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RESUMEN

Los microARNs (miARNs) son moléculas pequeñas de ARN utilizadas por los eucariotas
como un mecanismo de control de la expresión génica. En plantas los miRNAs están
implicados en la regulación de distintos aspectos del crecimiento y desarrollo, así como
en la tolerancia a estrés biótico y abiótico. Muchos miARNs de plantas se encuentran
conservados en todos los grupos de embriófitos, sin embargo aún existen muchas
plantas para las que no se conoce el reportorio de miARNs. Asimismo se desconoce el
papel que algunos miARNs pueden tener en procesos como defensa contra patógenos.
En este trabajo se construyó una librería de ARNs pequeños a partir de muestras de
tejidos de Manihot esculenta (yuca) inoculados con la bacteria fitopatógena Xanthomonas
axonopodis pv. manihotis (Xam), y se secuenciaron utilizando técnicas de secuenciación
de nueva generación (Solexa/Illumina). Se identificaron en la librería 47 familias de
miARNs de yuca conservados en otras plantas. Se cuantificó la expresión de estos
miARNs, encontrándose similitudes con perfiles de expresión en otras plantas. Se
encontró la secuencia de los precursores para algunos miARNs en secuencias de ESTs
y GSSs de yuca. Asimismo se predijeron los blancos de estos miARNs en el set de ESTs
encontrándose que muchos miARNs están dirigidos contra factores de transcripción,
y que existe un gran porcentaje de posibles blancos con función desconocida. Este
trabajo es el primer paso hacia entender cómo la vía de miARNs puede estar implicada
en la interacción planta-patógeno en el sistema M. esculenta-Xam.
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ABSTRACT

microRNAs (miRNAs) are small RNA molecules used by eukaryotes as a control
mechanism for gene expression. In plants, miRNAs play a regulatory role in the expression
of various genes involved in growth and development, as well in biotic and abiotic stress
tolerance. Many plant miRNAs are conserved in all land plants; however the repertoire of
miRNAs is still unknown for many plant species. Likewise, the role for some plant miRNAs
in pathogen defense is also unknown. In this work we constructed a library of small RNA
from tissues of Manihot esculenta (Cassava) infected with the pathogenic bacteria



Xanthomonas axonopodis pv. manihotis (Xam). The small RNAs were sequenced using next-
generation sequencing (Solexa/Illumina). We identified 47 conserved miRNAs families in
Cassava and quantified their expression, finding similarities with expression profiles from
other plants. We found sequences for the precursors of some of these families in sets of
ESTs and GSSs. We also predicted targets for these miRNAs in a set of ESTs, finding many
miRNAs targeting transcription factors, and regions with unknown function. This work
constitutes a first step towards understanding the role of the miRNA pathway in plant-
pathogen interaction in the M. esculenta-Xam pathosystem.

Key words: microRNAs, cassava, M. esculenta, Solexa/Illumina, cassava bacterial blight.

