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RESUMEN

Los microARNs (miARNs) son pequefios ARN no codificantes que juegan un papel
importante en el control de la expresién génica a través de la degradacién de ARNm
complementarios a su secuencia. La expresién de los miARNSs es dependiente de la ARN
polimerasa Il como la mayoria de genes que codifican para proteinas. La regulacién de
la expresiéon de miARNSs estd bajo el control coordinado y combinatorio de factores de
transcripcién (FT). En este trabajo, se realizéd una aproximacién bioinformética para
identificar sitios de unién de FT, TFBS (del inglés Transcription Factors Binding Sites) en
regiones promotoras de genes miRNAs en 17 especies vegetales y se analizé el papel de
algunos FT en defensa contra bacterias. Se encontré que nueve de las plantas analizadas
presentaban diferencias significativas entre la distribucién de TFBS presentes en los pro-
motores de los mMiRNAs cuando se compara con los presentes en los genes codificantes
de proteinas. En varios de los promotores de los miRNAs de yuca que son inducidos en
respuesta a la infeccién por la bacteria Xanthomonas axonopodis pv. manihotis se identi-
ficaron elementos de unién como CCA1, T-box y SORLREP3, los cuales se presentan
también en los genes que codifican proteinas implicadas en respuestas al ciclo circadiano
y a la luz, sugiriendo que estos procesos y las respuestas inmunes en plantas pueden ser
coordinados. En conjunto este trabajo aporta luces sobre los posibles mecanismos
transcripcionales del control de la expresién génica de los miARNS.
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ABSTRACT

MicroRNAs (miRNAs) are a group of small non coding RNAs involved in the control of
gene expression through the degradation of mRNAs in a sequence specific manner.
miRNAs expression is dependent on RNA polymerase Il as most of the coding protein
genes. The regulation of miRNAs expression is under the coordinated and combinatorial
control of transcription factors (TFs). A bionformatic approach was carried out to
identify transcription factor binding sites (TFBS) in the promoter of miRNAs genes in 17
different plant species and the possible involvement of TF in antibacterial response was
analyzed. In nine of the plants studied significant differences in TFBS distribution in the
promoter of miRNAs were observed when compare to the promoter of protein coding
genes. TFBS as CCAT, T-box y SORLREP3 were present on the promoters of the cassava
miRNAs induced in response to the infection by the bacteria Xanthomonas axonopodis pv.
manihotis. These TFBS are also present in the promoter of genes coding for proteins
involved in circadian rhythm and light responses, suggesting a cross-talk between these
process and immune plant responses. Taken together, the results here described give
insight about the transcriptional mechanisms involved in the expression of miRNAs.

Keywords: gene expression, miRNA, promoter, transcription factor.
INTRODUCCION

En eucariotas la regulacién transcripcional esta controlada fundamentalmente por el
reclutamiento de factores de transcripcién (FTs) a elementos reguladores en la se-
cuencia promotora de los genes. Los FTs interactian con elementos especificos del
ADN, con otros FTs y con la maquinaria de transcripcién basal para regular la expresién
de los genes a los que se unen. En plantas existen mas de 1500 FTs, cada uno contro-
lando la expresién de decenas o miles de genes en complejas redes de sefializacién. Los
elementos cis o sitios de unién de factores de transcripcién, TFBS (del inglés Transcription
Factor Binding Sites) son elementos de ADN funcional que influyen la actividad trans-
cripcional (Riechmann et al., 2000; Priest et al., 2009). En algunas ocasiones multiples
TFBS constituyen un médulo de regulacidn cis que integra las sefiales de multiples FTs,
resultando en control combinatorio y en patrones altamente especificos de expresién
de genes. La conservacién de estos elementos de ADN en distintas plantas hace relativa-
mente facil su identificacién y la inferencia de patrones de regulacién de genes a partir
de la presencia o combinacién de estos (Riechmann et al., 2000; Priest et al., 2009).

