fruto

etapas del desarrollo de fruto
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sly-miR166a

sly-miR166b

sly-miR166¢-3p

sly-miR168a-3p

sly-miR168b-3p

sly-miR171a

sly-miR1917

21

21

21

21

21

21

21

Sefializacion regulada por
hormonas

Transicién en etapas del
desarrollo de fruto

Transicidn en etapas del
desarrollo de fruto

Transicidn en etapas del
desarrollo de fruto

Transicidn en etapas del
desarrollo de fruto

Transicién en etapas del
desarrollo de fruto

Tiempo de desarrollo de fruto

Mantenimiento de meristemos
Diferenciacion celular en
transicién de flor a fruto

Mantenimiento del ciclo de vida

celular

Mantenimiento de meristemos
Diferenciacion celular en
transicién de flor a fruto

Mantenimiento del ciclo de vida

celular

Mantenimiento de meristemos
Diferenciacion celular en
transicién de flor a fruto

Mantenimiento del ciclo de vida

celular
Induccién floral
indice de ramificacion
Tasa de crecimiento de fruto
Tamafio y forma de fruto
Partenocarpia
Acumulacion de miRNAs
Induccién floral
indice de ramificacién
Tasa de crecimiento de fruto
Tamafio y forma de fruto
Partenocarpia
Acumulaciéon de miRNAs
Induccion floral
Regulacién del tiempo del
desarrollo desde induccién del
fruto hasta maduracién
fisioldgica
Tamafio de fruto
Cantidad de semillas
Regulacién de comunicacién
hormonal entre auxinas y
giberelinas
Tiempo de desarrollo y

maduracién

qRT-PCR

gRT-PCR

GRT-PCR

gRT-PCR

qRT-PCR

qRT-PCR

qRT-PCR

REV-like

REV-like

REV-like

SIAGO1a, SIAGO1b

SIAGO1a, SIAGO1b

GRAS24, GRAS40

SICTR4sv1, SICTR4sv2, SICTR4sv3
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sly-miR396a-5p

sly-miR396b

sly-miR403-3p

miR858

21

21

21

21

Regulacién de forma: tamafio
de fruto

Regulacién de forma: tamafio
de fruto

Transicidn en etapas del
desarrollo de fruto

Color de fruto

Tamafio de flor y sépalo
Masa de fruto
Tamafio de fruto

Tamafio de flor y sépalo
Masa de fruto
Tamafio de fruto

Tiempo de floracion
Viabilidad de semilla
Color de fruto, inconsistencias
en resultados

qRT-PCR

QRT-PCR

gRT-PCR

qRT-PCR

SIGRF1, SIGRF2, SIGRF3, SIGRF4, SIGRF5

SIGRF1, SIGRF2, SIGRF3, SIGRF4, SIGRF5

SIAGO2

SIMYB12, SIMYB48-like
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Figura 7. Red de regulacion debida a miRNAs durante el desarrollo de tomate.
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En los nodos se encuentran cuatro procesos importantes durante el desarrollo de tomate: a)
sefializacion por etileno, b) regulacion de la forma y tamafio del fruto, ¢) patron de desarrollo
de los 6rganos y d) transicion entre etapas del desarrollo. Algunos miRNAS tienen funcién
en mas de uno de los nodos, como es el caso de miR1917 cuya relacion con la sefializacion
y percepcion por etileno contribuye posteriormente en la transicion etapas del desarrollo'y

maduracion.

Dos miRNAs son destacables para disefiar estrategias para mejoramiento de cultivo: miR396
tiene una contribucion muy importante en el tamafio de fruto pues podria tener impacto en el
incremento de rendimiento y miR1917 para regular el tiempo-de maduracion. Cao et al.
(2016) reportan que en tomate se expresa miR396a y b en su forma madura y silencian
factores de transcripcion de crecimiento y utilizando tecnologia STTM para bloguear la
funcion de miR396 se incrementd se redujo la intensidad del silenciamiento de los transcritos
blancos, provocando un incremento de entre el 39y 45 % del peso del fruto (Figura 8A). Por
su parte, Yanling Wang et al. (2018) estudiaron la sobreexpresion de miR1917 y encontraron
que aumenta la respuesta a etileno, provocando absicion acelerada del peciolo pero también

el tiempo para que el fruto madure (Figura 8B).

A GM+3 GM+7

WT Blogueo miR396

miR1917

Figura 8. Fenotipo resultante por la atenuacién de miR396 y sobreexpresién de miR1917.
A: Comparacion de frutos Wild-type y linea transgénica #4 con secuencia STTM conta miR396. La
barra representa 1 cm. Imagen editada de Cao et al. (2016).
B: Comparacién de frutos Wild-type y linea transgénica #4-20 con sobreexpresion de miR1917 donde se
muestran los estados GM, tres y siete dias después. Imagen editada de Wang et al. (2018).
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Mientras que el caso de miR396 se planted una estrategia para mitigar su efecto interferente
para liberar la expresion de su blanco, para miR1917 se promovio su expresion para acelerar
la maduracién de fruto. Si bien, miR396 tiene potencial en desarrollo con interés producto y
econdmico, en nuestro grupo de investigacion nos enfocamos en comprender el proceso'y los

tiempos de maduracion de fruto.

6.2.4 miR1917 con rol destacable en el desarrollo de fruto en tomate

Nuestro equipo de trabajo ha reportado mediante una revision descriptiva, la relacion que
tienen los mMiRNAs durante el proceso de desarrollo y maduracion de fruto de tomate, donde
establecimos nodos o interruptores asociados a un proceso en particular: sefializacion por
etileno, forma del fruto, organizacion de tejidos y transicién en etapas del desarrollo (Cedillo-
Jimenez et al., 2020).

Asi, miR1917 cumple con una serie de criterios que lo convierte en un buen candidato para
estudiar el proceso de maduracion, donde se relaciona la biosintesis de etileno y el
silenciamiento postranscripcional. Ademas, se tiene evidencia de su existencia por
secuenciacion de sRNAs, asi como Northern blot y qPCR, se han confirmado sus blancos
que corresponden a variantes de un regulador negativo en la sefializacion por etileno e incluso
se ha evaluado su funcién mediante su sobre expresion en plantas transgénicas de tomate y

se ha establecido su relacion con genes asociados a etileno.

La secuencia de miR1917 fue detectada por secuenciacion profunda de SRNAs y confirmada
por Moxon et al. (2008), nombrada provisionalmente ’Sly-miR-X’ y posteriormente
registrada.como sly-miR1917 (sly por Solanum Lycopersicum, disponible en la miRBase v.
22.1). Debido a que el producto de PCR produjo una sefial muy baja, los autores mencionados
recurrieron al bloqueo de acidos nucleicos (LNA, por las siglas de locked nucleic acid) que

es una técnica que permite incrementar la sensibilidad de la PCR (You et al., 2006).

Aunque no fue detectada la secuencia complementaria a miR1917, que se esperaria como

parte del duplex generado en la biogénesis de miRNA, su contexto gendmico si es conocido
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y se encuentra en el cromosoma 8: 52099541-52099671 [-] (SL2.50; GCA_000188115.2,
Figura 9).

NC_0154453:52163215.52 163388 Selanum lycopersicum culivar Heinz 1708 chromosome & 5L3.0, whole genome sholgun sequence
§2 163 100 |52 183,370 |52 163 360 ) |52.163330 |52, 163320 152 163,310 (52 163300 |52163 280 |52,183.280 (52 163,270 |ST163260 |52 163350 [52163.240 52,163,210

m Annotation Release 103 - log 2 scaled

RNA-3eq intron-spanning reads, agg ) NCBI Selanum lycopersicum Annolation Release 103 - log 2 scaled

RMNA-Seq intron features, aggregate {fltered), NCBI Solanum lycopersicum Annolation Release 103

Figura 9. Localizacion de miR1917 dentro del genoma de tomate (SL-3.0).
En color verde oscuro, la secuencia madura de miR1917. Fuente: sitio NCBI.

Més tarde, Wang et al. (2018) detectaron la expresion de miR1917 por PCR en plantula,
raices, tallo, hoja, flor y fruto. Para los fines que los-autores perseguian, resultaba
especialmente relevante conocer la expresion de miR1917 en sépalo, pétalo, estambre y
pistilo; sin embargo, la mayor expresién entre todos los 6rganos se detectd en el fruto. Al
analizar el desarrollo de este 6rgano, encontraron que la expresién de miR1917 aumenta

conforme transcurre el desarrollo y su expresion alcanza el maximo en la etapa BR.