INTRODUCCIÓN

El silenciamiento génico post-transcripcional (PTGS, del inglés Post Transcriptional Gene
Silencing) mediado por ARNs o ARN de interferencia (ARNi) es un mecanismo de defensa
utilizado en los eucariotas para proteger sus genomas contra ácidos nucleicos abe-
rrantes o exógenos (Jin, 2008; Voinnet, 2008). El PTGS es un proceso que utiliza ARNs
cortos de aproximadamente 20-30 nt (nucleótidos) para reconocer y manipular ácidos
nucleicos complementarios (Ding et al., 2004; Obbard et al., 2009). Los microARNs
(miARN) son un tipo de ARN pequeño utilizado en PTGS, inicialmente descubiertos en
C. elegans en 1993 (Lee et al., 1993; Wightman et al., 1993), y han llamado la atención
en los últimos años por tener un papel crucial en el control de la expresión génica de
los eucariotas (Bushati y Cohen, 2007).
Los miARNs son moléculas de aproximadamente 22 nt que se originan a partir de genes
nucleares. Un gen nuclear MIARN es primero transcrito por la ARN polimerasa II en un
miARN primario (pri-miARN) cuyo tamaño puede ser de 100 nt hasta varios kb (kilo-
bases). Posteriormente es procesado en un ARN intermediario llamado precursor de
miARN (pre-miARN) por la enzima Drosha ARNsa II en animales o por Dicer-like 1
(DCL1) en plantas. Los precursores tienen una estructura secundaria característica y
estable, con una alta y negativa energía libre de plegamiento, lo cual sirve como criterio
para la anotación de miARNs. En plantas los pre-miARN pueden tener tamaños muy
variables, comúnmente entre 70 y 400 nt. Luego, los pre-miARNs son procesados a
dúplex miARN:miARN* por Dicer en animales y por DCL1 en plantas. Solo la hebra
activa del miARN o miARN maduro, pero no la hebra pasajera (miARN*), es incor-
porada al complejo de silenciamiento inducido por ARN (RISC, del inglés RNA Induced
Silencing Complex) el cual contiene la proteína Argonaute 1 (AGO1), este complejo guiará
la escisión de ARNs mensajeros complementarios al ARN maduro (blancos o targets)
(Tang et al., 2003; Bartel, 2004; Zhang et al., 2006; Meyers et al., 2008; Zhu, 2008).
Los miARNs fueron descritos por primera vez en plantas en Arabidopsis (Llave et al., 2002;
Reinhart et al., 2002) y posteriormente en otras especies. A la fecha, en la base de datos
miRBase existen 2.222 miARNs agrupados en 519 familias provenientes de 29 especies
de plantas disponibles (Griffiths-Jones et al., 2008). Muchos de estos miARNs son
altamente conservados en los embriófitos (Axtell y Bowman, 2008).
En plantas debe existir un alto grado de complementariedad entre el miARN maduro y
su blanco para que exista escisión del ARN mensajero. Esta característica ha facilitado
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la predicción bioinformática de blancos de miARNs en plantas, muchos de los cuales
han sido subsecuentemente validados experimentalmente, dándose un crecimiento
enorme de las funciones conocidas de los miARNs (Mazière y Enright, 2007; Yang et
al., 2007). Entre las diferentes funciones que se han establecido que tienen los miARNs
vale la pena destacar aspectos fisiológicos tan importantes como morfogénesis y
polaridad de órganos, identidad de órganos florales y tiempo de floración, señalización
por hormonas, transición de estados juveniles a adultos, reproducción, y respuesta a
distintos tipos de estrés biótico y abiótico (Dugas y Bartel, 2004; Jones-Rhoades et al.,
2006; Mallory y Vaucheret, 2006). Recientemente se ha descrito la inducción de algunos
miARNs en plantas en respuestas a patógenos, incluyendo bacterias (Navarro et al.,
2006; Ruiz-Ferrer y Voinnet, 2009). Así mismo se ha demostrado que las bacterias
utilizan efectores como supresores de silenciamiento demostrando que el silenciamiento
génico puede ser un mecanismo para regular la expresión de genes durante las interac-
ciones planta-patógeno (Navarro et al., 2008).
La identificación de miARNs suele hacerse mediante métodos clásicos de screening
genético o mediante clonación y secuenciación de ARNs pequeños utilizando métodos
moleculares tradicionales. Este tipo de estrategias si bien han permitido la identificación
de algunos de ellos, no resultan ser las más indicadas porque además de implicar pro-
cesos muy largos en ciertos casos llega a ser imposible obtener miARNs, dadas algunas
sus propiedades. Otros acercamientos se basaban en la predicción de miARNs conser-
vados por bioinformática pero eventualmente estos debían ser también confirmados
por clonación y secuenciación (Berezikov et al., 2006; Xie et al., 2007).
El desarrollo de técnicas de secuenciación de nueva generación, basadas en pirosecuen-
ciación (454 Life Sciences, 2009) o en secuenciación por síntesis o Solexa/Illumina
(Illumina, 2009) ha representado una alternativa rápida y económica para la iden-
tificación de miARNs en muchas especies (Nobuta et al., 2010). Adicionalmente, estas
estrategias permiten indicar los niveles de expresión de miARNs en una muestra, lo cual
ha permitido estudiar la manera en que se regulan los miARNs en distintos órganos, en
distintos estados de desarrollo o bajo diferentes condiciones de crecimiento en las
plantas (Szittya et al., 2008; Zhu et al., 2008; Wei et al., 2009; Zhang et al., 2009). A pe-
sar de estos desarrollos, aún existen muchas especies para las cuales no se conoce el
repertorio de miARNs con el que cuentan, y menos el papel que ellos pueden cumplir
en la regulación de genes en condiciones particulares.
La yuca (Manihot esculenta) es el cuarto cultivo en importancia a nivel mundial como
fuente de calorías para la población humana y está cobrando actualmente una mayor
importancia por su potencial utilización en la producción de bioetanol a partir de la
fermentación del almidón presente en sus raíces (FAO, 1998). Una de las limitantes
más importantes en la producción de este cultivo es la bacteriosis vascular causada por
la bacteria gram-negativa Xanthomonas axonopodis pv. manihotis -Xam (Lozano, 1986). En
yuca si bien se han reportado tres familias de miARNs predichas por bioinformática,
estas aún no se han confirmado experimentalmente (Sunkar y Jagadeswaraan, 2008).
Además, la falta, hasta ahora de un genoma completamente secuenciado, dificulta la
predicción de muchas familias de miARNs.
Como un paso inicial para entender la regulación de miARNs en respuesta a la infección
por esta bacteria, en este trabajo se generó una librería de ARNs pequeños a partir de
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tejidos de yuca infectada con Xam, los cuales fueron secuenciados con la tecnología de
secuenciación Solexa/Illumina.

MATERIALES Y MÉTODOS

MATERIAL VEGETAL Y EXTRACCIÓN DE ARN
Plantas de M. esculenta, variedad MBRA685 fueron mantenidas en invernadero a 26-30
°C, a 80% de humedad. Plantas de cuatro semanas de crecimiento fueron inoculadas
mediante perforación en las hojas y punción en tallo con la cepa CIO 151 de Xam a
una densidad óptica (O.D.) = 0,2 nm como se describió previamente (Contreras y
López, 2007). Muestras de tallo y hojas fueron recolectadas a los tiempos 0 h, 6 h, 24
h, 48 h, post-inoculación, 5, 7 y 15 días post-inoculación.
Se realizaron extracciones de ARN para cada tejido en cada tiempo utilizando LiCl y
fenol ácido:cloroformo. Brevemente, el tejido se maceró y se agregó buffer de extracción
(acetato de sodio 100mM, EDTA 1mM, SDS 4%) precalentado a 65 °C. Posteriormente
se realizó una extracción con fenol ácido:cloroformo:isoamil (25:24:1) (pH fenol = 4,5±
0,2) y un lavado con cloroformo:isoamil (1:1). El sobrenadante se precipitó con LiCl
(3M concentración final) y luego con etanol al 70%. El pellet resultante se resuspendió
en agua libre de ARNsas. La calidad del ARN fue evaluada por electroforesis en gel de
agarosa, y se cuantificó en un espectrofotómetro (BioRad). Las diferentes extracciones
de ARN (de los diferentes tejidos y de los diferentes tiempos post-inoculación) se
juntaron en un pool de ARN a una concentración de 150�g/ml.
Al ARN obtenido se le ligaron los adaptadores para la posterior amplificación (5’-
ATCTCGTATGCCGTCTTCTGCTTG-3’) y se sintetizó el ADNc empleando la transcrip-
tasa reversa (Invitrogen). A partir de este ADNc se realizó una amplificación por PCR
utilizando primers correspondientes al adaptador. El producto de PCR se separó en un
gel denaturante de poliacrilamida, y se extrajo la fracción correspondiente a los ARN
pequeños (10-50 nt). Estos fueron secuenciados directamente mediante tecnología
Solexa/ Illumina (Illumina, 2009) en el BC Cancer Agency’s Michael Smith Genome Sciences
Centre (http://www.bcgsc.ca/). 