Los microARNs (miARNs) son un grupo particular de moléculas de ARN implicadas en
el control de la expresién génica. Los miARNs son moléculas de aproximadamente 21
nt que se originan a partir de genes nucleares. Un gen nuclear miARN es primero
transcrito por la ARN polimerasa Il en un miARN primario (pri-miARN), el cual es
procesado a un ARN intermediario llamado precursor de miARN (pre-miARN) por la
proteina Dicer-like 1 (DCL1) en plantas y Drosha en animales (Bartel, 2004; Tang et al.,
2008; Zhu, 2008). Los pre-miARNs tienen una estructura secundaria caracteristica y
estable, con una alta y negativa energia libre de plegamiento (Meyers et al., 2008). Los
pre-miARNs son procesados a un diplex miARN:miARN* por DCL1 en plantas y Dicer
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en animales. El dtiplex miARN/miARN* o el miIARN de cadena sencilla es exportado al
citoplasma donde solo la hebra activa o miARN maduro es incorporada al complejo de
silenciamiento inducido por ARN, RISC (del inglés RNA Induced Silencing Complex),
mientras que la hebra pasajera (miARN¥) es degradada. El complejo RISC, al cual se
asocia la proteina ARGONAUTE1T (AGO1), es el encargado de guiar el silenciamiento
de ARNs mensajeros complementarios al miARN maduro conocidos como targets o
blancos (Bartel, 2004; Tang et al., 2008; Zhu, 2008). Los miARNs normalmente se en-
cuentran representados por varios loci en el genoma y son funcionalmente redundantes.
Los miARNSs se agrupan en familias que incluyen moléculas con secuencias de méas de
un 90 % de identidad (Meyers et al., 2008).

Existen algunas diferencias en la biogénesis y los mecanismos de accién de miARNs en
plantasy animales, notablemente los miARNs de plantas requieren una casi perfecta com-
plementariedad con los ARNms para producir silenciamiento, mientras que en animales
la complementariedad con la regién 5’ del miARN es suficiente para producir silencia-
miento (Bartel, 2004). Otra diferencia importante consiste en que mientras que los miARNs
de animales comtnmente se originan a partir de regiones intrénicas u otras regiones no
traducidas de ARNs codificantes, los genes miARN en plantas son se encuentran comun-
mente en regiones intergénicas y son transcritos independientemente (Bartel, 2004).

Al ser transcritos por la ARN polimerasa Il al igual que la mayorfa de los genes codifi-
cantes de proteinas, los genes miARNs estan sometidos al control por factores de trans-
cripcién. En la mayoria de los genes de miARNs analizados se han encontrado elementos
comunes de promotores tipo Pol-Il como la caja TATA en proporciones similares a
genes codificantes (Zhou etal., 2007). Se sabe ademads que la regién promotora de los
genes miARNSs se encuentra comtnmente a menos de 1000 pb curso arriba del inicio del
pre-miARN, especialmente en el caso de miARNs de regiones intergénicas, no policis-
trénicas (Megraw etal., 2006; Zhou et al., 2007; Cui etal., 2009). Esto es de vital impor-
tancia para la predicciéon de TFBS puesto que en muchos casos el sitio de inicio de la
transcripcion (TSS) no estd caracterizado para miARNSs.

Varios trabajos han caracterizado TFBS en genes miARNs en diferentes plantas. Se ha
encontrado que algunos TFBS parecen estar sobrerepresentados en genes miARNs con
respecto a genes codificantes para proteinas, por ejemplo los motivos AtMYC2, ARF,
SORLREP3 y LFY asi como la caja TATA fueron encontrados sobrerepresentados en
genes miARNs en Arabidopsis (Megraw et al., 2006). Se han encontrado también dife-
rencias en frecuencias de TFBS entre distintas especies de plantas (Zhou etal., 2007) y
entre miARNSs conservados y especie-especificos (Cui et al., 2009). De igual manera se
han encontrado TFBS sobrerepresentados en grupos de miARNs involucrados en varios
procesos incluyendo respuestas a estrés oxidativo (Petrov et al., 2012), UV-B (Zhou et
al., 2007; Jia etal., 2009), salinidad (Ding et al., 2009), sequia (Zhou etal., 2010), baja
temperatura (Zhou et al., 2008), asi como en procesos de organogénesis y desarrollo
(Joungy Fei, 2009).

Estos trabajos demuestran la importancia del estudio de los procesos de regulacién
transcripcional de genes miARNs para entender su papel en procesos fisiolégicos. Adi-
cionalmente, el hecho de que la mayoria de los targets de los miARNs son ARNm que
codifican para FTs (Croft et al., 2012) revela la importancia del estudio del control de
la expresién génica de los miARNs y pone en evidencia la presencia de un mecanismo
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de regulacidn reciproca entre FT y miARNS, el cual hace parte crucial de las redes de re-
gulacién génica en plantas (Mejia-Guerra et al., 2012).

