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RESUMEN

Los microRNAs (miRNAs) son RNAs pequefios no codificantes de 20-24 nucledtidos que
regulan la expresion génica mediante silenciamiento. La identificacion de novo de miRNAs
se basa en las particularidades de su biogénesis. A grandes rasgos, los criterios conside-
rados son: la identificacién de un transcrito que se pliega en una estructura secundaria de
tallo-asa, asi como las secuencias del miRNA y del miRNA* encontradas en los resultados
de secuenciacién de RNAs pequefios. Estas secuencias deben ser casi perfectamente com-
plementarias, mapearse sobre el tallo de dicha estructura secundaria con un desfase de 2
nucledtidos y representar la mayoria de las lecturas que se mapean sobre la estructura de
tallo-asa. Este articulo presenta informacion sobre la base de datos de miRNAs, miRBase,
miRNAs conservados y linaje-especificos, haciendo hincapié en los miRNAs de plantas.
Se describen los procedimientos de identificacion de novo de miRNAs por prediccion de
la estructura de tallo-asa. Para esto se utilizan datos de secuenciacion masiva de RNAs
pequenos y de genoma o transcriptoma. Se describen también los métodos de prediccion
y validacion de transcritos-blancos de miRNA.
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KEY WORDS
MicroRNAs (miRNAs) are small non-coding RNAs 20 to 24 nucleotides long that silence miRNA,
gene expression post-transcriptionally. De novo identification of miRNAs is based on small RNAs,
features of its biogenesis. In general, the criteria considered are the identification of stem-loop
a transcript that folds into a stem-loop secondary structure, as well as the miRNA and secondary
miRNA* sequences resulting from small RNA-sequencing. These sequences should possess structure
nearly perfect complementarity, map onto the stem part of the secondary structure with lant !
a displacement of 2 nucleotides and represent most of the reads mapped onto the stem- plants,
loop structure. In this article, the miRBase database, the conserved and lineage-specific N€Xt
miRNA with an emphasis on plant miRNAs, and the procedures of de novo identification of 9€neration
sequencing

miRNAs based on prediction of the stem-loop structure are described. These bioinformatic
methods employ data obtained by next generation sequencing techniques, that is, small
RNA-seq, coupled with RNA-seq for de novo transcriptome assembly, or available genome
sequences. The methods of bioinformatic prediction and experimental validation of miRNA
targets are also described.

INTRODUCCION

Los microRNAs (miRNAs) son moléculas de
cadena sencilla de RNA entre 20 y 24 nucledti-
dos (nt) de longitud, frecuentemente de 21 nt,
las cuales mediante silenciamiento modulan la
expresion génica a nivel postranscripcional o
traduccional. Estas moléculas estan presentes
en todos los 6rganos y tejidos de plantas y
animales. Los miRNA son reguladores muy
importantes del desarrollo de organismos mul-
ticelulares; en plantas su funciéon también es

necesaria para la regulacién de la plasticidad
fenotipica, la interaccidén con organismos sim-
bidticos y la respuesta a diferentes tipos de
estrés biodtico y abidtico (1, 2, 3).

Existen varios tipos de RNAs pequefios de
entre 20 y 30 nt de longitud que participan
en la regulaciéon de la expresidon génica. Entre
los mas abundantes se encuentran los miRNAs
y siRNAs (del inglés “small interfering RNA":
RNAs pequefios de interferencia). Podemos
distinguir estos dos grupos de acuerdo con un
detalle particular de su biogénesis: mientras
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gue un miRNA deriva de una molécula de RNA
de una sola cadena con una estructura secun-
daria particular, un siRNA deriva de molécula
de RNA de doble cadena (4).

En este articulo se describiran los proce-
dimientos que se tienen que utilizar para la
adecuada identificacién de miRNAs, utilizando
datos de secuenciacion de RNAs pequefios y
genoma o transcriptoma ensamblado de novo.
Dichos procedimientos se basan en la forma-
cion de una estructura secundaria de tallo-asa
por la molécula de RNA que originara a un
miRNA. Esta metodologia puede aplicarse a
especies vegetales no modelo, que no cuentan
con genoma secuenciado.

Biogénesis y modo de accion de los miRNAs
Un miRNA se origina a partir de un gen MIR que
se transcribe por la RNA polimerasa II, dando
lugar a un transcrito primario (pri-miRNA).
Generalmente, los genes MIR de plantas se
encuentran entre otros genes (a veces se dice
que se encuentran en regiones intergénicas),
pero también pueden ser parte de intrones
e incluso exones de otros genes (5), en este
caso se les denomina como intragénicos. A su
vez, los transcritos primarios pueden tener
intrones, los cuales se eliminan por el proceso
de “splicing”, o empalme. Ademas, de manera
similar a otros transcritos de RNA polimerasa
II, se modifican por adiciéon del cap y la cola
de poliadenina. Como ya se menciond, los pri-
miRNAs son transcritos de cadena sencilla,
pero adquieren una estructura secundaria de
tallo-asa, también llamada tallo-bucle (Fig.
la). Estas secuencias forman doble cadena
correspondiente al tallo de dicha estructura.
Este segmento de doble cadena incluye tanto
la secuencia del miRNA maduro como una
secuencia cuasi complementaria denominada
miRNA estrella (miRNA*), representadas en
azul y verde, respectivamente, en la figura 1a.
De manera canodnica, el pri-miRNA se procesa
(es decir, es cortado) en dos pasos. En plantas, a
diferencia de animales, ambos pasos se realizan
en el nucleo por una sola enzima RNAsa tipo III
de la familia DICER-LIKE (DCL), generalmente
DCL1, segun la nomenclatura para Arabidopsis
thaliana. Primero el pri-miRNA se procesa,
convirtiéndose en un precursor del miRNA (pre-
miRNA, Fig. 1b) y luego en un duplex miRNA/
miRNA* (Fig.1c) generalmente con hebras de
20 a 22 nt, aunque se han reportado algunos
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mMiRNA funcionales de 23 o0 24 nt (revisado en
3, 8). Las RNA-endonucleasas DCL cortan el
RNA de doble cadena, dejando dos nucledtidos
sobresalientes en los extremos 3’, por lo que
este duplex presenta extremos colgantes,
también Ilamados cohesivos, de dos nt.