ANÁLISIS DE DATOS

A partir del archivo de texto conteniendo todas las lecturas de la secuenciación, se elimi-
naron las secuencias de baja calidad. Las secuencias de baja calidad fueron consideradas
aquellas que en dos o más bases de la primeras 25 no tuvieran un nivel de pureza mayor
a 0,6 (determinado a partir de las secuencias generadas). En las secuencias que cumplie-
ron con el criterio de calidad se identificó el adaptador utilizando la herramienta wordfinder
del paquete EMBOSS (Rice et al., 2000), se utilizaron distintas combinaciones de paráme-
tros para obtener las distintas variaciones posibles del adaptador, se usaron dos com-
binaciones de gap opening (GO) y gap extention (GE) (GO 0,0  + GE 10, GO 500 + GE 10),
el parámetro Minimun match score se fijó en 70, el parámetro Alignment width se fijó en 6.
La eliminación del adaptador se realizó empleando un programa en C++. Posterior-
mente se eliminaron secuencias menores a 15 nucleótidos. Las secuencias idénticas
fueron colapsadas (se creó un set de secuencias no redundantes) utilizando MySQL y
contabilizadas usando un programa en C++.
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Para buscar miARNs conservados se realizó un BLASTN (Altschul et al., 1990)
empleando los ARN pequeños obtenidos de nuestra librería de secuencias únicas contra
todos los miARNs de plantas previamente identificados y con evidencia experimental
disponibles en miRBase (Griffiths-Jones et al., 2008). Los criterios para considerar
similitud con otro miARN fueron i) tener menos de dos mismatches en la longitud del
miARN maduro, ii) no presentar gaps y iii) tener un valor E máximo de 0,001 (Meyers
et al., 2008; Zhang et al., 2009). Los miARNs conservados candidatos fueron agrupados
utilizando cd-hit considerando miembros de una misma familia aquellos que presen-
taron una similitud mayor al 90% para evitar redundancias (Li y Godzik, 2006).
Para buscar los precursores de los miARNs en el genoma de yuca se realizó un BLASTN
(Altschul et al., 1990) de los miARNs homólogos candidatos contra un Set Unigen
(Zapata, Neme, Sanabria y López, resultados sin publicar) que contiene 29.231 genes
únicos obtenidos a partir de la colección de 80459 ESTs de yuca disponibles en el
genbank NCBI y contra secuencias GSS (Genome Survey Sequences) de M. esculenta extraí-
das del NCBI (Benson et al., 2005). Los criterios para considerar los alineamientos del
BLASTN significativos fueron poseer mínimo 20 nt que contuvieran el miARN maduro,
100% de identidad, no gaps, un valor E máximo de 0,001. Se extrajeron regiones desde
100 nt curso arriba hasta 100 nt curso abajo de la porción alineada de los ESTs o los
GSSs empleando un programa en C++. Se analizó la estructura secundaria de ARN de
esta región y se calculó la energía de plegamiento (MFE, Minimun folding energy) utilizando
Mfold, RNA 3.0, con los parámetros predeterminados (Zuker, 2003). Se calculó la sig-
nificancia de la energía de plegamiento (p-value), para esto se generaron 1.000 secuen-
cias aleatorias con la misma composición de bases y longitud de cada precursor con el
programa uShuffle (Jiang et al., 2008), el p-value se calculó como la proporción de es-
tructuras con MFE igual o menor al precursor original (Freyhult et al., 2005). Se consi-
deraron como precursores válidos aquellos que tuvieran menos de seis mismatches o
desapareamientos entre la región del miARN maduro y la hebra complementaria, pocos
abultamientos asimétricos en la estructura (máximo tres) y de existir que fuesen de
tamaño corto (menos de tres bases) (Ambros et al., 2003; Meyers et al., 2008) Debían
además tener una MFE baja (<-30 kcal/mol) y un p-value menor a 0,05.
Para determinar los posibles blancos de los miARNs conservados se empleó el set unigen
de ESTs y los GSSs de M. esculenta utilizando una versión modificada del software
miRANDA (Enright et al., 2003), para adecuarse mejor a la complementariedad miARN:
blanco requerida en plantas. Los criterios para considerar un blanco candidato fueron:
cuatro o menos mismatches (pares de bases no complementarias) en total, solo uno o
menos mismatches entre las posiciones 1 a 12, no más de dos mismatches consecutivos
entre las posiciones 13 a 21, ningún mismatch en las posiciones 10 y 11, el par miARN:
blanco debía tener baja energía libre de unión (mínimo 23 kcal/mol) (Schwab et al.,
2005; Zhang et al., 2006b). Se escogieron los mejores blancos para cada secuencia
utilizando el puntaje del programa miRANDA (mínimo 150). 
Las secuencias de blancos candidatos fueron anotadas realizando búsquedas con
BLASTX (Altschul et al., 1990) contra la base de datos Uniref (Suzek et al., 2007), para
lo cual se emplearon los parámetros por defecto y con un valor E máximo de 1x10-5. El
programa UFO se empleo para la anotación automática en categorías funcionales
(Meinicke, 2009).
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RESULTADOS Y DISCUSIÓN

