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The mutation of the MIR867 gene causes seed abortion and affects fruit
size in the model plant Arabidopsis thaliana
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ABSTRACT

MIR genes are genes that give rise to microRNAs (miRNAs), which are small RNAs that
regulate key developmental processes such as flowering and embryogenesis. Little is
known about its role in the formation of gametes, seeds and fruits. This work demonstrates
that the activity of the promoter of the MIR867 gene has a specific expression pattern in
male tissue during flower development. Using two T-DNA insertional mutants, a reduction
in fruit size (siliques) in length and thickness, and semi-sterility phenotype was
demonstrated. To find the cellular reason for the semi-sterility, the Alexander staining
technique of pollen grains was used observing that there is defective pollen in the mutant
lines. This study is the first report that relates the MIR gene with fruit formation and semi-
sterility if seeds in the model plant Arabidopsis thaliana.
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RESUMEN

Los genes MIR son genes que dan lugar a los microRNAs (miRNAs), los cuales son RNAs
pequefios que regulan procesos fundamentales del desarrollo como la floracién y la
embriogénesis. Poco se sabe de su papel en la formacion de gametos, de semillas y frutos.
Este trabajo demuestra que la actividad del promotor del gen MIR867 es de expresién
especifica en tejido masculino. Usando dos mutantes insercionales de T-DNA, se
demostro una reduccion en el tamano del fruto (silicuas) en lo largo y en el grosor, y semi
esterilidad. Para encontrar la razén celular de la semi esterilidad, se usé la técnica de
tincion de Alexander de granos de polen, observando que existe polen defectuoso en las
lineas mutantes. Este estudio es el primer reporte que relaciona un gen MIR con formacién
de fruto y la semi-esterilidad de semillas de la planta modelo Arabidopsis thaliana.

Palabras clave: miRNAs de plantas, formacion de semillas, fecundacion en plantas,
lineas insercionales.

1. INTRODUCCION

La reproduccion sexual de las plantas con flores (angiospermas) da lugar a la formacién
de semillas y de fruto, dos de las principales fuentes nutrimentales para el ser humano. El
crecimiento poblacional mundial, combinado con las consecuencias del cambio climatico
en la agricultura, representan un problema a resolver desde el punto de vista
agroalimentario. Este problema se puede combatir optimizando e incrementando los
rendimientos de los cultivos haciendo uso de herramientas biotecnolégicas adecuadas
(Moore et al., 2021). Un método ampliamente usado en la mejora de cultivos es generar
plantas llamadas dobles haploides, se ha demostrado que esta técnica que combina la
genética con la biotecnologia es de gran utilidad para fijar rasgos fenotipicos especificos
en cortos periodos de tiempo; esta técnica puede hacerse in vivo y la meta es producir
embriones haploides mediante la polinizacion aberrante usando polen muerto o inviable,
este método estimula al ovulo para formar un embridon haploide sin fecundacion
(partenogénesis) y de esta forma, generar plantas homocigotas en la primer generacion.
Por esta razon, encontrar plantas mutantes masculinas es importante para generar plantas
dobles haploides (Segui-Simarro et al., 2021).

Otra estrategia biotecnolégica enfocada en la mejora de cultivos es primero, descubrir la
funcién de genes involucrados en la reproduccién sexual para después, evaluar su uso en
la mejora de semillas. Por ejemplo, estudios funcionales sobre los microRNAs (miRNAs)
en la planta modelo Arabidopsis thaliana demuestran que la sobre-expresion del miR408,
incrementa el rendimiento de las semillas y en general, la biomasa de la planta (Song et
al., 2018); por otro lado, en Arroz el miR397 esta relacionado en el rendimiento del grano
mientras que miR156 puede promover la floracion y el desarrollo de raices y hojas en
Arabidopsis y Zea mays (Dong et al., 2022), demostrando asi que el uso de miRNAs es
una alternativa para la mejora y rendimiento de semillas.