El miRNA maduro se separa del miRNA*
y se asocia a una proteina de la familia AR-
GONAUTA (AGO), generalmente AGO1, para
formar parte del complejo de silenciamien-
to inducido por RNA (RISC, por sus siglas en
inglés: RNA-induced silencing complex) (Fig.
1d). Aunque anteriormente se pensaba que la
formacion del complejo RISC de plantas ocurre
en el citoplasma, publicaciones recientes su-
gieren que este proceso podria llevarse a cabo
en el nucleo (revisado en 3). El miRNA dirige al
complejo RISC hacia el transcrito blanco (Fig.
le). Los miRNAs de plantas, a diferencia de lo
que pasa en animales, poseen generalmente
una alta complementariedad de bases con sus
RNA blancos y por eso a menudo pueden tener
como blanco un transcrito Unico, mientras que
los miRNAs de animales bilaterales pueden
tener numerosos blancos.

Generalmente, los miRNAs de plantas regulan
la expresidn de transcritos que codifican para
proteinas, aunque también pueden actuar sobre
transcritos de RNAs largos no codificantes. Un
caso especifico es de los genes TAS que no
codifican para proteinas: los transcritos TAS
son reconocidos por miRNAs y cortados por
el complejo RISC. Después de ser cortados se
convierten a moléculas de doble cadena por
la actividad de una enzima RNA polimerasa
dependiente de RNA; y luego se cortan en
varias moléculas de 21 nt para generar un tipo
de siRNAs denominadas tasiRNAs (del inglés
“trans-acting” siRNA) (8). Los tasi son un grupo
particular de phasiRNAs (del inglés “phased
siRNAs”) que son reclutados a un complejo RISC
y dirigen el silenciamiento postranscripcional
de otros transcritos no relacionados con los
genes TAS. Los phasiRNAs, pueden originarse
de genes que codifican o no para proteinas por
el mecanismo arriba descrito para tasiRNAs
(9).

Los miRNAs pueden desencadenar
diferentes mecanismos de silenciamiento. En
plantas, el silenciamiento génico mediante
el corte del transcrito blanco (Fig. 1f) y su
posterior degradacién por la exorribonucleasa
XRN4 es el que se ha reportado con mayor
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Figura 1. Biogénesis de miRNAs en plantas. (a) El gen MIR se transcribe generando un transcrito primario, o pri-miRNA,
el cual es procesado por la enzima DICER LIKE 1 (DCL1) en dos pasos,; primero a precursor de miRNA, o pre-miRNA (b),
y posteriormente a duplex miRNA/miRNA* (c). Las hebras del miRNA y miRNA* tienen dos nucledtidos desapareados
en su extremo 3’. (d) El miRNA maduro se asocia con la proteina ARGONAUTA (AGO), generalmente AGO1, como parte
del complejo de silenciamiento inducido por RNA (RISC, por sus siglas en inglés: RNA-induced silencing complex). (e)
El miRNA maduro dirige al complejo RISC hasta su transcrito blanco. (f) El modo mas comun de silenciamiento por
miRNAs en plantas, el cual se indica en la figura, es el corte endonucleolitico del transcrito blanco por la proteina AGO.
Para hacer esta imagen se utilizaron como referencia las revisiones 3, 6 y 7.

frecuencia. Sin embargo, cada dia se acumulan
mas evidencias de inhibicidon de la traduccién
por miRNAs en plantas, como sucede, por
ejemplo, con miR172, miR171, miR398 y
miR156 que tienen como blancos a APETALA 2,
SCARECROW-LIKE PROTEIN 4, COPPER/ZINC
SUPEROXIDE DISMUTASE 2 y SQUAMOSA
PROMOTER BINDING PROTEIN-LIKE 3,
respectivamente, asi como sus paralogos.
Los miRNA mencionados pueden regular a
sus blancos por ambos mecanismos arriba

descritos (revisado en 6). Ademas, existen
pocos reportes recientes de silenciamiento
transcripcional mediante el mecanismo de
metilacion de DNA dependiente de miRNA. En
un articulo se reporta en arroz la regulacién
de metilacion de DNA mediante miRNAs de 24
nt, los cuales son generados por DCL3 y que
se asocian a un complejo de silenciamiento
que contiene a la proteina AGO4. En otro
articulo se encontré que en Arabidopsis la
complementariedad entre miR165/166 y sus
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transcritos blanco PHABULOSA y PHAVOLUTA
es necesaria para la metilaciéon de estos dos
genes (revisado en 3).

Familias de miRNAs

Los miRNAs maduros se agrupan en familias
de acuerdo con sus secuencias. Los miembros
de una familia comparten una similitud mayor
al 84%, es decir, tienen al menos 17 nt en
comun y no mas de 3 cambios de nucleoti-
dos. Ademas, los miRNAs derivados del mismo
precursor pueden tener diferentes longitudes
por presentar o no un nucledtido extra en uno
0 ambos extremos del miRNA maduro; esto
por el procesamiento diferencial por DCL, por
particularidades del precursor o, en algunos
casos por modificacién después del procesa-
miento (10, 11).