Plantas de yuca de la variedad resistente MBRA685 fueron inoculadas con la cepa de Xam
CIO151 y se colectó el tejido (hojas y tallo) a 0, 6, 24, y 48 hpi y 5, 7 y 15 dpi. A partir de
este tejido se realizó la extracción de ARN para posteriormente purificar y construir una
librería de miARNs de yuca. Esta librería de pequeños ARNs consistió de 15’968.516
lecturas obtenidas por secuenciación mediante la tecnología Solexa/ Illumina (Illumina,
2009). Después de aplicar un filtro de calidad bajo un umbral de pureza de 0,6 en las
primeras 25 bases se obtuvieron 12’748.722 secuencias. Al eliminar el adaptador y filtrar
las secuencias menores a 15 nt se obtuvieron 11’871.330 secuencias, que correspondían
a 1’644.261 secuencias únicas. Este fue el set de secuencias con que se trabajó. 
A partir de las secuencias únicas se realizó una búsqueda de similitud con los miARNs con-
servados en otras plantas y reportados en la base de datos miRBase, resultando en 3.643
miARNs candidatos, esto es el número de secuencias únicas que contienen un posible
miARN maduro. Estas fueron agrupadas por similitud de 90% en la porción correspon-
diente al miARN maduro. En total se obtuvieron 118 representantes correspondientes a
47 familias de miARNs de las 519 identificadas en el grupo de las plantas verdes. Esto ubi-
ca a M. esculenta como la sexta planta con más familias de miARNs identificadas (Fig. 1).
Las plantas con las que M. esculenta comparte más familias de miARNs son en su orden
Arabidopsis thaliana (29 familias), Populus tricocarpa (24 familias), Vitis vinifera (23 familias)
y Oryza sativa (22 familias). Además se identificaron familias con un amplio rango
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filogenético no reportado previamente. Por ejemplo, las familias 894, 896 y 1.030 están
conservadas desde el linaje entre M. esculenta y Physcomitrella patens y la familia 1.310 se
encuentra en M. esculenta y Pinus taeda, una gimnosperma. Algunas de estas familias han
sido predichas por bioinformática en otras especies (Zhang et al., 2010).
El número de lecturas de una secuencia en una muestra de miARNs secuenciada por
Solexa/Illumina puede utilizarse como una medida del nivel de expresión de la secuencia
en cuestión (Fahlgreen et al., 2007; Zhang et al., 2009). Según este criterio, las familias
de miARNs de yuca más expresadas en nuestras condiciones fueron en su orden, las fa-
milias 166/165 (las familias con dos nombres corresponden a familias que por razones
históricas fueron designadas diferente en algunas especies y luego fueron reagrupadas
(Meyers et al., 2008)), 159/319, 167 y 396 todas con más de 10.000 lecturas en la se-
cuenciación (Fig. 2). Estas familias se encuentran también entre las más conservadas y
han sido identificadas por lo menos en 15 especies de plantas (Griffiths-Jones et al.,
2008). Sin embargo otras familias altamente expresadas parecen estar distribuidas en
un rango filogenético más estrecho, como la familia 2.911 identificada hasta ahora
únicamente en Populus euphratica (Li et al., 2009), el mismo orden taxonómico en el que
se encuentra la yuca (Malpighiales). 

Figura 2. Expresión de distintas familias de miARNs en la librería de miARNs de M. esculenta. 

Se compararon estos resultados con otros perfiles de expresión obtenidos por secuen-
ciación con Solexa/Illumina en diferentes plantas. Para la comparación se emplearon las
diez familias más expresadas en cada planta (Fahlgreen et al., 2007; Backman et al., 2008;
Sunkar et al., 2008; Szittya et al., 2008; Zhang et al., 2009). Ciertas familias se encuentran
entre las más expresadas, por ejemplo, las familias 166/165 y 167 están entre las más
expresadas en todas las plantas analizadas (Tabla 1). Sin embargo los perfiles son
diferentes para cada especie y dependen altamente de las condiciones de crecimiento en
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las cuales se encontraban las plantas en el momento de la extracción del ARN. Entre las
plantas analizadas el perfil de M. esculenta es más similar al de M. truncatula, tanto en
número de familias compartidas entre las más expresadas (cuatro familias, igual que en
el caso de A. thaliana) como en el orden de las familias de la más expresada a la menos
expresada (Tabla 1), ambas hacen parte del grupo de Eurósidas I, fábidas.

Arabidopsis thaliana    Brachiopodium distachyon   Manihot esculenta    Medicago truncatula   Oryza sativa
            159/319                                  168                 166/165                      166/165        166/165
                     168                          156/157                 159/319                      159/319        156/157
                     161                                  528                         167                      156/157                168
                     167                          166/165                         396                              164                158
            171/172                                  167                       2911                              168                164
                     163                                  164                         394                              167                390
                     160                                  396                       1030                              396                829
                     396                                  390                         530                              390                167
                     169                                  529                         894                              165                173
            166/165                                  160                         535                      171/172                408

Tabla 1. Familias más expresadas en distintas plantas utilizando secuenciación con Solexa/Illumina, las
familias están en orden de expresión de mayor a menor, *Familias compartidas con M. esculenta.