6.2.5 Analisis de interaccion entre miR1917 y transcritos blancos.

Se tienen identificadas tres variantes corte- corte-empalme (conocido popularmente por el
anglicismo splicing) de.CTR4 (mRNA, secuencia codificante reportada por Adams-phillips
et al. (2004), identificacion de GenBank AY382678.1). Dichas variantes, conocidas como
CTRd4sv (sv por splicing variant) han sido detectadas como blanco de miR1917 (Moxon et
al. 2008; Wang et al. 2018)

En la publicacion de Adams-phillips et al. (2004) se reportaron los transcritos de CTR4
(AY382678) y la primer variante CTR4sv1 (AY394002); luego, en trabajos realizados entre
2008 y 2020 reportaron otras variantes y reportes duplicados de los ya mencionados,
provocando una potencial confusion entre CTR4sv1 y sv2. Con el propdsito de generar
informacidn confiable y rastreable, en este trabajo reconocemos las secuencias CTR4sv1,
CTR4sv2, CTR4sv3, con las referencias NCBI NM_001247528.1, NR_131258.1,
MF522195.1, respectivamente (Tabla 9).
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Tabla 9. Descripcién de CTR4 y las alternativas de corte y empalme de mRNA.

CTR4 mRNA CDS CTR4sv1

CTRA4sv2

CTRA4sv3

Solanum lycopersicum CTR1-

Lycopersicon esculentum like protein kinase (CTR4),

Solanum-lycopersicum CTR1-
like protein kinase (CTR4),

Solanum lycopersicum cultivar
Zhongshu 6 CTR1-like protein

kinase transcript variant 3

Ay : _— transcript variant 2, non-
Definicion CTR1-like protein kinase transcript variant 1, mRNA pd' ANA (CTR4) mRNA, complete cds,
codin
(CTR4) mRNA, complete cds J alternatively spliced

Entrada en

NCBI del AY?382678.1 NM_001247528.1 NR_131258.1 MF522195.1

MRNA

Longitud 2935 pb mRNA 2935 pb RNA 2839 pb RNA 2966 pb RNA
target NR_131258.1 target MF522195.1

Analisis de ) ) miRNA sly- miRNA sly-

) » No se detect6 con algoritmos  miR1917 miR1917

Interaccion con No se detecté con algoritmos score 2.5 score 2.5

. de Bonnet et al. (2010) de Bonnet et al. (2010) mfe_ratio 0.83 mfe_ratio 0.83

miR1917 start 2630 start 2788
seed_gap 0 seed_gap 0
seed_mismatch 0O seed_mismatch 0O
seed_gu 1 seed_gu 1
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Proteina

resultante

Referencias

AAR89821.1

Adams-phillips et al. (2004)

NP_001234457.1

Yang et al. (2020)
Lietal. (2019)
Wang et al. (2018)
Li etal. (2019)

Adams-phillips et al. (2004)

gap 0

mismatch 1
gu 1
miRNA_3* UGAAAUCGUGAGAAAUAAUUA
aln Lol LLTLITTTH
target_5° UCUUUGGCAUUCUUUAUUAAU

No codificante

Yang et al. (2020)
Lietal. (2019)
Wang et al. (2018)
Lietal. (2019)

Adams-phillips et al. (2004)

gap 0

mismatch 1

gu 1

miRNA_3* UGAAAUCGUGAGAAAUAAUUA

aln NEE

target_5° UCUUUGGCAUUCUUUAUUAAU
ATY38750.1

Wang et al. (2018)
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Usando los algoritmos de emparejamiento disefiados por Bonnet et al. (2010) y
PsRNATarget, se logré detectar el sitio de interaccion de dos variantes corte-empalme,
CTR4sv2 y CTR4sv3 (Figura 10).

A /5 B
SICTRA45v3 ...UCUUUGGCAUUCUUUAUUAAU... mMiRNA sly-miR1917
INANRInnmm score 2.5
Sly-miR1917  3'-UGAAAUCGUGAGAAAUAAUUA-5’ mfe_ratio 0.83
start 2788
seed_gap 0
C seed_mismatch 0
seed_gu 1
gap 0
miRNA 21 UGAAAUCGUGAGAARUAAUUA 1 mismatch 1
e R e gU 1
Target 2788 UCUUUGGCAUUCUUUAUUAAU 22883 miRNA_3" UGAAAUCGUGAGAAAUAAUUA
aln Lol Lol LIt
target_5" UCUUUGGCAUUCUUUAUUAAU

Figura 10. Sitio de interaccion miR1917 y SICTR4sv3.
A: sitio de corte validado por Wang et al. (2018). Aproximacién.computacional sobre la interaccion por
B: Bonnet et al. (2010) y C: PsRNATarget

Mientras CTR4sv2 no produce proteina, CTR4sv3 si por lo que éste es el blanco relevante
para el proceso de silenciamiento por miR1917. En consecuencia, se caracterizé la expresion
de miR1917 y CTR4sv3 en las condiciones de trabajo locales y con la variedad de toma MT,

debido a las ventajas metodologicas que supone su tamafio de fruto y ciclo de vida.

6.3 Estrategia para el analisis de miR1917-CTR4sv3

6.3.1 Disefio de oligonucledtidos para analisis de miR1917

Para la retrotranscripcion, se utilizaron dos juegos de oligonucle6tidos: los reportados por
Wang et al. (2018) y un disefio propio que se realizé utilizando los algoritmos publicados por
Czimmerer et al. (2013). Para ambos casos, las secuencias se muestran en la Tabla 10.

Tabla 10. Secuencia de miR1917 y oligonucle6tidos para analizar su expresion.
Secuencia (5’ a 3’) Referencia

sly-miR1917 MIMATO0007909 .
AUUAAUAAAGAGUGCUAAAGU miRBase V22.1
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Retrotranscripcion:
CTCAGCGGCTGTCGTGGACTGCGCGCTGCCGCTGAGACTT
gPCR (adelantado):

CTGTGATTAATAAAGAGTGCTA

gPCR (reversa):

GGCTGTCGTGGACTGCG

Retrotranscripcion:
GTTGGCTCTGGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACCAGAGCC
AACACTTTA

gPCR (adelantado):

GTTGGGGATTAATAAAGAGTGC

gPCR (reversa universal):

GTGCAGGGTCCGAGGT

Wang et al., 2018

Nuevo disefio

Analizamos la estabilidad de plegamiento “tallo-horquilla” del oligonucledtido para la
retrotranscripcion de miRNAs de acuerdo con Chen et al. (2005). Para ello, se usaron los
algoritmos de plegamiento de RNA de ViennaRNA Package 2.0 (Lorenz et al., 2011). La
energia libre para cada caso se presenta en la Tabla 11, la visualizacién de estructuras se

muestra en la Figura 11 y Figura 12; los productos de PCR en la Figura 13.

Tabla 11. Energia libre para la dimerizacion de oligonucleo6tidos para retrotranscripcion de miR1917.

Dimerizacion Wang et al. (2018) Nuevos
Auto plegamiento tallo-
) -52.53 kcal/mol -70.73 kcal/mol
horquilla
Plegamiento tallo-horquilla:
_ -26.74 kcal/mol -34.28 kcal/mol
MIRNA
Nucledtidos de con que
5-AAGU-3’ 5-UAAAGU-3’
interactia miR1917
Tamafo de producto de PCR 51 pb 55 pb
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Figura 11. Estimacién computacional de las potenciales dimerizaciones para la retrotranscripcion de
miR1917 basado en Wang et al. (2018)

La secuencia.en cuadro amarillo (5’-ACTT-3’) es el sitio de interaccién con miR1917 (5’-AAGU-3’). A:
plegamiento de estructura tallo-horquilla, donde el color representa la probabilidad de apareamiento
de bases. B: grafico de puntos que representa la probabilidad de apareamiento de pares de bases, en

correspondencia con (A) se indican las secciones 1-3 a y b. C: gréafico de puntos que representa la
probabilidad de apareamiento de bases, en el primer cuadrante del oligonucleétido, asi como el
empalme para fusién oligonucleétido — miRNA (cuadro amarillo) y dos interacciones que estarian
obstruidas por la estructura tallo-horquilla (flechas rojas).
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Figura 12. Estimacion computacional de las potenciales dimerizaciones para la retrotranscripcion de
miR1917, disefio nuevo.

