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RESUMEN

RESUMEN

El PMeV-Mx, es un virus vinculado a la meleira de la papaya en México, enfermedad
gue ha ganado notoriedad a nivel mundial debido a sus sintomas agresivos que
emergen posterior a la floracion, resultando en considerables pérdidas en los
cultivos comerciales. Ante la amenaza de patdgenos virales, las plantas despliegan
diversos mecanismos defensivos, entre ellos el silenciamiento génico inducido por
RNA, que involucra la produccion de moléculas de RNA de 21 a 24 nucledtidos,
para regular la expresion génica activar mecanismos de defensa o bien para
degradar al RNA viral. En el contexto de las plantas, se manifiestan los microRNA 'y
los RNA de interferencia. Estudios realizados en Brasil por el grupo de Abreu et al.,
2014 identificaron 11 microRNA asociados a la meleira de la papaya, los cuales

regulan ciertos mecanismos de defensa durante la etapa de prefloracion.

En este sentido, el propésito de este trabajo fue identificar las diversas poblaciones
de RNAs pequefios expresados durante la etapa de prefloracion en la infeccion de
PMeV-Mx en Carica papaya variedad maradol. Los resultados de este estudio son
el primer acercamiento para conocer las poblaciones de RNA pequefios que se

expresan en dicha interaccion.




ABSTRACT

ABSTRACT

The PMeV-Mx, a novel virus associated with papaya sticky disease in Mexico, has
gained worldwide attention due to its aggressive symptoms that emerge after
flowering, resulting in significant losses in commercial crops. Faced with the threat
of viral pathogens, plants deploy various defense mechanisms, including RNA-
induced gene silencing, which involves 21 to 24 nucleotide-long RNA molecules with
no protein-coding function. In the context of plants, two types of these molecules
manifest: microRNAs and small interfering RNAs. Studies conducted in Brazil by the
Abreu et al., in 2014 identified 11 microRNAs produced in response to meleira

disease, which regulate certain defense mechanisms during the pre-flowering stage.

In this regard, the aim of this work is to identify the diverse populations of small RNAs
expressed during the pre-flowering stage during PMeV-Mx infection in Carica
papaya Maradol variety. The results of this study represent the first approach to

understand the populations of small RNAs produced.
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INTRODUCCION

Los RNA pequefios no codificantes, desempefian un papel diverso en una variedad de
procesos reguladores en las plantas, y tienen un impacto significativo en la fisiopatologia
de enfermedades vegetales, lo que los convierte en objetivos potenciales para la
intervencion en las enfermedades virales que infectan a las plantas. Cuando las plantas
enfrentan patdégenos virales, activan respuestas de defensa, incluyendo el silenciamiento
génico de RNA, un mecanismo gue regula la expresion de genes mediante la sintesis de
RNA pequefios (sSRNA) a partir de moléculas precursoras de RNA de doble cadena dsRNA.
Estos sSRNA, con una longitud de alrededor de 20-25 nucleétidos, interactian con complejos
enzimaticos formados por Dicer y Argonaut, para reconocer secuencias complementarias
de DNA o RNA para unirse. Este proceso bloquea la transcripcion o induce la degradacion
de los transcritos, o acidos nucleicos virales, resultando en el silenciamiento génico, tanto
a nivel transcripcional como post-transcripcional. La infeccion viral se asocia con la sintesis
de RNAs de interferencia virales (vsRNA) y con el desarrollo de la enfermedad en la planta
(Akbar, et al., 2022).

La papaya (Carica papaya), un cultivo de gran importancia en América Latina, enfrenta
desafios notables debido a diversas enfermedades virales que afectan la calidad vy
produccién de frutos. Entre estas destaca el complejo de virus que causa la Meleira, que
ha ganado importancia a nivel mundial debido a sus sintomas agresivos, manifestandose
tras la floracién y generando pérdidas considerables en los cultivos comerciales (SADER,
2021). Debido a gue los sintomas aparecen en etapas avanzadas y principalmente en los
frutos, se ha planteado que las plantas afectadas muestran una respuesta temprana de
resistencia sistémica adquirida (SAR) en las hojas, lo que sugiere una interaccién anticipada
con el virus antes de que los sintomas se manifiesten en los frutos. Este sistema de
respuesta temprana puede involucrar la sintesis de RNA pequefios y su interaccion con los

mecanismos de defensa de la planta (Sa-Antunes, et al., 2020).




INTRODUCCION

En este proyecto, se buscé identificar y categorizar las diversas poblaciones de sRNA
presentes en las hojas de plantas de Carica papaya var. Maradol, tanto en condiciones
sanas como infectadas con PMeV-Mx, durante la etapa de prefloracion. Ademas, se
detectaron los RNA de interferencia derivados especificamente de PMeV-Mx con el fin de
ampliar la comprensién de las interacciones entre los RNA pequefios y los virus en las
plantas de papaya, lo que podria tener implicaciones significativas en el desarrollo de

estrategias de manejo de enfermedades virales en los cultivos de papaya.
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ANTECEDENTES

1.1 Cultivo de la papaya

La papaya, Carica papaya L., pertenece a la familia Caricaceae es una planta herbacea de
crecimiento arborescente relativamente rapido, puede alcanzar una altura que va desde 1.8
m en el caso de cultivares comerciales, hasta 6.1 m en los ejemplares silvestres. Se
caracteriza por tener un solo tallo hueco, erecto, grueso de 20-30 cm de diametro, presenta
un gran numero de hojas grandes y lobuladas. Su sistema radicular esta formado por una
raiz primaria y raices secundarias. Las inflorescencias son ramificadas, las accesiones
silvestres son dioicas, es decir presentan ya sea, flores femeninas o masculinas, mientras

gue, en las variedades comerciales, ademas se presentan plantas con flores hermafroditas

por lo que se considera que es una planta poligama (Lee et al., 2005) (Fig. 1.1).

Figur 1.1 Plantas de C. papaya. A) Silvestre, B) Comercial, variedad Maradol.

(fotografia. G. Fuentes, Tomada de Girobn-Ramirez et al., 2023).
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El cultivo de papaya es una actividad productiva de Centro y Sudamérica. México es uno
de los principales productores y exportadores de papaya. Actualmente, es el primer
exportador hacia Estados Unidos. Asimismo, la papaya es un producto de consumo
doméstico, siendo las variedades mas comunes en cultivos: Maradol roja, Criolla, Amarilla
y Hawaiana (Tipo solo) (Madrigal et al. 2013). La papaya es producida en 19 entidades del
pais, donde en el 2020 lideraron, Oaxaca (31.2%), Colima (17.6%) y Chiapas (14.1%)
estados que aportaron el 70% del volumen total nacional colocando a México en tercer lugar
en el mercado internacional (SADER, 2021). ElI 90% de la papaya que se produce en México
es de la variedad Maradol.

Los cultivos comerciales de papaya se ven afectados por enfermedades que tienen
etiologias bioticas y abidticas que afectan la calidad del fruto, provocando grandes pérdidas
econémicas. Las enfermedades que mas predominan son de tipo viral y flngicas.
Actualmente, la enfermedad con mayor presencia en los cultivos es de tipo fangico, llamada
antracnosis, causada por hongos del género Colletrotrichum. En menor orden de
predominancia se presentan las enfermedades bacterianas. La enfermedad viral mas
importante es la mancha anular, causada por el Virus de la mancha anular de la papaya
(PRSV-P por sus siglas en inglés) que tiene presencia mundial y que afecta severamente
la produccién de frutos (Fauquet et al., 2005). Otra enfermedad viral que esta tomando
mucha importancia a nivel mundial recientemente es la meleira de la papaya o enfermedad
pegajosa (PSD), debido a la presencia de sus sintomas extremadamente agresivos y que
aparecen después de la floracién, dejando grandes pérdidas en los cultivos comerciales

(Revisado por Sa-Antunes et al., 2020).
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1.2 Enfermedad de la meleira de la papaya

La meleira de la papaya fue detectada por primera vez en Brasil en los afos 80 del siglo
pasado. Su sintomatologia se caracteriza por la exudacién espontanea anormal de latex
acuoso en los frutos que tarda mas de 2 minutos en coagular (Figura 2b, panel izquierdo).
El latex se oxida al entrar en contacto con el oxigeno y provoca gue el fruto y el borde de
las hojas tengan manchas oscuras (Maciel-Zambolim et al., 2003) (Figura 1.2). También,
la pulpa de la fruta presenta pequefias manchas con una consistencia mas suave (Figura
1.2 C) (Perez-Brito et al., 2012).

En México en el afio 2008, se observaron sintomas similares a la meleira de la papaya en
plantaciones de papaya ubicada en el estado de Quintana Roo, México (Pérez-Brito et al.,
2012).

~ N Is
Figura 1.2. Sintomatologia de la meleira de la papaya en frutos y hojas de papaya. a) Manchas

por oxidacién del latex. b) Comparacion de la exudacion del latex de un fruto sano y otro infectado.
¢) Manchas en la pulpa del fruto. d) Necrosis en las hojas jévenes de la planta (Tomado de Perez-

Brito et al., 2012).
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1.3 Virus de la meleira de la papaya (PMeV)

En 1993 Kitajima y colaboradores identificaron particulas isométricas de 50 nm en los
laticiferos de las plantas de papaya enfermas y un RNA bicatenario (dAsRNA) estimado en
10-12 kb. En 2003 Maciel-Zambolim y colaboradores realizaron la purificacion particulas
virales del latex de frutos papaya y las utilizaron para inocular plantulas de papaya sanas,
que posteriormente desarrollaron sintomas tipicos de meleira. Al extraer cidos nucleicos
de las particulas purificadas, identificaron dsRNA, que migraba en geles de agarosa a una
altura de 12 kb con marcadores de DNA. Con estos experimentos confirmaron que el agente
causal de la enfermedad era un virus con genoma de dsRNA designado Virus de la meleira
de la papaya (PMeV). En el afio 2015, Abreu y colaboradores, reportaron la primera
secuencia completa y organizada del genoma de 8.7 kb de PMeV, aislado en la Regién
Norte (RN) de Brasil (PMeV-RN), el cual contiene dos marcos de lectura abiertos (ORF)
que codifican una proteina de la capside (CP) y una RNA polimerasa dependiente de RNA
(RdRp) (Abreu, et al.,2015). Este genoma viral guardaba relacion estrecha con miembros
de la familia Totiviridae, pero recientemente se lo ha propuesto en la familia tentativa
Fusagraviridae (Maurastoni et al., 2023). Posteriormente, se secuencidé un genoma de
PMeV de 8,809 nt, aislado de Espiritu Santo, Brasil (PMeV-ES), que interesantemente
comparte una baja identidad de secuencias proteicas con PMeV-RN, 75% parala CPy 67%
para la RARP (Sa-Antunes, et al., 2016) representado en la Figura 1.3.

Y
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Figura 1.3 Representaciéon grafica de la organizacion del Virus de la meleira de la Papaya,
aislado ES, Brasil. CP representa la proteina de la cdpside putativa, y RdRP, la RNA polimerasa
(Modificado de Sa-Antunes, et al., 2016).

1.4 Virus de la meleira de la papaya en México (PMeV-Mx)

En el 2008, se observaron sintomas similares a los de meleira en plantaciones de papaya

Maradol de la Peninsula de Yucatan, México, encontrando un RNA extraido del latex de
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frutos en el cual se observaban dos bandas de que migraban a la altura de 10y 4.5 Kb en
marcadores de DNA. La enfermedad también podria transmitirse a través del latex de
papaya infectada a plantas sanas (Perez-Brito et al., 2012). El grupo de trabajo de la Dra.
Lopez Ochoa obtuvo en 2011 una secuencia de 1154 pb, que al ser traducida codifica una
RdRP con 42% de identidad a la RARP de miembros del género umbravirus. Como también
se identificaron fragmentos con alta identidad a dicha secuencia en plantas infectadas de
Brasil, al virus identificado se le denominé variante mexicana del virus de la meleira de la
papaya (PMeV-Mx) (Zamudio-Moreno et al 2015). Meses mas tarde, cuando se publico el
genoma del PMeV (Abreu et al., 2015), fue evidente que PMeV-Mx corresponde a un virus
nuevo, distinto al PMeV y no una variante de este. Actualmente, en el grupo de trabajo se
cuenta con el genoma completo de PMeV-Mx, el cual tiene un genoma de ssRNA de 4,346
nucleotidos, con dos marcos de lectura abiertos (ORF), seguidos de un RNA largo no
codificante (Figura 1.4 A) (Toriz-Bravo., et al., sometido). EIl ORF1 codifica una proteina no
caracterizada, mientras que el ORF2 codifica la RdRp. Al igual que los Umbravirus, el
genoma de PMeV-Mx carece de una proteina de la capside. PMeV-Mx es considerado
como un virus similar a umbravirus. PMeV-Mx se transmite por semillas y por la chicharra

Empoasca papayae (Garcia-Camara et al., 2019; Tapia-Tusell et al., 2015).

1.5 Umbravirus

Umbravirus es un género virus vegetales perteneciente a la familia Tombusviridae cuyo
genoma carece de un ORF para una proteina de la capside y contiene cuatro ORF. ORF1
codifica una proteina de 30 a 32 kDa que posiblemente es auxiliar de la replicacién, como
en otros géneros de la familia Tombusviridae. El ORF2 una RdRP, ORF3 y ORF codifican
para proteinas del movimiento viral. Los umbravirus, al carecer de una capside, dependen
de un virus ayudador para llevar a cabo la encapsidacion y la transmision por insectos
(Ryabov y Taliansky, 2021).

1.6 Complejos de virus asociados a la meleira de la papaya

En Ecuador se reporto la secuencia parcial de un virus relacionado filogenéticamente con

PMeV-Mx, en plantas de papaya que presentaban sintomas de mancha anular de la
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papaya, en el que se encontrd al PRSV y un virus similar a umbravirus, al que se denominoé
papaya virus Q (PpVQ). Este ultimo comparte hasta un 70% de identidad con PMeV-Mx
(Quito-Avila, et al., 2015) (Figura 1.4 C). Recientemente se reportd la meleira de la papaya
en Ecuador, encontrandose en las plantas sintomaticas, tanto al PpVQ como a un virus muy
similar al PMeV de Brasil, estableciendo que para que se produzca la enfermedad se
requiere la presencia de ambos virus (Quito-Avila, et al., 2023). Asi mismo, en 2016 en
Brasil, se mostré que las plantas con sintomas de meleira estaban infectadas con dos virus,
PMeV y un virus similar a PMeV-Mx y a PpVQ, al que se denominé Virus de la meleira de
la papaya 2 (PMeV2) (Figura 1.4 B) (Sa-Antunes et al., 2016). En estas plantas se
observaron dos poblaciones de particulas virales, unas que contenian al dsRNA de PMeV
y otras al ssSRNA de PMeV2, por lo que se planteé que al igual que los Umbravirus, los virus
similares a umbravirus de papaya, en particular PMeV2, requieren de un virus ayudador
para su transmision por vectores, aunque esto aun no se ha demostrado (Sa-Antunes et
al., 2016). Actualmente se conoce la secuencia gendmica de cuatro virus similares a
Umbravirus asociados a la meleira de la papaya: PMeV-Mx, PpVQ, PMeV2 y Babaco virus
Q (Figura 1.4 C). Este ultimo en plantas de babaco, o papaya de monte, un pariente
silvestre de papaya (Cornejo Franco, et al.,, 2021). El genoma de los virus similares a
umbravirus asociados a la meleira de la papaya tiene de 3600 a 4500 nucledétidos (nt) de
largo, contiene dos ORFs y un RNA largo no codificante (INncRNA). Su organizacion

gendmica se esquematiza en la Figura 1.4.

La meleira también se ha extendido a Australia (Pathania et al., 2019), donde se encontrd
a un virus similar a umbravirus asociado a la enfermedad, el cual, al igual que PMeV-Mx
(Tapia-Tusell, et al., 2015) también se transmite por semillas (Pathania et al., 2019). En
México y Australia aln no se ha identificado al Fusagravirus equivalente al PMeV. A pesar
de que el genoma de PMeV-Mx comparte hasta 71% de identidad a nivel de nucleétidos
con PMeV2 y PpVQ (Quito-Avila, et al., 2023; Toriz-Bravo et al., sometido; Sa-Antunes et

al., 2016) estos se consideran especies distintas de virus (Toriz-Bravo et al., sometido).
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Figura 1.4 Representacion gréfica de la organizacion gendmica de los virus similares a
umbravirus asociados a la meleira de la papaya. a) PMeV-Mx, b) PMeV2, c) PpVQ d) BabVQ.