Los microRNAs (miRNAs) son RNAs pequefios no codificantes de entre 18 y 25
nucledtidos de longitud (Li & Yu, 2021). En plantas, actuan como reguladores esenciales
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de la expresion genética y estan implicados en multitud de procesos de desarrollo y
fisiolégicos, tales como la morfogénesis de las hojas, transicion juvenil-adulto, floracion,
vigor de las semillas, asimilacion de nutrientes, asi como la respuesta a estrés biotico y
abiotico (Jin et al., 2022; Dong et al., 2022). El mecanismo de accion de los miRNAs
depende de la complementariedad de secuencias con un RNA mensajero (mRNA) al cual
se unen; con la ayuda de una proteina ARGONAUTA (AGO) que tiene actividad de
nucleasa, escinden el mMRNA o interrumpen su traduccién a proteina. Los genes MIR que
dan lugar a los miRNAs, estan distribuidos en todo el genoma, preferentemente
localizados entre genes que codifican para proteinas, pero también se pueden alojar en
intrones (Leitao & Enguita, 2022). A la fecha, se sabe que todos los genes MIR son
transcritos por la RNA Polimerasa |l (RNA Pol Il) la cual generara transcritos de entre 50
y 500 nt de longitud, los cuales se pliegan sobre si mismos, para formar horquillas tipo
stem-loop llamados miRNAs primarios (pri-miRNAs). La transcripcion de los genes MIR
es el primer paso de la biogénesis de miRNAs (Rivera-Gutiérrez & Duran-Figueroa, 2022).
Una vez formado, el pri-miRNA es procesado por un complejo enzimatico donde una
RNasa llamada Dicer-like 1 (DCL1), hace dos cortes que dan lugar primero al pre-miRNA
y después a RNA de doble cadena (duplex) de 21 nt de tamano, el cual representa el
miRNA maduro. El duplex es metilado por la enzima HUA ENHANCER (HEN1: s-
adenosyl-L-methionine-dependent RNA methyltransferase) para finalmente, el miRNA ser
exportado por la enzima HASTY (HST) y la proteina TREX-2 al citoplasma (Zhang et al.,
2020). Una cadena del duplex miRNA es cargada por la proteina AGO, donde el miRNA
guia hacia su mRNA blanco, al cual se unira por complementariedad de secuencias y asi
inhibir la expresién del gen (Wang et al., 2019; Gao et al., 2021).

Por otro lado, las semillas abortadas en las angiospermas representan un mecanismo
normal y benéfico que tienen las plantas para mejorar la calidad de la progenie (Chen,
2022; Li et al., 2016). El aborto puede producirse antes de la fecundacion, debido a la
presencia de 6vulos senescentes y a la presencia de granos de polen defectuosos como
consecuencia de factores reproductivos o fisiolégicos. Posterior a la fecundacion, los
abortos pueden ser ocasionados por deficiencias nutrimentales o estrés abidtico, como
incremento o disminucidn de temperatura o incluso afectaciones directas en la
embriogénesis (Shen et al., 2018). En nuestro grupo de trabajo, hemos estudiado el papel
que pueden tener los miRNAs en la reproduccion sexual de las plantas (Tovar-Aguilar et
al., 2023), particularmente aquellos de expresion especifica en gametos masculinos o
femeninos con miras a descubrir si pueden ser usados como genes de mejora a través de
estrategias de biotecnologia vegetal. En este trabajo reportamos que, mutaciones T-DNA
que afectan la expresion del miR867 en la planta modelo Arabidopsis thaliana, tienen un
efecto en la reduccién del tamario de fruto y provocan aborto de semillas, se muestra que
el efecto de semiesterilidad puede ser debido a una esterilidad masculina, abriendo asi la
puerta para explorar nuevas funciones de genes para aplicaciones biotecnolégicas como
la generacion de plantas dobles haploides.

2. MATERIALES Y METODOS

2.1. Material vegetal y condiciones de cultivo
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Se utilizaron semillas de Arabidopsis thaliana ecotipo Col-0 adquiridas en el instituto SALK
(Alonso et al., 2003), las cuales tienen una insercion de ~795 nucleotidos en el promotor
del gen MIR867 en la posicién 11375330 del cromosoma 4 (SALK_072076; nombrado
mir867-1 en este articulo) y en la posicion 11375335 (SALK_120221; nombrado mir867-2
en este articulo) del mismo cromosoma. Las semillas se desinfectaron utilizando cloro
gaseoso, de acuerdo con el protocolo reportado por Rivera-Gutiérrez et al. (2022).
Brevemente, las semillas se colocaron en tubos para microcentrifuga en una gradilla
dentro de un desecador, junto con un vaso de precipitados conteniendo 200 mL de
hipoclorito de sodio comercial. Se adicionaron 3 mL de HCI a la solucién de hipoclorito, y
el desecador fue sellado con papel Parafilm. El Cl2 generado en el desecador, actud por
4 horas y las semillas se utilizaron para ser sembradas en cajas Petri de 90 x 15 mm,
conteniendo medio MS sdlido de la marca Sigma-Aldrich suplementado con de sacarosa
(30 g/L), pH 5.7. Después de 12 dias en camara de incubacion a 25 °C, 50 % de humedad,
fotoperiodo de 16 horas luz (7000 lux) y 8 horas de oscuridad, las plantulas se
trasplantaron a macetas de 11 x 8 x 5 cm conteniendo una mezcla de Peat moss (no
estéril), vermiculita y perlita (relacion 3-1-1) suplementado con 0.5 gramos de fertilizante
15x15x15. Las plantas en maceta se desarrollaron en ambiente controlado de 50% de
humedad, 25 °C, un fotoperiodo de 16 horas luz y 8 horas oscuridad y se fertilizaron con
0.5 gramos del mismo fertilizante cada 15 dias hasta la cosecha de semillas.