La secuencia en cuadro amarillo (5’-ACTTTA-3’) es el sitio de interacciéon con miR1917 (5’-UAAAGU-
3"). A: plegamiento deestructura tallo-horquilla, donde el color representa la probabilidad de
apareamiento de bases. B: gréafico de puntos que representa la probabilidad de apareamiento de pares
de bases, en correspondencia con (A) se indican las secciones 1-2 ay b. C: gréafico de puntos que
representa la probabilidad de apareamiento de bases, en el primer cuadrante del oligonucleétido, asi
como el empalme para fusién oligonucleétido — miRNA (cuadro amarillo) y dos interacciones que
estarian obstruidas por la estructura tallo-horquilla (flechas rojas).
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A. Wang et al. (2018)

cDNA 3’-TAATTATTTCTCACGATTTCAGAGTCGCCGTCGCGCGTCAGGTGCTGTCGGCGACTC-5’

et

3-TAATTATTTCTCACGATTTCAGAGTCGCCGTCGCGCGTCAGGTGCTGTCGG — CGACTC-S'
5-CTGTG ATTAATAAAGAGTGCTAAAGTCTCAGCGGCAGCGEEOAGTCOACEABABEEGCTGAG-3’

¥

Producto PCR 5"-ATTAATAAAGAGTGCTAAAGTCTCAGCGGCAGCCEEEAGICCACCATAGEE -3
51 pb 3" TAATTATTTCTCACGATTTCAGAGTCGCCGTCGCGCGTCAGGTGCTGTCGG-5
B. Nuevos

CDNA 3 -TAATTATTTCTCACGATTTCACAACCGAGACCACGCTTATGGAGCCTGGGACGTGGTCTCGGTTG-5’

et

3-TAATTATTTCTCACGATTTCACAACCGAGACCACGCTTATGGAGCCTGGGACGTG  GTCTCGGTTG-5'
5-GTTGGGG ATTAATAAAGAGTGCTAAAGTGTTGGCTCTGGTGCGAATHOBICCOACOOIGOAE CAGAGCCAAC-3’

¥

Producto PCR  5- ATTAATAAAGAGTGCTAAAGTGTTGGCTCTGGTGCGAATRGOTCEEACCETCOAT >
55 pb 3-TAATTATTTCTCACGATTTCACAACCGAGACCACGCTTATGGAGCCTGGGACGTG-5’

Figura 13. Estimacion del tamafio de producto por PCR para miR1917
Secuencia de cDNA resultante de retrotranscripcién y producto PCR. Sitios de interaccion: en verde
miR1917 con oligonucleétido tallo-horquilla durante retrotranscripcion, en turquesa con
oligonucleétido PCR adelantado y en magenta, con el reversa.

6.3.2 Disefio de oligonucle6tidos para analisis de CTR4sv3

Usando Primer3 y BLAST se evalu6 el emparejamiento de los oligonucle6tidos para analizar
la expresion de CTR4sv3 (adelantado 5’-AGGGTATGAGGCTTGAAATTCC-3’ vy
retrasado 5’-TATGAGCGGTTTCAACATATCCAT-3’) y CTR4svs (adelantado 5’-
GGCTACCTTCGCCTTCAATAAA-3 yretrasado 5’-TGGTCCAAGCTCTTCCTCTCAG-
3") propuestos por Wang et al. (2018). Para CTR4sv3 se detectd un producto de 131 pb que
empareja con CTR4sv1 en la zona codificante, mismo tamafio de producto para sv2 (RNA
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no codificante) y un producto de 209 pb en la zona 3’ no codificante de CTR4sv3 (Figura
14).

Solanum lycopersicum CTR1-like protein kinase (CTR4), transcript variant 1, mRNA
gil3E05355T DirefINM_001247528.1|
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Solanum lycopersicum CTR1-like protein kinase (CTR4), transcript variant 2, non-coding RNA
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Figura 14. Resultados Primer-BLAST para oligonucleétidos para CTR4sv1, sv2 y sv2 por gPCR.
En las flechas se indica el fragmento amplificado, de 131 pb para CTR4sv1y sv2, de 209 pb para
CTR4sv3. En la franja azul, se indica la zona de interaccion entre miR1917 y CTR4sv2 y sv3.

Se evaluaron y optimizaron los primers de acuerdo con lo que se presenta en el apartado de
analisis del par miR1917-CTR4sv3.

6.4 Analisis de la expresién de miR1917 durante el desarrollo de fruto de tomate.

6.4.1 Procesamiento y extraccion de RNA
De cada muestra, se tomd un corte en la zona apical del fruto, misma que fue congelada con

nitrégeno liquido y pulverizada para la extraccion de RNA. En la Tabla 12 se muestran los
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resultados para las relaciones de absorbancia y concentracion de RNA, la tabla completa se
encuentra en Apéndice B: Absorbancias y concentracion de todos de todos los experimentos.
Los resultados de la electroforesis se muestran en la Figura 15. Aunque los intervalos para la
relacion 260/230 fueron bajos, las bandas ribosomales en el gel se presentaron integras, por

lo que se trabajé con estas muestras.

Tabla 12. Rango de las relaciones de absorbancia para la extraccion de RNA para analisis demiR1917-

CTR4sv3
Madurez Abs. 260/280 Abs. 260/230 ng uL-1
GM 1.40-1.83 0.22-0.68 93.26-414.4
BR 1.48-1.88 0.35-0.44 247.2-296.8
RR 0.97-1.63 0.14-0.63 79.2-3.5.6

Figura 15. Extraccion de RNA para andlisis miRNA-mRNA.
Se muestra electroforesis correspondiente a GM (carril 1-3), BR (4-5), RR (6-7) y marcador de peso
molecular de 1 kb (carril 8).

6.4.2 Evaluacion de las condiciones para el andlisis de expresion miR1917-CTR4sv3
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Las muestras de RNA fueron normalizadas a 100 ng uL* para la sintesis de cDNA y posterior
qPCR. Se realiz6 el analisis en términos relativos utilizado el método AACt (Livak and
Schmittgen, 2001), donde se usé el estado GM como calibrador para la expresion de
miR1917 y CTR4sv3, usando U6 y Actina como gen de referencia, respectivamente.

Primero se evalud la expresion de miR1917 utilizando dos disefios de oligonucledtidos para
la retrotranscripcion y posterior gPCR, los cuales correspondian a los publicados por Wang
et al. (2018) y el disefio de este trabajo. Utilizando el estado de maduracién BR, se realizo
una matriz de oligonucledétidos para variar la concentracion del adelantado y reversa, de cada
disefio. En la Figura 16 se muestra un ejemplo del grafico de fluorescencia detectada para la
expresion de miR1917 usando los oligonucleotidos reportados previamente, donde no se

logro la amplificacion.

Por otro lado, en la Figura 17 se muestran los . graficos correspondientes al uso
oligonucledtidos disefiados para este trabajo, con temperatura de alineamiento de 60°C y
concentracion final de 450 nM y 150 nM para el adelantado y reversa, respectivamente. Se
logro la amplificacion y en valor de Tm de 75 °C, ademaés el producto resultante fue de
aproximadamente 53 pb, cuando el esperado era de 55 pb, como se muestra en el gel de

electroforesis de la misma figura.
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Figura 16. Amplificacion no exitosa de miR1917 por qPCR
Fluorescencia detectada usando oligonucle6tidos reportados por Wang et al. (2018). Izquierda, curva
de amplificacién y a la derecha, de temperatura de fusién.
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Figura 17. Amplificacion exitosa de miR1917 por qPCR.
Arriba: Fluorescencia detectada usando oligonucleétidos disefiados y validados en este trabajo. Abajo:
Producto de aproximadamente 53 pb.

Para el transcrito blanco CTR4sv3 también se realizé una matriz oligonucledtidos. En la
Figura 18 se muestran los graficos de fluorescencia para la amplificacién usando una
temperatura de alineamiento de 53.7 °C y concentracién final de 900 nM para cada

oligonucledtido, el adelantado y reversa. Se logro la amplificacion y en valor de 79 °C.
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Figura 18. Amplificacion exitosa de CTR4sv3 por gPCR.
Izquierda: Fluorescencia detectada usando oligonuclettidos disefiados y validados en este trabajo.

Se obtuvieron las condiciones dptimas para el analisis de expresion para miR1917 utilizando
los oligonucledtidos nuevos, disefiados para este trabajo (temperatura de alineamiento de
60°C y concentracion final de 450 nM y 150 nM para el adelantado y reversa,
respectivamente), asi como para CTR4sv3 (temperatura de alineamiento de 537 °C y
concentracion final de 900 nM para cada oligonucle6tido, el adelantado y reversa). Asi, fue
posible usar dichas condiciones para conocer la dindmica de expresion del par miR1917-

CTRA4sv3 en tres estados de maduracion de MT.