Para algunas de las familias de miARNs altamente expresados se ha reportado expresión
diferencial en respuesta a distintos tipos de estrés en otras plantas. Por ejemplo, la
expresión de la familia 171 disminuye en respuesta a estrés biótico (Naqvi et al., 2008);
mientras que los miARNs de las familias 159/319, 169 aumentan (Bazzini et al., 2007).
Los miARNs de las familias 156/157, 160 y 164 pueden ser inducidos o reprimidos por
patógenos específicos (Bazzini et al., 2007; Lu et al., 2007; Tagami et al., 2007). Además,
la familia 156/157 es inducida en condiciones de hipoxia (Moldovan et al., 2009). Las
familias 395 y 399 son inducidas en respuesta a deficiencias de nutrientes y la familia
169 es reprimida en respuesta a deficiencias de nitrógeno e inducida en condiciones de
estrés por salinidad e hipoxia (Moldovan et al., 2009; Pant et al., 2009; Zhao et al.,
2009). En M. esculenta nosotros detectamos la expresión, aunque a bajos niveles, de la
familia 393, la cual juega un papel importante en defensa contra bacterias en Arabidopsis
(Navarro et al., 2006). La familia 168, que en M. esculenta presentó una muy baja expre-
sión comparada con otras plantas, se ha reportado como inducida en respuesta a estrés
por frío y por patógenos (Lu et al., 2008; Ruiz-Ferrer y Voinnet, 2009). 
Cada familia de miARNs se encuentra representada por diferentes secuencias, que corres-
ponden probablemente a diferentes loci de genes de miARNs en el genoma de yuca. Las
familias con mayor diversidad de secuencias fueron, en su orden, las familias 166/165 (15
secuencias), 159/319 (13 secuencias), 156/157 (11 secuencias), 170/171 (9 secuencias),
169 (8 secuencias) (Fig. 3). Estas son también las familias representadas por más loci en
otras plantas, por ejemplo, en A. thaliana (A) y P. tricocarpa (P) el número de loci para estas
familias son respectivamente 166/165 = 11A y 17P, 159/319 = 6A y 15P, 170/171 = 4A y
14P, y 169 = 15A y 32P (Griffiths-Jones et al., 2008). Estos datos pueden estar
subestimados, pues pueden existir varios loci en yuca conteniendo miARNs con la misma
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secuencia. Para confirmarlos in silico se deben identificar todos los genes de miARNs en
el genoma, lo cual es imposible si no se cuenta con la secuencia completa del genoma; la
confirmación in vivo supone otras dificultades dadas por las posibles duplicaciones de
genes miARN. A pesar de esto, la coherencia con los datos de otras especies sugiere que
nuestra aproximación es correcta. Como es de esperarse, las familias más diversas suelen
también tener un alto nivel de expresión, sugiriendo que la alta expresión de ciertas
familias está dada por múltiples genes expresados simultáneamente.

Figura 3. Diversidad de familias de miARNs en la librería de miARNs de M. esculenta.

La hebra complementaria o pasajera corresponde a aquella que hace parte del dúplex
de 22 pares de bases de ARN procesado a partir del precursor de miARN pero que no
es incorporada al complejo RISC, es decir, carece de actividad de silenciamiento, y por
tanto permanece poco tiempo en la célula (Rajagopalan et al., 2006). Es usual encontrar
ambas hebras en muestras de ARNs pequeños, y es una evidencia adicional de la
expresión de las distintas familias de miARNs. Usualmente se determina que el miARN
maduro es aquél con mayor expresión (Rajagopalan et al., 2006; Meyers et al., 2008).
Nuestros datos muestran que en yuca, para la mayoría de familias se detectó la hebra
complementaria o pasajera (miARN*), la cual normalmente se encontraba expresada
en una cantidad mucho menor que el miARN maduro como es de esperarse (Fig. 4). Sin
embargo, una excepción son las familias 476 y 414, para las cuales solo se identificó la
hebra pasajera y no el miARN maduro, sugiriendo que en M. esculenta la hebra com-
plementaria para estas familias puede ser aquella que realice la actividad catalítica,
experimentos (detectando la unión de alguna de las hebras al complejo RISC) per-
mitirán corroborar esta hipótesis.
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Figura 4. Expresión de la hebra pasajera (miARN*) para distintas familias.