2.2. Genotipificacion de lineas SALK

Las semillas adquiridas en el instituto Salk se crecieron y desarrollaron en tierra para la
extraccion de DNA gendmico y realizar el rastreo de plantas homocigotas. Los
oligonucledtidos (oligos) utilizados para la genotipificacidn se presentan en la Tabla S1.
Se llevaron a cabo dos amplificaciones por la técnica de PCR para lo cual, se utilizaron
los siguientes oligos RP, LB, y un oligo universal BP, disefiados por la herramienta “iSect
primer design tool” disponible y recomendado por el instituto Salk en SIGnAL:
signal.salk.edu/isects.html (Alonso et al., 2003). LP + RP amplifica un segmento de ~1208
pares de bases (pb), correspondiente al gen mas un segmento del DNA que incluye el
promotor, mientras que RP + BP amplifica un fragmento de ~550-850 pb que
corresponden al T-DNA mas el gen MIR.

2.3. Cuantificacion de semillas

Para el conteo de semillas se utilizd la quinta silicua de cada planta. Las silicuas se
disectaron con ayuda de jeringas de insulina y se observaron utilizando un estereoscopio
Leica modelo MEB115. Se contabilizé el numero de semillas aberrantes por silicua y se
consideré6 como semilla aberrante las que fenotipicamente eran mas pequenas, y
amarillas en comparaciéon con la silvestre.

2.4. Extraccion de DNA

Se recolecté una hoja de roseta y se colocd dentro de un tubo para micro centrifuga de
1.5 mL. Se adicionaron 300 pL de una solucion de CTAB (Tris-HCI 50 mM pH=8, NaCl 0.7
M, EDTA 10 mM, CTAB de 2% v/v; estéril) para macerarse con un pistilo de plastico estéril.
Se incubd por diez minutos a 65 °C y se mezcld por inversidon ocasionalmente. Se
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adicionaron 300 pL de cloroformo y se mezcld en vortex para centrifugar por 5 minutos a
12100 g. El sobrenadante se transfirié a un tubo nuevo, y se le adicion6é 1 yL de RNasa A
de la marca Thermo Fisher Scientific para incubarse por 15 minutos a 37 °C. Se
adicionaron 300 uL de isopropanol y se mezcld por inversidon. Se incubd por una hora a
temperatura ambiente y se centrifugd a 12100 g por 20 minutos. Se descarto el
sobrenadante y se lavé el pellet con 500 uL de etanol al 70%. Se centrifugd por 3 minutos
a 12100 g y se descarto el sobrenadante para dejar secar el pellet a temperatura ambiente.
Finalmente, el pellet se resuspendié en 30 pL de agua estéril, para ser almacenado a -20
°C hasta ser utilizado.

2.5. Extraccion de RNA

Con la ayuda de un estereoscopio, se disectaron 20 anteras de flores de Arabidopsis, las
cuales se congelaron con nitrégeno liquido para ser pulverizadas en mortero con pistilo.
Se adiciono 1 mL de Trizol, y la mezcla se transfirié a tubos para microcentrifuga de 1.5
mL. Se agregaron 200 yL/mL de cloroformo, y los tubos se centrifugaron a 12100 g por 15
min a 4 °C. El sobrenadante se transfirio a tubos nuevos y se les afadieron 500 yL de
isopropanol, y se incubaron a -70 °C por 30 min. Posteriormente, los tubos se centrifugaron
a 7200 g por 15 min a 4 °C. El sobrenadante se descartd, y el RNA se resuspendié en 20
ML de agua tratada con DEPC (1 mL/L de agua). EI RNA se almacend a -70 °C hasta ser
utilizado.

2.6. Cuantificacion de miR867 usando qRT-PCR

La cuantificacion se llevd a cabo mediante la estrategia descrita por Varkonyi-Gasic &
Hellens (2011). Para ello, se disefid un oligonucledtido de tipo stem-loop y dos oligos
adicionales para la amplificacion por PCR (Tabla S1). Se utilizé 1 ug de RNA de anteras
para realizar los RT-PCR correspondientes, el cual se incubd con el oligo del tipo stem-
loop a 65 °C por 10 minutos, seguido de una retro transcripcion utilizando 50 U de retro
transcriptasa RevertAid (Thermo Fisher EP0441), con la cual se incubd6 la mezcla de
reaccion por 60 minutos a 42 °C para obtener el cDNA. Posteriormente, se realizo la
amplificacion por PCR (Tag DNA Polymerase Master Mix RED marca AMPLIQON-
52003001250), y se utilizdé 1 yL del producto de PCR para su visualizacion en un gel de
agarosa al 1 %. Finalmente, los niveles de expresién de miR867 se determinaron mediante
RT-gPCR, para lo cual, se utiliz6 1 yL de cDNA, 5 yL de Master Mix (Maxima SYBR
Green/ROX K0221), 5 pmol de oligo forward y 5 pmol de oligo reverse en un termociclador
ilumina Eco Real-Time PCR System 101018. Se realizaron tres réplicas técnicas, y los
niveles de expresion relativos se analizaron mediante el método de CT comparativo
(Schmittgen & Livak, 2008). Como referencia, se utilizé el miR161.