Existen familias de miRNAs presentes en
diversas especies vegetales que comparten
blancos de la misma familia génica. Se re-
fieren a ellas como familias conservadas de
miRNAs. Por ejemplo, las plantas dicotiledo-
neas comparten 29 familias de miRNAs (12).
No obstante, en las especies vegetales, son
en realidad pocas las familias de las que se ha
encontrado evidencia de conservacion a lo lar-
go de la historia evolutiva. Existen 9 familias
de miRNAs que se han identificado desde el
ancestro comun de todas las embriofitas hasta
las plantas con flores (10, 13). En cambio, la
mayoria de los miRNAs que se han identifica-
do son especificos de una sola especie. Se ha
reportado que aproximadamente la mitad de
los miRNA de cada especie no se conservan
en otras taxa (10). Por ende, cada vez que se
caracterizan los miRNAs de una nueva especie
vegetal se descubren nuevos miRNAs.

MiRBase, la principal base de datos de
miRNAs

MiRBase (http://www.mirbase.org/) es la prin-
cipal base de datos de secuencias de miRNAs
de todos los organismos en los que han sido
identificados. Esta base de datos es publica y
reune no solo las secuencias de miRNAs ma-
duros, sino también de sus precursores, asi
como informacion acerca del método por el
cual fueron identificados y de su acumulacién
en diferentes 6rganos, etapas de desarrollo y
bajo distintos tratamientos. En marzo del 2018
esta base de datos se actualizé a la version 22,
aumentando en mas de un tercio su contenido
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en comparacién con la version 21 liberada 4
afos antes. Para la version 22 de miRBase, se
homologaron y curaron nombres asignados a
los miRNA de distintas especies tanto vegeta-
les, como animales.

La nomenclatura actual de miRBase para
mMiRNAs de plantas se establece de la siguiente
forma: las 3 primeras letras hacen referencia
al organismo en el que fueron identificados,
la primera letra al género, segunda y tercera
letras a la especie; después de un guion se
escribe el sufijo miR, el nimero de la fami-
lia y una letra para designar cada una de las
isoformas, o variantes de este miRNA. Final-
mente, con el sufijo -5p o -3p se indica si el
miRNA maduro proviene del brazo 5’ 0 3’ de la
estructura tallo-asa del precursor. Por ejem-
plo: ath-MIR156¢-5p se refiere a la isoforma
“c” de la familia 156 de Arabidopsis thaliana
proveniente del brazo 5’ del tallo-asa. Actual-
mente se han publicado varios trabajos que
reportan que ambas cadenas del duplex son
funcionales (14). Por esta razon, en las ulti-
mas versiones de miRBase ya no se aplica la
terminologia miRNA/miRNA* para distinguir
el miRNA que se expresa mas, sino la de 5p y
3p, para ambas cadenas del duplex (revisado
en 15). Esta nomenclatura desde hace tiempo
esta establecida para miRNAs de animales, y
se ha ido aceptando para miRNAs de plantas.
Sin embargo, en este trabajo utilizamos la ter-
minologia anterior, miRNA/miRNA*, para fines
practicos.

miRBase 22 tiene registros de miRNAs
provenientes de solamente 82 especies
vegetales. Cabe mencionar, que el numero
de especies de plantas es mucho mas alto:
tan solo de angiospermas se conocen mas
de 369,400 especies (16). Entre ellas, el
numero de especies con secuencias gendmicas
ensambladas y publicadas es bastante mas
bajo: para noviembre del 2019 habian sido
351 especies. Muchos de estos 351 genomas
publicamente accesibles se encuentran
en estado de borrador todavia (https://
www.plabipd.de). Por otro lado, datos
transcriptémicos estan disponibles para un
mayor numero de especies, por ejemplo,
recientemente fueron publicados datos de
transcriptoma de mas de mil especies de
embriofitas, es decir, plantas terrestres (17).
En los Ultimos afios la cantidad de especies
vegetales con genomas y transcriptomas



Revista de Educacién Bioquimica (REB) 40(1):13-26, 2021 éCoémo identifico microRNAs en mi planta? 17

disponibles ha aumentado drasticamente,
lo que ha posibilitado la identificacién por
prediccién in silico de genes MIR y miRNAs
de estas especies, por ejemplo, de Ipomoea
batatas L (camote) y Arundo donax L (cana)
(18, 19). Para identificar genes MIR y miRNAs,
asi como comprobar la existencia de miRNAs,
se requiere realizar la secuenciacién de
RNAs pequefos descrita abajo. A su vez,
esta comprobacidon depende de las muestras
analizadas, ya que la presencia de diferentes
miRNAs puede variar entre los érganos o
condiciones que se analizan (20).

Uso de microarreglos para la descripciéon
de miRNAs

Los microarreglos de miRNAs, también llama-
dos chips (“"microarray” en inglés), se emplean
principalmente para analizar la expresién dife-
rencial de miRNAs (21), pero también se han
utilizado algunas veces para describir miRNAs
conservados en especies no modelo, como se
hizo para Opuntia ficus-indica (22). Para este
ultimo fin se aprovecha la homologia entre los
miRNAs conservados que ya han sido caracte-
rizados en especies modelo, para identificar a
estos mismos en especies no modelo.

