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RESUMEN

Debido a los requerimientos fitosanitarios, los frutos de mango reciben un tratamiento
hidrotérmico cuarentenario (THC) previo a su exportacion, el cual induce un cambio en la
expresion de genes relacionados con el estrés biotico y abiotico en las plantas. La regulacion génica
de esta respuesta al estrés por calor esta orquestada por diferentes grupos de moléculas, entre las
que se encuentran los miRNAs. El objetivo del presente trabajo es evaluar el perfil de expresion de
los miRNAs, asi como los transcritos de sus genes blanco, en el mesocarpio de mango cv. Ataulfo
después de la aplicacion del THC. La evaluacion de la expresion relativa de los miR160, miR169,
miR319, miR393 y miR399 se llevd a cabo a través de stem-loop RT-qPCR. Los cinco miRNA
evaluados fueron inducidos después de la aplicacion del THC, especialmente 1 hora después de
recibir el tratamiento hidrotérmico, tiempo de mayor expresion de dichos miRNAs. Lo anterior
sugiere que el estrés térmico causado por el THC induce una expresion temprana de estos miRNA,
para el silenciamiento de sus genes blanco. Se realiz6 una prediccion bioinformatica de los genes
blanco putativos para los miRNA utilizando psRNAtarget (2017), y se identifico a ARF17, NFY-
3, MYB33, AFB2 y INV3, respectivamente. Posteriormente, la expresion de estos genes blanco
putativos se cuantifico a través de RT-qPCR, y se observé una expresion diferencial para ellos a lo
largo del tiempo evaluado (0.5, 1, 3, 6 y 24 horas posteriores a la aplicacion del THC). Para
miR169/NFY-3 y miR393/4FB2 se encontrd la induccion-represion simultdnea esperada; sin
embargo, en los demas casos de pares miRNA-mRNA no fue el caso. Ademas, a través del
programa mFold se predijeron las estructuras secundarias de los miRNAs maduros, encontrando
energias libres negativas para todos ellos en su conformacion de horquilla, lo cual indica que su
incorporacion al complejo de silenciamiento inducido por RNA (RISC) pudiera verse
comprometida. Ademas, en las regiones promotoras de los genes blancos putativos se encontraron
elementos cis-regulatorios relacionados con respuesta a estrés, en plantas como AP2/ERF, NAC,
MYB, DREB, LEP y WRKY. Tales hallazgos son utiles para explicar, a nivel molecular, los
cambios fisiologicos que sufren los frutos de mango tras recibir el THC y especular sobre las

funciones celulares que se podrian estar regulando por tales miRNAs.

Palabras clave: Mangifera indica, estrés térmico, RNAs pequeios, stem-loop RT-qPCR, RNAseq.
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ABSTRACT

Due to phytosanitary requirements, mango fruits receive a quarantine hydrothermal
treatment (THC) prior to export, which induces a change in the expression of genes related to biotic
and abiotic stress in plants. The gene regulation of this response to heat stress is orchestrated by
different groups of molecules, among which are miRNAs. The objective of this work is to evaluate
the expression profile of miRNAs, as well as the transcripts of their target genes, in the mesocarp
of mango cv. Ataulfo after the application of THC. The evaluation of the relative expression of
miR160, miR169, miR319, miR393 and miR399 was carried out through stem-loop RT-qPCR.
The five miRNAs evaluated were induced after the application of THC, especially 1 hour after
receiving the hydrothermal treatment, the time of greatest expression of said miRNAs. This
suggests that the heat stress caused by THC induces an early expression of these miRNAs, to the
silencing of their target genes. A bioinformatic prediction of putative target genes for miRNAs was
performed using psRNAtarget (2017), and ARFI17, NFY-3, MYB33, AFB2, and INV3 were
identified, respectively. Subsequently, the expression of these putative target genes was quantified
through RT-qPCR, and a differential expression was observed for them throughout the evaluated
time (0.5, 1, 3, 6 and 24 hours after the application of THC). For miR169 / NFY-3 and miR393 /
AFB2 the expected simultaneous induction-repression was found; however, in the other cases of
miRNA-mRNA pairs this was not the case. Furthermore, through the mFold program, the
secondary structures of mature miRNAs were predicted, finding negative free energies for all of
them in their hairpin conformation, which indicates that their incorporation into the RNA-induced
silencing complex (RISC) could be compromised. Furthermore, cis-regulatory elements related to
stress response were found in the promoter regions of the putative target genes, in plants such as
AP2 / ERF, NAC, MYB, DREB, LEP and WRKY. Such findings are useful to explain, at the
molecular level, the physiological changes that mango fruits undergo after receiving THC and to

speculate on the cellular functions that could be regulated by such miRNAs.

Keywords: Mangifera indica, thermal stress, small RNAs, RT-qPCR stem-loop, RNAseq.
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1. INTRODUCCION

El estrés por calor es un problema actual que afecta a los cultivos y destaca ante la amenaza
del aumento de las temperaturas anuales en nuestro planeta por efecto del cambio climatico. Es una
realidad que la temperatura global ha aumentado gradualmente cada afio, y se proyecta que las
temperaturas medias globales aumenten entre 1 y 5 © C en los proximos 50 a 100 afios (IPCC,
2014). Lo anterior ha traido como consecuencia una tendencia en la reduccion del rendimiento de
los cultivos de trigo, arroz y maiz, y se predicen reducciones en la produccion agricola de continuar
los aumentos de temperatura (Ortiz ef al., 2008). Esto debido a que, el calor tiene efectos negativos
en el crecimiento y desarrollo de las plantas a diferentes niveles: fisioldgico, bioquimico y
molecular (Bita y Gerats, 2013). Principalmente, se induce la acumulacion de proteinas de choque
térmico (HSPs) que previenen la degradacion de las proteinas y también causa un estado de
desequilibrio metabdlico y la acumulacién de subproductos téxicos, como las especies reactivas
del oxigeno (EROs) (Bray ef al., 2000; Nover ef al., 2001). Es decir, el aumento de la temperatura
afecta el desarrollo de las plantas, con consecuencias negativas en la calidad de sus frutos o granos
y también afecta el rendimiento de los cultivos, por lo que se hace evidente la necesidad de estudiar
€stos procesos.

En este sentido, el mango es uno de los frutos con mas importante derrama econdmica para nuestro
pais; sin embargo, el manejo postcosecha que recibe este fruto para su exportacion afecta su
calidad. El mango representa el 0.87% del PIB agricola nacional, debido principalmente a su
exportacion, por lo que 1 de cada 25 mangos que se consumen en el mundo fueron producidos en
México (SAGARPA, 2017). Para su exportacion, este fruto requiere cumplir con protocolos de
fitosanidad y control de plagas, para asi garantizar la seguridad e inocuidad de los frutos, entre los
cuales destaca el tratamiento hidrotérmico cuarentenario (THC) (USDA-APHIS, 2016; Ndlela et
al., 2017). Aunque el manejo postcosecha es reglamentario y necesario, los protocolos antes
mencionados representan una fuente de estrés abidtico, que generalmente tienen consecuencias a
niveles fisioldgico, bioquimico y genético para los frutos.

Se ha reportado que el THC podria tener impacto sobre la expresion de genes de los frutos. En un
estudio realizado por Luria et al. (2014), en frutos de mango cultivar Shelly, concluyeron que

después de la aplicacion de un tratamiento de cepillado con agua caliente (HWB, por sus siglas en
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inglés), la expresion génica fue regulada de manera diferencial. Entre los transcritos de genes
relacionados al estrés bidtico como Synl21 (miembro de la familia de proteinas SNARE, modulado
por respuestas de estrés bidtico y abiotico), éste se encontraba inducido durante las primeras horas
(0-4 h) posteriores a la aplicacion del HWB, y horas mas tarde (17 h) se encontr6 reprimido. Por
su parte, Dautt-Castro et al. (2018), reportaron factores de transcripcion del tipo WRKY reprimidos
en frutos de mango cultivar Ataulfo que habian recibido el THC con respecto a frutos testigo. Los
factores de transcripcion WRKY estan relacionados con el estrés biodtico y abidtico en vegetales.
Por lo anterior, se concluye que los tratamientos de tipo hidrotérmico aplicados en mango son una
fuente de estrés abidtico que influye en la regulacion de la expresion genética de este fruto, que
esta siendo regulada finamente en respuesta a dicho estimulo.

Por otro lado, se ha demostrado que los miRNAs estan involucrados en el control de la respuesta
al estrés por calor en los vegetales. Los microRNAs son moléculas de RNA de 20-22 nucle6tidos
que participan activamente en la regulacion de la expresion genética a través del silenciamiento
(Yu et al., 2017). Se han descrito familias de miRNAs que desempefan funciones criticas en
procesos de desarrollo, estrés abidtico y respuestas frente a patogenos (Xin et al., 2010). Por
ejemplo, el miR398 en Arabidopsis thaliana, Brassica rappa y Populus tomentosa (Guan et al.,
2013; Kotak et al., 2007; Yu et al., 2013) se estimula frente al estrés por calor, y éste a su vez
reprime la expresion de sus genes blanco. Los productos de dichos genes blancos codifican para
CSDI1 (Cu Zn Superoxido Dismutasa 1) CSD2 (Cu Zn Superdéxido Dismutasa 2) y para CCSI
(Chaperona de Cobre para la Superdéxido Dismutasal), respectivamente, los cuales tienen funcion
de depuradoras de EROs, disminuyendo el estado de estrés oxidativo celular. Sin embargo, hace
falta atin mas informacion al respecto, especificamente la caracterizacion funcional de miRNAs de
plantas de importancia agricola, asi como sus genes blancos, a través de secuenciacién masiva de
alto rendimiento.

En mango, se cuenta con un primer estudio de caracterizacion de miRNAs, donde se realiz6 un
analisis in silico, mostrando que el miRNA160 y el miRNA393 probablemente participen en el
proceso de desarrollo y maduracion del fruto (Israr ef al., 2018). Es posible que la expresion de
miRNAs asociados a las respuestas de las plantas al calor, presenten cambios en su expresion
cuando los frutos de mango se someten al THC. En relacion a lo anteriormente expuesto, seria
relevante continuar con la identificacion global de los miRNAs en mango y determinar su expresion

a nivel experimental, asi como la evaluacion del efecto que tienen sobre sus genes blanco. La
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informacion derivada de estos estudios podria utilizarse como herramienta para explicar la
respuesta de termotolerancia de los frutos de mango. Por lo anterior, el objetivo del presente trabajo
es identificar y evaluar el perfil de expresion de miRNAs y sus probables genes blanco asociados
al estrés por calor, posterior a la aplicacién del THC en frutos de mango (Mangifera indica L.) cv.

Ataulfo.

15



2. ANTECEDENTES

2.1 El Estrés por Calor Afecta el Rendimiento de la Produccion de Cultivos Vegetales

El calor es un importante tipo de estrés abidtico que disminuye la productividad de los cultivos y
que debilita la seguridad alimentaria mundial, especialmente dados los impactos del cambio
climatico. El informe del Panel Intergubernamental sobre el Cambio Climéatico (IPCC) incluy6
pruebas inequivocas de que las temperaturas del aire y del océano han aumentado, al igual que las
concentraciones de gases de efecto invernadero (IPCC, 2014). Ambos factores influyen
directamente en el crecimiento de las plantas y en los rendimientos de los cultivos (Bita y Gerats,
2013). En cuanto a los cereales para la alimentacion humana de mayor importancia a nivel mundial,
se ha observado una reduccion en el rendimiento de hasta un 40% para el maiz, y del 21% para el
trigo (Daryanto et al., 2016). Por ello, conocer las respuestas que las plantas tienen frente al estrés
abiodtico a diferentes niveles ayudard a la generacion de cultivares termotolerantes.

A nivel fisioldgico, estudios en plantas sometidas a estrés por calor han demostrado que, en general,
un aumento moderado de la temperatura del aire conduce a un desarrollo mas rapido de la planta
y, en consecuencia, a una reduccion en la percepcion de la luz acumulada y de su asimilacion
durante el ciclo de vida de la planta (Bita y Gerats 2013). El calor puede conducir también a la
alteracion de otros procesos fundamentales como la asimilacion de carbono, la respiracion y la
transpiracion y la reproduccion sexual, que pueden reducir la eficiencia metabolica general y dar
lugar a defectos en el desarrollo vegetativo, al rendimiento de la fruta y la semilla (Maestri ef al.,
2002; Zinn et al., 2010). Este conjunto de cambios fisioldgicos, tiene su origen en una cascada de
reacciones bioquimicas, dirigidas a su vez por la expresion regulada de multiples genes en
respuesta al aumento de la temperatura del ambiente.

A nivel molecular, el mecanismo mas estudiado en respuesta al estrés por calor es la induccion de
proteinas de choque térmico (HSPs) tras la exposicion a altas temperaturas. La expresion de las
HSPs y otros genes sensibles al calor se controla principalmente a través de factores de
transcripcion de choque térmico (HSF) (Kotak et al., 2007). Los experimentos realizados en

Arabidopsis thaliana, arroz, tabaco y tomate, han demostrado que se puede aumentar la
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termotolerancia en los organismos mediante la sobreexpresion de HSPs o HSF (Grover et al.,
2013). Aunque los estudios se realizaron en varias especies vegetales, que fueron expuestas a
diferentes condiciones de estrés térmico, los genes que se estimularon en respuesta al estrés térmico
fueron los mismos, por lo que es posible que las respuestas moleculares de las plantas frente al
calor, estan conservadas a través de la evolucion.

Los avances en investigacion, derivados de areas como la biotecnologia y la gendmica, pueden
ayudar al disefio de herramientas para contrarrestar los efectos perjudiciales del calor. En este
sentido, se han reportado estrategias que sugieren el desarrollo de cultivares modificados para una
mayor productividad o mediante el uso de practicas de manejo agronomico para aumentar el
rendimiento de los cultivos (Lamaoui et al., 2018). Sin embargo, para satisfacer la demanda de
alimentos de la poblacion estimada de 9 mil millones de personas para 2050, se considera necesario
un aumento del 70% en la produccion de alimentos segin la Declaracion de la Cumbre Mundial
sobre la Seguridad Alimentaria (FAO 2009). Esto significa que los aumentos anuales en la
produccidon para los proximos 40 afios deben ser un 38% mas altos que los alcanzados
histéricamente (Tester y Langridge 2010). Por lo tanto, los cambios de temperatura asociados con
el calentamiento global se han convertido en un desafio importante con respecto a la produccion

agricola.