2.7. Tinciones de GUS

Se utilizaron inflorescencias de plantas transgénicas que contienen la fusion
transcripcional MIR867pro::GUS de Arabidopsis thaliana (Tovar Aguilar et al., 2023) Los
tejidos vegetales se incubaron por 48 horas a 37 °C en una solucion de tincion GUS (1
mg/mL de x-gluc [acido 5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-glucurénido] en 50 mM de buffer de
fosfatos pH 7.4, 5 mM K4Fe (CN) 6, 5 mM K3Fe (CN)6, 0.1% Triton X-100).
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Posteriormente, los tejidos se sometieron a una serie de lavados con etanol al 70% (v/v)
durante 5 dias, reemplazando la solucion de lavado cada 24 horas. Finalmente, se
observaron en un estereoscopio Leica modelo MEB115 para los experimentos
correspondientes.

2.8. Ensayos de viabilidad del polen por tincion de Alexander

Se recolectaron granos de polen de flores en etapas 12-13 del desarrollo y se analizaron
mediante el método modificado de tincion de Alexander descrito por Peterson et al. (2010).
Los granos de polen recolectados se colocaron sobre portaobjetos y protegidos por un
cubreobjetos. Con ayuda de una micropipeta, por una arista del cubreobjetos se adicion6
la solucién de tenido (se prepara en este orden: 1 mL de etanol al 95 %, 100 pL de verde
malaquita al 1 % disuelto en etanol al 95 %, 5 mL de agua destilada, 2.5 mL de glicerol,
500 pL de Fucsina acida al 1 % v/v, 50 uL de Orange G al 1 % v/v, 400 pL de acido acético
glacial, 450 yL de agua destilada). La muestra fue sellada por la periferia del cubreobjetos
para ser incubada toda la noche, previo a su observacion al microscopio. Los granos
tefidos de fucsia-rojo son viables. Los granos tefidos de verde-azul o vanos son inviables.

2.9. Clasificacion de flores de A. thaliana en etapas de desarrollo

Las flores de A. thaliana se clasificaron de acuerdo con las etapas del desarrollo
reportadas por Alvarez-Buylla et al. (2010). Aqui las describimos someramente. Etapa 1:
existen senales de inicio de formacion de primordios; Etapa 2: el primordio crece y
aumenta de volumen en sus tres dimensiones; Etapa 3: el primordio del sépalo se hace
visible y comienza a aparecer el pedicelo; Etapa 4: se alarga el pedicelo y la flor continua
engrosando; Etapa 5: los primordios de pétalos y estambres son visibles, y da inicio la
formacion del gineceo; Etapa 6: los sépalos crecen y cubren los estambres, mientras que
ya es visible el segundo par de estambres, asi como el gineceo; Etapa 7: aparecen los
filamentos de los estambres mientras que los pétalos aun estan pequefios; Etapa 8: los
l6culos de las anteras son visibles y los pétalos comienzan a crecer; Etapa 9: los pétalos
se elongan y todos los 6rganos crecen, incluyendo la aparicion de las glandulas nectarinas
y el crecimiento de los estambres; Etapa 10: los pétalos alcanzan el tope superior y
aparecen las papilas en el gineceo; Etapa 11: las papilas estigmaticas se desarrollan;
Etapa 12: los sépalos se abren, mientras que los pétalos y el gineceo se alargan al mismo
tiempo; Etapa 13: El estigma es receptivo, los pétalos emergen de la flor, los estambres
superan al gineceo, y comienzan los eventos de autopolinizacion; Etapa 14: inicia el
desarrollo de las silicuas y de las semillas, por lo que a esta etapa se le conocen como
“etapa cero después de la floracién (0 HAF: hours after flowering)”; Etapa 15: el estigma
supera las anteras, el xilema se lignifica, e inicia la senescencia de la flor; Etapa 16: la
silicua crece, mientras que los sépalos y pétalos se marchitan; Etapa 17: la silicua crece
hasta maduracion; Etapa 18: la silicua se torna amarilla; Etapa 19: la silicua se abre; Etapa
20: las semillas estan maduras.

2.10 Analisis in silico de genes blanco

Se utiliz6 la base de datos de “The Arabidopsis information Resource (TAIR,
www.arabidopsis.org)” para obtener la secuencia del miR867 maduro asi como del gen
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completo (TAIR 2024, Locus ID: AT4G21362). La secuencia del miRNA maduro se uso6
para identificar los genes blanco mediante el servidor “psRNATarget: A Plant Small RNA
Target Analysis Server” desarrollada por el grupo de Dai et al. (Dai et al., 2018).
Posteriormente, para determinar la interaccion nucleétidica miRNA-mRNA, se uso el
programa bioinformatico TAPIR (Bonnet et al., 2010). Para determinar la expresién de los
genes blanco se usé el altgoritomo ePlant (Waese et al., 2017).