Los posibles precursores de los miARNs encontrados se buscaron en las secuencias de
ESTs y GSSs reportadas para M. esculenta. Se identificaron 12 regiones que forman una
estructura secundaria característica de un pre-miARN. Los precursores corresponden a
miARNs de seis familias. Se encontraron cuatro precursores de la familia 166, la cual
mostró también la mayor expresión y mayor diversidad de secuencias. Curiosamente se
encontraron tres precursores de la familia 399, una de las menos expresadas (Tabla 2).
La figura 5 muestra el plegamiento característico de algunos de los precursores de miARNs
encontrados. Se encontraron precursores de la misma familia ubicados en una misma
región uno junto al otro, esto sucedió para la familia 166 con dos precursores en el EST
DV457519 y para la familia 169 con dos precursores en el GSS BH793692. Este tipo de
organización de genes de miARNs, puede ser resultado de los procesos de duplicación en
tándem, una forma usual de evolución de los miARNs (Shabalina y Koonin, 2008).
Se espera una baja representación de precursores de miARNs en las bases de datos de
ESTs, debido a que muchos de estos precursores no son secuenciados en las librerías
de cDNAs ya que la mayoría de las veces se encuentran en intrones o por ser muy cortos.
Los valores aquí encontrados son coherentes con lo reportado en otros trabajos (Xie et
al., 2007 Zhang et al., 2006c), en donde aproximadamente de 10.000 ESTs debe encon-
trarse un precursor de miARN’. En consecuencia, la razón encontrada de 10 precursores
/80.000 ESTs es adecuada. Se espera que en las secuencias GSSs se encuentren precur-
sores en mayor cantidad, sin embargo para yuca solo existen 1821 secuencias en el
NCBI genbank (Benson et al., 2005). 
Para identificar los posibles blancos de los miARNs de las 47 familias se realizó una
búsqueda de complementariedad contra las secuencias de ESTs de Manihot esculenta
utilizando el software de predicción de blancos miRANDA (Anexo 1). Para muchas fami-
lias no se logró identificar el blanco o este corresponde a una proteína de función desco-
nocida (30%) (Fig. 6). Muchos de ellos corresponden a familias también sin blancos
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validados experimentalmente en otras plantas (Fahlgreen et al., 2007; Garcia, 2008;
Zhang et al., 2010), mostrando que existen muchos procesos desconocidos regulados
por miARNs en plantas. Para varias de las familias conservadas se logró identificar en
yuca los blancos previamente identificados y verificados experimentalmente en otras
plantas (Anexo 1). Como se ha reportado anteriormente, una gran parte de los miARNs
están dirigidos contra factores de transcripción corroborando su importancia en la
actividad reguladora de la expresión génica (Mallory y Vaucheret, 2006).
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MIR166a,
160 nt, E= -63,83

MIR169a,
165 nt, E= -71,5

MIR399a,
140 nt, E= -57,1

MIR408,
150 nt, E= -70,1

Figura 5. Estructura secundaria de cuatro precursores de miARNs de Manihot esculenta. La barra indica
la posición del miARN maduro.



Figura 6. Blancos de familias de miARNs predichos en M. esculenta con el software miRANDA, y blancos
reportados en otras plantas.

Muchos de los miARNs descubiertos en este trabajo, además de ser importantes en el
desarrollo fisiológico de la planta, pueden estar cumpliendo un rol determinante en la
interacción M.esculenta-Xam. Para dilucidar estos roles es importante continuar identi-
ficando el repertorio de miARNs de la yuca y realizar comparaciones entre los perfiles
de expresión de plantas inoculadas con la bacteria y plantas sin inocular, asimismo
entre los perfiles de variedades resistentes y variedades susceptibles a la bacteriosis
vascular. La inminente publicación del genoma secuenciado de yuca permitirá la iden-
tificación de los precursores de los miARNs maduros acá encontrados, y posiblemente
el descubrimiento de unos nuevos exclusivos de esta especie. Además se necesita ana-
lizar la expresión de estos miARNs en plantas de yuca no inoculadas con la bacteria y
en variedades no resistentes inoculadas. Las diferencias entre estos perfiles podrán dar
indicios acerca de los procesos mediados por miARNs que ocurren durante la interac-
ción en reacciones de resistencia y/o suceptibilidad.

160   Artículo - Identificación de miARNs conservados en yuca (Manihot esculenta). Pérez-Quintero, et ál.

Familia    Precursor         Región MIARN    Región precursor   Longitud    MFE                        p value
162         FF380876                 402-408                  315-441            127        -49,6 Kcal/mol              0
166         Contig2940             359-383                  240-399            160        -63,83 kcal/mol             0
166         DV457519               116-138                    36-165            130        -34,5 kcal/mol       0,039
166         DV457519               318-346                  200-359            160        -56,6 kcal/mol               0
166         DB920789               227-267                  147-276            130        -42,7 kcal/mol       0,002
169         BH793692               201-218                  165-329            165        -71,5 kcal/mol               0
169         BH793692               425-446                  400-554            155        -72,5 kcal/mol               0
398         Contig8604                  64-88                         1-88              89        -40,4 kcal/mol               0
399         Contig3846                98-119                    10-149            140        -57,1 kcal/mol               0
399         Contig5016             485-505                  480-579            100        -46,3 kcal/mol               0
399         DB945966                 92-112                       1-129            129        -53,5 kcal/mol               0
408         Contig8872             203-226                  103-252            150        -70,1 kcal/mol               0

Tabla 2. Precursores de miARNs de yuca identificados en bases de datos de ESTs y GSSs. MFE= Energía
mínima de plegamiento.