2.2 El Mantenimiento de la Calidad del Fruto en Postcosecha es Indispensable para su

Exportacion

2.2.1. Importancia del Mango en México y el Mundo

El fruto de mango, es uno de los productos de origen vegetal méas comercializados en todo el
mundo, tanto por su delicioso sabor como por sus excelentes propiedades nutricionales. El mango
(Mangifera indica L.) pertenece a la familia de plantas anacardiaceas, que incluye numerosos
arboles frutales tropicales; es una especie originaria del sur de Asia, y se ha distribuido a otras

regiones tropicales y subtropicales (Jahurul ez al., 2015). El rango optimo de temperatura de
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crecimiento del mango es de 24-27 °C, por su parte, las temperaturas por encima de 42 °C inhiben
su crecimiento en la etapa reproductiva y pueden dafar las plantas muy jovenes (Tiyayon y Paull,
2017). Actualmente, el mango se cultiva en un area de aproximadamente 5.6 millones de hectareas
en todo el mundo (FAOSTAT, 2017). Desde el punto de vista alimentario, el mango es una fuente
importante de micronutrientes, vitaminas y otros fitoquimicos; proporciona energia, fibra dietética,
carbohidratos, proteinas, grasas y compuestos fenolicos que son necesarios para la salud de los
seres humanos (Vithana et al., 2018). Por todas estas razones, es de gran interés garantizar la
presencia del mango en la canasta alimenticia de la poblacién mundial, por sus beneficios
econdmicos y sus propiedades nutricionales.

El mango se cultiva en regiones tropicales y subtropicales, pero es consumido en paises de todo el
mundo. De 2014 a 2018, India fue el mayor pais productor de mango, representando el 40.4 % de
los mangos producidos, seguido de China, Tailandia, Indonesia y México (3.9%) (FAOSTAT,
2018). Otros principales paises productores de mango son Pakistan, Brasil, Filipinas, Nigeria y
Egipto (FAOSTAT, 2018). A pesar de que México no es el principal productor mundial, si ha sido
el mayor exportador de mango en el mundo de 2014 a 2018, con un 17.7 % seguido de India con
un 12.8 %. Cabe destacar que solo EEUU import6 aproximadamente el 22.8 % de los mangos del
mundo durante ese periodo, siendo el principal importador de mangos (FAOSTAT, 2018). De esta
manera, paises con climas tropicales, como México, cultivan el mango en gran cantidad para su
exportacion, siempre y cuando cumpla con requisitos de fitosanidad impuestos por los paises

importadores.

2.2.2. El Tratamiento Hidrotérmico Cuarentenario es Aplicado Como Medida Fitosanitaria

En un mercado mundial tan competido, para lograr la exportacion del mango es necesario que los
frutos producidos gocen de ciertos atributos de calidad. Un fruto de mango que se considera de alta
calidad, debe ser inocuo y estar libre de dafios externos (Luria et al., 2014). El mantenimiento de
la calidad en los frutos de mango se refiere a la prevencion de dafios derivados de su manejo durante
su almacenamiento, que se limita a 3 0 4 semanas a 10 - 15 © C (Brecht et al., 2010). Los dafios en

el fruto son ocasionados principalmente por: dano mecanico durante la cosecha, manejo
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inadecuado en el campo, quemaduras por savia, decoloracion de lenticelas, ablandamiento de la
fruta, lesion por enfriamiento y / o desarrollo de enfermedades y dafos por plagas, como la mosca
de la fruta (Prusky et al., 2002; Yahia, 2006). Sin embargo, las practicas de produccion y
postcosecha, asi como las nuevas tecnologias y la gestion de empacadoras, contribuyen en gran
medida a la conservacion de la calidad externa de la fruta en toda la cadena de suministro mundial.
Se han desarrollado protocolos de tratamiento para garantizar la seguridad e inocuidad de los frutos.
Lo anterior, con el objetivo de eliminar infestaciones por especies de la familia Tephritidae, del
orden Diptera, entre las que se encuentran larvas de Anastrepha ludens (Loew), A. suspensa
(Loew), A. obligua (Macquart) y A. serpentina (Wiedemann) que infestan frutos tropicales y
subtropicales en México y otros paises, a las cuales se les conoce colectivamente como moscas de
la fruta (Yahia et al., 2011). En México, el THC autorizado contra 4. ludens y A. obliqua consiste
en sumergir los frutos de mango en agua caliente a 46.1 °C durante 60—120 minutos, el tiempo
efectivo de inmersion varia segin la forma y el peso de la fruta (USDA-APHIS, 2016). Estas
condiciones son recomendadas para garantizar la calidad del producto para la exportacion,

especialmente hacia los Estados Unidos.

2.3. El Tratamiento Hidrotérmico Cuarentenario tiene Efectos sobre la Calidad del Fruto de

Mango a Niveles Fisiologico, Bioquimico y Genético

Aunque existen diversos tratamientos fitosanitarios, el THC es en gran medida el mas utilizado, a
pesar del estrés térmico que genera en los frutos y de su impacto en la calidad del mango. Algunos
miembros de la industria del mango han expresado inquietudes acerca de que el tratamiento
hidrotérmico es uno de los factores por el cual la calidad del mango a menudo es deficiente (Yahia
y Campos, 2000). En un esfuerzo por abordar estas inquietudes, la National Mango Board (NMB)
en Estados Unidos financi6 un proyecto de investigacion para determinar alternativas viables al
tratamiento hidrotérmico para el mango (NMB, 2008). Los tratamientos por aire caliente forzado,
aire caliente forzado con ambiente controlado, e irradiacion son los que presentan el mayor
potencial para el mejoramiento de la calidad del mango (Mitcham y Yahia, 2009). Aunque estos

métodos podrian implantarse en un periodo relativamente corto, de igual manera resulta costoso
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adquirir los equipos y adaptar las instalaciones para la realizacion de tales nuevos procedimientos.

2.3.1. Efectos sobre la Calidad del Mango a Nivel Fisiologico y Bioquimico

El THC induce respuestas fisioldgicas y bioquimicas en el fruto, las cuales se traducen en cambios
en los parametros de calidad del mango. El dafio por calor provocado por el THC se observa en el
fruto como escaldado de la piel, oscurecimiento de lenticela, moteado y maduracion no uniforme.
Esos efectos generalmente se han asociado a cambios en la temperatura y el tiempo recomendados
para la aplicacion del THC. Durante la maduracion de un fruto, a nivel bioquimico se presenta un
aumento en la tasa de respiracion (CO;) acompafiado de un incremento en la produccion de la
hormona de la maduracioén etileno, lo cual permite clasificar a los frutos como climatéricos. En
frutos de mango, los cuales pertenecen al grupo de frutos climatéricos, se ha observado que el THC
incrementa la producciéon de CO», el cual se correlaciond con otros cambios bioquimicos y
fisioldgicos como un incremento en la actividad de enzimas asociadas a la degradacion de la pared
celular, pérdida de la firmeza y un aumento de so6lidos solubles totales (Dautt-Castro et al., 2018).
Estos cambios inducidos por el THC tienen un impacto sobre la calidad de los frutos. En este
sentido, también se ha reportado que puede aumentar la pérdida de peso (Petit et al., 2009). En
conjunto, los eventos bioquimicos que involucran el aumento de la tasa respiratoria provocan
alteraciones en los parametros de calidad de los frutos.

El THC no siempre genera deterioro en la calidad de los frutos de mango, y algunos autores
recomiendan modificaciones en las condiciones de aplicacion del tratamiento para disminuir sus
efectos negativos. Existen estudios que muestran que los pardmetros de calidad no se ven afectados
por el THC en algunas variedades de mango (cvs. Tommy Atkins y Kent), en cambio, este
tratamiento ayuda a reducir la presencia de antracnosis y pudricion del tallo (Baez et al., 2001,
Luna et al., 2006). Por su parte, en un estudio financiado por la NMB, Osuna et al. (2015)
demostraron que, si se aplica THC de acuerdo con el protocolo de la USDA, no se debe observar
ninguna lesion en frutos cv. Tommy Atkins. Por lo que, un estudio mas profundo y sin conflicto
de interés, como es el caso de las investigaciones realizadas por la NMB, sobre la respuesta al

estrés que induce el THC en los frutos de mango, seria de gran utilidad para aclarar cuales son sus
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efectos sobre los parametros de calidad.

Los cambios en los pardmetros de calidad frutos de mango cv. Ataulfo que reciben el THC podrian
monitorizarse de forma temprana a través del analisis de marcadores fisicos, bioquimicos y
moleculares. El THC en frutos de mango cv. Ataulfo condujo a un color de la cascara y de la pulpa
mas homogéneo. Se encontr6 una correlacion entre este fenotipo y la induccion de transcritos de
la enzima fitoeno sintasa (PSY), clave en la regulacion de la ruta de biosintesis de carotenoides en
las plantas) acumulados en la pulpa de mango al inicio de la maduracién de los frutos (Daut-Castro
et al., 2018). Por otra parte, en ese mismo estudio se observd que los frutos sometidos al THC
produjeron mayor cantidad de CO> en comparacion con el control, especialmente durante los
primeros dos dias después del THC. Asimismo, durante los primeros 4 dias posteriores a la
aplicacion del THC, los frutos sufrieron pérdida en la firmeza prematura, en comparacion con el
control que present6 dicho ablandamiento a partir del dia 4 (Dautt-Castro et al., 2018). Una
evidencia mas que respalda dicho estudio, fue la rapida acumulacion de solidos solubles totales
(SST) en los frutos que recibieron el THC, desde el primer dia posterior al tratamiento y que podria
estar relacionada con la aceleracion del metabolismo. Por ejemplo, un transcrito del metabolismo
de la sacarosa, la sacarosa sintasa (SS) se estimul6 un dia después del THC (Dautt-Castro et al.,
2018). Es por ello que comprender con profundidad los cambios moleculares que dictan mejoras o
disminuciones de la calidad de los frutos, es importante para el desarrollo de tecnologias que
permitan asegurar que los tratamientos postcosecha aplicados no afecten las propiedades

organolépticas y nutricionales del mango.

2.3.2. Efectos de los Tratamientos con Calor en Mango a Nivel Transcripcional

Los tratamientos postcosecha aplicados a los frutos pueden ser una fuente de estrés abiotico, por
ejemplo, el THC produce estrés por calor en el mango lo cual modifica su transcriptoma. Estudios
realizados en Arabidopsis thaliana indican que aproximadamente el 5% del transcriptoma se
estimula en respuesta al estrés por calor aplicado (Larkindale y Vierling, 2008; Saidi et al., 2011).
Algunos autores destacan que, contrario a lo que puede pensarse, las chaperonas y HSPs son sélo

una parte menor de la respuesta general frente a dicho estrés (Saidi ez al., 2011). En un estudio
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realizado por Luria ef al. (2014), concluyeron que la aplicacién de un tratamiento postcosecha de
HWB afect6 la expresion génica en frutos de mango cultivar Shelly. De manera similar, Dautt-
Castro et al. (2018), reportaron cambios en la expresion de 903 genes por la aplicacion del THC
en mango cv. Ataulfo. Estos estudios demostraron que los tratamientos postcosecha que implican
el calentamiento de los frutos son una fuente de estrés abidtico que provoca alteraciones en la
expresion genética del mango.

En el estudio realizado para el cv. Shelly (Luria et al., 2014), se encontraron genes diferencialmente
expresados en frutos que recibieron el HWB. En dicho estudio, se observo la regulacion positiva
de la expresion de genes relacionados con respuesta a estrés biotico, especificamente en la defensa
contra patdogenos. También se observaron disminuciones en la expresion de genes del catabolismo
de la clorofila y la fotosintesis, asi como algunos relacionados al metabolismo de la glucosa y los
flavonoides, los cuales podrian estar relacionados con los cambios de color observados a menudo
en los frutos que reciben el THC. Ademas, los cambios regulados por el HWB no solo estan
involucrados con la respuesta al estrés, también se produce una regulacion de las rutas bioquimicas
constitutivas, cambios que podrian estar involucrados en las alteraciones de los parametros de
calidad.

En cuanto a lo reportado para el cv. Ataulfo (Dautt-Castro et al., 2018), se destaca que entre los
transcritos regulados en frutos sometidos al THC se encuentran los factores de transcripcion,
involucrados en las respuestas al estrés de las plantas, como los WRKY. Al menos 5 transcritos
WRKY fueron reprimidos en respuesta al THC en los frutos de mango. En Arabidopsis thaliana,
los factores de transcripcion WRKY desempefian un papel en la termotolerancia (Li et al., 2011).
Por lo tanto, es posible que estos factores de transcripcion estén estrechamente relacionados con la
tolerancia al estrés térmico en los frutos de mango. Para el caso de HSFs de respuesta tardia, se
reporto una represion de 4.1 6rdenes de magnitud, comparado con frutos que no recibieron el THC
, lo cual puede explicarse ya que se ha demostrado que estos factores pueden actuar en etapas
posteriores de la respuesta al estrés térmico (Dautt-Castro et al., 2018; Schramm et al., 2008). El
cambio global del transcriptoma de mango, derivado de la aplicacion de un tratamiento postcosecha
con calor, probablemente sea resultado de varios mecanismos de respuesta al estrés que actuan
coordinadamente para prevenir el desarrollo de patogenos como los hongos y el dafio celular.

Por otra parte, se ha observado que la expresion de genes asociados a la regulacion transcripcional

y postranscripcional también se puede ver afectada por efecto del THC. En este sentido, Lopez-
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Virgen (2019) report6 que algunos genes de la maquinaria de biogénesis de los miRNAs (MiDCLI,
MiIHENI, MiHSTI, MiAGOI1b y MiHSP90) se inducen, particularmente entre las horas 3 y 6
después de la aplicacion del THC. En otras plantas, como Arabidopsis thaliana, y tomate, después
de la exposicion al estrés térmico, los miRNAs pueden tener un cambio de expresion temprano,
como parte de una respuesta molecular que pueda inducir cambios que promuevan la tolerancia o
la resistencia a dicho incremento de temperatura, para proteger los diferentes tejidos del vegetal
(que incluyen al fruto) (Lopez-Virgen, 2019; Lin et al., 2018; Shi et al., 2019). Estas evidencias
sefialan que, efectivamente, después de que los frutos de mango se exponen al THC existe una
regulacion a nivel transcripcional (a nivel de RNA mensajero) que dirige una respuesta molecular,

probablemente para la proteccion y tolerancia de los frutos de mango al calor aplicado.