3. RESULTADOS

3.1. El promotor del gen MIR867 tiene actividad especifica en tejido masculino de
Arabidopsis

Para determinar donde y cuando se expresan los genes MIR que pudieran estar asociados
en la reproduccion sexual, previamente nuestro grupo de trabajo generd lineas
transgénicas con diferentes fusiones transcripcionales donde el monitoreo del gen uidA
(GUS) permite encontrar el patron de expresion (Tovar-Aguilar et al., 2019). El analisis
detallado en diferentes estados de desarrollo floral de la linea transgénica
MIR867pro::GUS, mostro una expresion especifica en anteras entre las etapas 8 y 14 del
desarrollo de la flor descritas en la seccion 2.9, indicando que la region reguladora
(promotor) dirige la expresion del MIR867 de una manera especifica en tejido masculino
(Fig. 1). El patron de expresion encontrado, sugiere que el gen MIR867 puede tener una
funcion asociada en la formacion de la antera y/o en el grano de polen.

o :* . vy

A B

Fig. 1. Expression pattern of miR867 in Arabidopsis thaliana flowers. (A-l): Lines expressing the
miR867::GUS cassette. A, stage 7 of flower development without expression of the promoter. B-H, stages 8-
14 showing promoter expression. I), stage 15 showing absence of promoter expression. J) Inflorescence of
a wild type plant at stage 11.
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Fig. 1. Patrén de expresion del gen MIR867 en flores de Arabidopsis thaliana. (A-l): Lineas que expresan el
casete de miR867::GUS. A, etapa 7 del desarrollo de la flor sin mostrar expresiéon del promotor. B-H, etapas
8-14 mostrando expresion del promotor. |), etapa 15 mostrando ausencia de expresion del promotor. J)
Inflorescencia de una planta del tipo silvestre en etapa 11.

3.2. Identificacion de plantas homocigotas en la coleccién de mutantes
insercionales de T-DNA

Una vez demostrado que el MIR867 tiene actividad en tejido masculino, para elucidar su
funcion, se utilizaron lineas insercionales de T-DNA generadas por el Instituto Salk (Alonso
et al., 2003). Con el objetivo de utilizar plantas homocigotas en los experimentos de la
caracterizacién del fenotipo, se realizé un rastreo de las semillas, las cuales cuentan con
una insercion de T-DNA en el promotor del gen MIR867 (Fig. 2A). El sitio de insercion del
T-DNA para las lineas mir867-1y mir867-2 se encuentra 32 y 24 pb rio arriba del primer
nucledétido en posicion 5’ del pri-miRNA que codifica para el miRNA maduro miR867,
respectivamente. Se realizaron dos amplificaciones por PCR, la primera amplificé una
region del gen MIR867, mientras que la segunda amplifico el T-DNA insercional. Las
plantas que contenian la insercion no presentaron amplicén en la primera PCR, mientras
que las de tipo silvestre si. De manera inversa, en la segunda PCR, las plantas que
contenian la insercidon presentaron un amplicon, mientras que las plantas del tipo silvestre
no. Los resultados de las dos amplificaciones sirvieron para identificar las plantas con
genotipo insercional homocigoto (Fig. 2B). Para demostrar la ausencia de expresion del
microRNA maduro miR867, se realizaron ensayos semicuantitativos y cuantitativos
mediante RT-gPCR, ambos alelos mutantes mostraron una reduccion en los niveles de
expresion de miR867 con respecto a la linea silvestre (Fig. 2C y 2D). Los datos obtenidos
por RT-gPCR mostraron una disminucion del 62.12% para la linea insercional mir867-1y
del 87.97% para la linea mir867-2 con respecto a la linea silvestre (Fig. 2D). Por lo tanto,
estas lineas Salk se pueden usar para caracterizar el fenotipo con disminucion de la de
expresion del gen.

3.3. La disminucion de la expresion del miR867 afecta el tamaio del fruto y provoca
semillas abortadas

El tamano de las plantas obtenidas fue similar a las del tipo silvestre, pero se observaron
silicuas anormales. Para determinar los efectos fenotipicos que tiene la interrupcion del
gen MIR867 durante la formacién de semillas, se caracterizé el tamafo de fruto (silicua) y
se cuantifico el porcentaje de semiesterilidad (semillas abortadas). Las dimensiones de la
silicua mostraron una reduccion significativa en el tamafno. El largo de la silicua para
mir867-1 fue 41.1 % menos que la del tipo silvestre y 34.9 % menos, para mir867-2,
mientras que el ancho fue 15.5 % y 13.43 % menos, respectivamente (Figs. 3A-3B). El
analisis fenotipico en la diseccion de las silicuas mostro que solo las plantas que contenian
la insercion de T-DNA presentaban un porcentaje de semillas abortadas o aberrantes:
15.9% para mir867-1y 27.1% para mir867-2, el fenotipo fue estable en 5 generaciones
(Fig. 3C). Para determinar la posible razon de las semillas abortadas y, dado que el gen
no mostré expresion en tejido femenino, se evalud la viabilidad del polen mediante la
tincion de Alexander, como se observa en la Figura 3D se detectaron granos de polen
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colapsados (de las fotos analizadas, el 26.95 %). Por todo lo anterior, la disminucién de la
expresion del miR867 afecta la formacion de semillas, muy probablemente debido a la
viabilidad del polen.
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Fig. 2. Genotyping of miR867 insertional lines. A) Insertion map of mir867-1 and mir867-2 mutant lines. The
black band refers to miR867, the thin horizontal line corresponds to the gene promoter and the inverted
triangles indicate the T-DNA insertion site (Image designed based on the annotation hosted at
http://signal.salk.edu/ cgi-bin /tdnaexpress). B) PCR amplifications (from gDNA) that identifies homozygous
miR867 lines. The top panel corresponds to mir867-1, while the bottom panel corresponds to mir867-2. C)
Semiquantitative RT-PCR of lines mir867-1 (upper gel) and mir867-2 (middle gel). miR161 was used as a