Nota: durante la preparación del manuscrito fue liberado el primer borrador de la
secuencia del genoma de yuca.
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Familia      Blanco reportado                   Blanco              Proteína                                 Score   Energía
156/157    Squamosa-promoter              Contig9914     LIGULELESS1 protein           195     -39,33
                  binding protein-like (SPL)*    DV456109       Proteina putativa                  195     -39,33
                                                                  DV455740       Squamosa promoter
                                                                                            binding protein                     195     -37,01
                                                                  DB937997       Proteina putativa                  183     -25,87
                                                                  DB934876       Oligopeptidase B                  179     -28,52
159/319    MYB transcription factor*,    Contig8185     Transcription factor              183     -35,9
                  TCP transcription factor*      DB934105       Proteina putativa                  178     -24,15
                                                                  Contig4668     Transcription factor
                                                                                            AtMYC2                                 178     -26,58
                                                                  DB932028       Transcription factor
                                                                                            AtMYC2                                 178     -26,58
                                                                  Contig2292     ATP synthase n=1                 178     -27,77
160            Auxin response factor             CK642921       Auxin response factor           195     -46,98
                  (ARF) *                                    DV446894       Auxin response factor           191     -46,59
                                                                  Contig9960     Oxysterol binding protein     171     -33,45
162            Dicer-like (DCL)*                    Contig8040     Pyruvate dehydrogenase       179     -29,23
                                                                  Contig2268     Protein disulfide
                                                                                            oxidoreductase                      177     -25,19
164            NAC domain                           Contig5796     Ankyrin repeat                      
                  transcription factor*                                       containing protein                192     -36,68
                                                                  FF536822        NAC domain protein           183     -34,71
165/166    HD-ZIPIII                                 Contig10228   60S ribosomal
                  transcription factor*                                       protein L23a                         174     -26,8
                                                                  Contig7960     60S ribosomal
                                                                                            protein L23a                         174     -26,8
                                                                  DV449774       Mitogen-activated
                                                                                            protein kinase homolog       173     -28,25
                                                                  Contig2536     Pol-polyprotein                     166     -26,29
                                                                  Contig2341     60S ribosomal protein L9     161     -30,39
167            Auxin response                        DV447797       Desconocido                         195     -38,16
                  factor (ARF)*                          Contig1764     Rhodanese-like domain        182     -29,95   
168            Argonaute (AGO)*                 Contig10823   Phosphatidylcholine
                                                                                            transfer protein                     178     -37,81
                                                                  Contig1032     Proteína putativa                  174     -33,14
                                                                  Contig1297     Granule-bound
                                                                                            starch synthase 1                  171     -30,44
                                                                  Contig4994     NAC domain-containing
                                                                                            protein                                   167     -26,54
169            HAP2 transcription factor*   DV448363       Nuclear transcription
                                                                                            factor Y subunit A-3              187     -35,47
169            HAP2 transcription factor*   Contig7104     Nuclear transcription
                                                                                            factor Y subunit A-3              187     -34,11
170/171    Scarecrow-like                         DB931520       DNA binding protein            182     -28,16
                  transcription factor (SCL)*    DV454131       Desconocido                         181     -27,38
                                                                  DB943212       Proteína putativa                  181     -28,82
                                                                  Contig10665   Ankyrin repeat-
                                                                                            containing protein                177     -24,27