(Toriz-Bravo et al., sometido).
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1.7 RNA pequefios en plantas

Los sRNA desempefian un papel esencial en las plantas para regular de la expresion génica
y de esta manera controlar procesos esenciales de desarrollo y crecimiento, asi como en la
respuesta al estrés bidtico y abiotico (Dexheimer et al., 2020). Por lo general, la longitud de
los sSRNA varia de 18 a 26 nt, aunque se han encontrado hasta de 30 nt (Bartel et al., 2018).
En términos de clasificacion, los sRNA de plantas se dividen principalmente en dos
categorias: los microRNA (miRNA) y los RNA pequefios de interferencia (SiRNA) (Deng et
al., 2022). Los miRNA regulan negativamente la expresion de genes enddgenos a través
del corte de RNA mensajeros (mMRNA) blanco, la represion de la traduccion o la metilacion
del DNA, de esta forma controlan multiples procesos del desarrollo de las plantas como: el
desarrollo del meristemo, el establecimiento de la polaridad celular y los limites de los
organos laterales, el crecimiento de los érganos vegetativos y reproductivos y la formacion
de patrones foliares; asi como respuestas al estrés abidtico y biético (Li et al., 2023).

La sintesis de los miRNA inicia por la transcripcion de un gen MIR, cuyo transcrito
primario (pri-miRNA) no codificante se pliega sobre si mismo para formar una estructura
secundaria de horquilla (tallo y asa) que luego se procesa por enzimas endonucleasas
llamadas Dicer-like (DCL) en un transcrito precursor (pre-miRNA) mas corto, para
finalmente producir sRNA de 21 a 23 nt (Figura 1.5) (lvanova et al., 2022).

Por otro lado, los siRNA son moléculas de dsRNA de 21 a 24 nt que derivan de
transcritos de doble cadena provenientes de diferentes origenes, enddgenos o exégenos
(como los RNA virales) que se subdividen en varias categorias: 1) sSiRNA derivados de RNA
enddgenos activados por virus, de 21 y 22 nt (vasi-RNA); 2) sRNA de interferencia
derivados de RNA virales (vsiRNA); 3) transcritos antisentido naturales (nat-siRNA ) de 21
a 24 nt; 4) siRNA derivados de horquillas (hp-siRNA); 5) siRNA que actdan en trans (tasi-
RNA), especificamente en factores de transcripcion 6) siRNA en fase (phasi-iRNA), de 21
a 24 nt, activados por RNA enddgenos derivados de un miRNA; 7) iRNA heterocromatico
(het-siRNA) de 24 nt, generado por DCL3; siRNA asociados epigenéticamente (easi-RNA)
de 21 nt derivados de transposones, debido a la pérdida de metilacion dependiente de RNA.
Cada uno de estos tipos de siRNA tienen origen y via de sintesis distinta, e involucran

precursores y enzimas especificos (Pantaleo, et al., 2021) (Figura 1.5). EI RNAI tiene varios
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componentes conservados: 1) regiones de dsRNA perfectos (apareamientos sin
interrupciones o mismatches) o dsRNA imperfectos que son procesados por enzimas DCL
en siRNA de 21 a 24 nt; 2) los siRNA se dirigen a la proteina Argonauta (AGO) para formar
parte del complejo de silenciamiento inducido por RNA (RISC); 3) los siRNA guian al
complejo RISC para unirse de manera especifica a los acidos nucleicos para ejercer su
funcién, ya sea en silenciamiento transcripcional (TGS) o postranscripcional (PTGS). El
TGS interactta con diversos componentes del genoma de las plantas, incluyendo genes y
elementos transponibles para afectar la produccion de transcritos. El PTGS actla sobre
transcritos blancos especificos a traves de la complementariedad de secuencias,
induciendo la degradacion del mRNA. Este por lo general se dirige a mRNA enddgenos e
incluye a miRNA, tasi-RNA, nat-siRNA y phasi-RNA (Pantaleo, et al., 2021).

Las proteinas Dicer-like (DCL) son actores clave que generan sRNA de diferentes
longitudes, que varian de 21 a 26 nt. Por ejemplo, DCL1 produce miRNA de 21y 22 nt,
mientras que DCL2, DCL3 y DCL4 generan sRNA de 22, 24 y 21 nt, respectivamente, a
partir de sustratos de RNA de doble cadena largos. La diversidad de las proteinas DCL
contribuye a la especificidad de los RNA pequefios producidos (Figura 1.5) (lvanova et al.,
2022).

11
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Figura 1.5. Esquema de la biogénesis de los RNA pequefios. Sintesis de a) miRNA a partir del
gen MIR, b) iRNA que actian a nivel postranscripcional, c) iRNA que son activados por miRNA d)
iRNA que actlan en la heterocromatina, €) iRNA de interferencia virales a a partir de una doble

cadena (Tomado de lvanova et al., 2022).

1.8 RNA de interferencia (iRNA) en la interaccion planta-virus

Cuando un virus infecta una planta comienza su ciclo replicativo utilizando sus recursos

metabdlicos. Durante este proceso, las particulas virales se desplazan de célula u érgano

a través de los plasmodesmos o tejidos del floema, lo que puede desencadenar una

infeccion sistémica. En este momento se puede activar el proceso de iRNA viral como

mecanismo de defensa de las plantas, para degradar los genomas virales, en el caso de

virus con genomas de RNA, o para afectar la sintesis de los transcritos virales o degradar

dichos transcritos (Pantaleon, et al., 2021).

12




CAPITULO |

La maguinaria de defensa antiviral de las plantas se activa al detectar dsRNA virales,
cuyo origen varia: 1) genomas virales de dsRNA, como los endornavirus o el fusagravirus,
gue incluyen al PMeV; 2) estados replicativos de virus con genomas de ssRNA, como los
virus similares a umbravirus ; 4) productos de la transcripcion bidereccional de genes
sobrelapados (en sentido directo y antisentido), como en el caso de los geminivirus; 4)
estructuras de RNA tipo horquillas o pseudonudos de genomas de virus de ssRNA; 5)
dsRNAs producidos por una RNA polimerasa dependiente de RNA de la planta (RDR), al
reconocer RNA virales. Una vez detectados los dsRNA virales, enzimas DCLs asociadas
con enzimas DBRs para producir dsRNA de 21 a 24 nt llamados vsi-RNA primarios. Los
dsRNA virales citoplasmicos (de los virus de genomas de RNA) son procesados por DCL 2
y 4, mientras que los dsRNA virales nucleares, derivados de virus genomas de DNA, son
procesados por DCL1 y 3 (Garcia-Ruiz et al., 2010; Rosa et al., 2018; Incarbone et al.,
2013). Posteriormente los vsiRNA de cadena doble, se incorporan a AGO y al complejo
RISC, donde se elimina la cadena pasajera, mientras que la cadera de RNA guia dirige al
complejo RISC, para atacar el genoma o transcritos virales (Pantaleo, et al., 2021).

Se han hecho numerosos trabajos para identificar miRNA y vsiRNA producidos
durante la interaccién planta virus, y asi entender los mecanismos de defensa de la planta
contra la infeccién viral. En papaya se han identificado previamente varios miRNA, que se
describen en el siguiente apartado, pero no hay reportes de la identificacion de vsiRNA en

respuesta la infeccion por virus.

Se ha reportado que combinaciones diferentes de virus y plantas pueden generar
vsiRNA con caracteristicas distintas, lo que puede conduce a la diferencia de sintomas. Los
perfiles de vsiRNA cambian en diferentes plantas infectadas con el mismo virus. Por
ejemplo, las caracteristicas de los vsiRNA derivados de la infeccion del Virus de la marchitez
manchada del tomate (TSWV) en Solanum lycopersicum y Nicotiana benthamiana fueron
significativamente diferentes (Milter et al., 2013). También se ha visto que los vsiRNA
presentan diferentes caracteristicas en la misma especie de planta infectada con diferentes
cepas de virus: por ejemplo, los perfiles de vsiRNA variaron entre las plantas de Solanum
tuberosum infectadas con diferentes cepas del virus Y de la papa (PVY), probablemente

debido a las diferentes respuestas al silenciamiento del RNA (Naveed, et al., 2014).
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1.9 microRNA en C. papaya

Diversos estudios han explorado el transcriptoma y la expresién génica de la papaya en
diferentes tejidos y en respuesta a distintos estimulos. En 2007, se realiz6é un estudio para
identificar genes expresados en las raices de la papaya, con el fin de entender su funcion
en el desarrollo y la defensa de la planta. Este estudio permitié identificar genes
relacionados con la defensa contra patégenos, interaccién planta-virus, estrés abiotico y
desarrollo vegetal, asi como RNA no codificantes y el precursor del miR162a, el primer
microRNA identificado en la papaya (Porter et al., 2007). En 2012, se identificaron 60
MiRNA en papaya variedad SunUp, 24 conservados en otras especies vegetales y 36
nuevos especificos de papaya. Se encontré mayor acumulacién de lecturas de 21y 24 nt
en hojas de plantas infectadas por PRSV que, en hojas sanas, asi como mayor expresion
de siete mMiRNA* en hojas infectadas (Aryal, et al., 2012). En 2013, empleando
secuenciacibn masiva, se identificaron 75 miRNA en papaya conservados en otras
especies, de los cuales miR156 and miR535 se expresaron altamente en hojas de papaya.
También identificaron 11 miRNA nuevos especificos de papaya y se predijeron los genes
blanco, entre ellos el gene Argonauta 1, afectado por miR168 y miR530 (Liang et al., 2013).
En 2014, Abreu y colaboradores alinearon los 75 miRNA conocidos de payaya logrando
identificar 72 familias, con 462 secuencias distintas, de los cuales seleccionaron 11 miRNA
para andlisis por gqRT-PCR en hojas de plantas sanas e infectadas con el complejo
PMeV/PMeV2 en Brasil. La expresion de miR164, miR172, miR396 y miR399, implicados
en la respuesta a estrés bidtico, aumenté en plantas infectadas. También se observé que
mMiR162, miR398 y miR408, cuyos blancos regulan el proteasoma, incrementé en plantas
con baja carga viral, pero disminuyé al incrementar la carga viral (Abreu et al., 2014). En
2021, se realiz6 un estudio comparativo de sRNA durante la maduraciéon de frutos en
papaya, donde se identificaron 213 miRNA, de los cuales 44 eran miRNA conocidos y 169
eran nuevos (Cai, et al., 2021). Finalmente, en 2022, se complet6 el ensamblaje del genoma
de la papaya SunUp, lo que permiti6 la identificacion de 90 nuevos microRNAs, pero estos
no estan disponibles en las bases de datos (Yue et al., 2022). Aunque se conocen
aproximadamente 213 miRNA identificados en el genoma de papaya, hasta ahora solo se

ha elucidado la funcion de algunos de ellos. Esta informacion ha sido crucial para mejorar

14




CAPITULO |

nuestra comprensién de la regulacion génica en la papaya y su relacién con diversos

procesos bioldgicos.

1.10 RNA largos no codificantes en virus

Los RNA largos no codificantes (IncRNA) representan una categoria de RNA con una
longitud superior a 200 nt que no participan en la sintesis de proteinas. Estan presentes en
animales, plantas y levaduras, procariotas y virus. En plantas los INcRNA cuentan con una
variedad de funciones, incluida la regulacién postranscripcional y la infecciéon con virus
(Shrestha et al., 2020). Durante la infeccidn viral, se ha observado que la célula hospedera
produce multiples INncRNA como respuesta contra la infeccion. Paralelamente, los propios
virus también generan INcRNA como parte de su estrategia para resistir la actividad antiviral
celular (Liu et al., 2017). También, se ha observado que los INncRNA son precursores de
RNA pequefios que funcionan como reguladores negativos o positivos de la inmunidad de
las plantas (Wang et al., 2023).

1.11 Estructuras secundarias en regiones codificantes y no codificantes en
umbravirus y virus similares a umbravirus

Los genomas de los umbravirus y virus similares a umbravirus, presentan sefiales
(secuencias y estructuras de RNA) para llevar a cabo el desplazamiento del marco de
lectura en un nucleétido y con esto, producir una proteina de fusién del ORF1 y el ORF2-1
(Liu et al., 2021). Asi mismo, existen otras estructuras secundarias en el genoma de estos
virus, que pueden tener diversas funciones, por ejemplo, para la replicacién del genoma
viral y la traduccion de sus proteinas (Liu et al., 2021), tal como ocurre en el Virus de las
enaciones de los chicharos (PEMV), un umbravirus, y en virus del género Carmovirus,
ambos de la familia Tombusviridae (Panaviene, et al.,, 2005). PMeV-Mx presenta
estructuras secundarias en el extremo 3"terminal del PMeV-Mx, una horquilla denominada
H5 que contiene 4 guanidinas (5°GGGG 3") en el bucle de la horquilla H5, la cual podria
formar un Pseudonudo, denominado W1, al interactuar con cuatro citocinas (5°GGGG3")
del extremo 3" terminal del genoma viral (Toriz-Bravo, 2022; Toriz-Bravo et al., sometido)

tal como ocurre en algunos miembros de los géneros Umbravirus , Carmovirus y
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Tombusvirus (McCormack et al., 2008; Kwon et al., 2021), en los cuales, estas estructuras

estan asociadas a la replicacion (Panaviene et al., 2003).

1.12 Secuenciacién de nueva generaciéon para la identificacion de RNA pequefios

Hace 20 afios, se lanzaron al mercado tecnologias de secuenciacidon de préxima generacion
(NGS). En la actualidad, es més preciso referirse a ello como secuenciacion masiva, ya que
han salido nuevas generaciones de secuenciadores que emplean diversas tecnologias
simultdneamente. Entre ellas, se incluye la secuenciacion por ligacién (Sequencing by
Oligonucleotide Ligation and Detection) del equipo SOLID, introducido al mercado en 2007
por Life Technologies y ahora descontinuado. Asimismo, destaca la secuenciacion por
sintesis y semiconduccion del lon Torrent. La secuenciacion por sintesis en clusters de la
empresa Solexa, mas tarde adquirida por lllumina y en secuenciadores posteriores como el
MiSeq o HiSeq desde 2011 (Maiden et al., 2013). La secuenciacién masiva por lllumina ha
permitido la deteccion de una gran cantidad de sRNA involucrados en diversos procesos y
funciones bioldgicas. El procedimiento implica aislar los sRNA del resto de moléculas
biolégicas presentes en las células y tejidos de las plantas, excluyendo incluso los RNA de
alto peso molecular. Luego, se purifican y, mediante la unién de adaptadores de RNA, se
preparan bibliotecas que implican la sintesis de DNA complementario (cDNA) y la unién de
adaptadores, para la secuenciacién masiva de toda la poblacién de sRNA. Esta técnica de
secuenciaciéon permite identificar tanto SRNA previamente conocidos como nuevos, incluso
si son escasos en cantidad. Después de aplicar las técnicas de andlisis bioinformatico a la
poblacion de sRNA, se pueden comparar y medir la cantidad en que un sRNA especifico
se acumuld con respecto a un control, de esta manera, se pueden identificar RNA pequefios

con patrones de acumulacion alterados debido al tratamiento (Payet et al., 2023).
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JUSTIFICACION

El silenciamiento génico es un mecanismo para controlar procesos del desarrollo y defensa
de las plantas contra patégenos, mediante el control de la expresion génica. Se caracteriza
por la produccion de sRNAs que tienen diversas funciones, pero que que se clasifican en
dos tipos principales, miRNA y siRNA. Se han reportado distintas especies virales
asociadas a la meleira de la papaya, la cual ha adquirido relevancia a nivel global debido a
sus sintomas agresivos que aparecen después de la floracion, causando grandes pérdidas
en los cultivos. La enfermedad en Brasil y Ecuador es causada por un complejo de dos
virus; uno de genoma de dsRNA llamado PMeV y uno de genoma de ssRNA similar a
Umbravirus, llamado PMeV2 en Brasil y PpVQ en Ecuador. En México, se ha identificado
un genoma viral de ssRNA con 70% de identidad al PMeV2 y a PpVQ, denominado PMeV-
Mx. Estos virus, denominados similares a umbravirus, se consideran especies distintintas y
contienen dos ORF seguidos de un RNA largo no codificante (IncRNA). Los INcCRNA tienen
la capacidad de formar estructuras secundarias en sus regiones no traducidas, lo cual
puede inducir la sintesis de vsiRNA. A la fecha se han identificado 213 microRNA en
papaya, de los cuales se han caracterizado 11 que en participan respuesta a la infeccién
de papaya por el complejo PMeV/PMeV2. También se han identificado algunos miRNA
asociados a la respuesta a PRSV en papaya de la variedad SunUp. Pero no se han hecho
estudios de los perfiles globales de miRNA y siRNA, en respuesta a la infeccién por virus
en papaya. En virtud de que los virus asociados a la meleira de la papaya en Ecuador, Brasil
y México sin distintos, y a que distintas cepas virales pueden producir distintos perfiles de
sRNA en las plantas, es necesario hacer una caracterizacion completa de los sRNA
producidos en respuesta a la meleira de la papaya. En este trabajo se buscé identificar y
categorizar las distintas poblaciones de sRNA presentes en las hojas de Carica papaya var.
Maradol en respuesta a la infeccion por PMeV-Mx, en la etapa de prefloracion, a fin de
identificar SRNAs enddgenos que se expresen diferencialmente en plantas infectadas y
sanas, asi como sviRNA, como parte del mecanismo de defensa de las plantas de papaya.