En este trabajo se buscé comprender las diferencias de regulacién de genes miARNs ha-
ciendo un analisis exhaustivo de las frecuencias de TFBS en distintas plantas. Asi mismo,
se buscé identificar TFBS determinantes para la regulacién transcripcional de miARNs
en respuesta a bacterias para el caso particular del patosistema yuca-Xanthomonas
axonopodis pv. manihotis (Xam), encontrando que factores de transcripcién involucrados
en control de desarrollo floral y en el control del ritmo circadiano pueden estar regu-
lando la respuesta a bacterias mediada por miARNSs.

MATERIALES Y METODOS

PREDICCION DE TFBS

Para llevar a cabo la identificacién de TFBS, se extrajeron inicialmente las regiones pro-
motoras de genes miARNSs y genes codificantes para proteinas en distintas plantas. Para
esto se extrajeron las secuencias de los pre-miARNSs de las plantas Arabidopsis lyrata (aly),
Arabidopsis thaliana (ath), Brachypodium distachyon (bdi), Chlamydomonas reinhardtii (cre), Citrus
sinensis (csi), Glycine max (gma), Malus domestica (mdm), Manihot esculenta (mes), Medicago
truncatula (mtr), Oryza sativa (osa), Physcomitrella patens (ppt), Populus trichocarpa (ptc), Ricinus
communis (rco), Sorghum bicolor (sbi), Selaginella moellendorffii (smo), Vitis vinifera (wi) y Zea
mays (zma). Los pre-miARNs se mapearon contra los genomas respectivos disponibles en
phytozome (http://www.phytozome.net/ v. 8.0), utilizando Blastn, (parametros: e-value
<0.0001, ungapped, word size = 4, -max target seqs 1 -best hit score edge 0.05 -best hit overhang
0.25). Se extrajo la regién de mil bases curso arriba del inicio (5’) del pre-miARN uti-
lizando fastacmd, se ha encontrado que esta regién contiene normalmente la regién pro-
motora del gen miARN en plantas (Megraw et al., 2006; Zhou et al., 2007; Cui et al., 2009).
Se conservaron solo las secuencias de promotores de mas de 500 nt de longitud puesto
que en algunos genomas esta secuencia se encontraba incompleta.

Las regiones promotoras de los genes anotados se extrajeron utilizando la herramienta
biomart de phytozome (http://www.phytozome.net/). Como control negativo las se-
cuencias de promotores de genes miARN y de genes codificantes fueron aleatorizadas
utilizando shuffleseq de la suite EMBOSS (Rice et al., 2000).

Para la identificacién de los TFBS se utilizaron matrices de peso posicional (PMWs, del
inglés Positional Weight Matrices) y los scripts del programa PlantTFBS descrito en Megraw y
Hatzigeorgiou (2010). Las secuencias correspondientes a PMWs de los 99 FTs fueron
confirmadas en la dltima versién de Agris (Yilmaz et al., 2011). PlantTFBS utiliza una
funcién de log-likelihood para asignar puntajes a los posibles sitios de unién. Para esto pri-
mero se calcula la composicién de nucledtidos del set de secuencias a escanear, se genera
un set de secuencias posibles de unién para cada TFBS y se calcula el menor puntaje
posible para un sitio de unién aceptado. La funcién del puntaje calcula la tasa de pro-
babilidad de que una base se encuentre en una posicién de un sitio de unién de acuerdo
ala PMW sobre la probabilidad de esta base dada la distribucién de nucledtidos, se hace
la sumatoria (normalizada por longitud) de estas probabilidades y se reportan los sitios
de unién con un puntaje mayor al minimo puntaje posible para cada PMW (Megraw y
Hatzigeorgiou, 2010). En la bisqueda se asigné un niimero de pseudocounts (probabilidad
base para cualquier nucleétido en cualquier posicién) de 0,02.
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Una representacién de la metodologia utilizada para la identificacién de TFBS se mues-
tra en la Figura Suplementaria 1.
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ANALISIS ESTADISTICO

Las frecuencias de TFBS para cada planta y para cada grupo de genes se calculé como
el porcentaje de genes que contenian al menos un sitio de unién identificado para el FT
respectivo. Las pruebas de diferencias en distribucién de frecuencias se realizaron
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mediante la prueba Kolmogorov-Smirnov. Esta prueba es ideal para detectar diferencias
entre distribuciones empiricas y ha sido utilizada en andlisis similares de regiones pro-
motoras (Zhang et al., 2006). Las diferencias en frecuencias de TFBS particulares entre
grupos se analizaron mediante pruebas de Fisher, las cuales han sido extensivamente
utilizadas para la identificacién de elementos sobrerepresentados en regiones promo-
toras (Frith et al., 2004; Ho et al., 2004; Spangler et al., 2012).