Los microarreglos de miRNAs son una colec-
cién de sondas, es decir, de moléculas pequenas
de DNA de una sola cadena que representan a
cada una de las secuencias de miRNA descritos
y depositados en la base de datos miRBase, o
a su secuencia complementaria, dependien-
do de la técnica del marcaje de muestras de
RNA (23). Todas estas sondas estan fijadas en
una superficie sélida, por ejemplo, en vidrio
o plastico. En los ampliamente utilizados mi-
croarreglos Affymetrix, actualmente vendidos
por la compafiia ThermoFisher (https://www.
thermofisher.com/mx/es/home/life-science/
microarray-analysis/affymetrix.html), las se-
cuencias de las moléculas-sondas son comple-
mentarias a miRNAs conocidos. Al hibridarse
estas sondas por complementariedad de bases
con los miRNAs de las muestras de RNA mar-
cados de algin modo, generalmente con un
fluoréforo, se pueden identificar los miRNAs
de secuencia conocida presentes en muestras
de distintos érganos, etapas de desarrollo o
tratamientos. El microarreglo de Affymetrix
puede ser usado para evaluar la expresion de
miRNAs tanto vegetales, como animales, ya
que incluye sondas correspondientes a todos

los miRNA depositados a la base de datos miR-
Base. En el caso de muestras de RNA que se
utilizan para hibridar con los chips de Affyme-
trix, se marcan las mismas moléculas de RNA
por poliadenilacion y ligacién de fragmentos de
DNA marcados con biotina. En otros tipos de
microarreglos, cuando las muestras se marcan
en el proceso de la transcripcidn reversa, las
sondas tendran la secuencia de los miRNAs, y
Nno su secuencia complementaria. Sin embargo,
el uso de los microarreglos no asegura que las
moléculas que se hibridan tengan exactamente
la misma secuencia que la molécula de refe-
rencia utilizada en el microarreglo. En muchos
de los casos los miRNAs detectados podrian
representar una mezcla de varias isoformas
que pertenecen a la familia de la secuencia
usada como referencia, teniendo uno, dos o
hasta tres nucleodtidos distintos, por lo que no
todas estas isoformas coinciden exactamente
con la secuencia que se encuentra en el mi-
croarreglo. Esta tecnologia sigue disponible y
puede brindar un panorama muy general sobre
las posibles familias de miRNA conservadas
presentes y las diferencias en su acumulacién
en los organos y condiciones estudiados. Una
ventaja del uso de microarreglos para medir
la acumulacion diferencial de miRNA es que
no requiere de un gran poder de cOmputo vy
analisis bioinformaticos. Actualmente, en el
mercado se encuentran disponibles microarre-
glos no solamente de miRNAs maduros de la
version 20 de miRBase, (“Affymetrix® miRNA
4.0 array”), sino también de secuencias de
precursores (los cuales entre distintas especies
pueden variar notablemente, por lo que se re-
comienda su uso para evaluar la acumulacién
diferencial en la especie, para la cual fue crea-
do el microarreglo). Por otra parte, el abara-
tamiento de las tecnologias de secuenciacion
aunado a las ventajas que estas proveen ha
desplazado el uso de microarreglos.

Identificacion de novo de miRNAs utili-
zando secuenciacion masiva

Se denomina secuenciacién masiva a la se-
cuenciacion de moléculas de acidos nucleicos
en la que se determinan en paralelo miles o
millones de secuencias nucleotidicas. En inglés
este tipo de secuenciacion se llama “Deep
sequencing” o NGS (“next generation sequen-
cing”: secuenciacién de la siguiente genera-
cién). La secuenciaciéon masiva de RNAs pe-
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Figura 2. Anélisis de posibles precursores de miRNAs. EI miRNA primario (pri-miRNA) se representa con una linea
negra. La estructura secundaria tallo-asa formada por el pri-miRNA y la seccion que corresponde al precursor de
miRNA (pre-miRNA) después del primer paso del procesamiento se indica con llaves. Con lineas grises se muestran las
lecturas de la secuenciacion de RNAs pequefios mapeados sobre el precursor de miRNA, la estructura tallo-asa, o el
miRNA primario. En azul se representan las lecturas correspondientes al miRNA maduro y en verde las del miRNA*. La
distribucion de estas lecturas de RNAs pequefios es la que se espera por las caracteristicas de la biogénesis de miRNAs

(figura basada en la referencia 25).

quenos (“small RNA-seq” en inglés, ver abajo)
permite la identificacion de probables miRNAs
sin conocer previamente su secuencia. Téc-
nicamente, cuando decimos secuenciaciéon de
RNA, en realidad se secuencian las moléculas
de DNA complementario a este RNA. Como
se mencionod arriba, para varias especies ve-
getales ya esta disponible la secuencia de su
genoma, y para muchas mas estan disponibles
secuencias de transcriptomas ensamblados
de novo. Si la especie de su interés no cuen-
ta con genoma ni transcriptoma previamente
reportado, para identificar miRNAs habria que
realizar dos secuenciaciones distintas: una de
RNA pequefios y otra de transcritos poliadeni-
lados; esta ultima seguida por un ensamblado
de novo. Mas detalles acerca de la secuencia-
cion y ensamblado de novo de transcriptomas
se pueden consultar en una revision de esta
misma revista (24). El procedimiento para
identificacidn de novo de miRNAs se basa en
las particularidades de su biogénesis. A gran-
des rasgos, los criterios considerados, que se

explicaran detalladamente mas adelante, son:
las secuencias del miRNA y del miRNA* en-
contradas en los resultados de secuenciacién
como evidencia de su expresidon, que forman
un dudplex con un desfase de 2+1 nt, como
evidencia de corte por una RNAsa tipo III,
ademas de la identificacién de un precursor
que cumple con caracteristicas especificas de
estructura secundaria (Fig. 2) (13).

En los ultimos afios se ha vuelto muy co-
mun el uso de secuenciaciéon masiva de RNAs
pequefos para la identificacion de miRNAs.
Se ha generado una gran cantidad de in-
formacién, pero dicha informacion debe ser
verificada utilizando datos transcriptomicos
0 gendmicos de la especie de interés para
averiguar el origen de los RNAs pequefios y
comprobar si se trata o no de miRNAs. So-
lamente después del analisis abajo descrito,
se deben depositar las secuencias de miRNAs
identificados en bases de datos. Sin embargo,
actualmente gran parte de la informacion de-
positada en miRBase no ha sido verificada mas
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alld de la secuenciacion de RNAs pequefios.
Esto ha provocado la anotacién equivocada de
otro tipo de RNAs pequefos, mayormente de
siRNAs, como si fuesen miRNAs. Un analisis
de los miRNAs de plantas de la versidon 20 de
miRBase mostré que el 75% de ellos no conta-
ban con evidencia suficiente para ser anotados
como miRNAs (26). Las imprecisiones en la
identificaciéon de miRNAs pueden resultar en
su anotacién erronea, lo que dificulta el estu-
dio del papel de los miRNAs en la regulacién
génica.