Estos estudios sentaran las bases de futuras estrategias de control de la enfermedad.
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Preguntas de investigacion:

1. ¢Qué RNAs pequefios se producen diferencialmente entre plantas sanas e
infectadas con PMeV-Mx en hojas de Carica papaya var maradol en la etapa de
prefloracion?

2. ¢Qué regiones del genoma de PMeV-Mx son blanco del silenciamiento génico?

Objetivo general:

Identificar y categorizar las distintas poblaciones de RNAs pequefios en hojas de Carica
papaya var. Maradol sanas e infectadas con PMeV-Mx en la etapa de prefloracion.

Objetivos especificos:

1. Identificar los microRNA (miRNA) producidos en plantas de papaya infectadas con
PMeV-Mx.

2. Identificar los RNA de interferencia (iRNA) producidos en plantas de papaya durante
la infeccion con PMeV-Mx.

3. Determinar los RNA de interferencia virales (ViRNA) derivados de PMeV-Mx durante

el proceso de infeccién en plantas de papaya.
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ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

El trabajo de investigacion se dividio en dos partes:

Germinacion de lsemillas
de C. papaya var.
Maradal.

]

Inoculacion de plantas de
papaya con PMeV-Mx.

I

Deteccion de PMeV-Mx
por RT-PCR.

}

Colecta de las hojas a

los 90 dias pdi.

I

Extraccion de RMA total |

I

Liofilizacion y envio a
Novogene

Realizado por
Novogene

Analisis bi

Construccion de las
librerias

!

Secuenciacion de sRMNA
por lllumina

oinformatico l

Preprocesamiento de los
datos.

l Objetivo 1

Identificacion de
microRMA conocidos y
de novo.,

L Objetivo 2

ldentificacion de los
RMAI virales.

'

Objetivo 3

Identificacion de los
EMAI de la planta.
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CAPITULO I
MATERIALES Y METODOS

2.1 Obtencion del material vegetal

Se germinaron semillas de C. papaya var. Maradol en un invernadero del Centro de
Investigaciéon Cientifica de Yucatan, A.C. en jaulas con malla antiafidos. Se les aplico un
tratamiento pre-germinativo que consistido en remojarlas en agua potable por 15 min, esto
sirvid para eliminar la sarcotesta, posteriormente, en un matraz de 2 L se colocaron 30
semillas de papaya y se agregd 1 L de solucién de KNOs (50 g/L), se puso en agitacion
constante para favorecer la oxigenacion por un periodo de 48 -72 hrs a 30 °C, se realizaron
decantaciones cada 24 hrs con solucién nueva de KNOs, transcurrido ese tiempo se
decantd la solucién. Seguidamente se agregaron 100 mL de solucién de GAs a 400 ppm (1
g/L) y se dej6é incubar a 35°C por 2-3 hrs en agitacién constante. Para el tratamiento
germinativo, se decantd la solucién de GAs y se colocaron las semillas en franelas himedas
(previamente esterilizadas) y se cubrieron con las mismas para mantener su temperatura.
Las franelas con las semillas se colocaron en una cdmara de germinacion acondicionada
de 30 a 35°C. En la camara de germinacion, cada 4 horas se humedecieron las franelas
con un atomizador, evitando el exceso de humedad. Después del tercer dia se superviso la
germinacion de las semillas y aproximadamente a los 15 dias se observé el inicio de la
germinacion. Para el trasplante a charolas, se coloco el sustrato himedo Peat Most: agrolita
(2:1) en las charolas de plastico (27 cm de ancho x 54 cm de largo y 5.5 cm de altura) de
50 cavidades, se procedio a trasplantar las semillas a los 15 dias después de sembradas.
Las charolas se mantuvieron a una temperatura de 30 £ 2 °C, 65 + 2 % de humedad relativa
y 200 umol m-2 s-1 de luz, hasta observar la presencia del par de hojas cotiledonarias.
Seguidamente, las plantas al presentar 4 hojas verdaderas fueron trasplantadas a bolsas

negras donde crecieron hasta los 2 meses en el invernadero.

2.2 Inoculaciéon con PMeV-Mx

Como fuente de indculo se utilizo latex de frutos inmaduros de plantas mantenidas en casa
sombra positivas para PMeV-Mx. Para ello, fue importante lavar el fruto con detergente

liquido, agua y una esponja suave, seguidamente se enjuago el fruto con abundante agua
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destilada. El latex se obtuvo mediante ralladuras en la superficie del fruto con un filo de
bisturi estéril. En tubos cénicos de 15 mL se colectd el latex, por cada 1 mL de latex se
diluyé en 1 mL de amortiguador de citrato de amonio 0.1 M (pH 6.5) se mezcl6 bien, para
su posterior uso. Previo a la inoculacién se hizo una dilucién 1:1 con amortiguador de
fosfatos pH6.0, como se reportd previamente (Zamudio-Moreno, et al., 2015). Se inocularon
plantas sanas de C. papaya L. var. Maradol inyectando 500 pL de la solucion de latex/citrato
de amonio/ Amortiguador de fosfatos en el meristemo apical de las plantas de plantas
sanas, usando una jeringa estéril (insulina), en un cuarto de crecimiento del invernadero,
gue tenia una temperatura de 32°C +2 °C. Como controles negativos (plantas sanas) se
inocularon plantas anicamente con amortiguador de fosfatos pH 6,0. Se evalué la presencia
de PMeV-Mx en todas las plantas cada 7 dias durante 20 dias después de la inoculacion.

2.3 Deteccion de PMeV-Mx por RT-PCR

Para verificar que las plantas se inocularon eficazmente con el PMeV-Mx, se realiz6 la
deteccion mediante RT-PCR. Para ello, se colecté un fragmento de hoja cercano al sitio de
la inoculacion y se realizé la extraccion del RNA total. Seguidamente se realizo la sintesis
de cDNA utilizando 100 ng de RNA total y 2, tal como se describe en Zamudio Moreno et
al., 2015.

Tabla 2.1 Reactivos para la sintesis de la primera cadena
Reactivos

10 U de transcriptasa reversa murina (M-MuLV RT)

50 ng de hexameros al azar
Amortiguador 1X M-MuL V RT
dNTP 0.25 mM

Ditiotreitol 0.25 mM

RNAse OUT (invitrogene)
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Primer se incubaron a 95 °C por 5 minutos una mezcla con el RNA y el agua para eliminar
la estructura secundaria y se transfirié inmediatamente a hielo. Se adicionaron los reactivos
restantes y se incubd la reaccion durante 1 h a 42 °C, posteriormente se detuvo la reaccién
incubando por 15 min a 70 °C, por ultimo, se ajusté en un volumen a 50 pL. La primera

cadena se almaceno a -20 °C hasta su uso.

Tabla 2.2. Reactivos para la mezcla en la deteccidn por RT-PCR de PMeV-Mx
Reactivos para la segunda cadena

Cebadores especificos 0.2 uM

0.2 mM de dNTPs

1.25 U de DNA polimerasa Taq NEBs
Amortiguador Thermo Pol 1X NEBs
2uL de cDNA

Las reacciones de PCR se realizaron utilizando el siguiente programa: 94°C por 4 min, 30
ciclos de 30 s a 94°C, 52°-60°C durante 30 s, 72°C por 1 min y una extension final de 10
min a 72 °C.

2.4 Colecta de material bioldgico

A los 21 dias después de la inoculacion (dpi), se diagnostico la eficiencia de la inoculacién
de PMeV-Mx en C. papaya var. Maradol. Por lo tanto, se procedi6 a trasplantarlas en camas
de tierra en la casa sombra #3, cubierta con malla antiafidos del Centro de Investigaciéon
Cientifica de Yucatan, A.C. bajo condiciones lo mas parecidas a campo. Se recolect6 a los
90 dpi un grupo de tres hojas por planta sana e infectada, que se congelaron

inmediatamente en nitrégeno liquido a y se alamcenaron a -80°C hasta su uso.

2.5 Extraccion de RNA total

Se molieron 100 mg de cada hoja en un mortero con la ayuda de un pistilo, adicionando
constantemente nitrégeno liquido para evitar la descongelacion. El polvo fue transferido a

un tubo de 2 mL, al que se le agregaron 800 pl de amortiguador CTAB junto con 20 pl de
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B-mercaptoetanol. Se agité vigorosamente en un vortex durante 30 segundos a velocidad
maxima. Posteriormente, se incubd durante 15 minutos en un bafio maria a 60°C,
realizando agitacién por inversion cada 2 minutos. Luego se agregd 650 mL de cloroformo:
alcohol isoamilico (24:1) y se dejé incubar durante 20 minutos a -20 °C. Después, se
centrifugd a 13,200 rpm durante 20 minutos a 4°C, se agregd 450 mL de LiCl 7.5 M y se
dejé incubar toda la noche a -80°C. Al dia siguiente, se centrifug6 a 13,500 rpm durante 40
minutos a 4°C para eliminar el sobrenadante. Luego se agreg6é 80 mL de agua ultrapura
junto con 25 pul de etanol al 75% y 10 ul de acetato de sodio 3M a pH 5.2, se dej6 incubar
por 1 hora a -80°C. Posteriormente se centrifugd a 13,500 rpm durante 40 minutos a 4°C,
se elimind el sobrenadante y se agreg6 200 pL de etanol al 75%. Se volvié a centrifugar y
se elimind el sobrenadante. Por ultimo, se re-suspendié la pastilla con 30 puL de agua

ultrapura.

2.6 Cuantificacion y calidad del RNA total

La concentracion del RNA se determiné a 260 nm en un espectrofotometro Nanodrop
ND1000. Laintegridad del RNA se evalué por medio de electroforesis en geles de agarosa
al 1% cargando 5 L, los geles fueron tefiidos con bromuro de etidio y visualizados en una
camara digital de luz UV. La integridad del RNA total empleado para la sintesis de las
bibliotecas de sRNA se evalué empleando el ensayo Qubit Qubit RNA 1Q, y el equipo del

Dr. Jorge Santamaria en la UBT.

2.7 Secuenciacion de los RNA pequefios de la muestra de hojas de C. papaya

Las muestras de RNA total extraido se enviaron a secuenciar a la compafiia Novogene
(sede Hong Kong, China) que utiliza la secuenciacion de nueva generacion (NGS) lllumina
con la plataforma Miseq Benchtop Sequencer donde se obtuvieron secuencias de 50 pb.
Es importante sefialar que una vez verificada la calidad del RNA se juntaron los RNA de
tres réplicas biol6gicas en un solo tubo, de acuerdo a su condicion de planta sana o
infectada. Y se procesaron de esta manera para la obtencion de las bibliotecas que se

nombraron como sanas e infectadas y su posterior secuenciacion.

23




CAPITULO Il

2.8 Analisis bioinformatico

El andlisis bioinformatico de las secuencias se llevé a cabo utilizando el servidor en linea
usegalaxy.eu (Afgan et al., 2016). La pipeline consté de tres pasos o modulos: 1. Pre-
procesamiento de los datos, para garantizar la calidad de las secuencias; 2. Identificacion
de microRNA por homologia e identificacion de novo; 3. ldentificacion de RNA de
interferencia (iRNA) de origen viral y de planta. El siguiente diagrama se empleo para la
identificacion de los RNA pequefios.

lo1 2
Moduto Objetivo 1
Pro procesamiento de los datos
Secuencilacion Reporte de = Modulo 2
r calidad T
. +[ Obtencidn de N . [ e H Identificacion de microRNA por
o las lecturas v procasadas | homologia
Inkcio cruda Recordeda Remover otros Cur— e
o — adaptadores nCRNA |
[Tl [ identificacion de microRNA de Novo
Objetivo2y 3 !

Modulo 3 I — r

\

[ Identificacion de RNAI | Lectms |||

| fwades |-

Transcripioma de a .
Carica papaye vl o - - ‘
Maracol RNAI de 1g - [ RNAI del Genoma de PhoV.-Mx
planta filtradas virus |
1 !
Lecluras l
fiitradas 5
Cuantificacion de —1
la abundancia de
los RNAI
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2.9 Modulo 1: Pre-procesamiento

En el pre-procesamiento de las secuencias se elimind la contaminacion cruzada de
secuencias que pudieran dar lugar a fragmentos de RNA que no son de interés. Para este
modulo se empleé una metodologia descrita por Freeberg (2017) y disponible en la
plataforma de galaxy.eu. Los parametros establecidos en esta metodologia permanecieron
por default. Se utilizé la herramienta Trim Galore (version 0.67; Felix Krueger, 2012) para
la identificacion y recorte de los adaptadores. La herramienta filter FASTQ (version 0.12.1;
Andrews, 2010) se utilizd para ajustar las secuencias a longitudes comprendidas entre 18
y 29 nt. Con el alineador HISAT2 (version 2.2.1; Kim et al., 2015) se lineraon las secuencias

con la base de datos Rfam (Griffiths-Jones et al.,2003) (https://rfam.xfam.org/) para

identificar y eliminar los RNA no codificantes (ncRNA) de no interés, como son RNA de
transferencia (tRNA), RNA ribosomal (rRNA) y el RNA nucleolar (noRNA).

2.10 Identificacion de microRNA por homologia y de novo en Mirdeep?2

Los miRNA fueron identificados utilizando el software MiRDeep2 (Mackowiak, 2011). El

programa se basa en los siguientes criterios para identificar miRNAs:

1. Realiza la alineacion de las lecturas con el genoma de referencia.

2. Verifica que el numero de lecturas alineadas de miRNA maduro sea mayor a 10, ya que

valores menores podrian deberse a errores en la secuenciacion masiva.

3. Confirma que el resultado de RNAfold sea positivo ("yes"), lo que indica una alta

probabilidad de plegamiento de la secuencia precursora del miRNA.

4. Consulta la base de datos miRBase (https://www.mirbase.org/) para verificar si las
posibles secuencias de miRNA estan reportadas. Las secuencias no encontradas se

consideran como "nuevos miRNA" (miRNA de novo).
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Las secuencias se mapearon al genoma de C. papaya var. Sun Up (CNCB Num. acceso
GWHBFSC00000000; Yue et al., 2022). Posteriormente, se utilizaron los 81 microRNA
conocidos de C. papaya publicados en la base de datos miRBase

(https://www.mirbase.org/) y 440 miRNA de diferentes especies. Se seleccionaron miRNA

putativos cuya puntuacion de calidad fue igual o mayor a 4. Los posibles precursores fueron
seleccionados con base en el alineamiento al genoma, con al menos 10 lecturas alineadas

en una region especifica.