control (bottom gel). D) Relative expression of miR867 in wild-type and mutant plants (at least three biological
replicates were used).

Fig. 2. Genotipificacion de lineas insercionales de miR867. A) Mapa de insercion de lineas mutantes mir867-
1y mir867-2. La banda color negra hace referencia al miR867, la linea horizontal delgada corresponde al
promotor del gen y los triangulos invertidos sefalan el lugar de la insercidén del T-DNA (Imagen disefiada en
base a la anotacion alojada en http://signal.salk.edu/cgi-bin/tdnaexpress). B) Amplificaciones por PCR (a
partir de gDNA) que identifican lineas homocigotas de miR867. El panel superior corresponde a mir867-1,
mientras que el panel inferior a mir867-2. C) RT-PCR semicuantitativo de las lineas mir867-1 (gel superior)
y mir867-2 (gel intermedio). Como control se utilizé el miR161 (gel inferior). D) Expresion relativa del miR867
en plantas silvestres y mutantes (al menos tres replicas bioldgicas fueron utilizadas).
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Fig. 3. Phenotypic characterization of insertional lines presenting decreased expression of miR867. A)
Comparison of fruit size between wild and mutant plants. B) Quantification of fruit size. Black bars, WT; gray
bars, mir867-1; white bars, mir867-2 (ANOVA: n=9, a=0.05, SD=0.053, 0.185, 0.098, 0.013, 0.011, 0.016,
respectively). C) Interior of the siliques showing the percentage of aborted seeds. Asterisks indicate the
positions of aborted seeds with respect to the WT (ANOVA: n=18, 0=0.05, SDmirs67-1=7.6 and SDmirs67-2=2.7).
D) Pollen grains stained with Alexander's solution. The left panel shows pollen grains from wild plants, while
the right panel shows pollen grains from the insertional lines (ANOVA: n=5, a=0.05, SD=5.81).

Fig. 3. Caracterizacion fenotipica de lineas insercionales que presentan disminucién de la expresion del
miR867. A) Comparativa del tamafio de fruto entre plantas silvestres y las mutantes. B) Cuantificacién del
tamafio de fruto. Barras negras, WT; barras grises, mir867-1; barras blancas, mir867-2 (ANOVA: n=9,
a=0.05, SD=0.053, 0.185, 0.098, 0.013, 0.011, 0.016, respectivamente). C) Interior de las silicuas mostrando
el porcentaje de semillas abortadas. Los asteriscos indican las posiciones de semillas abortadas con
respecto a la WT (ANOVA: n=18, ad=0.05, SDmirs67-1=7.6, Y SDmirse7-2=2.7). D) Granos de polen tefiidos con
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solucion de Alexander. El panel izquierdo muestra granos de polen provenientes de plantas tipo silvestre
mientras que el derecho muestra granos de polen de las lineas insercionales (ANOVA: n=5, a=0.05,
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Fig. 4. In silico expression pattern of miR867 candidate target genes. From the 4 candidate genes with the
highest miRNA-mRNA interaction score, the genes AT1G22180, AT3G60120 and AT1G02660 show low
expression in anthers, while the gene AT5G52340 shows expression in anthers at floral development stage
12. The yellow color means low or no expression, while the orange-red high level of expression (image
generated and modified from https://bar.utoronto.ca). S=Sepals, P=Petals, E=Stamen, C=Carpel, F=Flower.

Fig. 4. Patron de expresion in silico de genes blanco candidato del miR867. De los 4 genes candidato con
mayor puntaje de interaccion miRNA-mRNA, los genes AT1G22180, AT3G60120 y AT1G02660 presentan
baja expresion en anteras, mientras que el gen AT5G52340 se aprecia expresion en anteras en el estado
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de desarrollo floral 12. El color amarillo significa baja o nula expresion, mientras el naranja-rojo nivel alto de
expresion (imagen generada y modificada de https://bar.utoronto.ca). S=Sépalos, P=Pétalos, E=Estambre,
C=Carpelo, F=Flor.