6.4.3 Analisis de expresion miR1917-CTR4sv3 durante la maduracion de fruto de MT
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En el andlisis de expresion de miR1917, no se encontré diferencia significativa entre el estado
GM vy BR, pero si con RR. Respecto al blanco CTR4sv3, éste se expresd con la misma
intensidad durante los estados de desarrollo. Mientras la expresion del blanco coindice con
lo reportado previamente, el pico de expresion de miR1917 fue muy agudo en RR mientras
que en trabajos previos se manifiesta ese pico en BR (Wang et al., 2018), lo cual
probablemente se deba a que en aquel estudio se trabajo con tomate Zhongshu 6 mientras
que en el presente se us6 MT, o bien, a que el criterio de seleccién del fruto en ambos casos
fue visual, lo cual puede conducir a errores en la categorizacion del momento fisioldgico en

la toma de muestra.
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Figura 19. Analisis de expresion de miR1917 en tomate (p<0.001)
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Figura 20. Analisis de expresion de CTR4sv3 en tomate (p<0.05)

Hasta aqui, queda caracterizada la expresion del par miR1917-CTR4sv3, durante el proceso
de maduracion de fruto, lo cual confirma la presencia de ambas secuencias en MT. En el caso
de miR1917, existe diferencia significativa en el nivel de su expresion en la madurez RR
(valor p<0.001). Sin embargo, la expresion de su blanco CTR4sv3 no es estadisticamente
diferente durante la maduracion del fruto, lo que significa que el nivel de expresion endogena
de miR1917 no es suficiente para inducir el silenciamiento de su blanco. La sobreexpresion
endogena de miR1917 durante la maduracion de fruto de tomate que resulta insuficiente para
el silenciamiento de su blanco es consistente con lo reportado por Wang et al. (2018), quienes
posteriormente realizaron  la ‘transformacion genética para lograr la sobreexpresion de
miR1917 que si resultd en el silenciamiento de CTR4sv3, por ello se prosiguio a disefiar la
estrategia para aplicacion de sRNA con potencial interferente, mediane la mimesis del
proceso de silenciamiento miR1917.

6.5 Disefio de RNA bicatenario con potencial interferente.

6.5.1  Criterios de disefio para las propuestas de RNA con potencial interferente: cantidad
de nucleétidos (técnico)

El mecanismo de incorporacién de RNA ambiental dentro de las células de plantas es un
fendmeno poco dilucidado (Dubrovina y Kiselev, 2019), sin embargo, se conoce que la

absorcion debida a aplicaciones exdgenas de RNA interferente sucede con oligonucledtidos
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tan cortos como 21 (Dalakouras et al., 2016) y hasta 1483 nt (Tenllado y Diaz-Ruiz, 2001).
De tal manera que existe versatilidad para trabajar con diferentes tamafios, desde SRNA hasta
RNA largo no codificante (conocido como long non-coding RNA). En ese sentido y
considerando la secuencia de miR1917 como molécula base para el disefio, se uso la longitud

de 21 nt con coincidencia al sitio de interaccién con su blanco, CTR4sv3.

6.5.2 Criterios de disefio para las propuestas de RNA con potencial interferente: cantidad
de nucleétidos (econdémico)

Sin considerar costos por manejo de producto, envio, importacion y otros cargos aduanales,
el costo de la sintesis de RNA aumenta con la longitud del oligonucleétido en una razén
aproximada de 10 ddélares por nt para una concentracion final de 160 nm de RNA, sin
considerar los costos de manejo del producto (dato estimado para septiembre de 2020 con
GenScript Hong Kong Limited). En consecuencia, la cantidad de nt es un valor que deberia
ser tomado en cuenta no solo con fines técnicos sino economicos en el desarrollo de

tecnologia.

6.5.3 Criterios de disefio para las propuestas de RNA con potencial interferente:
modificaciones quimicas

Se incluyeron modificaciones quimicas con un monofosfato en el extremo 5’ y 2’-O-metil en
el extremo 3’, las cuales no solo-mimetizan el producto de la biogénesis de miRNAs en
plantas (Bologna y Voinnet, 2014), sino que cuando se trabaja en solucion acuosa neutra, les
confieren estabilidad térmica para la dimerizacion de las moléculas de SRNA bicatenarias
(Szabat y Kierzek, 2017).

6.5.4 Criterios de disefio para las propuestas de RNA con potencial interferente: empalme
en moléculas bicatenarias

Las propuestas de disefio para la conformacion de SRNA bicatenarios contaron con 2 nt
protuberantes debido a que Ghosh et al. (2009) reportan que se requiere menor concentracion
de oligonucledtidos para inducir silenciamiento, en comparacion con disefios de extremos
romos, los cuales necesitan 1.5 veces mas de moléculas, posiblemente debido a la velocidad

de ensamble de SRNA en el complejo RISC.

6.5.5 Propuestas de disefio de RNA bicatenario con potencial interferente
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Con estas consideraciones, se realizaron 4 disefios definidos aqui con numeros romanos del
I al IV. En ese sentido, el Il es la opcidn bicatenaria del 1 y el IV es la bicatenaria del I11.
Aunque el proposito de esta tesis es aplicar secuencias bicatenarias, aqui se presenta el
analisis que incluye a las secuencias monocatenarias para enfatizar las potenciales
desventajas que suponen estas Ultimas. Las caracteristicas conceptuales para cada propuesta

son las siguientes:

I.  sSRNA monocatenario con secuencia idéntica a miR1917.
Il.  Caso | bicatenario, que incluye hebra complementaria con dos nucleétidos
protuberantes en el extremo 3’.
I1l.  sRNA monocatenario complementario al sitio interaccion miR1917-CTR4sv3 con
correccion de empalme en 21/21 nt.
IV.  Caso Il bicatenario, que incluye hebra complementaria con dos nucleétidos

protuberantes en el extremo 3’

6.5.6 Analisis de dimerizacion de SRNA

Se analizo6 la energia libre de Gibbs utilizando-el software RNAcofold para conocer la
estabilidad de los dimeros de RNA (Mathews et al., 2004; Bernhart et al., 2006). En el caso
de las secuencias monocatenarias | y 111, se analizo el potencial de homodimerizacion (aa) y
auto plegamiento (a); para las secuencias bicatenarias también se analizd el potencial de
heterodimerizacion (ab), asi como la homodimerizacion y auto plegamiento de la secuencia

complementaria (bb y b, respectivamente).

Los resultados se muestran en la Tabla 13, en los que se destaca que para Il y IV se presentan
los valores mas negativos, y por lo tanto, que tienen mayor estabilidad en la
heterodimerizacion (ab) correspondiente al complejo bicatenario que deja sin union a los 2
nt extremos, lo cual es similar a la estructura de siRNA (small interfering RNA; Luck et al.,
2019).
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Tabla 13. Secuencias y energia libre de Gibbs para homo y heterodimerizacion de RNA.
Energia libre en posible plegamiento de

RNA (kcal mol?)

Disefio Secuencias 5’ =2 3’

ab aa bb a b

| A: AUUAAUAAAGAGUGCUAAAGU NA -5.69! NA -0.08 NA
1 A: AUUAAUAAAGAGUGCUAAAGU

B: UUUAGCACUCUUUAUUAAUUU -24.201  -5.69 -2.10 -0.08 -0.03
1l C: AUUAAUAAAGAAUGCCAAAGA NA -1.66 NA -0.02 NA
v C: AUUAAUAAAGAAUGCCAAAGA

D: CUUGGCAUUCUUUAUUAAUUU 223341  -1.66 -2.08 -0.02 -0.03

NA: No aplica

! plegamiento de RNA mas estable.

De tal manera que en las opciones monocatenarias (I y 111) existe la posibilidad de formar
homodimeros, mientras que en las secuencias bicatenarias (11 y 1V) la dimerizacion mas
espontanea corresponde a la heterodimerizacion esperada desde disefio. De tal manera que si
la dimerizacion mas probable es la mas negativa, en las secuencias bicatenarias el empalme
provocaria un impedimento estérico en otras posibles dimerizaciones. En concordancia con
este argumento, enla Figura 21 se muestra la prediccion de los ensambles correspondientes

a la dimerizacion més estable termodindmicamente (Mathews et al., 2004).
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Figura 21. Prediccion de la interaccion de nucle6tidos de acuerdo con la dimerizacion mas estable
estimada por RNAcofold.