2.4. Los micro-RNAs: Reguladores de la Respuesta al Estrés por Calor en Plantas y Frutos

2.4.1 Papel de los miRNASs en el Silenciamiento de Genes

La funcién de los microRNAs (miRNAs) es mediar el silenciamiento de genes especificos,
contribuyendo a la regulacién fina de la expresion de genes. Los miRNAs comprenden una clase
de RNA no codificante de cadena sencilla de 20 a 22 nucle6tidos de longitud, siendo las moléculas
mas pequeias conocidas de informacion reguladora codificada por genes, tanto en plantas como
en animales (Zhao et al., 2016). En el citoplasma, los miRNAs maduros se cargan en un complejo
proteico de silenciamiento en el cual ejercen su funcion reguladora. Ademas, los miRNAs son
moléculas sensibles a los cambios y su expresion puede variar, por ejemplo, de acuerdo a los
eventos fisioldgicos del organismo y/o a factores externos. Se ha visto que diferentes miRNAs se
expresan diferencialmente durante las diferentes etapas del desarrollo o en respuesta a cambios
ambientales (Zhao ef al., 2016). Asi estas pequefias moléculas funcionan en complejas redes que
coordinan el transcriptoma de una célula con la condicion especifica en la que se encuentra,
temporal y espacialmente.

En plantas, los esfuerzos de investigacion han establecido el marco molecular principal de la
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biogénesis y los modelos de accion de los miRNAs. Los miRNAs de las plantas regulan a sus genes
blanco a nivel postranscripcional a través de dos mecanismos principales: la degradacion del
transcrito y la represion de la traduccion (Borges y Martienssen, 2015). La complementariedad
entre los miRNAs y sus mRNA objetivo debe ser casi perfecta, debido a esto, se piensa que la
degradacion del transcrito es el modo de accion predominante de los miRNAs de plantas (Yu et
al., 2017). Actualmente se continuan investigando, tanto la biogénesis como el mecanismo de
accion de los miRNAs, sin embargo, la informacion disponible se resume en los siguientes dos
parrafos.

Cada miRNA se codifica en un MIRGEN (region del ADN que se transcribe por la RNA Polimerasa
I1 6 III), y sus transcritos primarios (pri-miRNA) se procesan mediante la adicion del capuchon de
7-metil guanosina en el extremo 5’°, mientras que el extremo 3" es poliadenilado con estructura de
horquilla o tallo asa Los miRNAs de plantas son generados en el nticleo por la endoribonucleasa
tipo Dicer (DCL), respaldada por la SE (SERRATE) , que procesa a los pri-miRNAs con una
estructura de horquilla para dar lugar al pre-miRNA (miRNA precursor de doble cadena) y
posteriormente hacer un segundo corte que genera el miRNA maduro (Yu ef al., 2017). SE es una
proteina de unidon a dsRNA que interacttia con DCL y otros factores moleculares, que generan los
miRNAs precursores (pre-miRNAs) en los cuerpos de Cajal. Ademas, en las plantas existe una
proteina de uniéon a dsSRNA, HYLI (del inglés Hyponastic Leaves1), que es especifica de la via de
miRNA en plantas cuya funcion es metilar el extremo 3’ del miRNA en doble cadena (Yu et al.,
2017) Los miRNAs son transportados al citoplasma por HASTY (HST). Un miRNA maduro de
cadena sencilla se integra en el complejo silenciador inducido por RNA (RISC), donde se incluyen
HEN SUPPRESSOR 1 (HESO1), UTP: RNA uridyltransferase 1 (URT1), Heat Shock Protein 90
(HSP90), Argonaute protein (AGO) y otros factores moleculares; mientras que la cadena
complementaria al miRNA maduro se degrada e integra en el RISC (1) (Figura 1). Posteriormente
el miRNA se une a su blanco en funcion de la homologia de secuencia (2) y se lleva a cabo el
silenciamiento génico (3). Una vez maduros, los miRNAs se incorporan al complejo de
silenciamiento inducido por RNA (RISCs, por sus siglas en inglés) a través de las proteinas
Argonauta (AGO) para inducir el silenciamiento génico de los mRNAs blanco por
complementariedad. Lo anterior puede conllevar a varios mecanismos de silenciamiento como: 1)
la escision del mensajero; 2) la inhibicién de la traduccion; 3) la metilacion del ADN y la

modificacion de las histonas para el rearreglo de la cromatina (Sheu-Gruttadauria y MacRae, 2017).
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Los mecanismos anteriores dependen de la accion integrada del RISC pero son las AGO las

proteinas efectoras, que llevan a cabo el silenciamiento por escicion, que es el mas frecuente en las

plantas (Figura 1).

Celula Vegetal

Nicleo

MIRGEN

RMA polimerasa Il
Splicing
miG———— AAAAA
Pri-miRNA

DCL .
'"m_l_ﬂ_liﬂ_l'O

AAAA

Pre-miRNA

DCL
miRNA diplex

S ] i IR
1@,
CH3 3

miRNA diplex metilado

miRNA maduro 20-22 nt

~

Cuerpo de Cajal

Exporte al citoplasma

-

3. Silenciamiento
del mRNA

1. unisn del
miRNA

Citoplasma

2. Unién del
mRNA blanco al
RISC

Figura 1. Biogénesis y accion de los miRNAs en los organismos vegetales (Félix-Murray et. al,
2020 en revision).

Las proteinas AGO presentan tres dominios caracteristicos, PAZ, Mid y PIWI (Sheu-Gruttadauria

y MacRae, 2017). El dominio PAZ es un dominio de uniéon a sSRNA, mientras que en el PIWI hay

residuos cataliticos que le confieren actividad endonucleolitica, y el dominio Mid les permite

reconocer el extremo 5” de los miRNAs. EI RNA guia entra en contacto con todos los dominios de

la proteina, donde la mayoria de las interacciones se dan a través del esqueleto de aztcares y

fosfatos del acido nucleico. La secuencia semilla del miRNA (que comprende los nucléotidos del

2 al 8 queda dispuesta de tal forma que el extremo 3" se orienta hacia el dominio PAZ y el 5" hacia

el dominio Mid. Un apareamiento perfecto de los nucledtidos del 9 al 11 es necesario para el
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silenciamiento post escision del mensajero provocado por el dominio PIWI de una AGO (Sheu-
Gruttadauria y MacRae, 2017).

El desarrollo de las tecnologias de secuenciacion de alto rendimiento ha mejorado mucho la
investigacion sobre los microRNAs, convirtiendo a la regulacion génica dirigida por microRNAs
en un area activa de estudio. Los miRNAs han atraido la atencion de los biotecndlogos de plantas,
como un nuevo instrumento que podria ser potencialmente util para manipular rutas biosintéticas
completas (Bulgakov y Avramenko, 2015). Ademads, se ha visto que es posible utilizar este
conocimiento para optimizar la productividad de las plantas. Trumbo et al. (2015), por ejemplo,
describe el uso de microRNAs para mejorar la biomasa y la produccién de biocombustibles.
Inicialmente, la investigacion de estas moléculas se realiz6 en plantas modelo, pero en la
actualidad, en un ntimero cada vez mayor de publicaciones han abordado especies de importancia

econdmica.

2.4.2. miRNAs en Plantas Modelo y Frutos de Importancia Comercial

El ntimero de articulos publicados en torno a la caracterizacion e identificacion de miRNAs en
frutos y vegetales de interés comercial va en aumento cada afio y se condensan en los tltimos cinco
anos. De especial interés son aquellos trabajos que se han centrado en el estudio de miRNAs
involucrados en la respuesta al estrés o en la biisqueda de soluciones a problemas particulares en
el cultivo, cosecha y postcosecha de cada especie vegetal. Ejemplos de lo anterior son estudios
realizados en apio, mandarina, pera y manzana, (Jiang et al., 2014; Liang et al., 2018; An et al.,
2018; Mohanpuria et al., 2018). Hoy dia, el motor de estudio de los miRNAs es el interés
comercial, y aunque aun es en general descriptivo, se encuentra en la transicion de ser aplicado en
la resolucion problemas en estos cultivos.

En un estudio realizado en plantas de tomate cv. Micro-Tom reportaron la represion de la expresion
de algunos miRNAs involucrados en la respuesta al estrés térmico. En dicho estudio, se
secuenciaron los miRNAs obtenidos a partir de muestras de estambres y pistilos de plantas de
tomate, después de 2 dias posteriores a la exposicion al estrés por calor (35 = 1°C/30 £ 1°C (16 h

luz/ 8 h obscuridad). Los resultados mostraron un total de 110 miRNAs conocidos, en general, se
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observo la represion de los miRNAs en respuesta al estrés por calor, incluyendo los miR398a-5p,
miR398b-3p, pmiR160a-3 y miR156e-3p (Pan et al., 2017). En concreto, ningin miRNA fue
estimulado bajo el estrés por calor en las genotecas de estambres o pistilos (Pan ef al., 2017). Los
patrones de expresion de cuatro genes blanco (SPL15 para miR156, ARF10y ARF'16 para miR160,
y CSD1 para miR398) se estimularon por el estrés térmico, mostrando una correlacion negativa
con los patrones de expresion de sus correspondientes miRNAs, excepto por CSD/ en los pistilos
(Pan et al., 2017). Lo anterior sugiere que los patrones de expresion de los miRNAs y sus genes
blanco pueden variar considerablemente entre tejidos y tiempo de exposicion al estrés por calor.
Por otro lado, en platano, mediante el perfil de miRNAs y de sus genes blanco expresados
diferencialmente bajo estrés por frio y calor, se encontrd que algunos de ellos tienen patrones de
expresion opuestos entre ambos tipos de estrés (Zhu et al., 2019). Por ejemplo, para miR396, los
genes blanco SPL que codifican para factores de transcripcion que regulan el cambio de la fase
vegetativa a reproductiva en las plantas, fueron estimulados por el frio, pero reprimidos por el calor.
Dicho estudio proporciono6 una base para comprender la respuesta dependiente de miRNAs al estrés
por temperatura en fruto.

Con respecto al estudio de los miRNAs de mango, existe un informe sobre la transicion de fase
vegetativa a fase adulta en arboles de mango cv. Kensington Pride en el que se perfilaron los
patrones de expresion de los miRNAs involucrados. En las plantas, la transicion de la fase juvenil
a la fase adulta esta regulada por la actividad secuencial de dos miRNAs: miR156 ymiR172 (Ahsan
et al., 2019). Una disminucion en la concentracion citoplasmatica de miR156 con un incremento
en la abundancia del miR172 estd asociado con la transicion de fase. Existe poca informacion
acerca de la transicion de fase en los cultivos de arboles tropicales econdémicamente importantes,
especialmente en aquellos que tienen largas fases vegetativas, como el mango. Ahsan et al. (2019)
observaron que, en los arboles de mango, aguacate y macadamia, la expresion del miR156
disminuye a medida que los arboles, envejecen. Por otra parte, encontraron que la abundancia del
miR172 y su blanco (genes AP2-Like), solo estaban relacionados con la edad de los arboles en el
aguacate, no asi en mango ni en macadamia. Proponen por ello, que la cuantificacion de los miR156
y miR172 podria ser utilizada como marcador de edad en estas especies.

Las aproximaciones basadas en Secuenciacién de Nueva Generacion (NGS) han tenido un impacto
clave en la identificacion de miRNAs de especies vegetales no modelo (Sabzehzari y Naghavi,

2019). Actualmente el uso de la NGS, especificamente RNA-seq, ha permitido secuenciar y
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cuantificar transcriptomas en un maximo de resolucion e intervalo dinamico nunca antes alcanzado
por otras tecnologias, independientemente del tamafio y del conocimiento previo del genoma del
que se deriva el transcriptoma analizado (Sabzehzari y Naghavi, 2019). Ante tales beneficios, el
RNA-seq puede ser y esta siendo utilizado, para identificar miRNAs y sus genes blancos en
cualquier especie de interés. Por ejemplo, en platano mediante RNA-seq de SRNAs, se identificaron
42 miRNAs y sus genes blanco expresados diferencialmente bajo estrés por frio y calor (Zhu et al.,
2019). El RNA-seq esta convirtiéndose en la herramienta clave para enriquecer nuestro
entendimiento sobre los miRNAs y sus blancos, a la orden de la biotecnologia vegetal.

A la fecha, solo existe un estudio en relacion a los miRNAs en frutos de mango y representa solo
un abordaje exploratorio in silico, sin validacion experimental por RT-qPCR, en el que los
resultados no son facilmente comparables con lo reportado en plantas modelo (Israr et al., 2018).
En dicho estudio se sugiere que el miR160 probablemente participe solo en el proceso de desarrollo
y maduracion del mango. Sin embargo, se ha visto que en la planta modelo Arabidopsis, el miR160
también participa en la regulacion de otros procesos, como la termotolerancia (Lin ef al., 2018).
Hasta ahora no se han depositado secuencias de miRNA de ningtn tejido de mango en la base de
datos miRBase. Ademas, el papel de los miRNAs en la respuesta al estrés por temperatura en la
pulpa de mango sigue siendo en gran parte desconocido. Por lo que, resulta evidente que la
identificacion global de los miRNAs en mango, el estudio de su expresion a nivel experimental y
del efecto que los miRNA tienen sobre sus genes blanco enriqueceria el entendimiento de estos

procesos en el mango.

2.4.3. Mejoras en los Cultivos Derivadas del Uso de los miRNAs

Los miRNAs modulan la abundancia y la acumulacion espacio-temporal de sus transcritos blancos,
e indirectamente multiples procesos fisiologicos, por lo que constituyen una gran posibilidad para
la modificacion de parametros de interés nutricional y comercial en los cultivos vegetales, desde el
punto de vista biotecnolédgico. Las plantas se enfrentan constantemente a numerosas condiciones
adversas que pueden afectar su fisiologia y desencadenar diversas condiciones de estrés. Las

respuestas de las plantas al estrés implican la regulacion de genes que interfieren con varios rasgos
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agrondmicos, como el crecimiento, resistencia a estrés y la productividad de las plantas (Zhang,
2015). Comprender estos mecanismos es importante para el desarrollo de herramientas
biotecnoldgicas dirigidas a mejorar los rasgos agronémicos deseables (Zhang, 2015). Controlar la
forma en la que las plantas responden a las condiciones ambientales a través de la regulacion de la
transcripcion de los miRNAs es una atractiva posibilidad para mejorar la tolerancia de los cultivos
a las condiciones extremas de temperatura, salinidad, o estrés hidrico.

De acuerdo con lo anterior, la regulacion fina de los MIRGEN o de la expresion de los miRNAs es
una poderosa estrategia biotecnologica para mejorar la tolerancia al estrés abiotico en cultivos
econémicamente importantes. En este contexto, se ha demostrado que la sobreexpresion, tejido-
especifica, o inducida por estrés o senescencia, de MIRGEN especificos mejora los rasgos
agronoémicos deseados en diferentes especies de plantas (Zhang, 2015). Las aproximaciones
actuales al uso de miRNAs en el mejoramiento de la tolerancia de las plantas al estrés esta basada
en la estimulacion y represion de la transcripcion de los genes MIR para manipular la concentracion
citoplasmatica de los miRNAs de interés (Basso ef al., 2019). Otras técnicas que se han explorado
exitosamente para el mejoramiento de plantas modelo a través de la regulacion de miRNAs son:
transgénesis, cisgénesis, intragénesis, MIRGEN artificiales, mimetismo con el blanco (endégeno y
artificial), edicion de MIRGEN utilizando meganucleasas, la herramienta CRISPR/Cas9 y sus
variantes, asi como la entrega topica de miRNAs (Basso et al., 2019). Las vias de regulacion
asociadas a la respuesta al estrés abidtico en las que participan miRNAs como moléculas
regulatorias se conocen parcialmente, y comprender tales mecanismos se complica atin mas por el
hecho de que un miRNA puede regular varios genes y que algunos genes pueden estar regulados
por multiples miRNAs.

