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El DNA, contenido en las células, almacena la informacion requerida para formar a cualquier ser
vivo. Esto se realiza mediante la copia de la informacion codificada en el DNA en RNA (en un
proceso Ilamado transcripcién), el cual funciona como molde para sintetizar las proteinas
necesarias para que los organismos se desarrollen. Este proceso, por el cual la informacion
codificada en un gen es usada para la formacion de proteinas y otros elementos no codificantes, se
denomina expresion genética y es altamente regulado dependiendo de las condiciones
medioambientales, asi como por factores internos. Uno de los elementos enddgenos que regulan la
expresion genética a nivel post-transcripcional (regulacion a nivel de RNA) son los microRNAS
(miRNAS).

Los miRNAs son peguefias moléculas de RNA no codificante de apenas 20 a 24 nucledtidos que
funcionan como guias para llevar a cabo €l silenciamiento génico, es decir reducir o eliminar la
expresion de un gen. Los miRNAS pertenecen a una clase de RNASs pequefios (del inglés small
RNAs, sRNAS) que derivan de precursores con una estructura tipo tallo-asa que son codificados en
el genomay procesados por proteinas [lamadas DROSHA y DICER que reducen su longitud y, asi,
llevan a cabo su funcién. La formaen la que actlian los miRNAS es a través de complementari edad
con un RNA mensgjero (mRNA) y, mediante la asociacion con enzimas llamadas ARGONAUTA,
impide que este transcrito pueda traducirse en una proteina, ya sea por represion de su traduccion o
mediante su degradacion (Ha and Kim, 2014) (Fig.1).

A pesar de su tamarfio, los miRNAS son reguladores maestros de la expresion génica en la mayoria
de los organismos eucariotas y estan involucrados en diversos procesos desde el desarrollo y
crecimiento, hasta su participacion en respuesta a estrés o en el desarrollo de enfermedades como
el cancer. En la actualidad existe una basta coleccién de articulos que describen su funcion y
regulacion, por tanto, el objetivo de este escrito es hacer una recapitulacion de como fue su
descubrimiento hace ya mas de 20 afios y describir sus principales funciones en animales y plantas,
asi como su aplicacion en biomedicinay biotecnologia vegetal .
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Fig. 1. Los miRNAs son codificados por genes MIR que a transcribirse forman una estructuratipo tallo
asa conocida como pri-miRNA, el cual es procesado por la enzima DROSHA para formar una
estructura mas pequefia llamada pre-miRNA que es exportada a citoplasma. Posteriormente, por la
accion de DICER, se forma un daplex de RNA denominado miRNA/miRNA*. Una de estas hebras que,
ahora tiene tan solo una longitud de 20-24 nts'y constituye al miRNA funcional, se une a una proteina
ARGONAUTA y por complementariedad a su mRNA blanco, Ileva a cabo la represion de la traduccion
0 degradacion del transcrito, impidiendo que se produzca la proteina codificada en el RNA. En €l caso
de plantas el procesamiento de los miRNAs es llevado a cabo por proteinas |lamadas DICER-LIKE
(DCL, no mostrado) (Imagen: autora).

El descubrimiento delos miRNASs: resultado de un modelo biologico perfecto

Aunque el descubrimiento del primer miRNA se describe como un evento producto de la suertey
casualidad, en realidad este hallazgo fue el resultado del conocimiento exhaustivo que se tenia del
modelo de estudio: el nematodo Caenorhabditis elegans. Este organismo habia sido empleado
desde hace mucho tiempo para describir con precision los mecanismos de control de su desarrollo
(Lee et al., 2004). Se sabe que el ciclo de vida de C. elegans incluye una etapa de desarrollo
embrionario seguido de cuatro estadios larvales (denominados: L1, L2, L3y L4) y finalmente su
estadio de adulto. Todo su ciclo lo finaliza en aproximadamente tres dias, |0 que o vuelve un
excelente modelo de estudio (www.wormatlas.org) (Fig.2).

Los investigadores Robert Horvitz del Instituto Tecnoldgico de Massachussetts (MIT) y John
Sulston de la Universidad de Cambridge fueron los encargados de trazar el desarrollo de este
gusano, incluso anivel de célulasindividualesy, ademas, tenian bibliotecas de mutantes, las cuales
fueron criticas para revelar los futuros mecanismos regulatorios, incluidos el descubrimiento de los
MiRNASs (The New Y ork Academy of Sciences, 2012).