El uso de moléculas bicatenarias de SRNA reduce la posibilidad de generar plegamientos no
deseados. En ese sentido, Dubrovina et al. (2020) han reportado un mayor efecto de
silenciamiento en aplicacion exogena de sSRNA bicatenario que monocatenario en

Arabidopsis thalia, lo cual probablemente se deba a una mejora en la absorcion o en la carga

de la hebra guia en el complejo RISC.

6.5.7 Prediccion de blancos y transcritos off-target por aplicacion de SRNAs
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Se analiz6 la posibilidad de que la o las secuencias de SRNA sintético provoquen
silenciamiento sobre otros transcritos que no fueron considerados, mejor conocidos como
off-target (Luck et al., 2019).

Para conocer las interacciones potenciales de esta naturaleza, se realizé un analisis de
prediccion de blancos usando el software PsRNATarget V2 (Dai et al., 2018), con el cual se
selecciond la libreria de cDNA de transcritos ITAG3.1 y se usaron los parametros
predeterminados (0.5 por par G:U, factor 1.5 de peso extra en la regién semilla y maximo 2
emparejamientos discordantes en la misma region, 2 de penalidad por huecos en
emparejamiento, 1 de penalidad por otros emparejamientos discordantes), inicamente con la
variacion del pardmetro “Expectation” < 2. Esta modificacién se debié a que el valor
predeterminado es < 4 resulta en la validacion del 100% de las predicciones, pero con un
costo de 50% de fasos positivos; sin embargo, al reducir el valor a 2, se detectaron 82.6 %

de los blancos validados y un 26.9 % de potencial falsos positivos.

En la Tabla 14 se reportan los blancos detectados para cada construccion de SRNA. En todos
los casos de SRNA con potencial interferente, no se detectaron transcritos off-target, sin
embargo, en el limite del valor de expectativa (Expect. = 2) se encontrd un potencial blanco

no deseado para la hebra complementaria.

Tabla 14. Prediccion.de blancos para las secuencias para SRNAs.

Tipo de SRNA  Disefio.. Expect. Descripcion Funcion blanco
1.0 CTR4 Transduccion sefal
Interferente Iyl )
15 CTR3 de etileno
Complementario I 2.0 Proteina NOD26-like 7.11 Canal de agua
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Iy 0.0 CTR4 Transduccion sefial
v 0.5 CTR3 de etileno

Interferente

Complementario v 2.0 Proteina SGT1 -2

! proteina anotada computacionalmente, existencia no validada
2sin funcion conocida ni estimada

De acuerdo con Sol Genomics Network, CTR4 esta relacionada con la transduccién de sefial
de etileno, posee variantes corte-empalme y se expresa particularmente en hojas y frutos, lo
cual corresponde con lo expuesto en este trabajo. Por otra parte, CTR3 se expresa mas en
hoja que en fruto y, particularmente, durante la senescencia de la flor en antesis. Luego, la
funcion bioldgica de NOD26-like 7.1 (SINIP7.1) ha 'sido aproximada por métodos
bioinformaticos, como parte de la familia de proteinas transmembrana con una posible
funcién como acuaporina, sin embargo, su existencia y funcion no ha sido validada.

Finalmente, mientras que SGT1 (Solyc11g010660) no tiene ninguna actividad estimada.

Por ello, existe fuerte evidencia de la interaccion especifica entre los blancos seleccionados
y las secuencias propuestas. Por cuestion de economia, este trabajo se enfocé en el estudio
del silenciamiento de un gen enddgeno en tomate mediante la aplicacién exdgena de SRNA
con potencial interferente. Asi, las siguientes consideraciones quedaron fuera del alcance de

esta tesis y serd importante que se aborden en futuros estudios:

1. No se evaluaron las cuatro opciones de disefio, sino solo el 1V, de acuerdo con la
argumentacion que se presenta mas adelante.

2. “No se evaluo la eficiencia de absorcion ni la estabilidad de las secuencias sobre la
superficie del tejido vegetal.

3. No se evalud la diferencia en el efecto de silenciamiento entre una aplicacion
monocatenaria contra una bicatenaria.

4. No se analiz6 el transcrito Proteina SGT1 ni se evaluo la posible alteracion de este

por la interaccion con el SRNA complementario.
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La opcion 111y 1V fueron las mas favorables debido a que la hebra de SRNA con potencial
interferente tiene el valor mas favorable para silenciar CTR4. Aungue la opcién |1l tendria
menor potencial de silenciamiento off-target al no incluir otra secuencia de SRNA, el hecho
de que esta sea una opcién monocatenaria podria complicar su estabilidad ante la degradacion
e incluso su potencial de absorcién, como lo han reportado Das y Sherif (2020), quienes

describen que ésta es mas eficiente cuando la secuencia se encuentra en cadena bicatenaria.

La opcion IV tiene el valor de energia libre de Gibbs mas negativo para la
heterodimerizacion, lo que sugiere mayor posibilidad de generar una molécula bicatenaria de
SRNA con potencial interferente, cuya estructura le conferiria mayor estabilidad y, como se

describio previamente, mayor posibilidad de absorcidn en planta.

Por lo tanto, se selecciono esta opcion de disefio para su sintesis y evaluacion en el proceso
de silenciamiento postranscripcional. Asi, en lo sucesivo, la secuencia de SRNA interferente

se abrevia como R1 vy si hebra complementaria, como R1*.

6.6 Sintesis y caracterizacion de R1, R1* y.R1-R1*

6.6.1 Sintesis in vitro y caracteristicas de R1 y R1*
Se sintetizaron aproximadamente 160 nmol de cada uno de los oligonucle6tidos in vitro por
GenScript USA, Inc. (agosto 2020), donde la purificacion se realizé por HPLC y la identidad

se analizd por espectrometria de masas (Figura 22 y Tabla 15).
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Figura 22. Cromatograma y espectro de masas de las secuencias de RNA sintético.
Panel superior: area correspondiente a R1 con 97.838% de pureza reportada y a R1*, con 98.429%.
Panel inferior: R1 con 6789.7 g mol-1y R1* con 6565.1 g mol-1.

Tabla 15. Resumen de las caracteristicas principales del RNA sintetizado in vitro.!

Peso molecular (g mol?)

Nomb S ] Pureza
ompre ecuencia :
Espectroscopia
(%0) Teorico P P
de masas
R1 5-rA*rUrU rArArU rArArA rGrArA
97.838 6789.26 6789.7
(U2955FGl50 7*) rUrGrC rCrArA rArGmA -3
R1* 5-rC*ruUrU rGrGrC rArUrU rCrurU
98.429 6564.91 6565.1

(U2955FG150_8*) rUrArU rUrArA rurumu-3

Ver Apéndice “Apéndice C: Certificado de Analisis por proveedore para RNA sintético.”
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6.6.2 Preparacién de soluciones de R1 y R1* con potencial interferente

Para la preparacion de RNA en este trabajo, se siguié la metodologia de Dubrovina et al.
(2020), sin embargo se hace la correccién sobre la concentracion de su trabajo. Los autores
mencionados reportaron la hidratacion individual de sRNA 1y, en otro vial, de sSRNA
complementario, para alcanzar una concentracion de 50 pmol puL* en cada vial y luego, las

soluciones se mezclaron en volimenes iguales.

Este efecto es de dilucion, por lo que la concentracion final de cada hebra de SRNA resultd
divida en 2, es decir, de 25 pmol pL?* y no de 100 pmol puL? que es lo que los autores
reportan. Dicha solucion de trabajo, donde se contienen 25 pmol pL™ de cada una de las dos
secuencias de sSRNAs, fue aplicada en un gradiente de concentracion del 10-100% en un
volumen de 100 pL. Es decir que se aplico un intervalo de concentracion entre 250-2500
pmol de cada SRNA.

En el sistema que se propone en este trabajo, se-considero el estudio de un fruto cuya
estructura esférica y cuticula supone complicaciones para la absorcién, que son distintas a la
del estudio en hojas de Dubrovina et al. (2020).-Asi, la introduccién de un volumen de
solucién fue evaluado mediante inyeccion en el fruto y se encontré que los frutos de MT no

pueden retener mas de 5 pL (ver Apéndice D: Pruebas de retencion de solucion en fruto)

Para que el volumen que puede retener el fruto fuera igual a 2500 pmol, fue necesario hidratar
el liofilizado a 500 pmol puL ™. En la Tabla 16 se muestran las absorbancias y la concentracion

de la solucién de trabajo, después de hidratar oligonucleotidos sintetizados por proveedor

externo.
Tabla 16. Evaluacion de la concentracion de las soluciones de R1y R1*
Concentracion
. Absorbancia
Oligo- . 3 (pmol pL™Y)
- nguL

nucleodtido
260 280 230 260/280 260/230 Esperada Real

R1 2644.00 331 299 296 1.11 1.12 500.00 389.41
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R1* 2642.40 330 294 251 112 1.32 500.00 402.49

La concentracion resulté por debajo del valor esperado, provocando que para una aplicacion
de 5 pL habria aproximadamente 1947 pmol, lo cual se encentra dentro del intervalo validado

en experimentos similares (Tabla 17).