Uno de los objetivos mas importantes para la aplicacion de las tecnologias de miRNAs es el
mejoramiento de la termotolerancia de los cultivos, y por ello se han realizado investigaciones para
dilucidar los mecanismos que la promueven. Guan et al. (2013) descubrieron un nuevo mecanismo
de termotolerancia vegetal, especialmente para la protecciéon de organos reproductivos. Este
mecanismo implica la induccion de miR398, que reprime a sus genes blancos CSDI y CSD2
(superoxido dismutasa de Cu Zn), asi como CCS (un gen que codifica para una chaperona para
CSDI1 y CSD2) (Guan et al., 2013). Se encontr6é que plantas mutantes en dichos genes mostraron
una mayor tolerancia al estrés por calor que las plantas silvestres, asociada con el aumento de la

acumulacion de factores de transcripcion de respuesta al estrés y HSPs (Guan et al., 2013). Estos
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resultados indican que la manipulacion del miR398 puede ser una estrategia aplicable para
aumentar la tolerancia al calor en las especies vegetales como el mango, cuyos frutos pueden sufrir
dafios derivados de la aplicacion de tratamientos postcosecha con calor como el THC.

El deterioro postcosecha de las frutas puede tener un impacto negativo en su comercializacion, lo
cual repercute en pérdidas econdmicas. Por lo que el aumento en la vida util de las frutas por
maduracion tardia, es otro rasgo agrondmico esencial que se estd abordando a través de la
tecnologia de miRNAs. Un ejemplo de estos acercamientos son los estudios realizados en tomate,
un fruto climatérico como el mango. El miR156 se dirige al gen CNR (Colorless non-ripening),
importante en la maduracion de este fruto (Molesini et al., 2012). Las plantas de tomate
transgénicas que sobreexpresaban a miR 156 mostraron un color ligeramente mas claro, frutos mas
pequefios, mayor numero de hojas, altura reducida y disminucién del tamafio de la hoja (Zhang et
al., 2011). Lo anterior sugiere que reduciendo la expresion de miR156 seria posible obtener un
mayor rendimiento en el cultivo de tomate y en otros frutos climatéricos, como el mango. Acorde
con esto, plantas transgénicas de alfalfa que sobreexpresaban el miR156 mostraron una mayor
tolerancia al estrés térmico (40 °C) (Aung et al., 2015). Por lo anterior, la importancia del estudio

de los microRNAs radica en la posibilidad de generar cultivos termotolerantes.

2.4.4. miRNAs Relacionados con la Respuesta al Estrés Térmico en las Plantas

En cuanto al estrés por calor, actualmente se conoce con suficiente profundidad cudles son algunos
de los miRNAs implicados, y cudles son algunos de los genes blanco que regulan, sobre todo en
organismos modelo como Arabidopsis thaliana. No obstante, la informacion encontrada en otras
especies sugiere que en el reino vegetal estos mecanismos, y particularmente los MIRGEN, son
relativamente conservados a nivel de secuencia, razon por la cual también predomina la escision
del mensajero como mecanismo de silenciamiento (Yu et al., 2017). Ademas, se ha visto que
regularmente los genes silenciados por miRNAs son factores de transcripcion, lo cual habla de lo
fino de la regulacion provocada por esas pequefias moléculas. Los miRNA vegetales mas
frecuentemente implicados en respuesta al estrés térmico y sus genes blanco se muestran en el

Cuadro 1.
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Cuadro 1. Algunos de los miRNAs mas comunes relacionados con el estrés térmico en los

organismos vegetales.

miRNA Genes Blanco Organismos Referencias
miR156 SPL A. thaliana, Oryza  Stief et al., 2014;
sativa Liu et al., 2017
Achard et al., 2004;
miR159 MYB/TCP A. thaliana Reyes y Chua, 2007
A. thaliana, Mallory et al., 2005;
miR160 ARF Helianthus annuus  Liet al., 2018
A. thaliana, Oryza  Niet al., 2013; Du
miR169 NFY sativa etal., 2017.
Xin et al., 2010;
miR172 AP A. thaliana, Oryza  Gupta et al., 2014.
sativa
A. thaliana, Sunkar y Zhu, 2001;
miR319 TCP, MYB Solanum Shi et al., 2019.
habrochitaes
Jones-Rhoades y
miR393 TIR, AFB2 A. thaliana, Agrostis Bartel, 2006;
stolonifer Zhao et al., 2019
miR396 GRF, WRKY A. thaliana, Sunkar y Zhu, 2001;
Helianthus annuus  Giacomelli et al.,
2012
miR398 CSD A. thaliana, Populus Guan et al., 2013;
tomentosa Yu et al.,2013.
miR399 PHO A. thaliana Kim et al., 2011;

Pegler, et al., 2019.
Nota: Existen multiples referencias para cada miRNA, aqui solo se enlistan 2.

Los mecanismos moleculares completos en los que participa cada miRNA, se conocen o se
hipotetizan para pocos miRNAs particulares, y su contribucion a la termotolerancia se ha descrito
en plantas modelo. Por ejemplo, se propone que el miR160 podria regular la expresion génica de
HSPs durante el estrés por calor de manera indirecta (Li et al., 2018). En los blancos propuestos
para este sentido, smiR 160 son genes de la familia ARF que, a su vez, regulan negativamente genes
HSP (Li et al., 2018). En este trabajo, los autores reportan que el miR160 fue inducido en el estrés
por calor y reprimid la expresion de los genes ARF'10, ARF16 y ARF17; 1o cual provocé que dichos
transcritos regularon la germinacion de semillas, el crecimiento de hipocoétilo y el crecimiento de
raquis, ademds de contribuir en la regulacion de la expresion de algunos genes HSP (Li et al.,

2018). Lo anterior sugiere que el miR160 contribuye al incremento de la termotolerancia de las
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plantas. Ante el creciente numero de reportes sobre miRNAs, una nueva plataforma para el deposito
y organizacion de dicha informacién fue habilitado en este afio, en vista de las limitaciones de las
bases de datos de miRNA de plantas que le preceden. Entre las restricciones se incluye la falta de
entradas para muchas especies importantes, estdndares de anotaciéon desiguales en diferentes
especies, abundantes entradas cuestionables y anotaciones limitadas. Para responder a esas
carencias se desarrollo6 la base de datos Plant miRNA Encyclopedia (PmiREN,
http://www.pmiren.com/). PmiREN actualmente contiene 16,422 loci de miRNA novedosos de alta
confianza en 88 especies de plantas y 3,966 recuperados de miRBase (Guo et al., 2020). La nueva
base PmiREN es un recurso util para la investigacion de miRNAs vegetales, mas organizado y de
interfaz amigable.

Por todo lo anterior, destacando que el estudio de los miRNAs puede aportar informacion
importante para explicar la respuesta al calor y considerando que el THC es una fuente de estrés
térmico para los frutos de mango, surge la pregunta de investigacion de este trabajo, ;Como cambia
el perfil de expresion de miRNAs en el mesocarpio de frutos de mango en respuesta al Tratamiento
Hidrotérmico Cuarentenario? Lo anterior, debido a que en plantas modelo se ha descrito
ampliamente la participacion de los miRNA160, 169, 319, 393 y 399 en la respuesta al estrés por
calor. Por lo tanto, es muy probable que el perfil de expresion de miRNAs en el mesocarpio de
mango c.v. Ataulfo se vea influenciado por el THC, estimulandose los miRNAs antes
mencionados, y algunos mas. Es posible inferir que dichos miRNAs actien reprimiendo la
expresion de sus genes blanco, claves para mejorar la termotolerancia del fruto, como parte de una
respuesta finamente regulada en los frutos de mango, después de ser sometido al THC durante la

postcosecha.
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3. HIPOTESIS

El perfil de expresion de miRNAs en el mesocarpio de mango cv. Ataulfo se ve influenciado
por el tratamiento hidrotérmico cuarentenario, incluyendo la inducciéon de los miRNA160,
miRNA169, miRNA319, miRNA393 y miRNA399, asociados a estrés por calor, que a su vez

reprimen la expresion de sus transcritos blanco.
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4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo General

Evaluar el perfil de expresion de losmiRNA160, miRNA169, miRNA319, miRNA393 y
miRNA399 asociados a estrés por calor, asi como los transcritos de sus genes blanco, posterior a
la aplicacion del tratamiento hidrotérmico cuarentenario en frutos de mango (Mangifera indica L.)

cv. Ataulfo.

4.2. Objetivos Especificos

1. Construir genotecas para la secuenciacion de los miRNAs presentes en pulpa de frutos de
mango (Mangifera indica L.) cv. Ataulfo en frutos control y con tratamiento hidrotérmico
cuarentenario.

2. Cuantificar la expresion de los miRNA160, miRNA319, miRNA393, miR169 y miR399
en frutos de mango (Mangifera indica L.) cv. Ataulfo control y sometidos al tratamiento
hidrotérmico cuarentenario.

3. Predecir los transcritos blancos de los miRNA seleccionados utilizando herramientas
bioinformaticas y cuantificar su expresion en los frutos de mango (Mangifera indica L.) cv.
Ataulfo control y sometidos al tratamiento hidrotérmico cuarentenario.

4. Predecir in silico la estructura secundaria de los miRNA maduros seleccionados.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1. Muestreo de Mango cv. Ataulfo en El Rosario, Sinaloa

La recoleccion de los mangos cv. Ataulfo se llevo a cabo en el huerto “La Aviacion” localizado en
El Rosario, Sinaloa (Con coordenadas: 22°59'31”"N 105°51'41"0). Se colectaron frutos (N = 90)
en estado de madurez fisioldgica, considerando ésta a partir de los 120 dias después de floracion.
Se tomaron en cuenta criterios de inclusiéon como la uniformidad del peso y del color, asi como
frutos libres de dafio aparente. Todos los frutos se lavaron y desinfectaron con una soluciéon de
hipoclorito de Sodio (200 ppm, Clorox ®) para eliminar los microbios potenciales y se secaron a
temperatura ambiente (25°C). Posteriormente se almacenaron durante toda una noche en una

camara a 20°C antes de la aplicacion del THC.

5.2. Aplicacién del Tratamiento Hidrotérmico Cuarentenario y Submuestreos

Los frutos de mango colectados se dividieron en dos grupos, 45 mangos para el grupo experimental
(THC) y 45 mangos para el grupo control. En el grupo experimental, los mangos se sometieron a
las condiciones del THC definidas por la USDA-APHIS (2016), las cuales fueron de 46.1°C por
75 minutos (frutos de 250 g), seguido de un hidroenfriado a 25°C por 30 minutos y posterior
secado. Después, los frutos se almacenaron a 20°C y se tomaron muestras de pulpa a los 0 min, 1,
3, 6 y 24 horas posteriores. En el caso del grupo control se tomaron muestras de pulpa en los
mismos tiempos. Los frutos del grupo control se mantuvieron a 20°C. Para cada tiempo, en ambos
grupos (THC y control) se realizaron tres réplicas bioldgicas conformadas por tres frutos cada una.
Los mangos se pelaron y el mesocarpio se cortd en secciones longitudinales delgadas, las cuales se
congelaron inmediatamente en nitrogeno liquido para su almacenamiento a -80 °C. Se utilizaron
bolsas de polietileno resistentes a congelacion. De cada uno de los tres mangos congelados que

conforman una réplica bioldgica, se tomo6 una de las rebanadas y se pulverizaron juntas en un
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mortero utilizando nitrégeno liquido, sin que se descongelaran durante el proceso. La muestra

pulverizada se almacen6 a -80 °C hasta la realizacion de los ensayos posteriores.

5.3. Extraccion de RNA total

Se extrajo el RNA total de las muestras utilizando el método reportado por Lopez-Gomez y Gomez-
Lim (1992) con algunas modificaciones. Se pulverizaron 0.5 g de tejido de pulpa de mango
utilizando nitrogeno liquido. A continuacion, la muestra se mezcld en un vortex con 1 mL buffer
de lisis (SDS al 2%, mercaptoetanol al 1%, 50 mM EDTA y 150 mM Tris base apH 7.5 con 1 M
de acido boérico). El ARN se dejo precipitar con 3 M cloruro de litio (concentracion final) durante
toda la noche. Se procedi6 a centrifugar la muestra a 20,000 g por 10 minutos. El pellet fue lavado
con etanol al 75% dos veces y se resuspendio en agua tratada con dietilpirocarbonato al 0.1%.
(Lopez-Virgen, 2019). El RNA obtenido se trato con DNasa I (Roche) para eliminar el DNA
genomico contaminante, de acuerdo a las recomendaciones del fabricante. La concentracion de
RNA vy su pureza se evalud con un equipo Epoch (BioTek). La integridad del RNA se analiz6 por

electroforesis (en condiciones desnaturalizantes) en gel de agarosa al 1%.

5.4. Construccion de Genotecas de miRNAs

La construccion de genotecas de RNAs pequefios (SRNAs) de mesocarpio de mango (que incluyen
a los microRNAs) se llevo a cabo como se describe a continuacion, de acuerdo a lo reportado por
Fishman et al., 2018), con algunas modificaciones. Las secuencias de los iniciadores utilizados se

muestran en el cuadro 2.
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Cuadro 2. Iniciadores utilizados para la construccion de genotecas de SRNAs

Iniciador Secuencia 5°- 3~
Adaptador 5” GUUCAGAGUUCUACAGUCCGACGAUC
Adaptador 3’ StApp/ TGGAATTCTCGGGTGCCAAGG/3ddC/
RTprimer GCCTTGGCACCCGAGAATTCCA
UPrimer AATGATACGGCGACCACCGAGATCT (...)