2.11 Determinacion de los RNA de interferencia virales en la interaccion de PMeV-
Mx con Carica papaya var. Maradol

Para identificar de los RNA de interferencia virales (vSiRNA), se eligieron secuencias con
longitudes comprendidas entre 20 nty 26 nt, excluyendo aquellas que se identificaron como
microRNA. Posteriormente, se realizé un alineamiento con el genoma completo de PMeV-
Mx (GenBank, nimero de acceso MG680937; Toriz-Bravo et al., sometido) mediante la
herramienta bowtie2 (version 2.5.0; Langmead et al., 2009). el parametro del mismatch en
bowtie2 se considerd -N = 1, que permite un mismatch entre la lectura y la referencia, Los
demas parametros del alineamiento se mantuvieron con los pardmetros establecidos por el
alineador (Tabla 2.3). Para conocer la cobertura del alineamiento se utilizé la herramienta

samtools coverage (version 1.15.1 Li et al., 2009)

2.12 Visualizaciéon del alineamiento de las secuencias sanas e infectadas alineadas
alos genomas de C. papayay PMeV-Mx

Para visualizar el alineamiento de las secuencias de siRNA con los genomas de C. papaya
y PMeV-Mx, se utilizé el programa MISIS-2 (version 2.1; Jonathan et al., 2016), y el

programa Integrative Genomics Viewer (IGV) (Robinson et al., 2023).

2.13 Prediccion teorica de las estructuras secundarias precursoras de los RNA de
interferencia virales con presencia en las regiones ORF1, ORF2 y RNA largo no
codificante de PMeV-Mx

Se realiz6 una prediccion tedrica de las estructuras secundarias de horquillas a partir de la
identificacion de las secuencias presentes en el ORF1, el ORF2 y el RNA largo no

codificante de PMeV-Mx utilizando el servidor web Vienna RNA con la aplicacién RNA fold
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version 2.6.3 (RNAfold Web server; Lorenz et al., 2011). Se identificaron las estructuras
secundarias de horquilla que contienen las secuencias de los RNA de interferencia y sus
complementarios. El parametro de la minima energia libre para detectar una estructura
secundaria (MFE, por sus siglas en inglés) se mantuvo con los valores por default, 37°C de

la temperatura 'y 1.021 de la concentracién molar(M).

2.14 Identificacion de los RNA de interferencia de la planta en la interaccion de
PMeV-Mx con Carica papaya var. Maradol

Para identificar los RNA de interferencia producidos por la planta durante la infeccién por
PMeV-Mx se utilizé la herramienta Filter FASTQ (Blankernberg et al., 2010) para realizar
un filtrado especifico de secuencias de RNA de longitud entre 20 y 24 nucleétidos de las
bibliotecas sanas e infectadas. Se excluyeron aquellas que se identificaron como RNA
derivados de virus y microRNA., y se realiz6 un alineamiento al transcriptoma de C. papaya
var. maradol (Chan-Ledn, et al., datos sin publicar) mediante la herramienta bowtie2
(version 2.5.0; Langmead). Se considerd -N = 1, que permite un mismatch, mientras que
los demas parametros se corrieron con los valores pre-establecidos. (Tabla 2.3). Para
estimar la abundancia de los iIRNAs en plantas sanas e infectadas, se empled la
herramienta Express (version 1.1.1; Roberts et al., 2013). Para identificar los posibles
blancos de los iRNAs, se realiz6 un analisis de Blastn en el servidor en linea NCBI (Sayer
et al., 2023).

Tabla 2.3 Pardmetros predeterminados de bowtie2 para el alineamiento.

Parametro valor

-i S,1,1.15
--n-ceil L,0,0,15
--dpad 15

--gbar 4
--end-to-end End to End
--score-min L,0.6,-0.6
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CAPITULO 1l
RESULTADOS

Secuenciacién de RNA pequefos y procesamiento de secuencias.

Las bibliotecas de las plantas sanas e infectadas que se descargaron de la plataforma de
Novogene contienen un total de 11 mil millones y 15 mil millones de secuencias,
respectivamente. La longitud de las secuencias en cada biblioteca es de 50 nt y tuvieron un
valor de calidad de Phred arriba de 30. Las secuencias fueron limpiadas para eliminar
adaptadores y, posteriormente, clasificadas por longitud, que de acuerdo al tamafio de los
RNAs pequefios debe de ser entre 18 y 29 nt, (Figura 3.1). Una vez clasificadas las
secuencias por tamafio, se eliminaron los RNA no codificantes (hcRNA) que no eran de
interés (tRNA, rRNA, noRNA). Entonces, en el caso de la biblioteca de las plantas sanas,
se conservaron un total de 6 millones de secuencias, mientras que para la biblioteca de las

plantas infectadas se mantuvieron un total de 9 millones de secuencias (Tabla 3.1).

Tabla 3.1 Resultados de la secuenciacién de RNA pequefios enviados por Novogene.

Bibliotecas_ID  Total de lecturas %GC Q Longitud de secuencias
(Millones) (nt)

SpM 11 53% 36 50

IPMpmev-mx 15 50% 36 50

Tabla 3.2 Lecturas totales que se conservaron en las bibliotecas de plantas sanas e

infectadas.
Especie ID biblioteca Lecturas totales Calidad de Phred
C. papaya var. Maradol SpM 6,481,753 24 a 36
C.papaya var. Maradol con PMeV-Mx IPMpmev-mx 9,123,161 36
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Figura 3.1. Abundancia de las lecturas en las bibliotecas de los RNAs por tamafio(nucleotido).
a) Abundancia de la biblioteca de plantas sana por tamafio de nucleétido, b) abundancia de la

biblioteca de plantas infectadas por tamafio de nucleétido
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3.1 Resultados del alineamiento para identificar miRNA conocidos

En la tabla 3.3, se presentan los resultados que se obtuvieron en mirDeep2 de los miRNA
conocidos en C. papaya Yy otras especies que se identificaron en las bibliotecas de las
plantas sanas e infectadas. En total se usaron 521 miRNA conocidos. Como resultado, de
los 521 miRNA conocidos en C. papaya se alinearon al genoma de C. papaya 234 miRNA
para las plantas sanas y 259 miRNA para las plantas infectadas. De los miRNA conocidos
que se alinearon al genoma de C. papaya se identificaron 93 miRNA conocidos en las

muestras de las plantas sanas y 97 en las muestras de las plantas infectadas.

Tabla 3.3. Numero de microRNA conocidos en plantas sanas e infectadas.

miRNA
Total de miRNA conocidos
maduros alineados en MiRNA
Muestras mirDeep?2 score conocidos el genoma  identificados
Sanas 4 521 234 93(48%)
Infectadas 4 521 259 97(50%)

3.2 ldentificacién de los miRNA mas abundantes en plantas sanas e infectadas en
hojas de C. papaya

En la tabla 3.4, se muestran los miRNA mas abundantes identificados tanto para plantas
sanas como infectadas. En su mayoria son de 21 nt, a excepcioén de cpa_miRNA408 y
cpa_miR408_isomir de 20 y 22 nt respectivamente. Se encontraron variaciones de un
nucleétido con miRNA conocidos, por lo que se les afiadié una letra como identificador
(a,b,c, Etc). Asi mismo se encontraron miRNAs provenientes de un mismo precursor, pero
con variaciones de uno o dos nucleétidos, llamados “isomir”. La variante del miR398, con
secuencia 3" UGUGUUCUCAGGUCGCCCCUG 5" (miR398a), fue la mas representada en
plantas sanas e infectadas, con 2,871,101 y 307,865 lecturas, respectivamente. Otra
variante de este, miR398b, fue la segunda mas representada con 530,650 lecturas en
plantas sanas y 130 lecturas en plantas infectadas. EI miRNA498 tiene como blanco
putativo en papaya el gene 3201500, que codifica para la enzima superdxido dismutasa,

gue en Arabidopsis regula la homeostasis de cobre (Liang, et al., 2013). El miR408 fue el
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tercero mas abundante en plantas sanas con 530,650 lecturas, también con una expresion
diferencial mayor que en plantas infectadas, donde se encontraron 6,179 lecturas. El blanco
predicho para este miRNA es el gene 16412738 que codifica para una lacasa en C. papaya
(Liang, et al., 2013). En las plantas, las lacasas participan en la lignificacion y en la
respuesta de defensa contra bacterias y hongos (revisado por Januz et al., 2020). Después
del mi398, los miIRNA mas abundantes en plantas infectadas fueron el miR166a y el
miR159a, con 68,633 y 34,528 lecturas, respectivamente; si bien, estos fueron mas
abundantes en plantas infectadas respecto a las plantas sanas, estas diferencias no son
muy grandes, por lo que no parecen ser significativas (Tabla 3.3). Por otro lado, se observa
una clara expresion diferencial para miR162a, miR166d, y miR167d, cuya expresion fue
mayor en las plantas infectadas con respecto a las plantas sanas, con diferencias de dos a
tres veces el numero de lecturas. Interesantemente, el miR162a tiene como objetivo la
enzima DCL1 para regular la expresion de otros miRNA (Liang, et al., 2013), mientras que
la familia de los miR166 y el mMiIARN167 regula factores de transcripcion (Wang et al., 2005).
Por el contrario, miR408_isomir y miR398_isoMIRc resultaron mas abundantes en plantas

sanas que en plantas infectadas, con valores de 22,415y 5415 respectivamente.

31




CAPITULO Il

Tabla 3.3. miRNA mas abundantes en plantas sanas e infectadas

Familia MicroRNA Secuencia # Abundancia
maduro nt Sanas Infectadas
398* cpa_miR398_isomir a UGUGUUCUCAGGUCGCCCCUG 21 2,871,101 307,865
398* cpa_miR398_isomir b UGUGUUCUCAGGUCGCCCCGG!? 21 530,650 130
408* cpa_miR408 CUGCACUGCCUCUUCCCUGGC 21 49,549 6,179
166 cpa_miR166a UCGGACCAGGCUUCAuUCCcCC 21 47,564 68,633
159 cpa_miR159a UUUGGAUUGAAGGGAGCUCUA 21 22,415 34,528
408* cpa_miR408_isomir UGCACUGCCUCUUCCCUGGC 20 9,979 1,247
162** cpa_miR162a UCGAUAAACCUCUGCAUCCAG 21 9,468 27,958
166** cpa_miR166d UCGGACCAGGCUUCAUUCCCG 21 8,636 18,340
167** cpa_miR167d UGAAGCUGCCAGCAUGAUCUGA 22 5,217 14,321
398* cpa_miR398_isomir ¢ UCGUGUGUUCUCAGGUCGCCC 21 5,182 873
398 cpa_miR398 CUGCACUGCCUCUUCCCUGGC 21 5,738 8,672
166 cpa_miR166-5p GGAAUGUUGUCUGGCUCGAGG 21 6,935 7,627
166 Cpa_miR166d_isomir UCUCGGACCAGGCUUCAUUCC 21 4,457 7,517

* Expresion diferencial mayor en plantas sanas
** Expresion diferencial mayor en plantas infectadas
1 Se indica en negritas el cambio de nucleétido

También se identificaron otros mMiRNA con baja abundancia, es decir con lecturas menores
a 3,500, pero que presentaron expresion diferencial (Tabla 3.4). El miR477 y el miR8144,
solo se encontraron en plantas infectadas, el primero con 155 lecturas y el segundo con 10,
respectivamente. El miR477 ha sido implicado en la respuesta de defensa de las plantas
de algoddn contra el hongo Verticillium dahliae mediada por acido salicilico (Hu et al., 2020).
Los miRNA miR167c, miR160d y miR390 si presentaron lecturas en plantas sanas, sin
embargo, incrementaron su expresion hasta cuatro veces en plantas infectadas. El miR167
se ha involucrado en la respuesta a auxinas (Wang et al., 2005). EI miR390 se encontré en
frutos de manzana durante el ataque del hongo Colletotrichum gloeosporioides (Shi et al.,
2022) y al miARN160 regulando factores de transcripcion de respuesta a auxinas (ARF, por
sus siglas en inglés) (Wang et al., 2005). EI miARN477 regula la respuesta de defensa de

la planta al influir en los niveles de &cido salicilico (Hu et al., 2020).
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Tabla 3.4 miRNA poco abundantes con mayor expresion en plantas infectadas

Familia MicroRNA Secuencia #nt Abundancia
maduro Sanas Infectadas
167 cpa_miR167c UGAAGCUGCCAGCAUGAUCUU 21 823 3339
477 cpa_miR477 AUUGGAGGACUUUGGGGGAGC 21 0 155
8144 cpa_miR8144 AACAGUAGAACGAGUUAGAAAGGA 24 0 10
160 Cpa-miR160d UCGGACCAGGCUUCAUUCCCG 21 397 1223
390 Cpa_miR390 AAGCUCAGGAGGGAUAGCGCC 21 252 1150

3.3 Comparacion de miRNA expresados en plantas de papaya con meleira en Brasil
y México

Para determinar si se observa una expresion similar de los miRNA conocidos en plantas de
papaya maradol infectadas con PMeV-Mx de este estudio y los 11 miRNA reportados
previamente de papayas cultivar Golden en respuesta a la meleira de la papaya en Brasil,
causada por el complejo PMeV/PMeV2 (Abreu, et al., 2014; Sa-Antunes et al., 2016), se
anotan en la Tabla 3.5 las lecturas encontradas en este trabajo para esos miRNAs, asi
como con los resultados de expresion por gRT-PCR de Abreu y colaboradores. De manera
interesante, los miRNA 162a, 156a, 166a y 390a, aumentan su expresion en plantas
infectadas con PMeV-Mx, con respecto a las plantas sanas (Tabla 3.5). Sin embargo, los
resultados de ambos trabajos son muy contrastantes, Unicamente el miRNA162a present6
expresion similar, con mayores niveles en plantas infectadas que en sanas (Tabla 3.5). Las
plantas de papaya cultivar (cv) maradol, tanto sanas como infectadas, no expresan los
MiRNA 172c, 390a, 397ay 399f (Tabla 3.5), mientras que estos si se expresan en papayas
cv golden de Brasil, en las cuales, la expresion de tres miRNA (156a, 390a y 397a)
disminuye en plantas infectadas con respecto a las sanas, y la expresion de siete aumenta
en plantas infectadas (162a, 408a, 398b, 164a,172c, 396a y 399f) con respecto a las sanas
(Tabla 3.5) (Abreu et al., 2014). Otros resultados contrastantes son con los miR408,
miR164a, miR398 y miR166a. Mientras que la expresion de los tres primeros disminuye en
plantas maradol infectadas en con PMeV-Mx, esta aumenta en plantas cv Golden en Brasil
infectadas con el complejo PMeV/PMeV2. Asi mismo, la expresion del miRNAl66a
aumenta en 4.5 veces en plantas de papaya cv. maradol infectadas con PMeV-Mx, pero
esta permanece constante en plantas de papaya cv. Golden sanas e infectadas con el
complejo PMeV/PMeV2 en Brasil (Tabla 3.5).
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Tabla 3.5 miRNA en respuesta a la meleira de la papaya en plantas de Brasil y México

PMeV/PMeV2, gRT-PCR PMeV-Mx, lecturas Rol
ovt | ov | o

miRNA | Secuencia sanas | AS | AS | AS sanas infectadas
162a** | UCGAUAAACCUCUGCAUCCAG 1 15| 03 1.2 | 9,468 27,958 CP
408 CUGCACUGCCUCUUCCCUGGC 1 35| 05 | 13 |49549 6,179 CP
156a** | UGACAGAAGAGAGUGAGCAC 1 05| 03 0.6 |49 82 CP
398b UGUGUUCUCAGGUCGCCCCUG 1 10 | 3.5 3 2,871,101 | 307,865 CP
164a UGGAGAAGCAGGGCACGUGCA 1 0 | 39 2 3 1 RE
166a** | UCGGACCAGGCUUCAUUCC 1 1 1 1 405 1134 RE
172¢ GGAGCAUCAUCAAGAUUCACA 1 15| 35 3 0 0 RE
390a** | AAGCUCAGGAGGGAUAGCGCC 1 02| 04| 04 |252 1150 RE
3963 UUCCACAGCUUUCUUGAACUG 1 02 18] 12 |o 0 RE
397a UCAUUGAGUGCAGCGUUGAUG 1 0 0 0 0 RE
399f UGCCAAAGGAGAUUUGCCCGG 1 0 5 08 |0 0 RE

CP Control del proteasoma
RE Respuesta a estrés
CV+, CV++, CV+++ Carga viral baja, media y alta respectivamente
**  Mayor expresion en plantas infectadas con PmeV-Mx que en plantas sanas, en este trabajo

3.4 Anédlisis de los miRNA de novo

Ademas de los miRNA previamente conocidos en papaya 0 en otras especies vegetales,
también se identificaron algunos miRNA de novo putativos. En este analisis se utilizé el
punto de corte de puntacion de 4, lo que sugiere un umbral de deteccidén que garantiza una
confiabilidad en secuencias que pueden ser candidatas como posibles nuevos miRNA. El
programa estimé como verdaderos positivos 31 miRNA Unicos en plantas sanas y 31 en
infectadas, respectivamente. De estos solo 20 se expresaron ambas condiciones con
abundancia baja (Anexo 1). Se seleccionaron los cinco miRNA putativos con mayor
abundancia e identificados en ambas bibliotecas, como criterios de seleccion (Tabla 3.6).
Estos son de 21 nt de largo, a excepcion del mirRNA_novo4, de 22. La secuencia con mayor
expresion (3 UUUCGACUCUUGUGCUUGCAG 5°) corresponde al miRNA_novol con
18,245 y 30,989 lecturas en plantas sanas e infectadas, respectivamente. Seguida de
miRNA con abundancias que varian de 800 a 7000. De los cinco miRNA de novo putativos
seleccionados, el miRNA_novo2 y miRNA_novo4 dos presentaron de tres a cuatro veces

mayor expresion en plantas infectadas respecto a las plantas sanas, el resto tuvo un niumero
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de lecturas mayor en plantas infectadas, pero no mayor del doble. Es importante considerar

que los miRNA de novo putativos deben continuar caracterizandose experimentalmente,

empleando métodos moleculares para descartar que no sean productos de degradacion, e

identificar su precursor (Friedlander, et al., 2012).