Para calcular distancias entre plantas basadas en la distribucién de frecuencias se calcu-
|6 una matriz de correlacién entre las distribuciones utilizando el método de Pearson,
esta matriz se utilizé para calcular distancias euclidianas y realizar un cluster jerdrquico
con hclust. Todos los andlisis se llevaron a cabo con paquetes de Bioconductor en R
(Reimers y Carey, 2006).

RESULTADOS

IDENTIFICACION DE SITIOS DE UNION DE FACTORES DE TRANSCRIPCION (TFBS) EN PROMOTORES
DE GENES miARNSs EN PLANTAS

Con el fin de obtener una perspectiva amplia de los posibles mecanismos de regulacién
asociados a miARNSs, se analizaron las regiones promotoras de los pre-miARNs (1000
nucledtidos curso arriba del extremo 5’ del pre-miARN) identificados en 17 especies de
plantas para las que se cuenta con un genoma secuenciado y al menos 50 pre-miARNs
depositados en miRBase (Criffith-Jones et al., 2008). Adicionalmente, se analizaron tam-
bién las regiones promotoras de genes codificantes de proteinas en estas 17 especies.
Empleando el programa PlantTFBS (Megraw et al., 2010) se escanearon 3812 regiones
promotoras correspondientes a miARNs y 596701 correspondientes a genes codificantes
de proteinas. Se escanearon 99 TFBS, utilizando las matrices de peso posicional descritas
en Megraw y Hatzigeorgiou (2010), las cuales estdn basadas principalmente en datos de
Arabidopsis obtenidos de las bases de datos AGRIS (Yilmazetal., 2011), PlantCare (Lescot
etal.,2002) y AtProbe (http://exon.cshl.org/cgi-bin/atprobe/atprobe.pl). Como control
y con el objetivo de confirmar que los sitios de unién identificados por el programa no
se deban simplemente al azar se generaron grupos de secuencias de miARNSs y genes co-
dificantes aleatorias, manteniendo la distribucién de nucledtidos de las secuencias
originales. Al comparar la distribucién de las frecuencias relativas entre los de sitios de
unién para cada FT entre promotores de miARNSs aleatorizados y no aleatorizados se en-
contré una diferencia estadisticamente significativa (Kolmogorov-Smirnov p - valor =
6,447). Un resultado similar se obtuvo al comparar promotores de genes codificantes
aleatorizados y no aleatorizados (Kolomogorov-Smirnov p - valor = 1,56'?), indicando
que efectivamente los TFBS identificados no son producto del azar. Sin embargo, algunos
TFBS se encontraron con frecuencias muy altas (> 50 %) en las secuencias aleatorizadas.
Estos corresponden principalmente a sitios de unién cortos (5 - 8 nt) o de baja com-
plejidad como las cajas TATA, GATA y CAAT.

DIFERENCIAS EN FRECUENCIAS DE TFBS ENTRE TIPOS DE GENES Y ENTRE PLANTAS

A partir de los resultados obtenidos, se procedié a comparar los TFBS presentes en los
promotores de miARNs con los de los promotores en los genes codificantes. Sin em-
bargo, antes de realizar esta comparacién y con el objetivo de verificar que las diferen-



Acta biol. Colomb., Vol. 18 n.° 1,2013 113

A Promotor MIRNA

04 -
203 -
3
20.2
o
& 0.1 -
0 6IoIc)l\$l’bl®lvlﬁl'\l‘\l‘\ltbltb§\Iol\'lel T
FECTTFFT T D FTFEFP LS
B Promotor gen codificante
0.4 -
203
g ——A
(]
§02 -
i 0.1 ——G
0 =T
C
——A
-a-C
—h—G
=T