(...) ACACGTTCAGAGTTCTACAGTCCGA

5.4.1. Ligacion de Adaptador en 3"-OH

Para la ligacion del adaptador al extremo 3°-OH se utilizaron 5 pg de RNA total libre de DNA y se
combinaron en un tubo estéril con 1 pL (100 uM) del adaptador, 0.5 pL. de inhibidor de RNAsa
(20 U), 2 puL de tampon para la enzima T4-ligasa (10X), 1 pL de la enzima T4 RNA ligasa
(truncada) y 4 puL de polietilenglicol (PEG) 8000 (50% m/v). Se incub6 la mezcla a 25°C durante
1 hora. Posteriormente, se realizo la separacion de los SRNAs con el adaptador ligado, utilizando
las esferas Ampure XP (Beckman) para separacion de RNAs pequefios por inmovilizacion
reversible en fase solida (la relacion entre la concentracion de alcohol y las perlas en suspension
de un poli-alcohol, hacen la diferencia de selectividad de las esferas por los diferentes tamatios de
acidos nucleicos). Para la primera fase se partié de 20 pL de la reaccion de ligacion, a la cual se
agregaron 40 puL de H»O libre de RNasas, 70 uL de las esferas (20% PEG) y 80 pL de isopropanol.
Para la segunda fase de seleccion por tamano, se partioé del volumen final de la primera fase (210
pL) al cual se agregaron 90 pL de las esferas (20% PEG) y 150 pL de isopropanol. Finalmente, se

realiz6 un lavado con etanol al 85%, seguido de la elucion con 19 pL de H2O libre de RNAsas.

5.4.2. Ligacion de Adaptador en 5'-OH

Para la ligacion del adaptador al extremo 5°-OH se utilizaron 18.0 uL de los sSRNAs con el
adaptador 3'-OH y se combinaron en un tubo estéril con 0.5 pL (100 uM) del oligonucledtido de
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bloqueo y 0.5 pL (100 uM) del adaptador 5'-OH. Ademas, se agregé a la mezcla: 1 uL. de inhibidor
de RNasa (20 U), 3 puL de tampon para la enzima T4-ligasa (10X), 1 puL de la enzima T4 RNA
ligasa (truncada), 3 uL de ATP (10 mM) y 3 uL de dimetilsulféxido DMSO (100% v/v). Se incubd
la mezcla a 95 °C durante 30 s y posteriormente, se realiz6 la separacion de los sSRNAs utilizando
las esferas Ampure XP (Beckman). Se parti6 de 30 pL de la segunda reaccion de ligacion, a la cual
se agregaron 20 pL de H2O libre de RNAsas, 80 puL de las esferas (20% PEG) y 80 pL de
isopropanol. Finalmente, se realiz6 un lavado con etanol al 85%, seguido de la elucién con 15 pLb

de H»O libre de RNAsas.

5.4.3. Sintesis de cDNA de los sSRNAs

Para la transcripcion inversa se combinaron en un tubo 12.5 puL de los sSRNAs unidos a los
adaptadores con 0.5 pL del RT Primer (100 uM), se llevo el tubo al termociclador (Applied
Biosystems 2720) a 65°C durante 5 minutos y luego a 42°C y se agregaron 3 pL del tampon 5X de
la enzima, 1 pL de SuperScript II (Invitrogen), 1 pL de dNTPs (2.5mM) y 2 uL. de DDT 0.1 mM.
Posteriormente, la mezcla se incub6 en el termociclador a 42 °C durante 60 minutos, seguido de

10 minutos, luego a 85°C y finalmente a 10°C hasta retirar los tubos del termociclador.

5.4.4. Amplificacion por PCR del cDNA

La amplificacion por PCR para cada genoteca se llevo a cabo de la siguiente manera: de cada
reaccion se utilizaron 2 pL del producto de la retro transcripcion, 33.7 puL de agua destilada, 10 pLL
del tampon 5X de la enzima, 1.25 pL. del UPrimer (10 uM), 1.25 pL de un RPIPrimer
(Identificadores) (10 uM), 0.8 pL. de dNTPs 2.5 mM, 0.5 uL de DMSO y 1 uL de la DNA
polimerasa Herculasa II (Agilent Technologies). Las condiciones de amplificacion fueron las
siguientes: 1 minuto de precalentamiento a 94°C; 4 ciclos de 0.5 minutos a 94°C, 1 minuto a 50°C,

0.5 minutos a 68°C; 25 ciclos de 0.5 minutos a 94°C, 1 minuto a 62°C, 1 minuto a 68°C y una

38



temperatura final de 4°C hasta retirar los tubos del termociclador (Applied Biosystems 2720).

De esta manera se prepararon las genotecas de SRNAs para cada una de las 3 réplicas bioldgicas
de los tiempos 0.5, 1, 3, 6 y 24 horas de las muestras que recibieron el THC, y para los controles
se prepararon 3 réplicas biologicas que contenian una mezcla de todas las muestras (muestras de
todos los tiempos). Al finalizar el proceso, la calidad, integridad y concentracion de las genotecas
se analizo en gel de agarosa al 3% y mediante espectrofotometria en un equipo Epoch (BioTek)
respectivamente, y fueron almacenadas a -20°C hasta su uso. Posteriormente, la secuenciacion de
los sRNAs se realizara en una plataforma ///lumina MiSeq en el laboratorio 8, de Gendémica
Funcional y Comparativa (IPYCIT, San Luis Potosi, México) siguiendo el protocolo recomendado

por el fabricante.

5.5. Cuantificacion de los Niveles de Expresion de los miRNAs

La cuantificacion de la expresion de los miRNAs se realizo a utilizando cDNA como templado.
Para la sintesis de cDNA de los miRNAs (miR160, miR169, miR319, miR393, miR399), se parti6
de 3 pg de RNA total y se realiz6 la transcripcion inversa con los reactivos SuperScript 11 kit
(Invitrogen), ™ de acuerdo con las instrucciones del fabricante, utilizando oligo dT y el iniciador
universal RT Stem-Loop que se disefio siguiendo las recomendaciones descritas por Chen et al.
(2005). Al finalizar, la concentracion del cDNA se cuantificé en el equipo Epoch (BioTek) y fue
almacenado a -20°C hasta su uso. La cuantificacion de los transcritos miR160, miR169, miR319,
miR393, y miR399 se realizo utilizando el cDNA previamente sintetizado. Para el PCR cuantitativa
se utilizd la mezcla IQ™ SYBR® Green Supermix (Bio-Rad), y las reacciones se corrieron en un
termociclador StepOne (Life Sciences), por triplicado. Las reacciones se realizaron en un volumen
final de 10 pL de la siguiente manera: 5 pL de iQ™ SYBR® Supermix (2X), 0.15 pL de cada
iniciador (siendo especifico para cada miRNA el iniciador sentido y el iniciador reverso universal)
(10 uM), 0.7 pL de agua estéril y 4 uL dede cDNA (25 ng/uL). Los iniciadores se muestran en el
Cuadro 3. La expresion relativa se calculd utilizando el método 244t (Schmittgen y Livak, 2008)
utilizando al sSRNA-U6 de mango (con clave Manin18g010920.1, comunicacion personal Dr.

Kuhn) como normalizador.
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Cuadro 3. Iniciadores utilizados para Stem-Loop RT-qPCR

Iniciador Secuencia 5°- 3°

Sentido miR160 GTATACGCCTGGCTCCCTG

Sentido miR319 GTATACCTTGGACTGAAGGG

Sentido miR393 GTATACATCCAAAGGGATCGC

Sentido miR169 GTATACCAGCCAAGGATGACT

Sentido miR399 GTATACTGCCAGAGGAGAGG
Reverso Universal GTGCAGGGTCCGAGGT
Sentido sSRNA U6 GGAACGATACAGAGAAGATTAGCA
Reverso sRNA U6 CCATTTCTCGATTTATGCGTGTC

RT primer GCCTTGGCACCCGAGAATTCCA

5.6. Prediccidon de Genes Blanco de los miRNAs

La complementariedad perfecta o casi perfecta de los miRNAs de plantas y sus genes objetivos
facilita la prediccion in silico de blancos de miRNA en plantas no modelo. En este estudio, se
utiliz6 la herramienta web psRNATarget (https:/plantgrn.noble.org/psRNATarget/) para
identificar los posibles blancos de los miRNAs 160, 169, 319, 393 y 399 de M. indica (Israr et al.,
2018). Tanto las secuencias de los miRNAs como las de los transcritos de mango (Dautt-Castro et
al., 2018) fueron depositadas en psRNATarget. Adicionalmente, se realizd6 una busqueda de
transcritos blanco utilizando los datos disponibles para Citrus sinensis, que se considera la especie
filogenéticamente mas cercana al mango (Xu, ef al., 2013) y con la que mayor identidad genémica
y transcriptomica tiene (Dautt-Castro et al., 2018). La mayoria de los parametros del sofiware se
conservaron por defecto, solo se ajustaron manualmente los siguientes: el valor de expectativa
maxima de 3, el nuimero de objetivos principales de 10 y el nimero de desajustes permitidos en la
region de semilla de 1.5, con el objetivo de hacer la prediccidon mas especifica para blancos de

miRNAs, ya que la herramienta puede predecir blancos para otros tipos de SRNAs.
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5.7. Prediccion de la Estructura Secundaria de los miRNAs Maduros

Las estructuras secundarias y la energia minima de plegamiento de las secuencias maduras de los
miRNAs de mango (Israr et al., 2018) seleccionados fueron predichas con la utilizando la

herramienta web mFold (http://unafold.rna.albany.edu/?g=mfold) conservando los parametros por

defecto.

5.8. Cuantificacion de los Niveles de Expresion de los Genes Blanco

Para la sintesis de cDNA, se parti6 de 3 pg de RNA total y se realizo la transcripcion inversa con
los reactivos SuperScript II kit (Invitrogen), ™ de acuerdo con las instrucciones del fabricante,
utilizando oligo dT para la retrotranscripcion. Al finalizar, la concentracion del cDNA se cuantifico
en el equipo Epoch (BioTek) y fue almacenado a-20°C hasta su uso. La cuantificacion de los
transcritos MiARF17, MiMYB33, MiAFB2, MiINV3 y MiNFY-3 se realizd utilizando el cDNA
previamente sintetizado. Para el PCR en tiempo real se utiliz6 la mezcla iQ™ SYBR® Green
Supermix (Bio-Rad), y las reacciones se corrieron en un termociclador StepOne (Life Sciences),
por triplicado. Las reacciones de qPCR se realizaron en un volumen final de 10 pL de la siguiente
manera: SpL de iQ™ SYBR® Supermix (2X), 0.15 pL de cada iniciador (10 uM), 0.7 uL de agua
estéril y 4 uL de cDNA (25 ng/uL). La expresion relativa se calcul¢ utilizando el método 2-24¢t
(Schmittgen y Livak, 2008) utilizando a GAPDH como normalizador (Dautt-Castro et al., 2015),
quedando de la siguiente manera: 222t~ [Ct gen interés — Ct GAPDH) THC — (Ct gen interés —

Ct GAPDH) Control]. Los iniciadores utilizados se muestran en el Cuadro 4.

Cuadro 4. Iniciadores utilizados para RT-qPCR (genes blanco predichos)

Iniciador Secuencia 5°- 37
Sentido MiARF17 CCTACTCGGCCAATTCATAC
Antisentido MiARF17 CCGTCAGTGGAAAGAAGATT
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Sentido MiMYB33 GCCAATCAGAGTGTCTTACC

Antisentido MiMYB33 CGGCATGAAGCTACAGAAT
Sentido MiAFB2 CTAATGGACGTGGGAAAGTATG
Antisentido MiAFB2 TATGATCTCAACGTTGACCATTC
Sentido MiTPS12 GTCATTCACTGCTGTCTGAA
Antisentido MiTPS12 GTGGAATGGTATGTGGATCAG
Sentido GAPDH GTGGCTGTTAACGATCCCTT
Antisentido GAPDH GTGACTGGCTTCTCATCGAA

5.9. Analisis de Elementos cis Regulatorios de los Genes Blanco Predichos

Para todos los genes blanco predichos, se localizaron 1.5 Kb de nucledtidos rio arriba del codon de
inicio (ATG) de la transcripcion de cada gen en la base de datos del genoma de mango
(comunicacion personal del Dr. Khun, GenBank: PRINA450143). El analisis de dichas regiones

se realizd mediante la herramienta bioinformatica Ciiider (http://www.ciiider.org) (Gearing ef al.,

2019), utilizando un 0.90 de similitud entre nucleo y matriz para los grupos de matrices de

elementos de promotores generales y de plantas.

5.10. Diseno Experimental y Analisis de Datos

El analisis estadistico se realizo a través de un disefio completo al azar, para encontrar diferencias
significativas se realizd la prueba de ANOVA de una via para cada uno de los genes analizados,
donde el factor experimental fue la expresion relativa y la variable de agrupamiento el tiempo
posterior a la aplicacion del THC (0.5, 1, 3, 6 y 24 horas). De existir diferencias significativas entre
las medias, éstas se determinaron utilizando la prueba de Tukey-Kramer. Todas las pruebas se
realizaron a un nivel de confianza del 95% (p < 0.05), mediante el paquete estadistico NCSS

version 2020.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1. Prediccion de transcritos blancos de los miRNAs de mango que responden al calor

Los miR160, miR169, miR319, miR393 y miR399 de mango, identificados in silico por Israr et al.
(2018) se seleccionaron por su relacion con el estrés térmico en otras plantas. La prediccion de los
posibles blancos se realizé utilizando psRNAtarget, y de la salida se seleccion6 al menos un
transcrito blanco para cada miRNA de mango. Los blancos seleccionados fueron los que
cumplieron con tener un valor de Expect entre 0 y 3 (esperado para una alta complementariedad
entre el miRNA y su blanco) y que presentaran menos de 3 nucleotidos discordantes al alinear el
blanco con el miRNA correspondiente. Los resultados del analisis se detallan en el cuadro 5
mientras que, en la figura 2 se muestran los alineamientos entre los miRNAs que participan en la
regulacion de la expresion de genes. Las secuencias nucleotidicas de los blancos se obtuvieron del
ensamble del genoma de mango (comunicacion personal Dr. Kuhn, GenBank: PRINA450143) para
el mapeo de los transcritos de mRNA. La prediccion de cudl o cuales serdn los transcritos
silenciados por una secuencia de un miRNA particular es importante para entender su funcion
biologica.