3.4 Identificacion in silico de genes blanco del miR867

Para determinar in silico los posibles genes blanco del miR867, se usé la plataforma
psRNATarget asi como la plataforma TAPIR para determinar la interaccion mRNA-miRNA.
Derivado de este analisis, se seleccionaron los primeros 4 genes categorizados con los
parametros de mayor interaccion de hibridacion miRNA-mRNA (Puntaje esperado de 2.5-
3), estos son: 1) AT1G22180: familia de proteinas de transferencia de fosfatidilinositol
similar a Sec14p, 2) AT3G60120: B-glucosidasa 27 (BGLUZ27), 3) AT1G02660: Lipasa de
Plastidio 2 (PLIP2) y, 4) AT5G52340: subunidad del exociste proteina A2 de la familia
exo70, exociste A2 (EXO70A2). De estos 4 genes, se hizo un analisis de expresion con la
plataforma bioinformatica ePlant, la cual permite visualizar el patrén de expresion de
genes de acuerdo datos obtenidos de secuenciacién masiva. Considerando el caso del
desarrollo floral, los cuatro genes blanco candidato tienen patrones de expresion a la baja
o nula en los estados de desarrollo floral 9 al 12 (Fig. 4). Particularmente, los genes
AT1G22180, AT3G60120 y AT1G02660 tienen baja expresion en anteras, esta evidencia
contrasta con la expresion del MIR867 (Fig. 1), el cual tiene actividad desde los estados 8
al 14. El gen AT5G52340 se observa incremento en los niveles de expresion en anteras
en el estado de desarrollo 12 asi como en polen maduro. En conjunto, estos datos in silico
sugieren que el microRNA maduro miR867 regula la expresion de estos genes blanco
candidato durante el desarrollo floral y, abren la puerta para una investigacion sobre su
funcion en el proceso de reproduccidon sexual de las plantas.

4. DISCUSION

Los microRNAs son moléculas involucradas en la regulacién de una gran diversidad de
procesos bioldgicos en los seres vivos. En plantas, se ha descrito ampliamente su funcién
a nivel vegetativo (Waheed & Lihui, 2020; Vyas et al., 2023) pero poco se sabe a nivel
reproductivo, ya que aunque se tiene informacién valiosa relacionada con este proceso,
como la importancia que tiene la transicién de la etapa juvenil a adulto para que las plantas
adquieran ese potencial reproductivo adecuado, incluyendo la etapa de transicion floral
donde miR172 juega un papel importante, o el hecho de saber que las familias miR160 y
miR167 impactan en el desarrollo adecuado de o6vulos, estambres y semillas en
Arabidopsis y jitomate, que posteriormente también impactaran en el proceso de
reproduccion, o que la mutacion de miR159a, miR159b, miR164b, miR319a en
Arabidopsis y miR2118 en arroz reducen la fertilidad (Arnud & Laufs, 2023), aun falta
mucho por averiguar en el proceso de reproduccion de las plantas.

En este trabajo reportamos que cuando se disminuye la expresion del miR867 a
consecuencia de una mutacion por T-DNA, se compromete el tamafo del fruto y la
fertilidad. Evidencia de gendmica comparada demuestra que el miR867 podria estar
involucrado en la fecundacion, ya que este gen esta conservado en el locus S de la
autocompatibilidad sexual entre A. thaliana, A. suecica y A. arenosa (Novikova et al.,
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2023). El mecanismo de autocompatibilidad evita la autofecundacion activando un
autorreconocimiento entre el polen y el pistilo de las plantas, dando como resultado
semillas abortadas, un mecanismo que hoy se sabe, es benéfico y normal para que las
plantas puedan mejorar y/o mantener la calidad de la progenie (Leducq et al., 2014;
Okamoto et al., 2007).

Las lineas mutantes evaluadas mostraron una menor expresion de miR867 con respecto
a la linea silvestre. Esta interrupcion provocéd efectos fenotipicos pleiotropicos como
semillas abortadas y reduccion en el tamano de las silicuas comparado con el de las
plantas del tipo silvestre. La prueba de viabilidad de los granos de polen sugiere que la
causa de semiesterilidad es debida a una deficiente fertilidad masculina, lo cual explicaria
el porcentaje de abortos. Ademas, mediante ensayos cuantitativos se detectd expresion
de miR867 en las etapas maduras de polen y anteras, y no en silicuas, por lo que sugiere
un papel en el desarrollo de las anteras o del grano de polen. También es posible que el
miR867 esté involucrado en el proceso de fecundacion, especificamente en el proceso de
autocompatibilidad sexual necesario para el autorreconocimiento de autofecundacion
reportado por Novikova et al. (2023), y posibles lineas de perdida completa de funcién
tengan efectos letales para las plantas.