Figura 1. Frecuencia de nucledtidos en regiones de promotores de genes de plantas. Se muestra la
frecuencia de nucleétidos en las regiones promotoras (1 kb curso arriba) de: A) genes miARN y B) genes
codificantes de proteinas. C) Representacién de la frecuencia de nucleétidos en todo el genoma. d)
Relaciones filogenéticas entre las plantas analizadas.
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Arbol filogenético Especie p - valor Genes miARN
M. esculenta (mes) 0,00* 127
R. comunis (rco) 0,00* 63
P. trichocarpa (ptc) 0,00* 318
M. truncatula (mtr) 0,69 669
G. max (gma) 0,46 503
M. domestica (mdo) 0,11 178
A. thaliana (ath) 0,00* 299
A. lyrata (aly) 0,02* 198
C. sinensis (csi) 0,00* 53
V. vinifera (wi) 0,01% 163
S. bicolor (sbi) 0,21 206
Z. mays (zma) 0,21 170
O. sativa (osa) 0,69 589
B. dystachion (bdi) 0,21 135
S. moellendorffii (smo) 0,00* 57
P. patens (ppt) 0,15 228
C. reinhardtii (cre) 0,00* 49

Tabla 1. Diferencias en distribucién de TFBS entre genes miARN y genes codificantes.

El p - valor corresponde al resultado de una prueba Kolmogorov-Smirnov entre la distribucién de TFBS
de genes miARN y genes codificantes de proteinas. Se muestra el nimero total de genes miARN ana-
lizados en cada especie. El drbol filogenético se obtuvo de www.phytozome.net. * p - valor < 0,05.

TFBS “p-valor % miARN % genes codificantes
M. esculenta

Motivo al sitio de unién ATHB2 0,003 8,73 0,00
AtMYC2 BS en RD22 0,000 0,00 16,17
Motivo promotor caja | 0,006 34,92 16,82
Motivo al sitio de unién RAV1-B 0,007 0,00 8,36
SORLIP1 0,001 0,00 11,15
SORLREP3 0,007 7,94 0,00
Motivo promotor caja T 0,000 30,95 0,00
Motivo promotor caja W 0,001 32,54 13,38
O. sativa

Motivo de unién a LFY - 0,001 42,69 20,24
A. thaliana

ATB2/AtbZIP53/AtbZIP44/GBF5 BS en ProDH @ 0,000 22,48 0,00
AtMYB2 BS en RD22 0,007 7,72 0,00
Motivo de unién al promotor caja Il 0,000 0,00 24,25

Tabla 2. TFBS sobrerepresentados en genes miARN comparados con genes codificantes para proteinas

en yuca, arroz y Arabidopsis.

El p - valor corresponde al resultado de una prueba exacta de Fisher entre la frecuencia de cada TFBS
en genes miARN comparado con genes codificantes de proteinas para cada planta.
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cias encontradas no estuvieran determinadas por la distribucién de nucleétidos en los
promotores, para cada especie se comparé la composicién de nucledtidos tanto de la
regién de los promotores de miARNSs, la de genes codificantes y la de todo el genoma
(Fig. 1). Para ninguna de las especies se encontraron diferencias significativas en la
distribucién de nucleétidos entre los promotores de miARNs y los promotores de genes
(Kolmogorov-Smirnov p-valor > 0,05). En muchos casos la distribucién de nucleétidos
en promotores reflejaba la distribucién de nucleétidos global de los genomas (Fig. 1).
Asi mismo, se pudo observar que la distribucién de nucleétidos variaba ostensiblemente
entre plantas, pero un patrén similar se observé para plantas cercanas filogenética-
mente (Fig. 1). A partir de estos resultados se puede esperar que, de existir diferencias
en TFBS de los promotores de miARNs y genes codificantes, estas se deban posible-
mente a procesos de seleccién y no a diferencias en distribucién de nucleétidos. Asi
mismo, estos resultados sugieren que es posible encontrar similitudes en TFBS entre
plantas filogenéticamente cercanas.

La distribucién de frecuencias de TFBS entre promotores de miARNs y de genes fue di-
ferente para nueve de las 17 plantas evaluadas (Tabla 1). Notablemente no se encontra-
ron diferencias en la distribucién de frecuencias de TFBS entre promotores de miARNs
y genes codificantes para dos grupos de plantas: gramineas (B. dystachyon, O. sativa, S.
bicolor, Z. mays) y plantas fijadoras de nitrégeno (G. max, M. domestica, M. truncatula)
(Tabla 1). Es posible que estos resultados estén influenciados por el nimero de genes
miARNSs reportados y depositados en la base de datos, dado que entre las plantas en las
que no se presentaron diferencias significativas se encontraban cinco con el mayor
ntimero de miARNs (> 200 genes) descritos.