La herramienta psRNATarget se utilizo para identificar blancos de sSRNAs (que incluyen a los
miRNAs) de plantas por: (1) andlisis de complementariedad reversa entre la secuencia del SRNA
y el blanco (mRNA) utilizando un esquema de puntaje predefinido y (2) mediante la evaluacion de
la accesibilidad del sitio de unién en el mRNA (Dai et al., 2018). Los resultados obtenidos
mostraron que la mayoria de los genes blanco predichos en mango para los miRNAs evaluados en
el presente trabajo fueron factores de transcripcion, al igual que en la mayoria de las plantas (Dai
y Zhao, 2011). Por ejemplo, en el caso de los miR156, miR159 y miR160, sus blancos
corresponden a los genes que codifican los factores de transcripcion SPL, MYB y ARF, en A.
thaliana, arroz y girasol (Helianthus annus), respectivamente (Liu et al., 2017; Reyes y Chua,
2007; Li et al., 2018). Por lo anterior, es posible que los miRNAs seleccionados estén participando
de forma indirecta, y no directamentente sobre la expresion de proteinas efectoras, en la regulacion

de la respuesta al calor.
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Cuadro 5. Prediccion In silico de transcritos blancos de los miRNAs seleccionados utilizando psRNAtarget comparado con el

transcriptoma de Mangifera indica L. cv. Ataulfo (Dautt-Castro et al., 2018) y Citrus sinensis (Xu et al., 2013).

miRNA Gen blanco Expect Gen blanco Expect Ortologos Organismo % ID
vs. Mango vs. Naranja BLASTn
(Identificador) (Identificador) (No. Acceso).

miR160 Manin01g009690.2 0 - ARF10 (XM_006488016) C. sinensis 85
Manin03g010260.1 0 - ARF18 (XM_031429431) P. vera 94
Manin13g005110.1 0 - ARF16 (XM_006485635) C. sinensis 88
Manin08g004360.1 0 - ARF16 (XM_031396063) P. vera 94
Manin10g000460.1 0.5 - ARF18 (XM_006481402) C. sinensis 87
Manin15g006750.2 0.5 c24628 0.5 ARF17 (XM _006472629) C. sinensis 81

miR169 Manin18g008780.1 2 - NFYA-3 (XM _031405989) P. vera 80
Manin04g010680.2 2 - NFYA-3 (XM _031405989) P. vera 81
Manin07g004250.1 2 - NFYA-3 (XM _031432268) P. vera 91
Manin05g004980.1 2 - NFYA-3 (XM _031432268) P. vera 90
Manin03g005330.1 2 c23576 2 NFYA-3 (XM_031416168) C. sinensis 89

miR319 Manin08g002560.2 2.5 - ARF16 (XM_031396063) C. sinensis 87
Manin15g000090.1 2.5 - END2L (XM _031427314) P. vera 93
Manin00g013600.2 2.5 c25136 2.5 MYB33 (XM _025095846) C. sinensis 86

miR393 Manin12g005250.1 0 - 0 AFB2 (XM _031397449) P. vera 92
Manin11g012230.1 0 c22459 0 AFB2 (XM 031416664) P.vera 93

miR399 Manin08g001520.2 0 c16859 0 INV3 (XM 031412828) P. vera 88
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Abreviaturas: Factor de respuesta a auxinas (4RF), Factor de transcripcion nuclear Y subunidad A-3 (NFYA-3), Endoglucanasa-2-like

(END?2), Factor de transcripcion tipo MYB (MYB), Auxin F box-2 (AFB2), Invertasa-3 (INV3), Identidad (ID) del ort6logo mas idéntico;

P. vera (Pistacia vera). y C. sinensis (Citrus sinensis). En color rojo se indican los transcritos seleccionados para evaluar su expresion.

Se incluyen identificadores de mango y sus ortdlogos anotados en C. sinensis.

3

miR160 ARF10 miRNA 21 GUCCGUAUGUCCCUCGGUCCG 1 mMiR169  NFY-

Target 3427 CAGGCAUACAGGGAGCCAGGC 3447

miR160 ARF16 miRNA 21 GUCCGUAUGUCCCUCGGUCCG 1 miR319 MYB33

Target 2353 CAGGCAUACAGGGAGCCAGGC 2373

miR160 F18 iRNA 3 AFB
U ARF1 miRNA 21 GUCCGUAUGUCCCUCGGUCCG 1 miR393 AFB2

Target 2968 CUGGCAUGCAGGGAGCCAGGC 2988

i : niR399b INV3
miR160 ARF17 miRNA 21 GUCCGUAUGUCCCUCGGUCCG 1 MIR3ISOD  INV

Target 2624 UUGGCAUGCAGGGAGCLCAGGL 2844

Figura 2. Alineamiento entre los miRNAs de mango seleccionados y de sus transcritos blanco putativos predichos por

psRNATarget2017.
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Después del THC se esperaria que la expresion miRNAs de mango seleccionados esté inducida y
que la expresion de sus respectivos mRNAs blanco se encuentre reprimida, simultdineamente. Sin
embargo, lo anterior puede depender no solo de la complementariedad entre secuencias, si no de la
accesibilidad estructural y de la multiplicidad de blancos que un solo miRNA puede reprimir (Dai

y Zhao, 2011).

6.2. La Estructura Secundaria de los miRNAs de Mango Evaluados Podria Explicar su

Efectividad Como Reguladores Negativos de los Genes Blanco Predichos

Los cinco miRNAs evaluados en este trabajo, cuyas secuencias fueron identificadas in silico por
Israr et al. (2018), poseen una estructura secundaria de tallo horquilla favorecida energéticamente,
es decir con una energia libre minima de plegamiento negativa. Esta estabilidad energética que le
confieren los puentes de hidrogeno en el apilamiento (stacking) que van de 3 hasta 5 puentes, como
se muestra en la Figura 3. Dichas estructuras y energias minimas de plegamiento (EMP) fueron
predichas  utilizando el  algoritmo  m-FOLD  (disponible en el  servidor

http://unafold.rna.albany.edu/?q=mfold), y que se representan en la (Figura 3). Las

representaciones de Viena, son otra forma de representar la estructura secundaria del RNA, en la
que un punto indica un nucleétido no enlazado y un paréntesis indica que el nucledtido esta
formando un enlace de hidrégeno. Dichas estructuras y las EMP de las estructuras predichas para

cada miRNA se muestran en el Cuadro 6.

Cuadro 6. Representacion de Vienna de la estructura secundaria de los miRNA de mango

evaluados.

miRNA Secuencia Representacion de EMP

Viena (AG)
miR160 GCCUGGCUCCCUGUAUGCCUG o (e ))).. -2.38
miR169 CAGCCAAGGAUGACUUGCCGA I (((e))) -2.80
miR319 CUUGGACUGAAGGGAGCUCCC ... (((---))) -1.46
miR393 AUCCAAAGGGAUCGCAUUGAUC (™)) e -2.27
miR399 UGCCAGAGGAGAGUUGGCCAG (((( ™)) -4.60

El modelo aceptado de la represion de mRNA guiada por miRNA sugiere que los miRNAs maduros
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se dirigen a sus blancos de manera secuencia especifica. Sin embargo, existe evidencia de que la
secuencia de nucleotidos del miRNA no es el unico determinante de la especificidad por su blanco.
Usando nucleasas especificas, T1, V1 y S1, asi como diferentes técnicas espectroscopicas (RMN,
UV/Vis y CD) se encontrd que el miR21, miR93 y miR296 en humanos pueden adoptar estructuras
de horquilla y / o homoduplex en su forma madura (Belter et al., 2014). Ademas, se report6 que la
estructura secundaria de esos miRNA en solucidn estuvo en funcion de la concentracion de RNA
y las condiciones i6nicas de la solucion (Belter et al., 2014). Por lo que surgen nuevas hipotesis
sobre los factores que modulan la eficiencia del silenciamiento de blancos dirigido por miRNAs.
Por otra parte, la estructura del RNA blanco puede también ser determinante para un silenciamiento
efectivo. Se ha demostrado que algunos motivos estructurales de mRNA, como los pseudo-nudos,
hacen que el sitio objetivo sea inaccesible para las interacciones con el miRNA, ya que la energia
requerida para separar los puentes de hidrogeno podria ser insuficientemente compensada por la
formacion de nuevos enlaces con una molécula externa (Hariharan ef al., 2009). En consecuencia,
se cree que un miRNA unido a regiones no estructuradas de mRNA se ve favorecido
energéticamente y que solo estos blancos pueden ser regulados eficientemente por miRNAs
(Harharan et al., 2009). Entonces, la estructura del mRNA también es un punto importante para
que el silenciamiento se lleve a cabo, de ahi la importancia del estudio estructural a nivel
tridimensional del RNA.

La eficiencia del miRNA sobre el mRNA blanco depende también de la estructura del miRNA y
del mRNA una vez dentro del complejo RISC. Las proteinas argonautas reorganizan la estructura
de miRNA, exponen la region denominada "semilla" y, por lo tanto, facilitan el reconocimiento
especifico del blanco (Bartel, 2004). Sin embargo, el modelo actual de acciéon de miRNA no explica
en su totalidad como una secuencia de nucleotidos tan corta de la region "semilla" puede determinar
la especificidad de la accion de miRNA. Por lo que se propone que, dentro de la célula, las
horquillas de miRNA son més abundantes que sus dimeros (Belter et al., 2014). El argumento
adicional para apoyar esta idea es el exceso de miRNAs totales, en relacion con la concentracion
de las proteinas AGO (1-4) (Flores et al., 2013). Teniendo en cuenta que los miRNAs evaluados
poseen una estructura de horquilla energéticamente favorecida, es posible que en dicha
conformacidén su incorporacion en las proteinas argonautas se vea comprometido, por la
concentracion citoplasmatica tanto de los argonautas, como de los propios miRNAs y RNAs

blancos.
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Figura 3. Estructura secundaria predicha para los miRNAs de mango evaluados utilizando
mFOLD (http://unafold.rna.albany.edu/?g=mfold).

6.3. La Expresion del miR160 se Induce en Frutos de Mango cv. Ataulfo Después de Recibir el
THC, y es Potencialmente Dirigido a Regular la Expresion del mRNA ARF17

De acuerdo con la predicciéon de genes blanco, el miR160 potencialmente podria regular la
expresion de factores de transcripcion ARF en frutos de mango para favorecer la tolerancia al calor
al que son sometidos durante el THC. En nuestro estudio, la expresion del miR160 fue inducida
por efecto del THC durante todo el tiempo evaluado (Figura 4A), aumentando su expresion 13.6
veces a la media hora posterior al THC, 35.1 veces después de 1 hora, 15.3 veces a las 3 h, 14.9
veces a las 6 h y 4.9 veces a las 24 h posteriores al THC (p < 0.05), con respecto a los frutos sin
THC. Sin embargo, al evaluar la expresion de ARF17, uno de los genes blanco predichos, se
observa que su expresion no se reprime en los tiempos evaluados con respecto a los frutos controles,
Ademas, se observaron cambios en los niveles de expresion de ARF17 en los distintos tiempos, sin
diferencias estadisticamente significativas. En este sentido, los datos analizados mostraron un
aumento en la expresion de ARF'17 por efecto del THC 1.7 veces a la media hora posterior al THC,
1.7 veces después de 1 h, es decir se mantuvo, posteriormente 7.30 veces a las 3 h, 2.5 veces a las
6 h y 8.2 veces a las 24 h posteriores al THC (p > 0.05) (Figura 4B).
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Figura 4. Expresion relativa del miR160 (A) y ARF17 (B)en frutos de mango control y sometidos al THC). Las barras indican el EE de
tres réplicas biologicas y tres técnicas. Las literales diferentes indican diferencia estadistica en los casos en que se presento (p <0.05; p
>0.05). El control representa la expresion en las muestras agrupadas de todos los tiempos muestreados sin la aplicacion del THC.

49



En la planta modelo, Arabidopsis thaliana, se ha demostrado que el miR160 es estimulado en
respuesta acondiciones de alta temperatura, para reprimir la expresion de sus genes blanco ARF10,
ARF16 y ARF17 (Lin et al., 2018). En tomate, la represion de ARF'10 causada por miR160, se
relaciond con la regulacion del balance hidrico de las hojas, lo cual podria ser un mecanismo
adaptativo ante el estrés (Liu et al., 2016). La familia de factores de transcripcion ARF modulan la
expresion de algunos genes de proteinas de choque térmico (HSPs), como respuesta para
incrementar la termotolerancia en las plantas. En un estudio realizado por Lin ef al. (2018), con
semillas de Arabidopsis incubadas a 44°C, la expresion del miR160 fue estimulada mientras que
la expresion de ARF16 y ARF17 fue significativamente reprimida (Lin et al., 2018). Ademas, se
encontr6 que los niveles de expresion de HSP101, HSP70B, HSP21, y HSP17 fueron inducidos a
la par del miR160 durante el estrés térmico aplicado (Lin et al., 2018).

El papel de las HSPs en la termotolerancia es ampliamente conocido, éstas actuan como chaperonas
moleculares contribuyendo en el mantenimiento de la estructura terciaria de otras proteinas,
previniendo la desnaturalizacion térmica. En el mango cv. Ataulfo sometido al THC, se encontrd
un incremento en la expresion de la HSP90, desde la primera hasta la sexta hora posteriores al
tratamiento. Es posible su participacion tanto en la termotolerancia, como en su funciéon de
chaperona durante la biogénesis de los miRNAs (Lopez-Virgen, 2019). Por lo que, probablemente
los mecanismos de regulacion inducidos por miR160 podrian elevar la termotolerancia no sélo en
Arabidopsis u otros organismos modelo, sino también en los frutos de mango. Serd necesario
evaluar la expresion del resto de los transcritos ARF predichos para elucidar causas por las que
AFRI17 no se encontr6 significativamente reprimido, hipotetizando que probablemente alguno de

los otros ARF's predichos si presente la represion esperada.

6.4. La Expresion del miR169 se Induce en Frutos de Mango cv. Ataulfo Después de Recibir el
THC y es Potencialmente Dirigido a Regular la Expresion del mRNA NFY-3

El miR169 ha sido reportado como uno de los miRNAs vegetales que intervienen en la regulacion
de larespuesta de las plantas al calor (Zhang et al., 2011). En este trabajo se encontrd que el miR169

se indujo por efecto del THC durante las primeras horas posteriores a su aplicacion, a excepcion
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de los tiempos 6h y 24 h (Figura 5A). Encontrandose estimulado 1.4 veces a la media hora posterior
al THC, 3.4 veces después de 1 h, 2.4 veces a las 3 h, y se vi6 reprimido 0.1 veces a las 6 h y se
vio reprimido 0.2 veces a las 24 h posteriores al THC. La consecuencia de dicha induccion podria
contribuir en cambios como controlar la apertura y cierre estomaticos, la conductancia estomatica,
la velocidad respiratoria, entre otros, respuesta al estés abidtico, como ya se ha visto en otros
organismos (Ni et al., 2013).