En la década de los ochenta, la comunidad cientifica estaba concentrada Unicamente en las
proteinas denominadas factores de transcripcion para describir 10s procesos de regulacion genética
y se ignoraban ala mayoria de las secuencias que no codificaban proteinas, alas cuales [lamaban
DNA basura. Por tanto, no habia una base tedrica que predijera que los sSRNA pudieran regular la
expresion genética.
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Fig. 2. El ciclo de vida de C. elegans incluye una etapa de desarrollo embrionario seguido de cuatro
estadios larvales: L1, L2, L3y L4 y finalmente su estadio de adulto, en cada etapa larval el gusano
muda de cuticula. La etapa L1 dura aproximadamente 16 horas y durante este periodo inicia el
desarrollo del aparato reproductor y el sistema nervioso. La etapa L2 dura 12 horas y continua €l
desarrollo del sistema nervioso y el reproductor, adoptando la estructura general que tendran las
gbnadas. En esta etapa, si las condiciones ambientales no son las adecuadas, las larvas pueden entra a
una etapa de arresto del desarrollo Ilamada dauer (no mostrado). En la etapa 3 se forman los precursores
de laespermatecay €l Uteroy en el estadio L4 comienzala espermatogénesisy la generacion de células
terminales vulvales (www.wormatlas.org, imagen: autora).
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El primer microRNA: lin-4

Los actores del descubrimiento del primer miRNA fueron dos investigadores que trabajaban en el
laboratorio del Dr. Horvitz: Victor Ambrosy Gary Ruvkun (Fig.3). Ambos estaban encargados de
estudiar mutantes en genes heterocronicos, es decir que estaban involucradas en la sincronizacion
del desarrollo de C. elegans y dichas mutantes podian ser descritas facilmente de forma visual
(fenotipica) y funcionalmente (Almeida et al., 2011).

[(x]

Fig. 3. Victor Ambrosy Gary Ruvkun fueron los investigadores que descubrieron el primer
miRNA y su mRNA blanco (Nair et a., 2011).

Ambros analiz6 la mutante del gen LIN-4, denominada lin-4, la cual habia sido descubierta en los
70’s, y que causaba defectos severos en €l desarrollo temporal de C. elegans. Esta mutante tenia un
fenotipo retardado, en lugar de seguir un desarrollo normal, lin-4 repetia el primer estadio (L1) una
y otra vez, perdiendo todas las partes que deberia tener en etapas posteriores, en particular no
desarrollaba vulva y, por tanto, la incapacidad de poner huevos. Por tanto, se concluy6 que la
actividad de LIN-4 erarequeridaparalatransicion delaetapallalal2 (Leeet a., 1993).

Al analizar y clonar €l locus (posicion del cromosoma donde se localiza una secuencia de DNA)
gue contenia a LIN-4, Victor Ambros junto con Rosalind Lee y Rhonda Feinbaum, encontraron un
fragmento de 700 pares de bases (pb) que podria contener al gen LIN-4, pero no contenia los
codones convencionales de inicio y de paro, los cuales eran comunes en genes que codificaban
proteinas. Incluso introdujeron mutaciones en el supuesto marco de lectura abierto, sin embargo, la
funcién de LIN-4 permanecia inalterable. Por tanto, Ambros concluyé que LIN-4 no codificaba a
una proteina. Ademés, descubrieron que LIN-4 producia dos transcritos: uno de 61 nucleétidos que
podiaformar una estructuratipo tallo- asay otro pequefio de 22 nts de longitud (Lee et a., 1993).

El blanco delin-4: lin-14

Al mismo tiempo, Gary Ruvkun estaba enfocado en la mutante del gen LIN-14, lin-14, que tenia el
fenotipo opuesto a la mutante lin-4. En lin-14, el nemétodo, en vez de quedarse en |os primeros
estadios larvales, no desarrollaba el primer estadio, sino que se saltaba hasta a segundo (L2). Estas
mutantes eran muy peguefias con un desarrollo precoz y desarrollaban algunas estructuras tipicas
del estadio adulto (Lee et a., 1993).

Ademés, de forma independiente, el grupo de investigacion de Ruvkun encontré que LIN-14
codificaba a un factor de transcripcion y que unaregién en el extremo 3° del mMRNA era suficiente
para su regulacién anivel postranscripcional (Wightman et a., 1993).

De hecho, lamutacién en LIN-14 era capaz de revertir €l fenotipo de la mutacién nulalin-4. Todos
estos hallazgos hicieron pensar a los investigadores que LIN-4 podria regular negativamente a
LIN-14, es decir, LIN-14 era el blanco de LIN-4. (Almeida et a., 2011). De esta forma, mientras
gue en la mutante lin-14 no existen los niveles de esta proteina necesarios para el desarrollo de la
etapa L1, en la mutante lin-4, no se regula negativamente a lin-14, por eso los niveles de esta
proteina se mantienen y no bajan en las etapas de L2 en adelante (Fig.4).
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En junio de 1992, Ambros y Ruvnkun de forma independiente |legaron ala misma conclusién: los
transcritos de LIN-4 eran complementarios a la secuencia repetida en laregion 3" no traducida (del
inglés untranslated region, UTR) del gen LIN-14 (Lee et al., 1993, Wightman et al., 1993). Y en
diciembre de 1993, ambos reportaron independientemente, en la misma emisién de larevista Cell,
gue el pequefio transcrito que no codifica a una proteina, lin-4, regulaa LIN-14 través de su region
UTR (Leeet a., 1993, Wightman et a., 1993) (Fig.4).