Tabla 3.6 Abundancia de los miRNA de novo identificados por mirDeep?2

Caédigo Secuencia #nt Abundancia
sanas infectadas
mMiRNA_novol** UUUCGACUCUUGUGCUUGCAG 21 18245 30989
MiRNA_novo2** UUCGACUCUUGUGCUUGCAGA 21 3756 7460
mMiRNA_novo3** GUUCAAUAAAGCUGUGGGAAG 21 2468 4015
miRNA_novo4** UUUCGACUCUUGUGCUUGCAGA 22 2068 7001
miRNA_novo5** UUGCUGUCCAGAACUGUUUGA 21 873 1103

** Expresion diferencial mayor en plantas infectadas

3.5 Identificacion de los vsiRNA virales en la interaccion C. papaya PMeV-Mx

Para identificar los vsiRNAs se realiz6é un alineamiento del genoma de PMeV-Mx, de las

lecturas obtenidas de las plantas infectadas, previa eliminacién de los productos de

degradacion putativos de RNA no codificante, como fragmentos de rRNA, snoRNAs, tRNAs,

Etc. y de los miRNA identificados. Se alinearon 540,038 lecturas al genoma de PMeV-Mx

(Tabla 3.7). Interesantemente, la mayoria de las lecturas se aline6 al IncRNA (68%), el cual

abarca el 43.5 % del genoma, mientras que el 32% de las lecturas se distribuy6 en la regién
codificante (ORF1 y ORF2), el 5UTR (posiciéon 1- 10) y la region Intergénica de 246 nt

(posicién 974-1240). A continuacion, se describen en mayor detalle los vsiRNAs

identificados por regiones en el genoma de PMeV-Mx.

Tabla 3.7 Relacién de lecturas alineadas a diferentes regiones del genoma de PMeV-Mx

Region posicion longitud % del Numero % de
nt genoma de lecturas lecturas
5'UTR y ORF1 1-10y 973 224 37,458 6.9
11-973
Intergénica 974-1240 266 6.4 26,646 4.93
ORF2 1241-2446 1205 27.7 107,671 19.93
3'UTR/IncRNA 2447-4346 1899 43.5 368,263 68.19

35




CAPITULO Il

3.6 RNA de interferencia virales en el 5 UTR y el ORF1 de PMeV-Mx

Se alinearon 37,458 lecturas en la region del 5UTR y el ORF1 de PMeV-Mx (posicién 11 a
973) (Toriz-Bravo et al., sometido), es decir, tnicamente el 6.9 % de los vsiRNA, a pesar
de esta regién ocupa el 22% del genoma (Tabla 3.7). En la grafica de la Figura 3.2 se
puede observar la distribucion de los vsiRNA tanto en sentido directo como reverso. Si bien,
los vsiRNA se localizan a lo largo del ORF1, se observan algunos picos que corresponden
a los de mayor abundancia (Figura 3.2). Ellargo de los vsiRNA mas abundantes en sentido
directo fue de 22 nt con alrededor de 9,300 lecturas, seguidas de las 22 nt con 9000 lecturas
y de las de 24 nt con alrededor de 3,000. Los vsiRNA mas abundantes en sentido reverso
fueron de 21 nt con 7,000 lecturas (Figura 3.2). De esto se desprende que los vsiRNA
predominantes corresponden al sentido directo (Figura 3.3). Cabe destacar que no se
detectaron vsiRNA en las posiciones 1 a 5, correspondiente a la primera mitad del 5’UTR.
Sin embargo, se encontraron vsiRNA en la mayor parte del ORF1, excepto en las
posiciones: 268 a 292, 308 a 313, 403 a 447, 810 a 823 y 854. A partir de la posicion 6 se
detectaron alineamientos de vsiRNA que continuaron a todo lo largo del ORF1, por lo
general, con una abundancia menor a 10 lecturas en cada posicidn, con algunas
excepciones. La secuencia de 22 nt que se ubica en la posicion 18 en el ORF1 es la mas
abundante en el sentido directo, con un total de 3,904 lecturas. Sin embargo, también se
presentd otro vsiRNA muy abundante de 22 nt en la posicion 19, por eso se ven dos picos
juntos  en la  Figura 3.3 la suma de ambos con  secuencia
5"UUUCGAACAUUCCCGUGGGACGU 3" es de 6,292 lecturas (Figura 3.4a). Para el
sentido reverso, en la posicidn 227 la secuencia 5" GGAGUUCAGUGGGUUGAGAAA 3" de
21 nt que fue la mas abundante, con 1764 lecturas (Figura 3.4b). En las demas posiciones
del ORF1 se identificaron vsiRNA con una abundancia inferior a las secuencias mas

representadas (Anexo 2).
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Figura 3.2 Diagrama de la distribucidn de los vsiRNA en el ORFL1. Los vsiRNA de sentido directo
y reverso son de color azul y rojo respectivamente. La flecha indica los dos vsiRNA de mayor
abundancia sentido directo, posiciones 18 y 19.
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LOMGITULD DE LAS LECTURAS
Figura 3.3 Distribucién de la abundancia de los vsiRNA del ORF1 segln su tamafio (en

nucleétidos). Sentido directo (+) barras grises oscuro y sentido reverso (-) barras grises claro.
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Figura 3.4 Mapa de calor de los vsiRNA mas abundantes en el ORF1. a) Cantidad de
lecturas en el sentido directo. Se marca con un recuadro rojo la posicién 19 con el total de
lecturas que hay en esa posicion por la longitud en nt, esta posicion es la que contiene
mayor abundancia de lecturas en el ORF1 con un total de 3,903 y b) reverso. En el eje de
las X se muestran la longitud en nt de los vsiRNA y en el eje Y las posiciones en el ORFL1.
El color morado intenso representa las lecturas menos abundantes y el amarillo las méas

abundantes.
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3.7 Prediccion de las estructuras secundarias que originan los vsiRNA més
abundantes en el ORF1

Para determinar si los puntos calientes (hot spots) de produccién de vsiRNA en la regién
del ORF1 del RNA gendmico del PMeV-Mx son debidas a la presencia de estructura
secundarias, se emple6 el programa RNAfold (RNAfold web server) para la prediccion de
estructura secundaria. Se encontré una probabilidad significativa de plegamiento para
formar dos estructuras de tallo y asa (horquillas) en la posicion 1 a 52, entre las que se
ubican los dos vsiRNA con mayor abundancia en sentido directo, con secuencia 5
UUUCGAACAUUCCCGUGGGACGU 3" en la posicibn 18 a la 40 (Figura 3.5a).
Igualmente, el vsiRNA mas abundante en sentido reverso, con secuencia 5
GGAGUUCAGUGGGUUGAGAAA 3" se ubico en una regiéon de estructura secundaria de
dos horquillas, posicion 201 a la 300, iniciando en la base, entre las dos horquillas y el lado
izquierdo del tallo de la segunda horquilla, la cual contiene dos bucles intermedios (Figura
3.5b). También se encontraron 798 lecturas, asociadas al sitio resbaladizo para el cambio
de marco de lectura de PMeV-Mx (Figura 3.6) (Toriz-Bravo, et al., sometido), de las cuales,
el VvSiIRNA de sentido reverso, de 24 nt, con secuencia 5
UCCUUUUCUGGUUGGCCCGUAAGU 3, fue el mas abundante, con 269 lecturas (Figura
3.6b).
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Figura 3.5. Estructuras secundarias del RNA gendmico del PMeV-Mx que pueden dar origen a
los vsiRNA mas predominantes en el 5UTR y el ORF1. En circulos azules se resaltan las
secuencias de los vsiRNA. a) Horquilla en posicién 1-100 que incluye el VSIRNA con secuencia en
sentido directo: 5° UUUCGAACAUUCCCGUGGGACGU 3'. b) Secuencia en sentido reverso:
5" GGAGUUCAGUGGGUUGAGAAA 3" en la horquilla con posicién 201 a la 300. Se sefiala el sentido
5" con una flecha azul y el sentido 3" con una flecha roja.
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Figura 3.6 Mapa de calor de los vsiRNA méas abundantes en el sitio resbaladizo -1PRF de

PMeV-Mx. Cantidad de lecturas en el sentido directo, a) y sentido reverso, b). En el eje de las X se
indica la longitud en nt y en el eje Y la posicion en el genoma.
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Figura 3.7 Estructura secundaria de horquilla que engloba el sitio resbaladizo putativo -1PRF
de PMeV-MXx. La estructura comienza en la posicion 901 y la secuencia del vsiRNA mas abundante,
de 24 nt, en posicién 952 resaltada en rojo) (Toriz-Bravo et al., sometido).

3.8 RNA de interferencia virales en laregién Intergénica y el ORF2 de PMeV-Mx

En la regién intergénica de PMeV-Mx, entre el ORF1 y ORF2 (posicion 974 a 1240), se
encontraron 26,643 lecturas (Tabla 3.7)(Anexo 5). El vsiRNA de sentido reverso, de 21 nt,
con secuencia 5° CUUGUAUAGAGUUCACGAUAA 3’, fue el mas abundante, con 6,057
lecturas. Se detectaron 107,671 lecturas correspondientes a vsiRNA distribuidos en la
mayor parte del ORF2 (Figura 3.8), que codifica la RARP y que abarca de la posicién 1241
-2446 del genoma de PMeV Mx. Los vsiRNA mas abundantes son de 21 nt, tanto en sentido
directo como reverso (Figura 3.9). Al igual que para el ORF1, hay posiciones del ORF2 que
no produjeron vsiRNA (Figura 3.8). El vsiRNA méas abundante se ubico en la posicion 1462,
con 3846 lecturas y secuencia 3'GAGAUGUGGGGACGCUUUAGAGACCCS’; seguido de
otro con secuencia 3'CUCUCACUUAUGAAUUCUUGAGCCGUS’ en la posicion 1743, con

3030 lecturas. El tercer vsiRNA mé&s abundante, con 4356 lecturas, se present6 en la
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posicién 2154, con la secuencia 3'UGCUGUAUGACUGUGGGCUGGUUAGG5” (Figura
3.10). En el sentido indirecto, en la posicion 2,002 del ORF2, hay una acumulacién
importante de VvsiRNA, con 6,346 lecturas correspondientes a la secuencia
5" UCUCACCUACAUUGGUCCGAAZ’, de 22 nt, como se indica con una flecha en la figura
3.8. Sin embargo, existen otros vsiRNA en nucleétidos subsecuentes en sentido directo
(Figura 3.8, en rojo), cuyas lecturas sumadas da un total de 9256 en la misma posicién
(Figura 3.10b). Otro vsiRNA sobresaliente en el ORF2, con secuencia
3’ GAUGUUGAAGUUUACUCAUCGGAUAUS’ presenta 4229 lecturas en posicion 1540 y
el vsiRNA en posicién 1661, con secuencia 3'GGUUCCUUUAAGUACACAGUCCGUGGS’
presenta de 3408 lecturas. En las demas posiciones del ORF2 se identificaron RNA de
interferencia virales con una abundancia inferior a las secuencias mas significativa en el
ORF2 (Anexo 4).

Figura 3.8 Distribucién de las secuencias en la region ORF2. Sentido directo (azul) y sentido
Reverso (rojo). La flecha indica la posicion 2,002 donde inicia el vsiRNA mas abundante en sentido
reverso, con secuencia 5"UCUCACCUACAUUGGUCCGAAS".
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Figura 3.9 Distribucion de la abundancia de los vsiRNA del ORF2 segln su tamafio
(nucledtidos). Sentido directo (+) barras grises oscuro y sentido reverso (-) barras grises claro.
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Figura 3.10 Mapa de calor de los vsiRNA més abundantes en el ORF2 de PMeV-Mx. a) Lecturas
en sentido directo y b) sentido reverso. En el eje de las x, la longitud en nucleétidos y en el eje de
las y, la posiciones en el genoma de PMeV-Mx. El total de las lecturas sumadas corresponde a las
abundancias por longitud en nucleétidos.

3.9 vsiRNA sobresalientes en horquillas putativas en el ORF2 de PMeV-Mx

Para determinar si los vsiRNA identificados en el ORF2, se generan por la formacion de
dsRNA generado por estructura secundaria del RNA de PMeV-Mx, se hicieron predicciones
de estructura secundaria empleando el programa RNAfold (RNAfold web server). Se
identifico un vsiRNA muy abundante en sentido directo con 3,865 lecturas y secuencia
5"UGAGAUGUGGGGACGCUUUAG 3" de 21 nt que corresponde a una horquilla en
posicion 1462-1482 (Figura 3.11a). En el sentido reverso, la estructura secundaria de
horquilla mas representativa abarca la posicion 2002-2023 en la cual se ubic6 el vsiRNA
con secuencia 5" UCUCACCUACAUUGGUCCGAAA 3" de 22 nt (Figura 3.11b).
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Figura 3.11 Estructuras secundarias de dsRNA con los vsiRNA mas predominantes en el
ORF2. a) Secuencia en sentido directo: 5" UGAGAUGUGGGGACGCUUUAG 3'. b) Secuencia en
sentido reverso: 5° UCUCACCUACAUUGGUCCGAAA 3'. Se seiiala el inicio del vsiRNA en sentido
directo (57) y reverso (3") con flechas azules y rojas, respectivamente.

3.10 RNA de interferencia virales en el RNA largo no codificante de PMeV-Mx

Se lograron identificar 368,263 lecturas alineadas al RNA largo no codificante (IncRNA) de
PMeV-Mx, que abarca de la posicion 2446 a 4346 (Anexo 6), 3.5 veces mas que para la
region codificante (ORF1y ORF2), a pesar de que el IncRNA constituye el 43 % del genoma
de PMeV-Mx. A partir de la posicion 2448, es decir al inicio del IncRNA, se detectaron
vsiRNA, aunque con una abundancia menor a 10 lecturas en cada posicion. A pesar de que
en la mayor parte del IncRNA se generaron vsiRNA, en las siguientes regiones no se
detectaron: 2521 a 2599, 2615 a 2632, 2680 a 2702, 2722 a 2803, 2882 a 2902, 2905 a
2975, 3020 a 3123, 3262 a 3265, 3269 a 3373, 4216 a la 4286 y de la 4308 a la 4346.