Los resultados de las tinciones de GUS obtenidos en este trabajo indican que la expresion
del gen MIR867 inicia en la etapa 8 del desarrollo de la flor, cuando los I6culos de las
anteras se ven perfectamente y el pétalo comienza a crecer. De las etapas 10 a 12 la
expresion del gen se presenta especifica y fuertemente en las anteras, cuando estas y los
pétalos se prolongan alcanzando el tope de la flor, comienzan a aparecer las papilas en
el gineceo, y finalmente las anteras comienzan a abrirse para liberar los granos de polen
maduros. Cuando la fecundacion se lleva a cabo, en la etapa 13, la expresion del miRNA
comienza a desaparecer, aunque su presencia se extiende hasta la etapa 15, cuando la
xilema del carpelo ya esta lignificado y ha iniciado la senescencia de la flor. Por lo tanto,
el microRNA maduro miR867 estaria expresado desde la formacion del grano del polen
hasta después del proceso de fecundaciéon. El patron de expresidon demostrado con la
fusidn transcripcional concuerda con los datos de expresion publicados por Meng et al.
(2012) que reportaron la presencia de miR867 en el desarrollo floral. Los datos
bioinformaticos, basados en datos de secuenciacidon de RNA, indican que los genes
blanco candidatos del miR867 no se expresan en las anteras donde el miRNA si se
expresa, lo cual correlaciona con la evidencia funcional de los miRNAs: mientras el miRNA
esta presente el gen blanco esta ausente. El gen blanco con mayor valor de interaccion
corresponde a una proteina de transferencia de fosfatidilsinositol similares a Sec14p,
estas proteinas estan consideradas como actores criticos en la integracion de circuitos de
sefalizacion de lipidos debida a fosfoinositidos y fosfatos de inositol solubles (Huang et
al., 2017), lo que podria fortalecer la tesis de una via de sefializacién entre el grano de
polen y los tejidos en el 6rgano femenino. Ademas, se ha demostrado que estas proteinas
tienen funciones en la polaridad del crecimiento celular (Mao et al., 2019). Por otro lado,
otro gen blanco es la B-glucosidasa 27 (BGLU27), se ha reportado que algunas (-
glucosidasas pueden desempenar funciones en el desarrollo del polen en arroz, Brassica
rapa y Arabidopsis (Dong et al., 2019), o incluso, podrian actuar como mirosinasas
protectoras contra el ataque de patdogenos durante la etapa de floracion, ya que se ha
reportado que BGLU27 se induce ante la infeccion del hongo Verticillium longisporum
(Agerbirk et al., 2018). El gen blanco PLIP2 que codifica para una Lipasa, se ha asociado
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en la biosintesis de aceites en las semillas y, se sabe que responden a acido abscisico,
su papel en la formacion de tejido masculino no ha sido determinado (Wang et al., 2018).
Aunque el gen AT5G52340 (EXO70A2) si se expresa cuando el miR867 también lo hace,
es el unico gen blanco candidato que ha sido asociado directamente en el desarrollo del
polen, el estudio del fenotipo de una mutante generada por la técnica CRISPR/Cas
demostrd que el gen EXO70A2 es fundamental para la maduracién y la germinacién del
polen asi como la formacion del tubo polinico (Markovi¢ et al., 2020). En general, es claro
que la regulacion mediada por el miR867 tiene un impacto directo sobre muchas vias
durante el desarrollo, y abre la puerta para profundizar en su papel en la formacion del
tejido masculino.

Este es el primer reporte que relaciona al miR867 con el aborto de semillas y abre la puerta
para experimentos futuros no solo a nivel de ciencia basica, sino para explorar su
aplicaciéon en biotecnologia vegetal. Por ejemplo, como maximizar el proceso de
polinizacién en cultivos de interés agrondmico como el jitomate que, aunque se sabe, es
una planta autbgama, se requiere el uso de polinizadores en cultivos a gran escala, y con
el uso de lineas parentales mejoradas, se podria disminuir el uso de tales polinizadores,
o de manera contraria, utilizar lineas mutantes de miR867 para evitar la propagacion de
lineas parentales no deseadas o, para fijar rasgos genéticos generado plantas dobles
haploides. Por todo lo anterior, podemos concluir que el miR867 esta involucrado en el
proceso de reproduccidn sexual en Arabidopsis, colocando a este miRNA como una
posible herramienta biotecnoldgica.
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MATERIAL SUPLEMENTARIO

Tabla S1. Lista de oligonucleétidos empleados en este estudio.

OLIGOS ESPECIFICOS PARA LINEAS T-DNA

GEN NOMBRE | SECUENCIA
mir867-1(LP) CTTACGGGTTTGTAAGGGGTG
mir867-1(RP) TAAAACACAGGGGCAATTTTG
miR867 mir867-2 (LP) CAAAATGGCAGCTTATTCCTG
mir867-2 (RP) CGAAAGTCGCCTTAGAAGACC
LBb1.3 T-DNA de lineas ATTTTGCCGATTTCGGAAC
SALK (BP)
OLIGOS ESPECIFICOS PARA STEM-LOOP
miR867 Especifico miR867 GCGGCGGTTGAACATGGTTTAT
miR867 Loop-miR867 (RV) GTTGGCTCTGGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCA
CCAGAGCCAACTTCCTA
Loop Universal GTGCAGGGTCCGAGGT
miR161 Especifico miR161 CGGCGGTCAATGCATTGAAAG
miR161 Loop-miR161 GTTGGCTCTGGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCA
CCAGAGCAACTAGTCA
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