Tabla 17. Comparacion del rango de la masa de RNA aplicada

Oligonucleotido Masa (pmol) Vol. Aplicado (uL)
Dubrovina et al. (2020)
o 2500 100
concentracion max.
Objetivo 2500 5
R1 1947.07 5
R1* 2012.46 5
Dubrovina et al. (2020)
250 100

concentracién min.

Con estos calculos y consideraciones, se procedio a producir las condiciones y evaluar la
estructura bicatenaria R1-R1* para concentracion final es 389.41 pmol pL* para liberar 1947
pmol de cada hebra de SRNA.

6.6.3 ' Evaluacion de formacion de SRNA bicatenario

Se evaluo el empalme de hebras en una molécula de SRNA bicatenario usando una curva de
temperatura de fusion entre R1 y R1*, con SYBR Gold como colorante. Para ello, R1 y R1*
se llevaron a una concentracion de 100 ng pL* cada uno, por separado y luego se prepard

una solucién 1:1 de ambas secuencias. Se utilizaron 10 pL de esta Gltima solucion y se
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agregaron 5 uL de SYBR Gold 1x para ser evaluada en CFX Manager BioRad, comprobando

la dimerizacion.

De acuerdo con el procedimiento de formacion de la molécula bicatenaria, se debe calentar
la mezcla a 90°C y en el descenso de temperatura las secuencias de SRNA se alinean y
empalman. En la Figura 23A se muestra el pico en 89 °C, lo que sugiere que el tratamiento
de empalme es suficiente para la dimerizacion del complejo bicatenario R1-R1*. Por otro
lado, en la Figura 23B se observan diferentes intensidades cuando se tiene una mezclade R1,

R1*y R1-R1*.
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Figura23. Dimerizacion de complejo bicatenario R1-R1*.

A: curva de temperatura de fusién iniciando a 65°C e incrementando 0.5 °C por minuto hasta alcanzar
los 95 °C en un equipo CFX96. B: Electroforesis en gel al 4% de agarosa para detectar RNA de

aproximadamente 21 nt. M. marcador de peso molecular con la banda maés ligera de 500 pb. R1-R1.

homodimerizacion de energia libre -1.66 kcal mol*. R1*-R1*. Homodimerizacion, -1.66 kcal mol. R1-

R1*. Heterodimerizacion -23.34 kcal mol™.

6.7 Aplicacion de sSRNA bicatenario y potencial accion interferente en fruto

6.7.1 Evaluacion del silenciamiento de CTR4sv3 24 horas postratamiento.
Se seleccionaron frutos en tres diferentes estados de maduracion, de aproximadamente el
mismo diametro, para la aplicacion de 5 pL que contenian 1947 pmol de una molécula

bicatenaria de SRNA, formada por las secuencias R1-R1*, por inyeccion directa. Como
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tratamiento control se aplico el mismo volumen de agua estéril y libre de nucleasas. El

andlisis se hizo por triplicado.

Después de 24 h de la aplicacion del tratamiento, se realizo la extraccion de RNA y los rangos
de las relaciones de absorbancia se reportan en la Tabla 18 y los resultados completos estan

en el Apéendice B: Absorbancias y concentracion de todos de todos los experimentos.

Tabla 18. Extraccién de RNA, 24 h postratamiento: rango del didmetro y relaciones de absorbancia

Maduracién  Aplicacién  Didmetro ADs: ADs: ng pL*
260/230 260/280

GM Agua 17.3-18.1 1.78-1.83 0.81-0.95 268-424
GM dsRNA 18.6-19.2 1.84-1.92 0.88-1.61 388.8-492
BR Agua 14.3-14.5 1.83-1.89 0.18-0.88 128.8-157.6
BR dsRNA 15.1-17.8 1.81-2.01 0.45-0.66 200.8-257.6
RR Agua 17.2-19.7 1.56-1.69 0.24-0.29 309.6-322.4
RR dsRNA 14.216.8 1.79-1.93 0.33-0.64 212.8-257.6

Para el analisis de expresion del transcrito blanco, es decir de CTR4sv3, para lo cual se utilizé
como calibrador el tratamiento con agua para cada nivel de maduracion. En la Figura 24 se
presenta el resultado grafico de la expresion con su correspondiente desviacion estandar. Se
realizd la prueba de ANOVA y se obtuvo un valor p = 0.309, por lo que no se encontrd
diferencia significativa por la aplicacion de SRNA bicatenario en los diferentes estados de

maduracién de fruto.
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Figura 24. Expresion de CTR4sv3 por la inyeccion de sSRNA o H20, en fruto GM, BR y RR.

Desde esta perspectiva, no hay justificacion estadistica para analizar las medias, pero si la
desviacion estandar. El simple efecto de la inyeccién como dafio mecénico pudo generar un
estrés, que habria sucedido en todas los frutos, pues la diferencia fue la sustancia con la cual
se inyecto. En ese sentido, se realiz6 ANOVA Unicamente para los tratamientos con agua y
se obtuvo un valor p = 0.960, y para Unicamente los tratamientos con SRNA se obtuvo un

valor p =0.274.

Otra posible fuente de variacién es el método de aplicacion, ya que al ser por inyeccion podria
haber diferencias considerables entre cada una de las aplicaciones, provocando estrés
distinto. La experiencia de quien aplica es importante para mantener con la menor fuente de
variacion el tratamiento en el que se tiene que hacer un dafio mecéanico: la velocidad de
introduccion de la jeringa, la profundidad en la que se mantiene la jeringa dentro del fruto, la
fuerza con la que se introduce ante diferente turgencia en el tejido.

Otra posibilidad es que la difusién del SRNA bicatenario y su efecto de silenciamiento

sucedan con diferente velocidad en tejidos con madurez distinta.

De tal manera que se realiz6 un nuevo experimento donde se realiz6 la misma aplicacién con
agua y SRNA bicatenario, pero se mantuvo el tratamiento por 72 h, momento en que se realizo

la extraccion de RNA. Debido a la cantidad de sRNA sintético disponible, Gnicamente se
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trabajo con el estado de maduracion GM. El motivo de la seleccion de este nivel de
maduracion se debid a que, si se espera que la aplicacion de SRNA bicatenario promueva la
maduracion, en GM se tendria mayor confianza de que se debi6 al tratamiento y no a un error

en la seleccion del fruto y que este pudiera estar en un grado mas avanzado de maduracion.

6.7.2 Evaluacion del silenciamiento de CTR4sv3 en GM, 72 horas postratamiento.

Se seleccionaron frutos en maduracion GM, de aproximadamente el mismo didmetro, para la
aplicacion de 5 pL que contenian 1947 pmol de una molécula bicatenaria de SRNA, formada
por las secuencias R1-R1*, por inyeccion directa. Como tratamiento control se aplicé el
mismo volumen de agua estéril y libre de nucleasas. El analisis se hizo por triplicado y se

mantuvo en condiciones controladas, como se describe en metodologia, por 72 h.

Para este experimento se analizo la pérdida de peso, la cual resulto de un 7.72% para el
tratamiento con inyeccion de agua y de 8.12% para el tratamiento de SRNA bicatenario. Al
realizar la prueba ANOVA se encontrd que no existia diferencia significativa en esta variable
(valor p =0.939, Figura 25).

[o2] w
1 1

Perdida de peso (%)

o
1

H20 RNA

Figura 25. Pérdida de peso en tratamiento por 72 h
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Después de obtener medir la masa final, se realizé la extraccion de RNA con una diferencia
relevante en el protocolo, pues se sometid a un proceso de purificacion adicional usando
cloruro de litio para una concentracion final de 3M, lo cual mejor6 de manera muy importante
en la calidad del material genético. Los rangos de las relaciones de absorbancia se reportan
en la Tabla 19 y los resultados completos estan en el Apéndice B: Absorbancias y

concentracion de todos de todos los experimentos.