A continuacién, se describe la secuencia-
cién de RNAs pequefios y los pasos de su
posterior analisis necesario para una identi-
ficacion exitosa de miRNAs.

Secuenciacion masiva de RNAs pequeiios
En un procedimiento de secuenciacién masiva
de RNAs pequefos se determina la secuencia
de nucledtidos que corresponde a moléculas
de RNA de entre 18 y 30 nt de longitud,
aproximadamente, como su nombre lo define.
Para ello, primero a partir de RNA total se
aisla la fraccién de moléculas de RNA de esta
longitud que es utilizada en la construccion
de bibliotecas para su secuenciaciéon. En la
purificacién de RNAs pequefios, la muestra
incluye moléculas cortas de RNA de varios
tipos: ademas de los RNAs pequefios de
interés, como mMiRNAs y siRNAs, también
hay fragmentos de moléculas de RNAs mas
grandes, entre ellos los de RNAs mensajeros,
RNAs de transferencia, RNAs ribosomales,
entre otros.

En los extremos de estas moléculas de
RNA se ligan fragmentos cortos de RNA de-
nominados adaptadores. El adaptador ligado
primero al extremo 3’ de cada molécula de
RNA contiene una secuencia conocida, y el
adaptador ligado al extremo 5’ tiene otra se-
cuencia. Luego sobre el templado de las mo-
léculas de RNA con adaptadores se sintetiza
la primera cadena de cDNA en una reaccién
de transcripcion reversa. Esta cadena de cDNA
se utiliza para obtener varias moléculas de
DNA de doble cadena por el proceso de PCR
(reaccion en cadena de la polimerasa, por sus
siglas en inglés). Uno de los adaptadores se
usara para iniciar la secuenciacion. El método
empleado en la elaboracion de las bibliotecas
que se secuenciaran es clave en la obtencién
de resultados, pues puede generar un ses-

go debido a que la incorporacién de ciertos
adaptadores puede verse desfavorecida. Se
ha evidenciado que el uso de adaptadores con
secuencias degeneradas, es decir, el uso de
un conjunto de adaptadores con secuencias
variables en el extremo en que se ligan a los
RNAs pequefos, permite evitar este sesgo.
Sin embargo, para el uso de adaptadores con
secuencias degeneradas es preferible contar
con un genoma de referencia para poder dis-
tinguir dentro de las lecturas de secuenciacion
los nucledtidos que fueron anadidos (adapta-
dores) y las secuencias propias de la especie
de interés (27, 28).

Para la anotacion de miRNAs se deben in-
cluir resultados de secuenciacién de al menos
dos bibliotecas independientes. Otro de los
objetivos importantes de la secuenciacién de
RNAs pequenos es el monitorear su expresion
en diferentes 6rganos, etapas de desarrollo
o condiciones. Para poder realizar el analisis
estadistico de la expresién diferencial y resal-
tar resultados reproducibles, ademas de tener
muestras de condiciones diferentes, es nece-
sario incluir dos o tres replicas bioldgicas, es
decir, muestras de una misma condicién pro-
venientes de experimentos independientes.

Procesamiento de los datos crudos de la
secuenciacion

Como resultado de la secuenciacién se obtie-
nen archivos en formato FastQ de cada una
de las bibliotecas secuenciadas. Este es un
formato basado en texto que contiene la se-
cuencia de nucledtidos, asi como valores de
calidad de secuenciacién para cada nucleétido.
Al tratarse de secuencias cortas, los resulta-
dos de secuenciacién son generalmente de
alta calidad. Existen diversas herramientas
que generan reportes de calidad a partir de
este tipo de archivos; una de ellas es FastQC
(29). Después de verificar la calidad de las
secuencias obtenidas, se procede al proce-
samiento de resultados de secuenciacién, es
decir, la remocion de los adaptadores. Existen
varias herramientas, como Atropos, cutadapt,
Trimmomatic o BBDuk que permiten elimi-
nar los adaptadores de secuencias conocidas
no variables (Revisado en 30). Tras el pro-
cesamiento, se debe analizar la distribucién
de longitud de las secuencias procesadas, lo
cual sirve tanto como control de calidad de
la purificacién del RNA, de la preparacion de
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bibliotecas y de la secuenciacién, como para
confirmar la ausencia de nucleétidos prove-
nientes de adaptadores. Generalmente los
RNAs pequefios mas abundantes son siRNAs
de 24 nt de longitud, seguidos por miRNAs
de 21 nt (30).

Mapeo sobre genoma o transcriptoma de
las lecturas procesadas

La secuencia de nucledtidos de cada una de
las moléculas obtenida como resultado de
secuenciacion masiva de RNA se denomina
lectura. Para identificar genes MIR, las se-
cuencias exactas de las lecturas procesadas
de secuenciacién de los RNAs pequefos se
buscan en el genoma de referencia o el trans-
criptoma ensamblado de novo. A este proceso
se le denomina mapeo y se basa en algorit-
mos de alineamiento de acidos nucleicos. Para
posteriores analisis, deberdn considerarse Uni-
camente las lecturas que pudieron mapear-
se. Con este paso, se discriminan posibles
artefactos generados por secuenciacién o por
contaminacion. La longitud de las estructuras
tallo-asa de los pri-miRNAs de plantas varia
de entre menos de 100 y hasta 900 nt (10).
Por esta razon, en caso de no contar con un
genoma de referencia y mapear las lecturas de
RNAs pequenos sobre el transcriptoma, deben
considerarse los transcritos de este rango de
longitud.