En cuanto a la expresion del blanco predicho, NFY-3, se encontr6 inducido por efecto del THC 2.4
veces a la media hora posterior al THC, reprimido 0.7 veces después de 1 h, inducido 5.3 veces a
las 3 h, y se vi6 reprimido 0.3 veces a las 6 h e inducido 3.4 veces a las 24 h posteriores al THC
(Figura 5B). Resulta importante destacar que la represion de este blanco ocurre simultdneamente a
la estimulacion del miR169 1h después de recibir el THC, como se esperaria para cada par
predicho. La estirpe celular también puede ser un factor importante en las diferencias encontradas
sobre la expresion del miRNA169 y su blanco. El NF-YA5 en las células de guarda controla la
apertura estomatica, mientras que el NF-YA5 expresado en otras células importantes regula la
expresion de genes asociados al estrés (Zhao et al., 2009). Por lo que el estudio de la via reguladora
miR169/NFY-A5 podria conducir al desarrollo de estrategias para el mejoramiento de la
termotolerancia de las plantas.

Existe evidencia de que el miRNA169 es regulado de maneras distintas frente al estrés térmico en
diferentes especies vegetales. La familia del miR169 es una de las més ampliamente conservadas
en los vegetales. Se ha demostrado que esta familia de miRNAs tiene un papel importante en las
adaptaciones fisioldgicas (Zhang ef al., 2011). El miR169 en A. thaliana tiene como blanco el
factor de transcripcion NF-YAS5, que participa en la regulacion de la respuesta al estrés abidtico
(Gahlaut et al., 2018). En varios estudios, se demostrd que la represion de miR169 permite la
expresion de NF-YA5, que desempefia un papel esencial en respuesta al estrés térmico en cultivos
importantes. En contraste con las observaciones anteriores, también se ha reportado la estimulacion
del miR169 en trigo bajo estrés térmico. Esto sugiere que el miR169 puede tener patrones de
expresion contrastantes en diferentes plantas ante condiciones de estrés térmico, probablemente

debido a su participacion en la coordinacion de la regulacion rio de un conjunto de genes blanco.
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Figura 5. Expresion relativa del miR169 (A) y NFY3 (B) en frutos de mango sometidos al THC. Literales indican diferencia estadistica
(p <0.05; p<0.05). Las barras indican el EE de tres réplicas bioldgicas y tres técnicas. El control representa la expresion en las
muestras agrupadas de todos los tiempos muestreados sin la aplicacion del THC.
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6.5. La Expresion del miR319 se Induce en Frutos de Mango cv. Ataulfo Después de Recibir el
THC, y es Potencialmente Dirigido a Regular la Expresion del mRNA MYB33

El miR319 esta potencialmente implicado en la respuesta al aumento de la temperatura ocasionado
por el THC aplicado a los frutos de mango, reprimiendo la expresion de uno de sus blancos. En el
mesocarpio de mango, el miR319 se encontr6 inducido durante todo el tiempo posterior al THC
evaluado, 5.9 veces a la media hora posterior al THC, 23.5 veces después de 1 hora, 12.3 veces a
las 3 h, 4.6 veces a las 6 h y 1.7 veces a las 24 h posteriores al THC (Figura 6A). Asimismo,
encontramos que al evaluar la expresion de MYB33, uno de los genes blancos predichos se encontro
reprimido por efecto del THC 0.7 veces a los 30 minutos posteriores al THC, inducido 1.6 veces
después de 1 hora, 2.6 veces a las 3 horas, 0.6 veces a las 6 horas y volvio a reprimirse 0.4 veces a
las 24 horas posteriores al THC (p < 0.05) (Figura 6B).

Por su parte, en otro estudio, la sobreexpresion del sha-miR319d en plantas de tomate increment6
la tolerancia de las mismas ante bajas y altas temperaturas. También, incluyendo una disminucion
de la pérdida de electrolitos, de la concentracion de malondialdehido y de la generacion de anidon
superoxido y H>O», asi como un incremento en el contenido de clorofila en comparacion con los
organismos silvestres (Shi ef al., 2019). En cuanto a la regulacion de expresion génica, se ha
reportado que algunos genes relacionados con la respuesta a la temperatura como MYBS3, Hsp90
y otros relacionados con las EROs (ZAT12 y ZAT10) tienen patrones de expresion diferentes en las
plantas sobreexpresantes del miR319 comparado con el fenotipo silvestre (Shi et al. 2019). Lo
anterior puede indicar que el miR319 regula la respuesta al estrés térmico a través de mecanismos
que involucran proteinas de choque térmico y especies quimicas sefializadoras del estrés, como las

EROs que actian como transductores de sefiales.
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Figura 6. Expresion relativa del miR3193 (A) y de MYB33 (B) en frutos de mango sometidos al THC. Las barras indican el EE de tres
réplicas biologicas y tres técnicas. Literales diferentes indican diferencia estadistica (p <0.05; p <0.05). El control representa la expresion
en las muestras agrupadas de todos los tiempos muestreados sin la aplicacién del THC.
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6.6. La Expresion del miR393 se Induce en Frutos de Mango cv. Ataulfo Después de Recibir el
THC y es Potencialmente Dirigido a Regular la Expresion del mRNA AFB2

En este caso, el andlisis de expresion mostrod que el miR393 tuvo un comportamiento distinto a los
dos anteriores miRNA evaluados (Figura 7A). Se encontr6 casi al nivel de los controles a la media
hora posterior al THC, mientras que se indujo 2.49 veces después de 1 hora, recuperando el estado
basal a las 3 y 6 horas post tratamiento, mientras que fue reprimido 3.44 veces a las 24 horas
posteriores al THC (p > 0.05). Asimismo, encontramos que al evaluar la expresion de AFB2, uno
de los genes blancos predichos, estuvo reprimido en al menos uno de los tiempos evaluados.
Detallando, la expresion de AFB2 se indujo por efecto del THC 1.6. veces a la media hora posterior
al THC, reprimido 0.6 veces después de 1 hora, luego se mantuvo inducido 5.8 veces a las 3 horas,

11.1 veces a las 6 horas y 4 veces a las 24 horas posteriores al THC (Figura 7B).
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Figura 7. Expresion relativa del miR393 (A) y de AFB2 (B) en frutos de mango sometidos al THC. Las barras indican el EE de tres
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Se han realizado investigaciones recientes en las que se observo una disminucion de la cantidad de
transcritos de AsAFB2 en tres lineas transgénicas de la especie Agrostis stolonifera L. que
sobreexpresaban el miR393, en comparacion con la linea silvestre, lo que indica que AsAFB2 esta
siendo regulado negativamente por miR393 (Zhao et al., 2019). En ese mismo trabajo evaluaron la
expresion de algunas proteinas HSP, para validar que la represion del gen blanco se haya debido al
calor, y encontraron niveles altos de proteinas relacionadas con el estrés térmico en los individuos
sobreexpresantes (Zhao et al. 2019). Lo anterior sugiere que, en los frutos de mango, un mecanismo
similar podria suceder, protegiendo a las células de los estragos de la temperatura reglamentaria
para el THC.

El miR393 participa indirectamente en la respuesta al estrés térmico, al no tener un efecto directo
sobre las moléculas efectoras de tolerancia al calor. Se ha reportado que la expresion de miR393
se ve alterada por diferentes tipos de estrés abiotico (calor, frio, deshidratacion, salinidad, respuesta
a hormonas) en Arabidopsis (Gao et al., 2011; Guan et al., 2013), trigo (Xin et al., 2010), arroz
(Gao et al., 2011; Mangrauthia et al., 2017) y césped (Hivrale ef al., 2016). Se ha demostrado que
el miR393 regula negativamente la expresion del gen Inhibidor de Transporte 1 (77R1), asi como
de algunos genes de la familia F-BOX de senalizacion de auxinas (4FB1-3) (Jones-Rhoades y
Bartel 2004; Sunkar et al., 2012). Ambos genes (TIR1 y AFB) participan en el desarrollo de la raiz
y la respuesta al tratamiento de estrés por calor, a través de su participacion en la sefializacion de
auxina (Meng et al., 2010). Por lo tanto, la via reguladora miR393/4FB2 podria ser otro objetivo

plausible para mejorar la tolerancia de las plantas de cultivo al estrés térmico.

6.7. La Expresion del miR399 se Induce en Frutos de Mango cv. Ataulfo Después de Recibir el
THC y es Potencialmente Dirigido a Regular la Expresion del mRNA INV 3

Se ha reportado que la familia del miR399 puede estar implicada en las respuestas al estrés térmico
en los organismos vegetales. En este trabajo se encontré que el miR399 se indujo por efecto del
THC, a excepcion del tiempo 24 horas (Figura 8A); 1.33 veces a la media hora posterior al THC,
6.0 veces después de 1 hora, 3.6 veces a las 3 horas, 1.3 veces a las 6 horas y se vio reprimido 0.1

veces a las 24 horas posteriores al THC.
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Figura 8. Expresion relativa del miR399 (A) en frutos de mango sometidos al THC. Las barras indican el EE de tres réplicas biologicas
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los tiempos muestreados sin la aplicacién del THC.
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La contribucion de la induccién del miR399 a la mejora de la termotolerancia no esta
completamente esclarecida, aunque algunos autores han reportado su participacion en algunas
redes de senalizacion relacionadas con el estrés abiotico. En el caso del mRNA blanco predicho y
evaluado en este trabajo, el INV3, no se expresd de manera diferencial por efecto del THC en la
pulpa de mango cv. Ataulfo (el cambio en expresion no superd el valor de 2.5) (Figura 8B). El par
miR399/PHO?2 representa una via reguladora importante tanto en el control del tiempo de floracion
como en las respuestas de estrés abiodtico (Kim et al. 2011; Kruszka et al. 2014). E1 miR399 puede
contribuir en la conservacion de la homeostasia del fosforo regulando la expresion de la enzima E2
conjugadora de ubiquitina FOSFATO 2 (PHO?2) en Arabidopsis (Kruszka et al., 2014). Ademas,
la actividad de miR399 en el silenciamiento de PHO? se afecta negativamente por /PS/ (Inducido
por Carencia de Fosfato 1), que es un RNA largo no codificante, ya que /PS/ funciona como un
imitador objetivo secuestrando a miR399, evitando asi la escision de PHO?2 (Franco-Zorrilla et al.,
2007).

En contraste, encontramos que la prediccion del gen blanco del miR399 en fruto de mango cv.
Ataulfo muestra a INV3 (Invertasa alcalina / neutra 3), como su blanco mas probable. Las invertasas
alcalinas / neutras, que catalizan irreversiblemente la hidrolisis de sacarosa en fructosa y glucosa,
desempefian funciones cruciales en el metabolismo de los carbohidratos y el desarrollo de las
plantas (Zhou et al., 2019). Estas enzimas pueden localizarse en la pared celular o en las vacuolas,
lo que indica el papel de INV en las respuestas de las plantas a las sefiales ambientales a través del
metabolismo del azucar (Zhou et al., 2019). Se ha encontrado que la expresion de estos genes es
tejido especifica, y también que responden a diferentes tipos de estrés abidtico como la sequia, el
acido salicilico, el extracto de levadura y los tratamientos con metil-jasmonato (Zhou et al., 2019).
Mas importante aun, se ha demostrado a través de prediccion computacional y de validacion
experimental (RT-qPCR y RNAseq), que INV3 e INV4 son blancos del miR399 en la salvia roja
asiatica (S. miltiorrhiza), y se ha predicho que varios genes de la misma familia pueden ser blancos
del miR399 en Arabidopsis thaliana, Populus trichocarpa, Manihot esculenta y Solanum
lycopersicum (Zhou et al., 2019). Lo anterior, en conjunto con la prediccion realizada en el presente
estudio, indican que el médulo miR399-INV existe ampliamente en las plantas y que posiblemente
también en el mango, asi como su relacion con la respuesta a estrés abidtico.

Como se menciond antes, el miR399 esta involucrado en las respuestas de las plantas a la carencia

de fosfato inorgédnico (Pi) mediante la escision de PHO?2 en las plantas (Zhou et al., 2019). Sin
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embargo, ademas del estrés de Pi, estudios recientes mostraron que miR399 también participd en
las respuestas de las plantas a la carencia de multiples nutrientes, como hierro (Fe), potasio (K),
sodio (Na) y calcio (Ca) (Zhou et al., 2019). Aunado a ello, se ha propuesto que las vias miR399-
PHO?2 y miR399-INV estan conectadas en las plantas. En la via miR399-PHO?2 la ausencia de Piy
de sacarosa endogena inducen la expresion de miR399, lo que mejora aun mas la captacion y
translocacion de Pi a través de la represion de PHOZ2. Por otro lado, en la via miR399-INV la
sacarosa exogena inhibe la expresion de miR399, lo que resulta en una induccion de INV y la
hidrdlisis de la sacarosa, de esta forma, el miR399 actiia como un puente entre de las dos vias (Zhou
et al., 2019). Tales evidencias sugieren que la participacion del miR399 en la regulacion de la
expresion de genes posee una amplia diversidad funcional y complejidad en plantas.

En conjunto, puede afirmarse que el THC aplicado a los frutos de mango cv. Ataulfo induce la
expresion de los miR160, miR169, miR319, miR393 y miR399, y que esto ocurre dentro de las
primeras 24 horas después de la aplicacion del tratamiento. Lo anterior indica que la percepcion de
la sefal de estrés térmico, la transduccion de dicha senal y la regulacion de la transcripcion, son
eventos que ocurren de manera practicamente inmediata después de la aplicacion del THC.
Ademas, de acuerdo a los resultados obtenidos, se hipotetiza que todos los miRNA analizados
pudieran contribuir de manera indirecta a la respuesta de homeostasia al calor en el fruto de mango,
ya que solo se observo una represion del blanco acompanada de induccion de miRNA simultaneas
para dos de los pares evaluados (miR169/NFY-3; miR393/4FB?2) (Figura 9).

Los efectos en la termotolerancia son un producto de la combinacion de todos los cambios
observados. El no haber encontrado una represion directa sobre la mayoria de los mRNAs blanco
predichos puede explicarse de manera clara con al menos tres argumentos: 1) Las secuencias de
los miRNA de mango fueron obtenidas mediante prediccion in silico, lo cual implica que pudieran
existir mas errores de apareamiento entre el blanco y el miRNA de los que se contemplan en este
trabajo; 2) la efectividad del silenciamiento de un mRNA blanco por un miRNA también depende
de las potenciales estructuras secundarias que formen los RNAs involucrados que pudieran impedir
su ensamblaje en el RISC y; 3) ya que cada miRNA puede silenciar multiples blancos, es posible
que el silenciamiento efectivo de uno en particular se vea diluido o potenciado en funcion de la
concentracion citoplasmatica, tanto del miRNA, como de todos sus mRNAs blanco. Es por ello
que, aunque las herramientas bioinformaticas y los analisis in silico son de gran ayuda, al contribuir

a la delimitacion del trabajo experimental, no son suficientemente aproximadas a la realidad. De
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tal forma que se hace evidente la necesidad complementar estos hallazgos con la secuenciacion de
los sSRNAs de mango, para lo cual durante el presente trabajo ya se han elaborado las genotecas de

los sSRNAs, pero su secuenciacion y analisis atin no se concluyen.