Con el fin de identificar TFBS sobrerepresentados en los promotores de los miARNs
con respecto a los presentes en los de los genes codificantes se realizé una comparacién
en tres plantas: yuca, arroz y Arabidopsis. En yuca se encontraron cinco TFBS sobrerepre-
sentados en promotores de miARNSs, en Arabidopsis dos y en arroz uno (Tabla 2). En
ninguno de los casos se encontré un FT comun entre las tres plantas, sugiriendo regu-
lacién especie-especifica de miARNSs.

Para determinar si las diferencias entre TFBS presentes en los promotores de miARNs
de distintas plantas presentaban alguna relacién con la filogenia de ellas, se utilizaron
las frecuencias de TFBS de cada planta para calcular una matriz de correlacién a partir
de la cual se construyé una matriz de distancias y se realizé un cluster jerdrquico (Fig.
2). A partir de este andlisis se pudo observar que las frecuencias de TFBS reflejan parcial-
mente relaciones filogenéticas. Asi por ejemplo, algunas especies pertenecientes a las
mismas familias (Gramineas y Fabaceas) se agrupan en este cldster, lo cual sugiere que
pueden existir patrones de regulacién transcripcional similares entre plantas filogené-
ticamente cercanas.

TFBS SOBREREPRESENTADOS EN FAMILIAS DE MIARNS INVOLUCRADAS EN RESPUESTA

A BACTERIAS EN YUCA

En un trabajo previo, se identificaron miARNSs en yuca involucrados en respuestas a la
bacteria Xanthomonas axonopodis pv. manihotis (Xam) (Pérez-Quintero et al., 2012). Con el
fin de identificar TFBS relacionados con esta respuesta se realizé una prueba de Fisher
entre las frecuencias de los distintos TFBS en promotores de genes miARNs de familias
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Figura 2. Cluster jerarquico basado en la correlacién de distribuciones de frecuencias de TFBS en
promotores de genes miARN en distintas plantas. Se calculé la correlacién entre distribuciones utili-
zando el método Pearson. Se empled la matriz de correlacién para calcular distancias euclidianas para
luego realizar un cluster jerarquico. La altura (height) equivale a las distancias entre plantas.

cuyo perfil de expresién fue modificado en respuesta a la bacteria (inducidos o reprimidos)
y se comparé con las frecuencias de presencia de estos sitios en las familias de miARNs
cuyo perfil de expresién no fue modificado. Se encontraron seis TFBS sobrerepresentados
en las familias de miARNs inducidas y ninguno en las familias reprimidas (Tabla 3).

Yuca-Xam

TFBS p - valor % miRNA Inducidos | % miRNA No-inducidos
Motivo de unién a LFY 1,10E-17 51 447

Motivo promotor caja T 5,90E-11 33,3 28,9

Motivo promotor caja |l 1,10E-06 27,8 19,7

Motivo de unién a CCA1 | 3,20E-03 13,7 6,6

SORLREP3 6,80E-03 11,8 53

SORLIPS 2,90E-02 9,8 2,6

Tabla 3. TFBS sobrerepresentados en promotores de familias de miARNs diferencialmente expresados
en respuesta a Xanthomonas axonopodis pv. manihotis (Xam) en yuca.

DISCUSION

En este trabajo se analizé la presencia de TFBS en regiones promotoras de genes
miARNSs. Se encontré que en muchas plantas no existen diferencias significativas en la
distribucién de TFBS en genes miARNs comparado con genes codificantes para pro-
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tefnas, especialmente en plantas para las que un gran nimero de miARNs ha sido re-
portado (por ejemplo arroz y Medicago). Curiosamente, en este trabajo no se identi-
ficaron los mismos TFBS de Arabidopsis que se encontraron sobrerepresentados en genes
miARNSs respecto a genes codificantes obtenido en un trabajo previo que empleé una
estrategia similar (Megraw et al., 2006). Una posible razén para explicar estas diferen-
cias es considerando el hecho de que actualmente existen muchos mdas genes miARNs
identificados en Arabidopsis (299 genes) respecto a los utilizados en el estudio anterior
(59 genes) (Megraw etal., 2006). De esta manera se resalta la importancia del nimero
de loci estudiados para estos estudios. Desafortunadamente se desconoce si la identifi-
cacién de estos genes en algunas plantas ha alcanzado el punto de saturacién.