Tabla 19. Extraccion de RNA, 72 h postratamiento: rango del didmetro y relaciones de absorbancia

Diametro
Tratamiento Abs. 260/230 Abs. 260/280 ng uL-1
(mm)
Agua 16.5-17.0 2.15-2.26 2.10-2.12 435.84-560.72
dsRNA 16.8-17.0 1.62-2.34 1.93-2.11 66.64-781.04

Para el analisis de expresion del transcrito blanco, es decir de CTR4sv3, para lo cual se utilizd
como calibrador el tratamiento con agua para cada nivel de maduracion. En la Figura 24 se
presenta el resultado grafico de la expresion con su correspondiente desviacion estandar. Se
realizd la prueba de ANOVA vy se obtuvo un valor p = 0.0188, por lo que se encontrd
diferencia significativa por la aplicacion de SRNA bicatenario en 72 h para GM. Al realizar
la prueba de Tukey se obtuvo el valor p = 0.0188 para la diferencia de sus medias, lo cual se

puede observar en la Figura 26.

73



(N

=
o
1

Expresion de CTR4sv3
o o
% 5

o
o
1

H20 RNA

Figura 26. Expresion de CTR4sv3 debido a la aplicacion de sRNA bicatenario, en GM 72 h
Las barras representan el error estandar y los valor ay b, corresponden a la prueba de Tukey con un
valor de corte p <0.05

En comparacion con el experimento en donde se dejaron los frutos en reposo 24 h posterior
a la aplicacion de agua o SRNA bicatenario, en 72 h si se encontrd diferencia significativa
con una reduccion de 48% en la expresion de CTR4sv3. Debido a que el tiempo del
tratamiento fue triplicado con respecto a la prueba previa, probablemente en este periodo
atenuo del estrés inducido por la inyeccion, lo cual podria resultar en reducir una especie de
efecto de enmascaramiento, del estrés sobre el tratamiento. Ademas, probablemente en este
periodo incremento la posibilidad de absorcion de la moléculas de SRNA bicatenario y
posterior carga en el complejo RISC para silenciar el blanco correspondiente. Sin embargo,
se deberan conducir nuevos estudios sobre el tiempo necesario para detectar silenciamiento
del blanco correspondiente y asi, encontrar si hay un periodo necesario para disparar el
mecanismo _de silenciamiento, asi como indagar sobre las condiciones para mejorar la
absorcion.

Ju et al. (2012) indican que en A. thaliana, cuando no hay etileno presente a nivel celular,

CTR1 fosforila EIN2; sin embargo, cuando esta fitohormona se presenta, CTR1 se inactiva

y EIN2 sufre un corte que se trasloca al nicleo donde activa genes respuesta a etileno (Figura

27). De acuerdo Wang et al. (2018), principal referencia en este trabajo, tomate transgénico

sobre expresante de miR1917 resulta en el silenciamiento de CTR4sv3. Este fendmeno
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coincide con los resultados reportados en este trabajo, sin embargo, aqui se presenta otra
metodologia para lograr dicho silenciamiento sin necesidad de hacer una planta transgénica.
De acuerdo con los autores mencionados, el silenciamiento de CTR4sv3 resulta en la
sobreexpresion de genes relacionados con la percepcion de etileno, incluido EIN2; también

de genes de la ruta de biosintesis de etileno.
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Figura 27. Modelo de sefializacidn por etileno.
Imagen tomada de Ju et al. (2012)

Por otro lado, Li et al. (2019) indica que la sintesis de etileno sucede en dos sistemas, el
sistema | es autoinhibitoria mientras que el el 11 es autocatalitica, es decir que su biosintesis
se ve retroalimentado de manera positiva. Para que suceda la sintesis de etileno en el sistema
I1, es necesaria la participacion de genes como ACS2 y 4, asi como ACO1 y ACO3 (Figura
28) aunque Liu et al. (2015) se sefiala ACO1 como los principales genes de produccion de
etileno asociado a la maduracion de fruto.
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Figura 28. Regulacién de la maduracién de fruto de tomate.
Imagen tomada de Li et al. (2019)

De tal manera que para conocer si el silenciamiento de CTR4sv3 por la aplicacién de SRNA
bicatenario tendria repercusion en otros genes relacionados con la percepcion de etileno y
principalmente, si tendria un efecto sobre la sintesis de etileno debido a genes relacionados

especificamente con el sistema 2. Asi que se seleccionaron los genes EIN2 y ACO1.

En la prueba ANOVA para la expresion de EIN2 se obtuvo un valor p = 0.0984 por lo que la
diferencia entre los tratamiento no fue significativa (valor de corte de p < 0.05) por la
aplicacion de SRNA bicatenario en 72 h para GM (Figura 29).
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Figura 29. Expresion de EIN2 por la aplicacion de sRNA bicatenario, en GM 72 h
Las barras representan el error estdndar. Valor de corte p < 0.05

En la prueba ANOVA para la expresion de ACOL resultd que la expresion fue
estadisticamente diferente entre los tratamientos para GM 72 h (valor p = 0.0388),

incrementando mas de 4 veces la expresion del transcrito.
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Figura 30. Expresion de ACOL1 por la aplicacion de SRNA bicatenario, en GM 72 h
Las barras representan el error estdndar. Valor de corte p <0.05

Si bien, el silenciamiento de CTR4sv3 no provoco un aumento significativo en la expresion
de EIN2, si tuvo un efecto muy importante en la sobreexpresion de ACOL. Lo anterior sugiere
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que conceptualmente, el disefio de unas moléculas bicatenarias con potencial interferente si
provocan el silenciamiento se un gen enddgeno e incluso, que corriente abajo pueden generar

cambios sensibles en una ruta molecular.

7. CONCLUSIONES

En el presente trabajo se logro generar el silenciamiento de un gen relacionado con la sintesis
de etileno en una planta de tomate. Los resultados coinciden con otros reportados
previamente, en los cuales se utilizaron plantas transgénicas para generar un cambio similar,
usando la sobreproduccién del precursor de miR1917. Aqui, se disefid una estrategia
mediante la mimesis del fendmeno que sucede en plantas de tomate, que se ha logrado
agudizar usando tecnologia transgénica y que se confirmé como un proceso similar en el

silenciamiento de genes enddgenos, sin el uso de material vegetal transgénico.

Es necesario indagar sobre varias preguntas en el fendmeno estudiado, por ejemplo, el efecto
dosis respuesta, el tiempo necesario para generar cambios en la dinamica molecular, los
mecanismos de absorcion, el efecto en la aplicacién en planta, los métodos de exposicion al
SRNA bicatenario, la posibilidad de generar cambios visibles e identificables con la
maduracion, la estabilidad de la molécula en el tiempo, el efecto que tendria en animales por

su ingesta y las posibles repercusiones al medio ambiente.

Aunque quedan muchas interrogantes, se tienen elementos para aceptar la hipdtesis, pues la
aplicacion exdgena de RNA bicatenario, sintético y complementario a CTR4sv3, que es un
transcrito relacionado con la biosintesis de etileno en tomate, produce cambios en la
expresion de ACOL, que es indispensable para el desarrollo y maduracion de fruto. Ademas,
en este trabajo queda presente una linea de investigacion, pues se presentan diferentes
miRNAS en tomate y sus blancos relacionados, asi como el fenotipo que se espera por la

sobreexpresion de estos.
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9. Apendices

9.1 Apéndice A: Resumen de oligonucleoétidos utilizados

Nombre

Secuenciab’ 2> 3’

Referencia

Actina

U6

miR1917

CTR4sv3

EIN2

ACO1

Adelantado
CTTTGCCGCATGCCATTCTT
Retrasado
CGGAACCTCTCAGCACCAAT

Adelantado
CATCCGATAAAATTGGAACGA
Retrasado
TTTGTGCGTGTCATCCTTGCG

Retrotranscripcion

GTTGGCTCTGGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGC

ACCAGAGCCAACACTTTA
Adelantado
GTTGGGGATTAATAAAGAGTGC
Retrasado
GTGCAGGGTCCGAGGT

Adelantado
AGGGTATGAGGCTTGAAATTCC
Retrasado
TATGAGCGGTTTCAACATATCCAT

Adelantado
CTCAACCGTCTTCAGGGCATAG
Retrasado
GTGGCGGCAAGTTTCCATTAG

Adelantado
ACAAACAGACGGGACACGAA
Retrasado
CTCTTTGGCTTGAAACTTGA

Nuevo?!

Wang et al.
(2016)

Nuevo?