Familia      Blanco reportado                   Blanco              Proteína                                 Score   Energía
172            Apetala2-like                          FF381915        Cytochrome P450                 185     -26,75
                  transcription factor (AP2)*    DV449432       Desconocido                         185     -33,02
                                                                  Contig7003     Ribosomal ARN
                                                                                            assembly protein mis3          183     -24,45
390            TAS3*                                      DV447689       Desconocido                         187     -35,43
                                                                  DB938665       Peptidylprolyl isomerase       175     -26,9
                                                                  Contig2403     Proteína putativa                  175     -27,74
393            Transport inhibitor                Contig5565     Transport Inhibitor
                  esponse 1 (TIR1)/Auxin                                  Response 1 protein               190     -36,84
                  F-box (AFB)*                          Contig8660     Transport Inhibitor
                                                                                            Response 1 protein               190     -36,84
                                                                  DV447689       NADH dehydrogenase          179     -23,53
394            F-box*                                     DB938665       Retrotransposon protein      174     -25,28
                                                                  Contig10543   Lanthionine synthetase
                                                                                            C-like protei                           172     -23,36
                                                                  Contig1215     NADP-specific isocitrate
                                                                                            dehydrogenase                      170     -23,68
395            ATP-sulfurylase (APS)*,         DV447689       Tetraspanin                           186     -33,01
                  Sulfate transporter (AST)*    DB938665       Mitochondrial
                                                                                            carrier protein                       182     -24,26
                                                                  DB943470       ATP-dependent
                                                                                            ARN helicase                         179     -26,91
                                                                  Contig270        Sulfate
                                                                                            adenylyltransferase               179     -35,26
                                                                  DB923438       Ubiquitin carrier protein       178     -27,22
396            Growth regulating                  Contig4373     Calcium ion 
                  factor (GRF)*                                                  binding protein                     182     -26,25
                                                                  FG806415        Desconocido                         182     -28,75
397            Laccase*                                  FF379852        Laccase                                  176     -33,07
                                                                  DR087678       Laccase                                  176     -31,62
398            Copper superoxide                 Contig842        Cucumber peeling
                  dismutase (CSD)*,                                          cupredoxin                            175     -35,05
                  Cytochrome-c oxidase*          Contig1191     Eukaryotic translation
                                                                                            initiation factor 4g                171     -29,11
                                                                  FF379789        Coatomer beta subunit        168     -26,24
399            PO4 transporter, E2               Contig5016     Desconocido                         195     -44,09
                  ubiquiting-conjugating           Contig3889     Proteína putativa                  181     -26,32
                  protein (E2-UBC)*
403            Argonaute (AGO)*                 DV446429       Dehydration-responsive
                                                                                            protein RD22                        162     -24,3
                                                                  Contig5942     Phosphoric diester
                                                                                            hydrolase                               161     -25,42
408            Laccase (LAC)*,                      Contig10505   Basic blue protein                 191     -39,27
                  Plastocyanin-like (PCL)*        Contig1232     Plastocyanin-like domain     190     -36,4
                                                                  Contig5921     Multidrug
                                                                                            resistance pump                   175     -31,16
414            Transcription factors              CK647998       Desconocido                         190     -36,6
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Familia      Blanco reportado                   Blanco              Proteína                                 Score   Energía
414            Transcription factors              DV448075       Phospholipase A21               190     -33,72
                                                                  Contig4490     Proteína putativa                  190     -32,93
                                                                  FF536051        Protein BFR2                         190     -32,67
476            Desconocido                           DB948308       Desconocido                         178     -24,37
477            Desconocido                           DV449622       Desconocido                         183     -29,55
                                                                  Contig8871     Elongation
                                                                                            factor 1 gamma                    178     -35,73
                                                                  DV445964       Elongation
                                                                                            factor 1 gamma                    178     -35,73
                                                                  Contig6411     Alpha-
                                                                                            carboxyltransferase              177     -23,65
482            TIR-NBS-LRR                          DV443151       Eukaryotic translation
                  resistance protein                                            initiation factor 2c                176     -27,61
                                                                  Contig2742     Proteína putativa                  175     -32,61
                                                                  FF536661        Desconocido                         172     -23,42
530            Desconocido                           DB923881       Proteína putativa                  190     -37,8
                                                                  DV448705       Desconocido                         182     -27,96
                                                                  Contig5730     Protein phosphatase 2c        178     -30,69
535            Desconocido                           Contig3664     Desconocido                         176     -28,29
                                                                  Contig381        Proteína putativa                  174     -24,17
                                                                  Contig250        Glyoxalase/Bleomycin
                                                                                            resistance protein/
                                                                                            Dioxygenase superfamily      170     -23,16
827            Beta-lactamase, class A;         DV444133       Proteína putativa                  160     -23,53
                  Receptor-like protein kinase
828            Transcription factors              Contig2052     EF Hand                                172     -25,42
845            Desconocido                           Contig3604     Desconocido                         190     -31,36
                                                                  DV449490       Protein SEY1                          186     -30,95
                                                                  Contig9544     Ubiquitin-like protein           177     -26,08
                                                                  DB925293       Serine-type
                                                                                            endopeptidase inhibitor       174     -30,74
858            MYB transcription factor*     DR087218       CMP-sialic acid
                                                                                            transporter                            173     -23,73
                                                                  CK647083       Proteína putativa                  173     -26,56
                                                                  Contig1062     Transcription
                                                                                            factor MYB251                      171     -29,9
                                                                  CK644396       Transcription
                                                                                            factor MYB14                        171     -30,83
894            Desconocido                           Contig3611     Beta-1,3-
                                                                                            galactosyltransferase            174     -26,53
                                                                  FF536032        Ubiquitin carrier protein      169     -26,57
896            Desconocido                           Contig279        Casein kinase II                     177     -27,77
                                                                  Contig1247     Tonoplast dicarboxylate
                                                                                            transporter                            177     -27,33
1030          Desconocido                           DB923881       Proteína putativa                  195     -39,54
1511          GRAS family                            Contig10300   Transketolase, pyrimidine
                  transcription factor                                         binding domain                    177     -31,5
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Familia      Blanco reportado                   Blanco              Proteína                                 Score   Energía
1511          GRAS family                            DV447923       U-box domain-
                  transcription factor                                         containing protein                174     -26,03
2111          Desconocido                           Contig3241     40S ribosomal
                                                                                            protein S20-1                        174     -24,09
                                                                  Contig658        Blue copper protein              173     -24,11
                                                                  Contig7888     DNA-directed
                                                                                            ARN polymerase                   173     -24,45
                                                                  Contig2653     Aspartic proteinase
                                                                                            nepenthesin-1                       172     -25,5
2275          Desconocido                           DV450674       Proteína putativa                  168     -23,63
                                                                  Contig2564     KNOX
                                                                                            transcription factor              167     -24,63
                                                                  Contig8151     Serine
                                                                                            hydroxymethyltransferase      164     -23,78
2910          Desconocido                           DB940924       Transcriptional activator      187     -29,84
                                                                  Contig7817     AUX/IAA family                     185     -37,04
2911          Desconocido                           Contig4227     Ubiquitin-protein ligase        169     -34,27
                                                                  FF534479        Chitinase                               168     -36,94
                                                                  FF535816        Desconocido                         166     -38,1
2914          Desconocido                           DV456226       Proteína putativa                  200     -51,7
                                                                  DB944625       Desconocido                         188     -38,71
                                                                  DB944349       Desconocido                         181     -35,8
                                                                  Contig6857     Ca2+ antiporter
                                                                                            cation exchanger                   177     -32,21
                                                                  Contig2483     Ca2+ antiporter/
                                                                                            cation exchanger                  177     -32,21
2914          Desconocido                           CK644146       Serine-threonine
                                                                                            protein kinase                       177     -36,01
                                                                  Contig9013     Zinc finger protein                177     -31,71
                                                                  DB929632       Xyloglucan
                                                                                            endotransglucosylase/
                                                                                            hydrolase                              176     -28,53
                                                                  Contig2016     Cation efflux protein/
                                                                                            zinc transporter                     175     -31,49
2915          Desconocido                           Contig8868     Oligopeptidase A                  178     -31,79
                                                                  Contig9378     Proteina putativa                  173     -23,99
2916          Desconocido                           Contig2602     Cysteine protease                  173     -35,91
                                                                  BI325178         Zinc finger protein                173     -24,06
                                                                  Contig4500     Catalase                                172     -30,6
                                                                  Contig5849     Catalase                                172     -30,6

ANEXO 1. Blancos de microARNs de yuca predichos con el software miRANDA.