Por otro lado se encontré que tanto la distribucién de nucledtidos y la distribucién de
TFBS en regiones promotoras de genes miARNSs es muy variable, siendo mas similar entre
plantas filogenéticamente relacionadas. Esto concuerda con patrones de regulacién de
miARNSs especie-especificos comtinmente encontrados al comparar por ejemplo arroz
y Arabidopsis (Zhou et al., 2007) y con la multiplicidad de funciones observadas para
algunas familias de miARNs en distintas plantas (Lopez y Pérez-Quintero, 2012; Kruszka
etal.,2012). Asi mismo, se resalta la importancia de estudiar plantas de distintos grupos
taxonémicos para trabajos como estos en los que se busca identificar la funcién de
miARNSs en distintos procesos celulares.

Entre los TFBS sobrerepresentados en yuca se encontré el de unién para factores de
transcripcién LFY, el cual estd involucrado principalmente en procesos de desarrollo
floral mediante la activacién de genes tipo AGAMOUS (AG), APETALA (1, 2y 3)
(Moyroud et al., 2011). Este motivo fue abundante en miembros de la familia 172, la
cual es inducida en respuesta a Xam y tiene entre sus targets principalmente genes tipo
AP2 involucrados en desarrollo floral (Frazier et al., 2011; Jung et al., 2011; Zhu et al.,
2011). Esto sugiere la presencia de un bucle de regulacién entre factores de transcrip-
ciény miARNs en desarrollo floral. Es posible que en respuesta a bacterias se favorezca
la accién de los miARNs para frenar el desarrollo floral.

Este estudio también permitié identificar una sobrerepresentacién de elementos rela-
cionados con el supresién del ciclo circadiano y las respuestas a luz en miARNSs invo-
lucrados en respuesta a Xam: CCA1, T-boxy SORLREP3 (Tabla 3) (Wangy Tobin, 1998;
Hudson y Quail, 2003). Previos estudios han mostrado que existe una estrecha conexién
entre procesos de defensa, ritmos circadianos y respuesta a luz (Hudson y Quail, 2003).
Por ejemplo, los procesos normalmente controlados por el reloj circadiano como la
apertura de estomas o por la luz como la sintesis de dcido salicilico son modificados
durante los procesos de defensa (Hudson y Quail, 2003). No es sorprendente, por
tanto, que la induccién de miARNs pueda estar regulada por factores similares (Roden
y Ingle, 2009). Por otro lado, se esperaba encontrar sobrerepresentacién de motivos de
unién de factores de respuesta auxinas (ARF) puesto que los ARF son directamente re-
gulados por miARNs como parte de las respuestas de defensa contra bacterias (Navarro
et al., 2006; Pérez-Quintero et al., 2012) y se sabe que las familias involucradas en
sefializacién de auxinas normalmente participan en bucles regulatorios en los que los
miARNSs son a la vez regulados por sus targets (Megraw et al., 2006; Meng et al., 2009).
Los motivos de unién para ARF fueron abundantes tinicamente en la familia miR160 y
no en otras familias inducidas. Esta familia efectivamente esta implicada en la regu-
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lacién de senalizacién de auxinas (Pérez-Quintero et al., 2012), de modo que se puede
decir que existe un bucle de regulacién entre miRNAs y ARF en yuca, al menos en el
caso de la familia miR160.

Aunque estos resultados aportan algunas luces sobre los procesos de transcripcién de
miARNSs, la aproximacién utilizada tiende a simplificar el efecto de los factores de trans-
cripcién dado que no considera patrones complejos de interaccién entre distintos fac-
tores o la posibilidad de transcripcién no independiente en miARNSs policistrénicos o
miARNSs asociados a genes. De igual manera, en este trabajo asume que los sitios de
uniény los factores de transcripcién analizados son conservados entre plantas, porque
los modelos utilizados provienen principalmente de Arabidopsis, lo cual puede no ser
cierto. Estas consideraciones aun no se pueden incorporar a un andlisis masivo de regu-
lacién entre distintas especies principalmente por ausencia de suficiente informacién
para modelarlos adecuadamente en otras especies de plantas.
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