En la regién proximal del IncRNA se observan dos picos correspondientes a los vsiRNA de
sentido directo, posiciones 2514 y 2662 (Figura 3.12), que corresponden a vsiRNAs de 21
nt, con secuencias 3'UAUUGAUCUGCUGUAUUCCUU 5 y
3'UUAACUGGCAGCUGUAAUGGC 5%, respectivamente. La primera fue la mas
abundante, con 12,347 lecturas (Figura 3.14a). Los vsiRNA en sentido directo son en su
mayoria de 21 nt y en sentido indirecto de 22 nt (Figura 3.13). Aunque la mayor parte de
las lecturas encontradas en el IncRNA corresponden al sentido indirecto (Figuras 3.12 y
3.13). En la figura 3.12 se observan dos picos muy grandes en sentido reverso, uno en

posicion 3,539 y otro en posicion 3663. El vsiRNA de 22 nt que se ubica en posicién 3539,
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con secuencia 5 GCACAUUAUUGAACAGACAUUG 3’ es el mas abundante en el sentido
reverso, con un total de 88,875 lecturas. Sin embargo, la suma de todas las lecturas en
sentido reverso en esa posicion da un total de 183,464, ya que se encontraron secuencias
similares que inician en esas posiciones, pero de 20 y 21 nt, que también estan muy
representadas (Figura 3.14b). Esto corresponde al 23% de las lecturas del IncRNA. El
segundo vsiRNA mas abundante en sentido reverso, con 47609 lecturas, inicia en posicién
3663, con secuencia 3'GAUAAGCGUAUUUUCAGUCGUAS".

De manera interesante, a partir de la posicién 4308 y hasta el extremo 3" terminal (posicion
4346), no se encontraron vsiRNA, aunque previamente se identific6 en PMeV-Mx una
estructura secundaria formada por cuatro horquillas que inician en la posicion 4,283 del
INcRNA que esta conservada en Carmovirus, en los cuales participa como promotor de la
replicacion, para la formacién de la cadena complementaria de ssRNA (Toriz-Bravo, 2021),
(Toriz-Bravo, et al. Sometido) (Anexo 3).

Figura 3.12 Distribucién de los vsiRNA en el IncRNA. Sentido directo (azul) y sentido Reverso
(rojo).
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Figura 3.13 Abundancia de vsiRNA el IncRNA de PMeV-Mx por tamafio (en nucleétidos).
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Figura 3.15 Estructuras secundarias de horquilla con las secuencias mas
predominantes en el INCRNA. a) Secuencia en sentido directo:
5" UAUUGAUCUGCUGUAUUCCUUGGU 3’. b) Secuencia en sentido reverso:
5"GCACAUUAUUGAACAGACAUUG 3. Se sefiala el sentido 5° con una flecha azul y el

sentido 3" con una flecha roja.

3.11 RNA de interferencia enddgenos en plantas sanas e infectadas de C. papaya
var. Maradol

Para identificar los siRNAs se realizé un alineamiento de las lecturas de sRNA de plantas
sanas e infectadas, previa eliminacion de los vsiRNA identificados, con los transcriptomas
de plantas sanas y de plantas infectadas de C. papaya (Chan-Leon et al., datos sin
publicar). De un total de 2,000,449 de lecturas de sRNA de plantas sanas, el 74%, es decir
1,283,801 lecturas se alinearon al transcriptoma de plantas sanas (Tabla 3.8). El 4.11%
(82,300 lecturas) se alinearon exactamente una vez al transcriptoma y el 60.06% (1,201,501
lecturas) se alinearon mdltiples veces (Tabla 3.8). En el caso de las plantas infectadas, de
un total de 2,099,893 de lecturas de sRNA, el 62.1% se aline6 al transcriptoma de plantas
infectadas, el 2.98% (166,659 lecturas) se alined solo una vez y el 59.43% (3,320,407
lecturas) lo hizo multiples veces (Tabla 3.9). La alineacion Unica sugiere la presencia de

siRNAs Unicos en la muestra. Por otro lado, la alineacibn mdltiple puede atribuirse a las
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isoformas generadas por el ensamblado de novo del transcriptoma de C. papaya var.
Maradol, las cuales pueden compartir regiones de homologia o ser parcialmente
redundantes. Ademds, la alineacion mudltiple también puede indicar la presencia de
secuencias repetidas o altamente conservadas en el genoma. Se observé una mayor
abundancia de siRNA endbgenos en plantas sanas e infectadas con lecturas de 21 nty 23
nt de longitud por nucleétidos, respectivamente (Figura 3.16).

Tabla 3.9. Relacidn de lecturas de sRNA alineadas a los transcriptomas de C. papaya de
plantas sanas e infectadas

Bibliotecas Lecturas totales Lecturas no Lecturas Lecturas alineadas
alineadas alineadas una vez multiples veces
Sanas 2,000,449 716,648 (35.82%) 82,300 (4.11%) 1,201,501 (60.06%)
Infectadas 5,586,959 2,099,893 (37.59%) 166,659 (2.98%) 3,320,407 (59.43%)
a) 1ta |
b)

Plantas infectadas
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Figura 3.16 Abundancia de siRNA alineados al transcriptoma de C. papaya var. Maradol por
tamafio (en nucledtidos). a) siRNA de plantas sanas b) siRNA de plantas infectadas.

3.12 Abundanciay blancos putativos de los siRNA en el transcriptoma de C. papaya
var. Maradol

Después de alinear los reads al transcriptoma ensamblado de novo de papaya maradol, se
identificaron los posibles transcritos blancos. Se seleccionaron los top nueve transcritos que
tuvieron mayor cantidad de reads alineados, es decir, mayor cantidad de siRNA para su
analisis con BLAST. En plantas sanas, el contig TRINITY_DN5449 c0 g1 i10_len=6958
tuvo un total de 90,585 lecturas, que codifica para una proteina hipotética Lal.00045043.
Seguido de los contigs con mayor abundancia TRINITY_DN461 c0_gl i4 len=5473,
TRINITY_DN2267_c0_gl1 i1 len=1034, TRINITY_DN5573_c0_gl1_i5 len=3919,
TRINITY_DN5573 c0_gl i1 len=3238, TRINITY_DN5573_c0_gl_i4_len=3775,
TRINITY_DN2267_c0_g1_i2_len=2225, con una abundancia de 89551, 76517, 68599,
32692, 20481, 20239, 19810, 14747, respectivamente. Entre los resultados obtenidos del
alineamiento con Blastn para estos contigs, se encontré que, en plantas sanas, los siRNA
se alineaban a proteinas hipotéticas y a proteinas conocidas como la subunidad 2 de la
NADH deshidrogenasa, la subunidad 2 de la NADH-plastoquinona oxidorreductasa y
factores de elongacion de la transcripcion. Estas proteinas estan conservadas en especies
como Lupinus albus, Arabidopsis lyrata subsp. lyrata, Aristolochia fimbriata, Carica papaya,

Plukenetia volubilis, y Carya illinoinensis. (Tabla 3.10)

En contraste, en plantas infectadas, el contig TRINITY_DN760 c0 g1 i17 len=5941, con
un total de 642,105 lecturas, que codifica para una proteina hipotética H6P81_0000002.
Los restantes ocho contigs Ma&s abundantes TRINITY_DN760_cO_gl_il5 len=7136,
TRINITY_DN5292 c0_g1 i11 len=6474,TRINITY_DN5292 c0_g1_i9_len=6482, TRINITY
_DN5292 c0_g1 i3 len=5840, TRINITY_DN5292 c0_gl_i2_len=5446,
TRINITY_DN760_cO_g1_i7_len=1308, TRINITY_DN2393 c0_g2_i8_len=5900. Estos
contigs se alineaban a genes con proteinas hipotéticas en diferentes especies vegetales,
como Aristolochia fimbriata, Lupinus albus, Cichorium intybus, Prunus armeniaca, Solanum

commersonii, y Plukenetia volubilis, a excepcion del contig
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TRINITY_DN2393 c0 g2 i8 len=5900 que tuvo como proteina a la subunidad 2 de la
NADH-plastoquinona deshidrogenasa. (Tabla 3.11)

Tabla 3.10 Relacién de la abundancia de los contig en plantas sanas y sus blancos
utativos.

Contig plantas
Sanas

Abundancia

Blanco putativo

TRINITY_DN5449 c0_g1_i10_len=6958_ 90585 hypothetical protein Lal_00045043
[Lupinus albus]
TRINITY_DN5449 c0_gl_i6_len=7014_ 89551 NADH dehydrogenase subunit 2
[Arabidopsis lyrata subsp. lyrata]
TRINITY_DN461_c0_g1_i9 len=7612_ 76517 hypothetical protein H6P81_000002
[Aristolochia fimbriata]
TRINITY_DN461_c0_g1_i4 len=5473_ 68599 hypothetical protein H6P81_000002
[Aristolochia fimbriata]
TRINITY_DN2267_c0_g1_il_len=1034_ 32692 transcription elongation factor TFIIS-like
[Carica papaya]
TRINITY_DN5573_c0_g1_i5_len=3919_ 20481 NADH-plastoquinone oxidoreductase
subunit 2 [Plukenetia volubilis]
TRINITY_DN5573_c0_g1_il_len=3238_ 20239 NADH dehydrogenase subunit 2
[Arabidopsis lyrata subsp. lyrata]
TRINITY_DN5573 ¢c0_g1_i4_len=3775_ 19810 hypothetical protein
CIPAW_15G095900 [Carya
illinoinensis]
TRINITY_DN2267_c0_g1_i2_len=2225_ 14747 transcription elongation factor TFIIS-like

[Carica papaya]

Tabla 3.11 Relacién de la abundancia de los contig en plantas infec y sus blancos putativos.

Contig plantas infectadas

Abundancia

Blanco putativo

TRINITY_DN760_c0_g1_i17_len=5941 642105 hypothetical protein H6P81_000002
[Aristolochia fimbriata]
TRINITY_DN760_c0_g1_i15_len=7136 612696 hypothetical protein H6P81_000002
[Aristolochia fimbriata]
TRINITY_DN5292_c0_g1_il_len=6474 257055 hypothetical protein Lal_00045043
[Lupinus albus]
TRINITY_DN5292 c0_g1_ill len=6474 254717 hypothetical protein Lal_00045043
[Lupinus albus]
TRINITY_DN5292_c0_g1_i9_len=6482 247606 hypothetical protein Lal_00045043
[Lupinus albus]
TRINITY_DN5292_c0_g1_i3_len=5840 170841 hypothetical protein Lal_00045043
[Lupinus albus]
TRINITY_DN5292_c0_g1_i2_len=5446 170687 hypothetical protein L2E82_52114
[Cichorium intybus]
TRINITY_DN760_c0_gl_i7_len=1308 113179 hypothetical protein GBA52_010152
[Prunus armeniaca]
TRINITY_DN2393_c0_g2_i8_len=5900 62038 NADH-plastoquinone oxidoreductase

subunit 2 [Plukenetia volubilis]
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CAPITULO IV

DISCUSION

En las plantas, los sRNA estan presentes son los microRNA y los RNA de interferencia
(iIRNA) de aproximadamente de 20 a 24 nucleétidos de longitud que actlan como
reguladores en los procesos bioldgicos y de defensa en la planta. Los iRNA pueden ser
endogenos, es decir generados a partir de MRNA de a la planta o bien ex6genos, generados

a partir de patégenos que invaden a la planta (Deng et al., 2022).

Los resultados presentados en esta tesis comprenden la identificacion y categorizacion
de los sRNA presentes durante la interaccién de PMeV-Mx con plantas de papaya variedad
Maradol en etapa de prefloracién, mediante secuenciacion masiva y analisis bioinformético.
En este trabajo se inocularon plantas de papaya a los 60 dias después de la germinacion,
mantenidas en bolsas de tierra en el invernadero de bioseguridad, que posteriormente
fueron trasplantadas a suelo en una casa sombra rodeada de malla antiafidos, para imitar
las condiciones naturales de cultivo. EI RNA para la secuenciacion de los sRNA se obtuvo
de hojas de tres plantas a los 90 dias después de la inoculacion, que fueron previamente
confirmadas para la presencia del PMeV-Mx y hojas de tres plantas inoculadas con el

amortiguador, denominadas plantas sanas.

En las plantas infectadas se detectaron 30 miRNA y 29 en plantas sanas. El miR398a
presentd la mayor expresion tanto en plantas sanas como infectadas, este miRNA esta
conservado en plantas y controla el crecimiento, asi como la respuesta a estrés biético y
abidtico (Li et al., 2022). EI miR398b incrementd su expresion en plantas de papaya
infectadas con el complejo PMeV/PMeV2 que causan la meleira de la papaya (Abreu et al.,
2014). Este miRNA también exhibe acumulacion elevada en diversas plantas infectadas por
otros virus, como el Virus del mosaico del tabaco (TMV), el virus del rizado de la hoja del
tomate (TolCNV) y por el virus X (PVX) de la papa. Dados los altos niveles de acumulaciéon
de este miRNA en plantas sanas de papaya de este trabajo, es posible que las plantas
estuvieran sometidas estrés por temperatura y por luz ultravioleta (Li et al., 2022), lo que ya
no permitié incrementar ain mas los niveles del mi398 en plantas infectadas. Esto se
sugiere ya que otros miRNAs que no responden a estrés abibtico, si incrementaron su

expresion en respuesta a PMeV-Mx, pero no en plantas sanas, tales como el miRNA162a,
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el cual también se indujo en respuesta a la meleira de la papaya en Brasil (Abreu et al.,
2014); el miR166d, y miR167d. El miR162a regula la expresion del mMRNA que codifica para
la enzima DCL1, de esta manera controla el mecanismo de silenciamiento génico en la
planta y por ende la respuesta a patogenos mediada por sRNA (Liang, et al., 2013). cpa-
MIR166b y cpa-MIR167a aumentan su expresion en hojas de papaya infectadas por PRSV
(Aryat et al., 2012), estas respuestas son similares a las observadas en este trabajo. El
mMiR167 se ha involucrado en la respuesta a auxinas (Wang et al., 2005) mientras que el
mMiR167d, la variante encontrada en este trabajo, en la respuesta de las plantas de arroz al
patdgeno Magnaporthe oryzae (Zhao et al., 2020). MIR166d se dirige los ARNm que
codifican los factores de transcripcion HD-Zip, incluidos Phabulosa (PHB) y Phavoluta
(PHV), que regulan la iniciacion del meristemo axilar y el desarrollo de las hojas (Rhoades
et al., 2002). Recientemente se reportd que este miRNA esta involucrado en la tolerancia a
la deficiencia a Potasio en plantas de trigo (Lei et al., 2023), por lo que puede tener varias
funciones. La expresion del Cpa-miR160d también aument6 en plantas infectadas con
PMeV-Mx, aunque con abundancia menor; este miRNA también incrementd su expresion
durante la infeccién de plantas de papaya infectadas con PRSV (Aryat et al., 2012). Este
miR160 controla la formacion de células de la cofia radicular en Arabidopsis thaliana,
mediante la regulacién de la expresién de dos factores transcripcionales de respuesta
auxinas ARF10 y ARF16 (Wang et al., 2016); algunos patdégenos de plantas, incluyendo a
los virus, también afectan la respuesta a auxinas, sera interesante averiguar si PMeV-Mx

esta involucrado en el control de la respuesta auxinas en las plantas.

Aparte del miR162, es interesante que ningun otro de los 11 miRNA caracterizados
previamente por gRT-PCR durante la interaccién papaya var. Golden/virus que causan la
meleira de la papaya en Brasil, haya tenido un comportamiento similar en este trabajo. Una
posible explicacion son las diferencias de edad de las plantas y las condiciones de cultivo
en ambos trabajos. En las plantas de Brasil (Abreu et al., 2014) no se indica la edad de las
plantas, pero se infiere que debieron ser plantas adultas con produccion de frutos, pues se
menciona si se trataba de plantas sintomaticas (con alta carga viral) o asintomaticas (con
baja carga viral), y los sintomas se observan preferentemente en frutos (Revisado por Sa-
Antunes et al., 2016). En ese trabajo tampoco se indica el tiempo transcurrido después de
la infeccion, ni se describe el método usado para la infeccion, por lo que es posible que se
tratara de plantas infectadas naturalmente, puesto que estaban en el campo. El tiempo

transcurrido después de la inoculacién y la edad de la planta al momento de la inoculacién
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son determinantes para el grado de severidad en el caso de la infeccion por PRSV
(Hernandez-Castro et al., 2003) y por PMeV-Mx (Chi Herrera, 2021), en el dltimo caso la
carga viral aumenta con el tiempo de infeccion. Las diferencias observadas en ambos
trabajos también pueden deberse al genotipo viral o al genotipo de la planta (Ramphan, et
al., 2023).