Conteo de lecturas
En el caso de los RNAs pequeiios el nimero
de lecturas con una misma secuencia (secuen-
cia Unica) que se obtiene como resultado de
secuenciacion masiva indica directamente el
numero de veces que se secuencio dicha mo-
lécula en la biblioteca analizada. Después de
que se han contabilizado las lecturas, deben
conservarse solo las lecturas que aparecen
en al menos dos bibliotecas: de dos mues-
tras provenientes cada una de condiciones
distintas o de dos muestras de una condicién
provenientes de dos experimentos indepen-
dientes (replicas bioldgicas). Estos datos pue-
den usarse para la identificacion de miRNAs
y el numero de lecturas puede normalizarse,
como se explica mas adelante, para posterior
analisis de acumulacion de miRNAs.

Otra alternativa es agrupar las lecturas
con sus variantes posicionales (Fig. 3). Los
miRNAs pueden tener variantes posicionales
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5'-UGACAGAAGAGAGUGAGCAC3'

Figura 3. Variantes posicionales del microRNA de
Arabidopsis thaliana ath-MIR156c-5p de acuerdo con
la secuencia de su precursor y de la variante mas
abundante del miRNA maduro disponible en la base de
datos miRBase (http://www.mirbase.org/).

que ocurren como resultado de corte por
enzimas Dicer/DCL en posiciones ligeramente
variables (31), o modificaciones en el extremo
3’, como es el caso de miR1510 de soya que
al monouridilarse pasa de 21 a 22 nt (11).
Actualmente la variacién de un nucledtido
de longitud en un extremo de la molécula
es aceptada como una variante posicional de
un mismo miRNA, lo cual permite agrupar 5
variantes de un mismo miRNA (Fig. 3). Algunos
algoritmos para el analisis de RNAs pequefios
utilizan esta estrategia. Sin embargo, debe
tenerse especial cuidado en que las secuencias
agrupadas sean idénticas a las secuencias
sobre las que se mapean.

Cuando se agrupan las variantes posicio-
nales, para validar la presencia de un miRNA,
se suma el nimero total de lecturas de las
variantes posicionales tanto para el miRNA,
como para el miRNA* y se calcula el porcen-
taje de estas lecturas respecto al nimero total
de lecturas mapeadas al locus o al transcrito,
la suma de ambos o alguno de los dos debe ser
de al menos el 75%; este valor estd sugerido
por Axtell & Meyers en (13).

Prediccion de precursores de miRNAs

En la siguiente etapa de la identificacidon de
novo de miRNAs, se analiza la posibilidad de
que las secuencias del genoma o transcritos
a los que se mapearon las lecturas obtenidas
por la secuenciacién de RNAs pequeios
correspondan a genes MIR o a precursores
de miRNAs, respectivamente. Para ello se
recaban, o minan, hasta 150 nt hacia cada
lado, las secuencias que estan flanqueando
los sitios en donde se maped una lectura de
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la secuenciacion de RNAs pequefos (13).
Se modela la estructura secundaria de estas
secuencias recabadas para probar si pueden
formar la estructura tallo-asa caracteristica de
los transcritos de genes MIR. Existen varios
programas computacionales para la prediccién
de la estructura secundaria de RNA que
evallan también la probabilidad de que dichas
secuencias sean precursores de miRNAs. Entre
ellos destacan: miRDeep-P2 (32), ShortStack
(33), miR-PREFeR (34), MIReNA (35). Estos
algoritmos son de cédigo abierto y de libre
acceso. ShortStack, ademas, esta disponible
como una herramienta en linea que puede ser
accedida desde https://de.cyverse.org/de/ y
no requiere mayor poder de coémputo. Aun
al utilizar cualquiera de estos programas, es
necesario revisar que los resultados predichos
cumplen con los parametros establecidos para
la identificacion de novo de miRNAs.

Como se ejemplifica en la figura 2, después
de la prediccién de la estructura secundaria,
todo el conjunto de lecturas de secuenciacién
de RNAs pequenos se mapea sobre las secuen-
cias minadas capaces de formar la estructura
tallo-asa (mostrada en la figura 2 en color
negro). Se contabiliza, cuantas lecturas se
mapean a la secuencia exacta que correspon-
de al miRNA maduro (lineas en color azul), al
miRNA* (en verde) y al resto de la estructura
tallo-asa (en gris). Si la proporcién de lecturas
correspondientes al posible miRNA maduro
es mayor a la del posible miRNA* y también
se mapean unas pocas lecturas en otras re-
giones de la secuencia en cuestidn, es alta la
probabilidad de que la secuencia corresponda
a un precursor de miRNA (32). Si en cambio,
las lecturas mapeadas se traslapan entre si
a lo largo de la estructura tallo-asa, es pro-
bable que las lecturas que se mapean sobre
esta estructura secundaria sean fragmentos
de RNA generados como productos de de-
gradacion de otros tipos de RNA que pueden
presentarla, como RNAs ribosomales, RNAs
de transferencia, RNAs pequenos nucleares
y RNAs pequefios nucleolares, entre otros, y
no se trate de un precursor de miRNAs.