Wang et al.
(2016)

Wang et al.
(2016)

Wang et al.
(2016)

1 Primer-BLAST especifico para secuencia de actina de MT Ref seq: FJ532351.1
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9.2 Apéndice B: Absorbancias y concentracion de todos de todos los experimentos

Tabla 20. Resultados de absorbancia a 230, 260 y 280 nm para analisis de expresion de miR1917-

CTR4sv3
Madurez A230 A260 A280 5 6%7;'80 5 6’%';;'30 ng pL?
GM 10.28 23316 1.66 1.404578  0.226809  93.264
GM 12.46 7.3 43 1.697674  0.585875 292
GM 15.18 10.36 5.64 1.836879  0.682477 414.4
BR 18.02 6.38 4.32 1.476852  0.354051 2552
BR 15.04 6.18 3.92 1576531  0.410904 247.2
BR 16.7 7.42 3.95 1.878481  0.444311 296.8
RR 123 5.92 3.64 1.626374  0.481301 236.8
RR 52.76 7.64 5.3 1.441509  +0.144807 305.6
RR 3.16 1.98 2.04 0.970588 0.626582 79.2

Tabla 21. Diametro v resultados de absorbancia de la extraccion de RNA en el tratamiento de 24 h

Maduracion

GM
GM
GM
GM
BR
BR
BR
BR
RR
RR
RR
RR

Aplicacion

Agua
Agua
dsRNA
dsRNA
Agua
Agua
dsRNA
dsRNA
Agua
Agua
dsRNA
dsRNA

Diametro

17.3
18.1
19.2
18.6
14.3
145
151
17.8
19.7
17.2
16.8
14.2

Absorbancia

o

26

10.6
6.7
9.72
12.3
3.94
3.22
6.44
5.02
7.74
8.06
5.32
6.44

230

5.78
3.76
5.28
6.4
2.08
1.76
3.56
25
4.58
5.16
2.98
3.34

280

111
8.3
11.02
7.66
4.48
17.46
144
7.58
26.26
34.2
16.32
10.08

260/230

1.83
1.78
1.84
1.92
1.89
1.83
1.81
2.01
1.69
1.56
1.79
1.93

260/280

0.95
0.81
0.88
1.61
0.88
0.18
0.45
0.66
0.29
0.24
0.33
0.64

ng uL?

424
268
388.8
492
157.6
128.8
257.6
200.8
309.6
322.4
212.8
257.6
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Tabla 22. Diametro vy resultados de absorbancia de la extraccion de RNA en el tratamiento de 72 h

Maduracion

GM
GM
GM
GM
GM
GM

Aplicacion

Agua

Agua

Agua
dsRNA
dsRNA
dsRNA

Diametro

17.0
16.8
16.5
16.8
17.0
16.8

Absorbancia

260

10.90
14.02
12.01
1.67
20.26
19.53

230

5.06
6.21
5.46
1.03
8.66
8.34

280

5.16
6.60
5.72
0.86
9.58
9.33

260/230

2.15
2.26
2.20
1.62
2.34
2.34

260/280

2.11
2.12
2.10
1.93
2.12
2.09

ng pL?

435.84
560.72
480.56
66.64
810.40
781.04

87



9.3 Apéndice C: Certificado de Andlisis por proveedore para RNA sintético.

GenScript
Confidential and Privieged v MO By
Genscripr Custom RNA Oligonncleotide
Certificate of Analysis
Product mnformation
Olizo Name o Rmodif
Ttem No L2935FG150. 7
Sequence
52 rAS T cAr AU rArAvA fGrAcd TG C rCric rArGmd -3
Modification Phosphorothzoated 2°0-Methyl RNA
Syothesis Scales 200 mmol
Length 21 Baszes
Theoretical MW 678026
ool (0D 424
/0D 2881
Molar Extincnon Coefficient e=135700 LY{mole com)
Volune for 100 pM per tube: 1600.00 ul
Package 160.00mmol * 1 tuba
Storage Stare at - 20 °C
Quality Control
Test Ttems Specifications Resulis
— Consistent to theoretreal molecular weight
Molecular Weight by Mscs Spad Passed
Punfication Method FR2¥ase free HPLC Cualified
Punity Z=88% by HPLC Chuahified
Total Cruannty Test by A260nm with the packing amount 160 {nmol Passed
Base Motzton:
DMA = A L G, Tacd U, T Phospiorctloated DHA, = A%, G, 03, T
ANA = rh, 15, T, il Prasphoroetinasnd RNA = £AY, 15, iC7, 1L
T0- Mokt BRA =k, mOAmE, mU Persphoroctinasnd ZC-Hettyl FMA = AR, mi®, miT, mU®
Cautvon
Far Isbaratory.ar frther mamdfaonring wse onty. B vou have vy questions about the Cartificate of Anaiveis,
plessa contact our customer sarvice representative at 1-877-436-T274 (Toll-Free), or Emsil-oligodd gensoaipt com
Drepared by Q-CT  Diare: 08252020
Approvedby: Q-55Y  Date: 08252020
_—_—
GenScript USA, Inc.
B0 Contanninl A, Piscatamay, N, (EAE Tul 1732 BES-01ER
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GenScript

Dondhladilial S Prislaged skl Himmair 11 L

Genscript Cusiom RNA Oligonucleotide
Certificate af Analysis

Product information
Oligo Mame miRmodif*
Ttemn Mo 1ro35PG150 8
Sequence

F-rCFAUTD Gl rAr Tl vl vUe o U rUrAedl 1T UmiT -3

Modification Phesphorotheoated 2'0-Methyl BNA
Symthes Scales 20000 nmol
Langth 21 Bazes
Thecsehcal MWW 856401
ol /00w 4.82
TE=L 8] 3T L4
Mealar Extinchon Coaefficient e=207500 Li{mole-cm)
Volumne for 100 pM per tube: 1600.00 ul
Package 160 00mmol * 1 tube
Storage Store at - M) °C
Quality Control
Test Items Specifications Besults
: Consistent to theorencal molecular weight
Molecular Werght oy s Pazzed
Purtfication Method —B24aze free HPLE Caahified
Totzl Cruznaty Test by A260mm with the packing amount 160 (nmol Passed
DRtA = A, G T2 1L § Phassenrottisatod DA = &7, 67, £%, T
RN = 8, 1D, 10, TU Povsphorachicatist RNA = TA¥, 1%, 1%, 10*
PPt BN = A, i, m Ll Psphorochicati 210 Hethyl ANA < MAY, mi®, me, mie
Cautrom

For Isbaratory or firther mamfachmine wse ouby, If vou have amy questions about the Cerfificate of Anabysis,
plesse confact our Eusiomes service representative at 1-877-236-7174 (Toll-Free), or Email:ohipoiizenscipt com

Prepared by Q-CXT Diare: OR2572020
Approved by: Q-55Y  Dare: 0B 252020

e
GanScript USA, Inc.

B0 Centurmial Ave, Piscotmeay, b GHELD Teed: 1 T2 245 -316R
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9.4 Apéndice D: Pruebas de retencion de solucién en fruto

Trabajar con diferentes estados de maduracién de fruto supone trabajar con diversidad de
tamarios y turgencia, lo cual es un reto para introducir un volumen por la via de inyeccion.
En la Figura 31 se muestran algunos frutos con los cuales se practicéd la inyeccion para
mejorar el control de pulso, profundidad de inyeccidn y manipulacion del embolo.

i Eii'!il

|/ "] 3|
=7 11 L
-T—%k--iib ‘

'==.=lllllr. | "-‘

Figura 31. Prueba de retencion en fruto por inyeccion de solucién acuosa

Ademas, esta practica_manual dio pauta para conocer el volumen que puede absorber y
retener una poblacién diversa de frutos, donde encontramos que el volumen que pueden

retener todos los frutos es 5 pL (Tabla 23)

Tabla 23. Prueba de retencion de solucién en fruto

Volumen Madurez (diametro) Resultado de prueba
RR (1.8-2.3 cm) Inviable
100 uL GM (1.2-2.0 cm) Inviable
Vario (0.4-0.6 cm) Inviable
50 puL RR (1.8-2.3 cm) Inviable
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GM (1.2-2.0 cm)
Vario (0.4-0.6 cm)

RR (1.8-2.3cm)

10 pL GM (1.2-2.0 cm)
Vario (0.4-0.6 cm)

RR (1.8-2.3cm)

SuL GM (1.2-2.0 cm)

Vario (0.4-0.6 cm)

Inviable

Inviable

Retencién

Goteo

Inviable

Retencion

Retencién

Goteo
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