En este trabajo también se identificaron por primera vez vsiRNAs en respuesta a la
meleira de la papaya. Los vsiRNA generados abarcan la mayor parte del genoma de PMeV-
Mx. Esto ocurre para muchos virus de plantas, tanto de genoma de ssRNA de sentido
positivo como para virus de genoma de ssDNA (Donaire, et al., 2009). Se observo una
acumulacién preferente de vsiRNA de polaridad en sentido positivo, especialmente en el
ORF1 y ORF2. El caso especial es para la region del RNA largo no codificante (INCRNA)
donde los vsRNA en sentido negativo superan en niumero a las secuencias en sentido
positivo. Esto contraste con lo observado para otros virus. Donaire y colaboradores,
estudiaron los vsiRNA producidos por nueve virus en distintos hospederos; donde cinco
virus generaron igual proporcion de vsiRNA en sentido directo e indirecto, y cuatro virus
tuvieron mayor proporcién de sviRNA en sentido directo, entre ellos el TMV y el virus de
mosaico del pepino (Donaire et al., 2009). Los vsiRNA de PMeV-Mx variaron en
abundancia, desde 10 a 183,464 lecturas. Esto significa que algunas regiones del genoma
fueron procesadas por la maquinaria de silenciamiento génico de la planta por la
degradacion directa del RNA viral y otros sviRNA son producto de amplificacion por
replicasas de la planta tipo RDR, para la produccion de vsiRNA secundarios, como se ha
observado en otros virus (Llave 2010; Donaire et al., 2009). El 70% de los vsiRNA se
generaron en IncRNA, lo que sugiere que la traduccion protege al genoma viral de la
degradacion por silenciamiento génico de la planta (Dickson y Wilusz, 2011). Una mayor
abundancia de vsiRNA en la regiéon no traducida 3~ (3’"UTR) se ha visto en virus que
producen RNA subgendmicos (sgRNA) (Llave, 2010). Los umbravirus y otros miembros de
la familia Tombusviridae producen sgRNA (Jiwan y White, 2011), sin embargo, alin no se
ha determinado si PMeV-Mx y otros los virus similares a umbravirus los generan. La
mayoria de los vsSiRNA mas abundantes se asociaron a regiones formadoras de horquillas.
Esto se ha visto para multiples virus vegetales (Shimura et al., 2015) Molnar et al., 2005).
Interesantemente, no se encontraron vsiRNA en el extremo 3"UTR del virus, a pesar de que
previamente se identificd una estructura secundaria localizada al extremo 3" terminal del

IncRNA de PMeV-Mx (Toriz Bravo et al., 2021), que funge como promotor de la replicacion
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en Carmovirus y otros miembros de la familia Tombusviridae (Liu et al., 2021). Si esta
estructura participa en la replicacion de PMeV-Mx, puede estar en estrecha asociacion con
la RdRp, lo que la protegeria al RNA gendémico de la degradacion. Una estructura
secundaria localizada en el extremo 5" UTR del Tombusvirus, Virus de la mancha anular

del clavel italiano (CIRV) lo protege de la degradacion (Gunawardene, et al., 2021).

En este trabajo también se estudiaron los siRNA producidos en plantas de papaya
durante la infeccién por PMeV-Mx, para ello se tomé ventaja de un transcriptoma que se
genero de las mismas plantas utilizadas identificar los SRNA. 166,659 lecturas se alinearon
una sola vez, lo que sugiere que sus blancos moleculares son transcritos Unicos; mientras
que la mayoria de las lecturas (3,320,407) se aliené multiples veces, loque sugiere que
estos siRNAs tienen mdltiples blancos moleculares. El proceso de identificacién de los
blancos moleculares es un trabajo muy exhaustivo que requiere mucho tiempo, y ya no

pudo concluirse, por lo cual la caracterizacion de los siRNAs quedara como perspectiva.

no se logré recuperar las secuencias especificas de los siRNA endogenos. Este primer
acercamiento a la identificacion de los sSRNA en plantas de papaya infectadas con PMeV-
Mx podria contribuir a entender como los sRNA regulan su expresion para mantener una
interaccion equilibrada durante el desarrollo de la infeccidn entre la planta y el virus, que en
un futuro se puedan caracterizar para contribuir a comprender mejor los requerimientos

genéticos y estructurales de la poblacion de sRNA durante la infeccion.
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CAPITULO V
CONCLUSION GENERALES Y PERSPECTIVAS

CONCLUSION

En plantas infectadas se identificaron 97 miRNA conocidos previamente, miR166d
y miR167d fueron los mas abundantes y presentaron mayor expresion en plantas
infectadas con respecto a las sanas, estos regulan la expresion de factores de
transcripcion en otras especies vegetales. Los miRNA de la familia 398,
cpa_miR398 _isomir a y cpa_miR398 isomir b, fueron los més abundantes en

plantas sanas, con mas de 3 millones de lecturas entre ambos.

El miRNA162a, cuyo blanco es la enzima DCL1, es el Unico de los 11 identificados
previamente en plantas de papaya var. Golden infectada por el complejo
PMeV/PMeV2 en Brasil con expresion similar en plantas de papaya infectadas con
PMeV-Mx, un aumento en respuesta a la infeccién. El miR156a, involucrado en el
control del proteasoma, también tuvo mayor expresion en plantas infectadas, asi

como los miRNA 166ay 390a, involucrados en la respuesta a estres.

Se identificaron vsiRNAs en la mayor parte del genoma de PMeV-Mx, que variaron
en abundancia, desde 10 a 183,464 lecturas. El 70% de los vsiRNA se generaron
en IncRNA, lo que indica que la traduccion protege al genoma viral de la degradacion
por silenciamiento génico de la planta. La mayoria de los vSiRNA méas abundantes
se asociaron a regiones formadoras de horquillas, sin embargo, la estructura
secundaria localizada al extremo 3" terminal del IncRNA, conservada en Carmovirus
y otros Tombusvirus, en los cuales la funcion es de servir como promotor de la

replicacion de sentido negativo, no generé vsiRNA.

Los alineamientos con el transcriptoma de plantas sanas e infectadas para
identificar sSiRNA enddgenos, produjeron 1,283,801 de lecturas alineadas en plantas
sanas y 3,487,066 en plantas infectadas. Por lo que se concluye que los SiRNA se

expresan mayormente en plantas infectadas, con respecto a las sanas.
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PERSPECTIVA

Segun los resultados y conclusiones de este trabajo, se plantean las siguientes
perspectivas para futuras investigaciones sobre la caracterizacion de las
poblaciones de los RNA pequefios presentes en la interaccion de PMeV-Mx con C.

papaya:

Caracterizar los miRNA expresados con mayor abundancia en plantas sanas e
infectadas por medio de qRT-PCR para cuantificar su expresion. Posteriormente,
realizar un Northern Blot para confirmar la presencia y tamafio de los miRNA

especificos en las plantas sanas e infectadas.

Realizar una validacion experimental de los vsiRNA identificados con mayor

abundancia mediante gRT-PCR y Northern blot.

Realizar la identificacion de secuencias Unicas y su longitud en nucleétidos de los
siRNA endogenos con mayor abundancia que se alinearon a las regiones del
transcriptoma. Posteriormente, llevar a cabo un segundo alineamiento con el
transcriptoma de C. papaya var. Maradol después de eliminar las regiones con
isoformas. Esto se debe hacer para asegurar que los siRNA identificados
correspondan a secuencias Unicas y no se vean afectados por la presencia de
isoformas en el transcriptoma de C. papaya. Al eliminar las isoformas, se obtendra
una representacion mas precisa de las secuencias de siRNA presentes en el

transcriptoma de C. papaya var. Maradol.

Generar plantas transgénicas de papaya en las cuales se altere la expresion de

algunos de los miRNA identificados en este trabajo para retarlas con PMeV-Mx.
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ANEXOS
Anexo 1. Abundancia de los miRNA conocidos
Plantas sanas Secuencia Total Total
abundancia | abundancia
sanas infectadas
Cpa-miR156a UGACAGAAGAGAGUGAGCAC 49 82
Cpa-miR156a_isomir a UGACAGAAGAUAGAGAGCAC 12 32
Cpa-miR156e UUGACAGAAGAUAGAGAGCAC 16 68
Cpa-miR156f UUGACAGAAGAUAGAGAGCAC 16 68
Cpa-miR159b CUUGGAUUGAAGGGAGCUCC 2122 1743
Cpa-miR159* GAGCUCCUUGAAGUCCAAUAG 39 121
Cpa-miR160a_isomir UGCCUGGCUCCCUGUAUGCU 9 7
Cpa-miR160d UGCCUGGCUCCCUGAAUGCCA 397 1223
Cpa-miR160d_isomir a UGCCUGGCUCCCUGAAUGCC 121 287
Cpa-miR162a_isomir a UCGAUAAACCUCUGCAUCCAGU 129 527
Cpa-miR162_isomir b UCGAUAAACCUCUGCAUCCCG 201 7
Cpa-miR162a_isomir ¢ UCGAUAAACCUCUGCAUCCAA 19 46
Cpa-miR162a_isomir d UCGAUAAACCUCUGCAUCCAGC 40 146
Cpa-miR162a_isomir e UCGAUAAACCUCUGCAUUCAG 22 26
Cpa-miR164a UGGAGAAGCAGGGCACGUGCA 3 1
Cpa-miR164a_isomir UGGAGAAGCAGGGCACGUGU 1 4
Cpa-miR166a_isomir a UCGGACCAGGCUUCAUUCCCA 338 411
Cpa-miR166a_isomir b UCGGACCAGGCUUCAUUcCcU 74 173
Cpa-miR166a_isomir ¢ UCGGACCAGACUUCAUUCCCC 153 105
Cpa-miR166a_isomir d UUGGACCAGGCUUCAUUCCCC 168 118
Cpa-miR166a_isomir e UCGGACCAGGCUUCAUUcCccU 121 151
Cpa-miR166d_isomir a UCGGACCAGGCUUCAUUCCC 18 49
Cpa miR166d isomir b CUCGGACCAGGCUUCAUUCCCG 213 169
Cpa_miR166d isomir ¢ UCUCGGACCAGGCUUCAUUCC 4457 7517
Cpa-miR167a isomir a UGAAGCUGCCAGCAUGAUCUGG 597 1056
Cpa-miR167c _isomir a UGAAGCUGCCAGCAUGAUCUU 481 2117
Cpa-miR167d _isomir b UGAAGCUGCCAGCAUGAUCUGA 255 703
Cpa-miR167d _isomir c UGAAGCUGCCAGCAUGAUCUAGC 75 116
Cpa-miR167c b AGAUCAUAUGGCAGUUUCACC 142 351
Cpa _miR167c_isomir ¢ GAUCAUAUGGCAGUUUCACC 316 330
Cpa-miR167c _isomir d UGAAGCUGCCAGCAUGAUCUUU 165 642
Cpa-miR169 CAGCCAAGAAUGACUUGCCGA 3 1
Cpa miR171d UGAUUGAGCCGUGCCAAUAUC 581 1889
Cpa-miR172 GGGAAUCUUGAUGAUGCUGCA 6 5
Cpa-miR319 AUUGGACUGAAGGGAGCUCC 0 10
Cpa-miR390a AAGCUCAGGAGGGAUAGCGCC 252 1150
Cpa-miR390 isomir a AGCUCAGGAGGGAUAGCGCC 36 65
Cpa-miR390 isomir b aagcucaggagggauagcgc 6 11
Cpa-miR390-5p CGCUAUCUAUCCUGAGUUUCA 120 810
Cpa-miR390-5p isomir a CGCUAUCUAUCCUGAGUUUU 9 45
Cpa-miR390 isomir b AAGCUCAGGAGGGAUAGCGC 6 11
Cpa-miR393 UCCAAAGGGAUCGCAUUGAUC 5 2
Cpa-miR394 Guggcauucuguccaccucc 0 11
Cpa-miR395 UGAAGUGUUUGGGGGAACUC 22 13
Cpa-miR395 isomir a CUGAAGUGUUUGGGGGAACUC 102 68
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Cpa-miR396-5p GUUCAAUAAAGCUGUGGGAAG 1698 4015
Cpa-mir396 UUCAAUAAAGCUGUGGGAAG 558 396
Cpa-miR396_isomir uuccacagcCuucuugaacug 14 16
Cpa-miR398b UGUGUUCUCAGGUCGCCCCU 488 234
Cpa-miR398b _isomir a UCGUGUGUUCUCAGGUCGCCC 5182 873
Cpa-miR398b _isomir b GUGUGUUCUCAGGUCGCCCCUG 1791 718
Cpa-miR398b _isomir ¢ CUGUGUUCUCAGGUCGCCCCUG 876 112
Cpa-miR398b _isomir d UGAGUUCUCAGGUCGCCCCUG 373 93
Cpa-miR398b_isomir e CGUGUGUUCUCAGGUCGCCCC 974 126
Cpa-miR398b_isomir f UGUGUACUCAGGUCGCCCCUG 575 85
Cpa-miR398b _isomir g UGUGUUCUCAGUUCGCCCCUG 229 78
Cpa-miR398b _isomir h UGUGUUCUCAGGCCGCCCCUG 538 59
Cpa-miR398b _isomir i UGUGUUCUCAGGGCGCCCCAG 2755 210
Cpa-miR408_isomir a UGCACUGCCUCUUCCCUGGU 63 5
Cpa-miR408 isomir b UGCACUGCCUCUUCCCUGAC 44 4
Cpa-miR408 _isomir ¢ CUGCACUGCCUCUUCCCUGAC 246 17
Cpa-miR477 isomir a AUUGGAGGAUUUUGGGGGAGC 3 62
Cpa-miR477 isomir b AUUGGAGGAAUUUGGGCGAGC 1 75
Cpa-miR535 UGACAACGAGAGAGAGCACGC 693 1017
Cpa-miR535 5p GUGCUCUAUGUCGUUGUCAUA 231 279
Cpa-mir8135 AGGAUUUUGCAGGGUUGAU 2 2
Cpa-miR8137 UUCGCCAGCCAUUCACAAAAU 429 1231
Cpa-miR8137 isomir a UUCGCCAGCCAUUCACAAAAUU 31 195
Cpa-miR8137-5p UUGUGUGAAUGGCUUGCGAAA 43 115
Cpa-miR8137-5p isomir a UGUGUGAAUGGCUUGCGAAAG 354 688
Cpa-miR8140 CUUUUCAAGACUUCAGCUUCA 410 596
Cpa-miR8135 AGGAUUUUGCAGGGUUGAU 7 18
Cpa-miR8148_isomir a GCUGACUGGAUCUGCUGACGUGGC 27 115
Cpa-miR8150 AAAACCUGAGUCAGAUGAUGAGCG 4 14
Anexo 2. Total de lecturas en las posiciones del ORF 1.
Posicion ORF1 Total de lecturas
6 9
7 18
8 16
9 148
10 7
11 10
12 71
13 273
14 88
15 128
16 291
17 34
18 3634
19 3904
20 1536
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12
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16
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97
676

36
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13
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365 4
366 15
367 1
368 4
369 15
370 18
371 0
372 0
373 11
374 9
375 29
376 161
377 22
378 8
379 5
380 40
381 13
382 39
383 40
384 7
385 7
386 60
387 11
388 87
389 53
390 7
391 84
392 9
393 59
394 49
395 31
396 36
397 104
398 5
399 56
400 4
401 7
402 6
403 0
404 0
405 0
406 0
407 0
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31
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848
849
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881 40
882 91
883 4
884 23
885 33
886 83
887 115
888 182
889 130
890 106
891 39
892 162
893 123
894 242
895 63
896 42
897 296
898 16
899 10
900 6
901 1
902 0
903 4
904 23
905 4
906 10
907 20
908 5
909 23
910 586
911 168
912 35
913 2
914 0
915 0
916 0
917 13
918 349
919 8
920 4
921 10
922 15
923 10
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924 94
925 4
926 9
927 9
928 1
929 2
930 2
931 20
932 4
933 8
934 8
935 13
936 46
937 17
938 27
939 78
940 25
941 28
942 13
943 5
944 44
945 249
946 8
947 70
948 53
949 36
950 59
951 1
952 121
953 29
954 51
955 104
956 43
957 59
958 391
959 5
960 51
961 10
962 4
963 295
964 11
965 84
966 16
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967 13
968 11
969 18
970 11
971 283
972 0
973 1

Anexo 3. Posicién de la region del IncRNA de la estructura secundaria descrita por Toriz-Bravo et

al, 2022 datos sin publicar.