THC

en mesocarpio de mango cv.Ataulfo

i
T ]

T
T MYB33

Regulacion de la respuesta al estrés térmico
Figura 9. Modelo propuesto de la regulacion mediada por miRNAs y sus genes blanco en frutos de
mango. Los miRN160, 169, 319, 393 y 399 se inducen en el mesocarpio de mango cv. Ataulfo por
efecto del THC aplicado a los frutos. Se espera que estos miRNAs repriman a sus genes blanco
implicados en las rutas que conducen a la termotolerancia en el fruto. Se hipotetiza cuéales podrian
ser estos genes (recuadro azul) y se incluyen cudles podrian ser los pasos subsecuentes, como, por
ejemplo, de-represion de la expresion de HSPs, HSFs, hidrolasas, y/u otros factores de
transcripcion. Las flechas grises indican estimulacion y las lineas con remate indican represion,
mientras que las flechas roja (represion) y verde (induccion), la tendencia esperada en la expresion.
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6.8. El Analisis de Elementos cis- regulatorios Reveld Presencia de Sitios para la Union de

Factores de Transcripcion Relacionados con el Estrés por Calor en las Plantas

Las regiones promotoras de los genes blancos predichos para los miRNAs seleccionados, poseen
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elementos cis regulatorios para la union de factores de transcripcion relacionadas con el estrés por
calor en las plantas. Los elementos particulares localizados en este estudio se enlistan en el Cuadro
7. La ubicacion de dichos elementos en la region del promotor y en el 5'- UTR de los genes blanco
evaluados se esquematiza en la Figura 10. Se ha encontrado que varios factores de transcripcion
juegan un papel crucial en la sefalizacion del estrés abidtico en las plantas, ya sea actuando como
reguladores positivos o negativos de los genes sensibles al estrés (Roy, 2016). Estudios anteriores
han demostrado un papel importante de diferentes familias de factores de transcripcion, incluidos
AP2 /ERF, NAC, MYB, DREB, LEP y WRKY, en la regulacion de la tolerancia al estrés abiotico
en plantas (Roy, 2016). En el presente estudio, conocer dicha informacién nos proporciona una
vision ampliada de la regulacion de la transcripcion, que incluye a los miRNAs (a nivel de
secuencia y de estructura secundaria), pero también la contribucion de los factores de transcripcion,

que en conjunto determinan la expresion de los mRNA blanco evaluados.

Cuadro 7. Elementos de respuesta presentes en los genes blanco predichos para los miRNAs

Matriz Presencia de elementos en Procesos fisiologicos Referencia
cis en los genes evaluados regulados
MYB TODOS Respuestas multiples incluido Roy, 2016
estrés abidtico
DREB MYB33, ARF17, INV3 Respuesta celular al calor Vazquez-Hernandez,
etal, 2017

WRKY MYB33, ARF'17, INV3, Respuestas al estrés bidtico y Chen et al., 2019
AFB2 abiotico en las plantas

AFB MYB33, ARF'17, INV3 Respuesta a Auxinas y estrés Parry et al., 2009

térmico
ERF ARF17 Desarrollo y estrés abidtico Saleh y Pagés, 2003
LEP AFB2 Desarrollo y estrés abidtico Graaff et al., 2000
NAC AFB2, INV3, NFY-3 Desarrollo y estrés abidtico Wellner et al., 2016

62



L l L L i L l

Il L

L L

-300

-200 -100

-1SIUD -15|IJI] -1-;&0 -13‘IDB -12|DD _“.DU 4000 -9;30 -BIDO -?IDO -EIDO _SLU,J
Manind0g01 3600.2
| 1 I
Manin0gg001520,2 ”
Manin03g005330.1 I l
Manin15g006750.2 H — s ]—
I N ] |

Manin11g012230.1 J I I I

I I 1T

ABF1 ABF2 DREB1C B DREBRIG B ERF09%4
B LEP MY B4 I NAC043 B WRKY18

Figura 10. Localizacion de los elementos cis-regulatorios identificados en los genes blanco de los miRNAs estudiados. AFB (Auxin F-
Box), LEP (Leafy Petiole response element), MYB (MYB repeat family), DREB (dehydration-responsive element binding factors), NAC
(NAC response element), WRKY (WRKY repeat family) y ERF (Ethylene-responsive element binding factors). ldentificadores:
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Manin08g001520.2 (INV3).
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En el caso de la matriz MYB que se localiz6 en todos los mRNAs blanco evaluados, se ha visto
que forma parte del regulon MYB/MYC implicado en la regulacion de la expresion de genes
asociada a estrés (Lippold et al., 2009). En eucariotas, incluidas las plantas, se realiza a través de
una red de sefalizacion compleja, que involucra actividades a nivel epigenético, regulacion via
sRNAs y remodelacion de la cromatina (Roy, 2016). Curiosamente, estudios recientes han indicado
el papel de los microRNAs en la regulacion de los niveles de mensajes endogenos de los factores
de transcripcion MYB. En Arabidopsis, los factores de transcripcion MYB33 y MYB101 actuan
como reguladores positivos de las respuestas ABA (Acido abscisico) durante la germinacion de la
semilla (Reyes y Chua, 2007). Sin embargo, al germinar semillas, ABA induce la acumulacién del
miR159 a través de la actividad del factor de transcripcion ABI3 (insensible al 4cido abscisico 3).
Ademas de ello, se encontrd que los transcritos MYB33 y MYB101 fueron escindidos por el miR159
(Reyes y Chua, 2007), por lo que ha de entenderse que tal proceso es retroalimentativo o ciclico,
es decir, que se ha visto que un tipo de regulador puede tener efecto sobre otros tipos de reguladores
y que éstos a su vez pueden haber sido activados o reprimidos por el primero.

En mango cv. Ataulfo se ha encontrado que algunos reguladores transcripcionales involucrados en
las respuestas al estrés de las plantas como WRKY y DREB se reprimen después de que los frutos
reciben el THC (Dautt-Castro et al., 2018). Cinco transcritos de genes WRKY de mango fueron
regulados negativamente por el THC. Ademas, un transcrito de un gen DREB (factor de
transcripcion de la proteina de union al elemento sensible a la deshidratacion), que es un factor de
transcripcion relacionado con la temperatura, se redujo 4.8 veces en mangos que recibieron el THC.
Curiosamente, se observo una represion de 4.1 veces para el factor de transcripcion de estrés por
calor (HSF) que se ha demostrado que actia en etapas posteriores de la respuesta al estrés por calor
en comparacion con otros HSF (Schramm et al., 2008).

Los miRNA y los factores de transcripcion son las familias mas grandes de especies reguladoras
de genes de accion trans, que son actores fundamentales en una red reguladora compleja. La
extensa investigacion que se ha realizado sobre miRNAs y factores de transcripcion de las plantas,
ha identificado estas moléculas reguladoras de accidon trans como una herramienta efectiva para
disefiar nuevos cultivares con rendimiento y la calidad aumentados, asi como una mejora en la
tolerancia al estrés abiotico de diferentes especies vegetales (Sharma et al., 2020). Sin embargo,
nuestro conocimiento de la red reguladora atn no es suficiente para descifrar con exactitud dichos

mecanismos.
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6.9. La Respuesta al THC de los Frutos de Mango cv. Ataulfo Regula la Expresion de Algunos
miRNAs Cuyos mRNAs Blanco Contribuyen a la Mejora de la Tolerancia al Calor

Los patrones de expresion de los miRNAs evaluados responden a una circunstancia particular, a
un tejido y a un estado de madurez especificos. Algunos miRNAs tienen patrones de expresion
intrigantes, por lo que establecer una relacion entre éstos y el fenotipo observado demanda la
integracion de las evidencias encontradas (Paul et al., 2020). Los transcritos blancos predominantes
de los miRNAs son factores de transcripcion que juegan roles importantes en la fisiologia vegetal,
tal como los ARFs (Paul et al., 2020) y que en conjunto con los miRNAs conducen a un fenotipo
en particular. Aunque la evidencia reportada apoya la tendencia de los miRNAs evaluados a
inducirse como respuesta al calor aplicado durante el THC, aun quedan preguntas sobre el papel
de dicha induccion. El efecto represor de los miRNAs sobre transcritos los blancos, no se vié
claramente reflejado, como era esperado. Sin embargo, tales hallazgos son ttiles para explicar, a
nivel molecular, los cambios fisioldgicos que sufren los frutos de mango tras recibir el THC y quiza
especular sobre las funciones celulares que se podrian estar regulando por tales miRNAs.

Como se ha visto, entre las diferentes funciones de los vegetales en las que se ven involucrados los
miRNAs, destacan las respuestas al estrés abidtico. Los resultados de diversas investigaciones han
mostrado que algunos miRNAs son potenciales candidatos para la ingenieria transgénica a la orden
de la resistencia o tolerancia al estrés ambiental (Paul ef al., 2020). La sobreexpresién impulsada
por promotores inducibles por estrés abiotico, especificos de cierto tejido o etapa de desarrollo, es
un enfoque poderoso para superar los efectos indeseables del estrés térmico, desde el punto de vista
de calidad y productividad de las plantas (Basso et al., 2019). La caracterizacion de elementos cis
reguladores en secuencias promotoras de genes MIR candnicos puede proporcionar conocimiento
de los factores de transcripcion asociados con las respuestas al estrés y como los genes MIR estan
regulados por el estrés abidtico o bidtico (Basso et al., 2019). Con el rapido incremento de la
identificacion de los miRNAs que participan en la resistencia al estrés, la produccion de plantas
transgénicas podria ser una aproximacion efectiva al mejoramiento de la productividad de las
plantas bajo condiciones de estrés.

Ahora bien, es importante tener en cuenta que la respuesta al estés térmico en las plantas es

producto de una serie de eventos sucesivos que terminan en un cambio observable y mensurable
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(Figura 11). El primero de estos eventos es la percepcion de sefal a través de uno o varios
receptores. Esta sefial serd posteriormente traducida en algin “segundo mensajero”, una molécula
pequefia generalmente, capaz de iniciar una cascada de sefales que marquen la pauta para el inicio
de la transcripcion y finalmente, ocurrira lo que hemos evaluado en este trabajo, la regulacion de
la expresion. Es aqui y solo en este punto, donde junto con factores de transcripcion y otros
elementos cis regulatorios, los SRNAs (incluidos los miRNAs) estarian ejerciendo un efecto sobre
la respuesta de las plantas al calor. El efecto regulatorio de los miRNAs y otras moléculas que

actiian en pasos subsecuentes es fino y no siempre tiene un impacto facilmente mensurable.

Estrés téermico

(Abidtico)
WV
Receptor
(Ej. canales idnicos, brassinoesteroides, RLK, WAKs)
Percepcidn de la senal
A4
Segundos mensajeros
(ABA, Acido Jasmanico, acido salicilico, diacilglicéridos,

inositol hexafosfato, auxinas)
Traduccion de la senal

[ea =t \L EROS

o Receptores de Ca++, cascadas de cinasas
y fosfoproteinas

J

Regulacion de la transcrpeion

o Elementos cis, sSRNAs, factores de
transcripcion
Regulacién de la expresicn Ej. DREB, HSF, MYB, miR160, miR398.

Figura 11. Rutas de Sefalizacion involucradas en el estrés abiotico en las plantas.
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7. CONCLUSIONES

La expresion de los miRNA160, miRNA169, miRNA319, miRNA393 y miRNA399
asociados a estrés por calor se estimula por el THC, durante las 24 horas posteriores al tratamiento.
Los hallazgos de la presente investigacion muestran resultados adicionales a los reportados
previamente por nuestro grupo de trabajo, donde una vez cosechados los frutos de mango cv.
Ataulfo y sometidos al THC (46.1°C, durante 75 minutos), se modifican los patrones y niveles de
expresion de diversos genes, promoviendo mecanismos moleculares relacionados con la respuesta
al estrés abiotico en las plantas. Ademas de modificar la expresion de factores de transcripcion y
de genes que codifican para enzimas, este estudio presenta evidencia que los miRNA160, 169, 319,
393 y 399 participan en la respuesta de los frutos de mango ante el calor. Estos miRNAs pueden
actuar silenciando transcritos situados rio arriba de la respuesta efectora al calor, como los factores
de transcripcion ARF17, NFY-3, MYB33, AFB2 e INV3, que fueron predichos a través de
psRNAtarget como blancos putativos para los miRNA evaluados y cuya expresion se cuantifico a
través de RT-qPCR, encontrando patrones de expresion diferencial a lo largo del tiempo evaluado.
Ademas, a través de mFold se predijeron las estructuras secundarias de los miRNAs maduros,
encontrando energias libres negativas para todos ellos en su conformacion de horquilla, es decir,
al presentar estructura secundaria, ésta podria tener un impacto en su funcion al silenciar eficaz, o
ineficazmente sus blancos. En cuanto al analisis de las regiones regulatorias de los genes blanco,
se encontraron elementos cis-regulatorios relacionados con las respuestas vegetales al estrés, a las
cuales se unen factores de transcripcion como AP2 / ERF, NAC, MYB, DREB, LEP y WRKY, lo
cual apoya la hipotesis de la existencia de una relacion entre la regulacion de la expresion de tales

transcritos y la respuesta de los frutos de mango al incremento de temperatura.
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8. RECOMENDACIONES

Es importante corroborar la secuencia nucleotidica de los miRNAs del presente estudio,
para lo cual se puede realizar la secuenciacion de los sSRNAs de pulpa de mango cuyas genotecas
fueron preparadas en esta investigacion y analizar los miRNAs expresados. Ademas de ello, seria
interesante caracterizar mediante un estudio in silico, los productos de los genes blanco que son
regulados por esos miRNAs; en el caso del mango, aun hay pocos estudios publicados y la
gendmica de este fruto ha avanzado mucho en los ultimos 6 afios. Por otro lado, se sabe que un
miRNA particular puede regular la expresion de un grupo de genes blanco, por lo que se puede
realizar la busqueda de otros genes de la misma familia, por ejemplo, de factores de transcripcion
en el genoma y transcriptoma de mango, a los que se tiene acceso en el grupo de trabajo. La
evaluacion de la expresion de todos los miembros de una misma familia, podria ayudarnos a
dilucidar de manera mas completa las rutas regulatorias en las que los miRNA del mango se ven
involucrados, mas alla de su accion en estrés por el THC. La validacion experimental a través del
mapeo preciso de los sitios de escision dirigidos por los miRNA dentro de los transcritos blanco
utilizando la amplificacion rdpida mediada por RNA ligasa de los extremos de cDNA (RLM-
RACE), seria de apoyo para confirmar o descartar los blancos predichos para cada miRNA

analizado.
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