Las caracteristicas con las cuales debe
cumplir un posible precursor de miRNA para
la anotacion de novo, propuestas en el articulo
13, son las siguientes:

e El duplex miRNA/miRNA* debe presentar ex-
tremos 3’ colgantes con dos nucleétidos libres

El daplex miRNA/miRNA* puede tener has-
ta 5 bases no apareadas, solamente 3 de
ellas formando protuberancias

e Mas del 75% de las lecturas mapeadas so-
bre el posible precursor deben correspon-
der al miRNA maduro o al miRNA*

e La region de la estructura del tallo que
forma el duplex miRNA/miRNA* no debe
tener tallos secundarios largos

e La longitud del precursor debe limitarse a
300 nt

e En general deben anotarse miRNAs de 20
a22nt

e La anotacion de miRNAs de 23 a 24 nt re-
querira de fuerte evidencia que la respalde.

Algunas de estas caracteristicas se ilustran en

pre-miRNAs de plantas en la figura 4.

Anotacion de miRNAs

Finalmente, entre los miRNAs predichos de
novo deben estar presentes miRNAs conserva-
dos en varias especies vegetales. Distinguir los
miRNAs conservados de los nuevos, no descri-
tos anteriormente, sirve como un control del
correcto proceso de identificacion de novo. Los
miRNAs predichos pueden compararse contra
las bases de datos publicos de miRNAs, como
miRBase. Para realizar estas comparaciones
pueden usarse herramientas para mapeo como
segmap o bowtie (36, 37). Generalmente se
considera un miRNA como nuevo cuando di-
fiere en mas de 4 nt de los miRNAs conocidos
y se consideran como isoformas de miRNAs
conocidos aquellos que difieran entre 1 y 4 nt.
Una gran parte de los miRNAs conservados ac-
tlan en procesos de desarrollo y de respuesta
a estrés (1, 2, 3), por lo que se esperaria en-
contrar este tipo de miRNAs. El niumero de fa-
milias conservadas que se esperaria encontrar
varia de acuerdo con el clado al que pertenece
la especie vegetal que se esta analizando. Por
ejemplo, en el caso de una planta dicotiledénea
se esperaria encontrar varias de las 29 fami-
lias que han sido anotadas como conservadas
entre dicotiledoneas (13). Al ser los miRNAs
de 21 y 22 nt los mas representados en las
bases de datos disponibles (12), se espera que
la mayoria de los miRNAs conservados que se
identifiquen tengan esa misma longitud.

Al hacer esta anotacidon, es importante
considerar que la historia evolutiva de los
miRNAs muestra una divergencia entre
miRNAs de plantas y animales. Hasta hoy
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Figura 4. Estructura secundaria predicha de algunos
precursores de miRNAs de Arabidopsis thaliana y Oryza
sativa. La linea azul indica los nucleétidos de los miRNAs
maduros. Imagen creada con http://rna.tbi.univie.ac.at/
cgi-bin/RNAWebSuite/RNAfold.cgi, basada en la referen-
cia 36. La parte de la estructura secundaria tallo-asa de
pri-miRNA que se corté durante el primer paso del pro-
cesamiento no se muestra.

en dia son muy escasos los reportes sobre
miRNAs que comparten homologia en plantas
y animales y que tienen el mismo blanco; por
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ejemplo, en un articulo se describe que el
miRNA con la misma secuencia en humanos
y planta Atropa belladonna tiene un mismo
blanco en humanos (39). Cuando en plantas
se llegan a identificar varios miRNAs animales,
lo mas probable es que la muestra se haya
contaminado en alguna etapa del proceso, por
lo que seria recomendable no utilizar muestras
contaminadas para la identificacion de los
mMiRNAS.

Los miRNAs identificados de novo en un
procedimiento que cumple con todos los pa-
rametros antes descritos, en el caso de tener
menos del 84% de identidad con los miRNAs
que pertenecen a una familia anteriormente
reportada, se consideran como miRNAs nue-
vos, o linaje-especificos.

La normalizacion

Con el fin de poder comparar el nivel de acu-
mulaciéon de un miRNA entre diferentes con-
diciones estudiadas, es decir, entre las biblio-
tecas (muestras) analizadas, es necesario
normalizar el nUmero de lecturas, por lo que
brevemente describimos las formas de nor-
malizar las lecturas y las herramientas que se
pueden utilizar para esto. Aunque las metodo-
logias y parametros para normalizar lecturas
procesadas de secuenciacion masiva de RNAs
poliadenilados estdan mas establecidos, estos
métodos no siempre son los mas apropiados
para RNAs pequefios. En particular, la acumu-
lacién de distintos miRNAs sigue una distri-
buciéon exponencial, es decir, la gran mayoria
de lecturas totales provienen de unos cuantos
miRNAs, mientras que el resto de miRNAs tie-
nen bajo numero de lecturas (40).

Se han implementado distintos métodos
para normalizar los datos de secuenciacién de
RNAs pequefios. Dichos métodos pueden cla-
sificarse en dos categorias: de escala, es de-
cir, la aplicacién de operaciones matematicas
lineares como en los métodos TMM (del inglés
“Trimmed Mean of M-values”), RPTM (“Reads
per ten million”) o LOWESS (“locally weighted
scatterplot smoothing”) (41) y estadisticos,
como cuantil, estabilizacién de varianza, mé-
todo invariante o el algoritmo DEseq (42).

Una apropiada normalizacion facilitara la
identificacion de miRNAs diferencialmente
expresados y, ademas, permitira distinguir
y descartar los datos de secuenciacion cuya
reproducibilidad no es confiable. Es recomen-
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SPL13A 5° 3
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LECEEE TEEEEETTTT T
CACGAGUGAGAGAAGACAGU

miR156c 3 5"

Figura 5. Sitio de unién de un miRNA y su transcrito
blanco. Se muestra el apareamiento casi perfecto de
miR156¢ de Arabidopsis thaliana con SPL13A (del inglés
“"Squamosa Promoter-Binding Protein Like 13A”), las
lineas verticales representan los enlaces formados entre
ambas moléculas. Imagen generada con la herramienta
RNAhybrid de BiBiServ2 (https://bibiserv.cebitec.uni-
bielefeld.de/rnahybrid).

dable el uso del software UEA workbench (42),
ya que presenta una interfase amigable con el
usuario para la aplicacion de diferentes mé-
todos de normalizacién de lecturas de RNAs
pequefios. Esto facilita la eleccion del método
mas apropiado para las muestras utilizadas.
Por otra parte, para utilizar esta plataforma
se requiere de un genoma de referencia, lo
que restringe su uso.