Posiciones

Total de lecturas

4308

4309

4310

4311

4312

4313

4314

4315

4316

4317

4318

4319

4320

4321

4322

O|0O|0O|0O|0O|O|O|O|O|O|O|O|OC|O|O
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w
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4323

4324

4325

4326

4327

4328

4329

4330

4331

4332

4333

4334

4335

4336

4337

4338

4339

4340

4341

4342

4343

4344

4345

4346

O|0O|O|0O|0O|0O|0O|O|O|O|O|O|O|O|O|O|O|O|O|O|O|O|O|O

*Posicion de inicio de la estructura secundaria
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Anexo 4. Total de lecturas en las posiciones del ORF2.

Posicién ORF2

Total de lecturas

1241 3
1242 1
1243 1
1244 4
1245 226
1246 501
1247 98
1248 5
1249 4
1250 2
1251 2
1252 1
1253 6
1254 10
1255 8
1256 0
1257 0
1258 5
1259 13
1260 18
1261 28
1263 33
1264 66
1265 34
1266 21
1267 36
1268 12
1269 11
1270 4
1271 36
1272 18
1273 16
1274 193
1275 0
1276 59
1277 62
1278 34
1279 81
1280 8
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1281 48
1282 13
1283 117
1284 3
1285 61
1286 60
1287 59
1288 34
1289 66
1290 95
1291 65
1292 17
1293 335
1294 17
1295 9
1296 7
1297 3
1298 267
1299 7
1300 65
1301 0
1302 0
1303 0
1304 1
1305 6
1306 150
1307 50
1308 145
1309 217
1310 18
1311 231
1312 68
1313 48
1314 16
1315 75
1316 8
1317 13
1318 16
1319 2
1320 2
1321 274
1322 11
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1323 1
1324 17
1325 27
1326 8
1327 10
1328 2
1329 21
1330 7
1331 12
1332 21
1333 113
1334 21
1335 154
1336 20
1337 5
1338 23
1339 20
1340 5
1341 9
1342 9
1343 14
1344 23
1345 16
1346 20
1347 16
1348 40
1349 7
1350 8
1351 25
1352 23
1353 19
1354 66
1355 10
1356 35
1357 0
1358 41
1359 8
1360 25
1361 6
1362 11
1363 9
1364 14
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1365 34
1366 15
1367 4
1368 21
1369 18
1370 11
1371 178
1372 16
1373 32
1374 13
1375 93
1376 28
1377 91
1378 51
1379 102
1381 75
1382 76
1383 151
1384 3
1385 9
1386 0
1387 0
1388 0
1389 0
1390 0
1391 0
1392 2
1393 4
1394 14
1395 12
1396 22
1397 111
1398 249
1399 118
1400 120
1401 141
1403 52
1404 41
1405 23
1406 6
1407 4
1408 5
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1409 75
1410 164
1411 104
1412 7
1413 10
1414 16
1415 0
1416 0
1417 0
1418 0
1419 0
1420 2
1421 1
1422 1
1423 2
1424 13
1425 25
1426 0
1427 0
1428 0
1429 38
1430 98
1431 210
1432 416
1433 751
1434 69
1435 131
1436 8
1437 15
1438 51
1439 63
1440 3
1441 10
1442 27
1444 24
1445 55
1446 8
1447 4
1448 12
1449 10
1450 0
1451 0
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1452 4
1453 4
1454 16
1455 13
1456 45
1457 205
1458 60
1459 14
1460 54
1461 8
1463 9
1464 96
1465 36
1466 28
1467 130
1468 0
1469 0
1470 0
1471 1
1472 5
1473 57
1474 3
1475 15
1476 0
1477 8
1478 59
1479 56
1480 53
1481 5
1482 0
1483 7
1484 3
1485 3
1486 29
1487 18
1488 225
1489 2
1490 1
1491 0
1492 3
1493 6
1494 0
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1495 28
1496 2
1497 29
1498 7
1499 11
1500 11
1501 5
1502 71
1503 26
1504 35
1505 83
1506 5
1507 13
1508 42
1509 69
1510 54
1511 26
1512 15
1513 53
1514 27
1515 6
1516 28
1517 9
1518 3
1519 10
1520 2
1521 9
1522 38
1523 841
1524 239
1525 53
1526 594
1527 140
1528 240
1529 13
1530 54
1531 1
1532 206
1533 9
1534 0
1535 8
1536 11
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1537 2
1538 34
1539 8
1541 23
1542 266
1543 216
1544 17
1545 2
1546 23
1547 0
1548 0
1549 0
1550 0
1551 2
1552 6
1553 121
1554 189
1555 30
1556 37
1557 4
1558 90
1559 52
1560 161
1561 1
1562 0
1563 0
1564 0
1565 0
1566 3
1567 3
1568 5
1569 0
1570 7
1571 4
1572 4
1573 19
1574 9
1575 27
1576 13
1577 95
1578 60
1579 73
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1580 135
1581 73
1582 60
1583 48
1584 23
1585 13
1586 41
1587 383
1588 62
1589 399
1590 14
1591 29
1592 4
1593 5
1594 17
1595 7
1596 4
1597 438
1598 162
1599 12
1600 11
1601 0
1602 0
1603 10
1604 0
1605 23
1606 70
1607 15
1608 76
1609 17
1610 16
1611 26
1612 18
1613 19
1614 104
1615 98
1616 220
1617 248
1618 32
1619 0
1620 11
1621 21
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1622 73
1623 54
1624 43
1625 15
1626 11
1627 78
1628 290
1629 48
1630 7
1631 0
1632 79
1633 3
1634 2
1635 11
1636 41
1637 3
1638 16
1639 10
1640 45
1641 17
1642 149
1643 13
1644 9
1645 5
1646 4
1647 59
1648 33
1649 2
1650 0
1651 0
1652 0
1653 0
1654 2
1655 0
1656 0
1657 4
1658 10
1659 8
1660 26
1662 80
1663 69
1664 110
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1665 31
1666 16
1667 23
1668 24
1669 36
1670 114
1671 22
1672 2
1673 48
1674 127
1675 44
1676 1
1677 2
1678 28
1679 19
1681 224
1682 44
1683 0
1684 24
1685 12
1686 5
1687 56
1688 34
1689 34
1690 62
1691 33
1692 21
1693 10
1694 13
1695 22
1696 5
1697 1
1698 4
1699 50
1700 2
1701 3
1702 47
1703 17
1704 13
1705 45
1706 6
1707 11
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1708 8
1709 15
1710 385
1711 38
1712 10
1713 42
1714 14
1715 23
1716 103
1717 64
1719 154
1720 5
1721 7
1722 4
1723 374
1724 33
1725 59
1726 433
1727 306
1728 20
1730 546
1731 54
1732 4
1733 33
1734 200
1735 18
1736 58
1737 159
1738 18
1739 298
1740 8
1741 136
1742 46
1744 103
1748 90
1750 9
1751 553
1752 37
1753 269
1754 20
1755 50
1756 17
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1757 417
1758 149
1759 54
1760 187
1761 522
1762 4
1763 238
1764 1
1765 14
1766 4
1767 0
1768 0
1769 0
1770 1
1771 0
1772 234
1774 40
1775 1
1776 160
1777 124
1778 100
1779 39
1780 30
1781 13
1782 27
1784 57
1785 5
1786 36
1787 1
1788 17
1789 0
1790 5
1791 2
1792 0
1793 0
1794 6
1795 38
1796 41
1797 41
1798 34
1799 81
1800 22
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1801 286
1802 53
1803 202
1804 7
1805 42
1806 21
1807 1
1808 2
1809 0
1810 0
1811 0
1812 0
1813 0
1814 0
1815 0
1816 0
1817 0
1818 53
1819 36
1820 2
1821 1
1822 45
1823 20
1824 19
1825 2
1826 51
1827 138
1828 24
1829 6
1830 17
1831 21
1832 97
1833 8
1834 47
1835 8
1836 43
1837 30
1838 78
1839 52
1840 57
1841 595
1842 42
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1843 9
1844 16
1845 164
1846 48
1847 15
1848 9
1849 7
1850 0
1851 0
1852 0
1853 1
1854 0
1855 0
1856 0
1857 0
1858 0
1859 0
1860 0
1861 0
1862 16
1863 0
1864 5
1865 95
1866 6
1867 91
1868 2
1869 2
1870 0
1871 0
1872 0
1873 3
1874 0
1875 5
1876 4
1877 8
1878 3
1879 14
1880 28
1881 9
1882 20
1883 6
1884 0
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1885 3
1886 0
1887 4
1888 8
1889 1
1890 8
1891 2
1892 0
1893 3
1894 12
1895 1
1896 12
1897 44
1898 6
1899 348
1900 1
1901 16
1902 2
1903 1
1904 3
1905 104
1906 28
1907 0
1908 7
1909 5
1910 0
1911 0
1912 5
1913 1
1914 11
1915 27
1916 10
1917 141
1918 35
1919 29
1920 40
1921 27
1922 3
1923 44
1924 3
1925 46
1926 13
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1927 3

1928 403

1929 221

1930

=
[y

1931

1932

1933

1934

1935

1936

1937

1938

1939

1940

1941

1942

1943

1944

1945

1946

1947

1948

1949

O|Rr O0O0O0O|0O|0O|0O|0O|0O|0O|O|O|O|O|O|O|O|W

1950

1951 1

Vo]

1952

1953

1954

1955

1956

1957

1958

1959

1960

1961

1962

NOO|IOINININ|INIO|O|[0|O

1963

1964 3

(o)}

1965

1966

1967

OoOOo|W|k

1968
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1969

1970

1971

1972

1973

1974

1975

1976

1977

1978

1979

1980

1981

1982

1983

1984

1985

1986

1987

1988

OO+ O0OI0OI0O|0O|0O|0|0|O|O|OCO|OCO|OC|IO (R (F

1989

1990

N
w

1991

N
SN

1992

Ul
o

1993

Vo]
)]

1994

N
o

1995 731

1996 318

1997 99

1998 4

1999 24

2000 79

2001 538

2005 81

2006 5

2007 13

2008

2009

2010

2011

2012

OO0 |0 [Nk

2013
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2014

2015

2016

2017

2018

2019

2020

2021

2022

2023

2024

2025

2026

2027

2028

2029

2030

2031

2032

2033

2034

2035

2036

2037

2038

2039

2040

2041

2042

2043

2044

2045

2046

2047

2048

2049

2050

NP OOOO0O0O|0O|0O|0O|0O|0O|O|0O|O|O|0O|0O|0O|O|O|O|O|O|0O|0O|0O|O0O|O|O|O|O|O|O|O|O|O

2051

2052

I
N

2053
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2054

o

2055

o
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2056 0
2057 160
2058 20
2059 55
2060 67
2061 2
2062 171
2063 10
2064 3
2065 187
2066 39
2067 58
2068 146
2069 3
2070 114
2071 7
2072 210
2073 27
2074 5
2076 6
2077 242
2078 46
2079 5
2080 96
2081 1
2082 24
2083 307
2084 80
2085 365
2086 62
2087 76
2088 19
2089 26
2090 12
2091 6
2092 6
2093 1
2094 11
2095 11
2096 55
2097 79
2098 47
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2099 7
2100 5
2101 5
2102 2
2103 11
2104 10
2105 7
2107 108
2108 6
2109 94
2110 6
2111 28
2112 2
2113 88
2114 139
2115 67
2116 13
2117 129
2118 6
2119 168
2120 17
2121 21
2122 2
2123 7
2124 15
2125 8
2126 3
2127 51
2128 149
2129 11
2130 13
2131 8
2132 77
2133 17
2134 8
2135 5
2136 1
2137 17
2138 9
2139 7
2140 9
2141 1
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2142 25
2143 31
2144 121
2145 158
2146 164
2148 466
2150 479
2151 138
2152 173
2153 353
2155 28
2156 188
2157 81
2158 17
2159 311
2160 131
2161 159
2162 8
2163 24
2164 45
2165 56
2166 15
2167 75
2168 8
2169 3
2170 1
2171 22
2172 3
2173 3
2174 3
2175 305
2176 36
2177 6
2178 23
2179 87
2180 15
2181 17
2182 4
2183 11
2184 6
2185 23
2186 1
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2187 5
2188 0
2189 0
2190 12
2191 86
2192 318
2193 159
2194 21
2195 0
2196 25
2197 3
2198 1
2199 0
2200 0
2201 0
2202 0
2203 0
2204 0
2205 0
2206 0
2207 0
2208 0
2209 0
2210 0
2211 0
2212 1
2213 7
2214 51
2215 147
2216 40
2217 71
2218 25
2219 31
2220 223
2221 3
2222 133
2223 58
2224 1
2225 0
2226 0
2227 24
2228 171
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2229 1
2230 53
2231 49
2232 180
2233 2
2234 35
2235 11
2236 81
2237 50
2238 49
2239 23
2240 4
2241 4
2242 2
2243 35
2244 31
2245 37
2246 8
2247 10
2248 12
2249 29
2250 9
2251 0
2252 74
2253 1
2254 41
2255 34
2256 970
2257 188
2258 194
2259 45
2260 5
2261 7
2262 2
2263 0
2264 1
2265 1
2266 0
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Anexo 5. Total de lecturas en la regién intergénica.

POSICION REGION INTERGENICA TOTAL DE LECTURAS
974 1
975 156
976 7
977 11
978 0
979 59
980 4
981 29
982 14
983 7
984 5
985 2
986 2
987 39
988 0
989 6
990 8
991 44
992 241
993 14
994 21
995 3
996 62
997 0
998 5
999 56
1000 35
1001 0
1002 0
1003 4
1004 11
1005 0
1006 5
1007 8
1008 5
1009 12
1010 5
1011 5
1012 0
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1013 4
1014 4
1015 20
1016 0
1017 3
1018 1
1019 3
1020 22
1021 6
1022 5
1023 70
1024 11
1025 41
1026 5
1027 3
1028 5
1029 8
1030 7
1031 18
1032 0
1033 6
1034 37
1035 10
1036 10
1037 1
1038 1
1039 8
1040 3
1041 4
1042 1
1043 4
1044 0
1045 14
1046 1
1047 11
1048 13
1049 50
1050 18
1051 162
1052 55
1053 1487
1054 45
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1057 17
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1059 33
1060 6
1061 48
1062 75
1063 5
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1065 41
1066 6
1067 30
1068 5
1069 20
1070 8
1071 188
1072 46
1073 35
1074 0
1075 1
1076 0
1077 0
1078 5
1079 7
1080 1
1081 70
1082 2
1083 5
1084 44
1085 25
1086 46
1087 9
1088 17
1089 9
1090 0
1091 19
1092 2
1093 8
1094 306
1095 89
1096 109
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1097 374
1098 340
1099 310
1100 433
1102 10
1103 45
1104 17
1105 61
1106 59
1107 76
1108 44
1109 11
1110 0
1111 0
1112 5
1113 91
1114 489
1115 8
1116 28
1117 22
1118 27
1119 114
1120 265
1121 101
1122 76
1123 38
1124 63
1125 4
1126 79
1127 44
1128 0
1129 12
1130 8
1131 9
1132 5
1133 7
1134 25
1135 23
1136 709
1137 696
1138 1548
1139 113
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1157 57
1158 12
1159 15
1160 133
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1162 7
1163 9
1164 0
1165 3
1166 0
1167 1
1168 2
1169 0
1170 7
1171 2
1172 6
1173 2
1174 2
1175 3
1176 1
1177 8
1178 20
1179 36
1180 17
1181 3
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1189 70
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1191 52
1192 103
1193 327
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1196 20
1197 32
1198 98
1199 181
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1201 32
1202 22
1203 36
1204 163
1205 52
1206 77
1207 310
1208 1255
1209 104
1210 58
1211 218
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1213 4
1214 0
1215 10
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1220 146
1221 39
1222 25
1223 1
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Anexo 6. Total de lecturas en la posicién IncRNA.

Posiciones IncRNA

Total de abundancia
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2489 0
2490 0
2491 0
2492 0
2493 36
2494 16
2495 26
2496 41
2497 143
2498 277
2499 57
2500 31
2501 26
2502 53
2503 50
2504 27
2505 27
2506 223
2507 46
2508 444
2509 331
2511 122
2513 382
2518 86
2519 14
2520 1
2521 0
2522 0
2523 1
2524 0
2525 1
2526 0
2527 0
2528 0
2529 0
2530 0
2531 0
2532 0
2533 0
2534 0
2535 0
2536 0
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