La expresion diferencial de un miRNA pue-
de indicar la importancia de regulacion de
expresion génica por este miRNA durante un
proceso en particular. Para poder descifrar el
papel de un miRNA, es importante identificar
los transcritos sobre los cudles puede tener
accion.

Prediccion y validacion de blancos de
miRNA
Existen programas bioinformaticos para predecir
los blancos sobre los que un miRNA podria
actuar, uno de los mas utilizados es psRNATarget
(http://plantgrn.noble.org/psRNATarget/). Este
tipo de programas mediante alineamientos
identifican los sitios donde un miRNA se uniria
a un blanco por complementariedad de bases.
En la figura 5 se muestra un ejemplo de la
predicciéon del apareamiento entre un miRNA
y su blanco. Se recomienda en el caso de
miRNAs de plantas considerar la region semilla
(la regién que debe ser complementaria con
el transcrito) desde el nucledtido 2 al 13 del
miRNA, permitiendo hasta dos nucledtidos
desapareados en esta regién.

La identificacion de pares miRNA posibles
blancos que previamente han sido reporta-

dos en otras especies sirve como control del
correcto proceso. Es importante considerar
que estos procedimientos realizados in silico
requieren de comprobacion experimental.

Por otra parte, el efecto de un miRNA que
regula un transcrito mediante corte puede
observarse en la disminucién de la acumu-
lacidon del transcrito. Por lo tanto, cuando se
cuentan con datos de expresion de transcritos,
pueden ser comparados cambios en acumu-
lacion de un miRNA y de su blanco. Una co-
rrelacion inversa de la acumulacion de miRNA
y su blanco sugiere el papel del miRNA en la
regulacion de su blanco por corte endonucleo-
litico y posterior degradacion. Sin embargo, no
siempre se observa esta correlacion inversa
de acumulacién del miRNA y su blanco, ya
que en algunos casos puede requerirse de
un umbral de acumulacién para la activacién
de la regulacion por corte endonucleolitico.
Ademas, la regulacion puede ser especifica de
algunos tipos celulares, por lo que podria no
reflejarse en la acumulacién de miRNA y su
blanco en muestras de érganos completos que
incluyen células pertenecientes a diferentes
tejidos y tipos celulares (43). También debe
considerarse que en el caso de inhibicion de
traduccion mediada por miRNAs no se ob-
servara un efecto sobre la acumulacion de
transcrito.

De manera experimental la regulacién de
un MiRNA mediante corte puede ser probada
utilizando la técnica modificada de RACE (del
inglés “Rapid Amplification of cDNA Ends”:
amplificacion rapida de los extremos de cDNA).
La modificacién consiste en un paso previo de
ligar un adaptador a la molécula de RNA, por
lo que se denomina RLM-RACE (“RNA ligase-
mediated RACE”). La accién de corte de AGO
sobre un transcrito blanco de miRNA genera
un monofosfato 5’ en el extremo que ha sido
cortado. La técnica de RLM-RACE aprovecha
esta caracteristica para ligar el adaptador
de RNA en el extremo 5’ (entonces, en este
caso es 5' RLM-RACE). Luego, utilizando un
oligonucledtido especifico para el gen de
interés y el otro homdlogo a la secuencia
del adaptador, se amplifica una parte del
transcrito cortado rio abajo del sitio de corte.
Secuenciando el fragmento amplificado se
evidencia el sitio exacto en donde ocurrié el
corte (44). Esta técnica fue adaptada para
analizar mediante secuenciacidon masiva todos
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los sitios de corte por AGO en los transcritos de
una muestra bioldgica, a esta técnica adaptada
se le denomina degradoma o anéalisis en
paralelo de los extremos de RNA, PARE por sus
siglas en inglés (45, 46). Por la gran cantidad
de informacion que el analisis de prediccién
de blancos o de su confirmacidon por PARE
puede arrojar, es recomendable realizar una
ontologia de los genes y realizar un analisis de
las categorias ontoldgicas a las que pertenecen
los genes, cuya expresidon se regula por
miRNAs, y asi identificar los procesos globales
en los que pueden participar. El procedimiento
de identificacidon y clasificacion de miRNAs
de plantas ha tenido grandes mejoras en
los ultimos afios gracias a la aplicacion de
técnicas de secuenciacion masiva y al arduo
trabajo de diferentes grupos de investigacion
para refinar los procesos mediante los cuales
se analizan dichas secuencias. Por un lado,
se han ido refinando los pardmetros de
identificacion de miRNAs, y por el otro lado, se
han ido desarrollado diferentes herramientas
que hacen mas accesible su aplicacion al
requerir menos poder de cOomputo y ser mas
amigables con el usuario. Actualmente existen
plataformas y programas gratuitos, algunos
de ellos mencionados arriba, que facilitan
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el proceso descrito de identificacion de
miRNAs. La regulacién genética es uno de los
detonadores de la diversidad y la plasticidad
en especies vegetales. La identificacion de
mMiRNAs en distintas especies vegetales ha
permitido a su vez identificar genes que son
regulados por miRNAs especificos en especies
particulares. Pero, ademas, la recopilacién y
analisis de los datos que se van generando,
permite visualizar parte del panorama de
regulacion genética que se comparte o no
entre clados taxonomicos, influyendo en la
diversidad de las especies vegetales.
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