Es asi que, un nuevo mecanismo celular regulatorio que involucra un transcrito no codificante
habia sido descrito. La complementariedad estaba conservada, asi que la interaccion de los dos
debia ocurrir por apareamiento de bases. La conservacion era un indicio de que debia existir una
seleccion através de la evolucion debido a su importancia funcional. Al comparar 1os niveles de
cambio del mRNA de LIN-14 con los de la proteina, se mostré que lin-4 esta regulando la
produccion de esta proteina a un nivel de control traduccional.

A continuacién, dos eventos posteriores fueron los que permitieron contextualizar y validar los
resultados de Ambros y Ruvkun: el mecanismo del RNA interferente (RNAI) y el hallazgo del
segundo miRNA. En 1998, Craig Mello y Andy Fire descubrieron el mecanismo de RNAI, dénde
un RNA de doble hebra (dsRNA) exdgeno modifica la actividad de un mRNA por
complementariedad de secuencia (Fire et a. 1998).

El segundo miRNA: let-7

Ruvkun continué explorando la genética de la via heterocrénica'y en el 2000 su grupo describi6 el
segundo miRNA |lamado let-7 que actuaba parallevar a cabo latransicién del estadio L4 a adulto.
En la mutante let-7 las células no terminaban de diferenciarse y continuaban dividiéndose hasta
gue el gusano moria (Reinhart et al, 2000). Con este hallazgo se pudo constatar que los mMiRNASs
incrementaban en etapas especificas del desarrollo del nemétodo y reprimian blancos especificos
gue codifican para reguladores de desarrollo. En este caso el blanco de let-7 es LIN-41 (Reinhart et
al., 2000) (Fig.4).

Larelevancia de este nuevo miRNA es que, en contraste a lin-4, let-7 estaba conservado en un
amplio rango de seres vivos, incluyendo el ser humano, mostrando que la regulacion genética
mediada por miRNAS es més antiguay comun de lo que previamente se pensaba (The New Y ork
Academy of Sciences, 2012).

(x]

Fig.4. A. Comparacion de un nemétodo normal y las mutantes lin-4, que reiteralos estadios tempranos y
lin-14 que no desarrolla la etapa L1y forma adultos pequefios. B. Se descubri6 que lin-14 era el blanco
de lin-4 porque tenian complementariedad de nucledtidos. C. Durante los estadios larvales de C. elegans
existe un patrén definido de los niveles de LIN-14 en el estadio L1, delin-4 en L2, de LIN-41 en las
etapas L1al4y let-7 en el adulto (Modificado de The New Y ork Academy of Sciences, 2012).

Funciones delos miRNAs en animalesy plantas.

Los miRNAs pueden regular la expresion genética de eucariontes, de los cuales los miRNAs de
animales y plantas son los mejores caracterizados. Esta regulacion se lleva a cabo a diversos
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niveles, ya que, ademas de ser reguladores negativos de |os transcritos, los miRNAs también
pueden tener complementariedad con secuencias de promotores de genes favoreciendo o
reprimiendo su transcripcion y pueden, incluso, regular la biogénesis de otros miRNAS (Finnegan
y Pasquinelli, 2013; O'Brien et al., 2018). En plantas, estos SRNAs tienen una complementariedad
casi perfecta con su mRNA blanco, mientras que en animales solamente una region, denominada
“region semilla’ hibrida con su blanco (Haand Kim, 2014).

Aungue el primer miRNA fue descubierto en C. elegans, actualmente se sabe que estos SRNAs
estan involucrados en practicamente todos |os procesos celulares necesarios para el desarrollo de
los animales. Deleciones de los factores necesarios para la biogénesis de los miRNAs como
DICER o DROSHA, causan letalidad en los embriones de raton, ademas se ha determinado su
funcion en el desarrollo de la mosquita de la fruta, ranas, pez cebray en células de mamifero
(Miskaet al., 2005; Gebert y MacRae, 2019).

Enfocandonos en C. elegans, existen cerca de 140 genes que codifican para miRNAS en este
nemétodo, los cuales participan en la via heterocrénica, regulaciéon del metabolismo, respuesta a
cambios ambientales y en la longevidad (Ambros y Ruvkun, 2018). C. elegans es un modelo
ampliamente usado en el érea de ciencias biomédicas y biologia del desarrollo porque comparte
vias de sefializacion con el ser humano y puede ayudar a entender como es la regulacién genética
de diversas enfermedades humanas, ya que varios miRNAs son compartidos entre el nematodo y €l
hombre (Lim et al., 2003). La expresion desregulada de los miRNA esté asociada con €l desarrollo
de diversas enfermedades como |as neurodegenerativas o0 autoinmunes e incluso han sido utilizados
como biomarcadores durante el diagnostico y prondstico de cancer. Por g emplo, ahora se sabe que
Let-7 es un importante supresor de tumoresy tiene una expresion reducida en pacientes con cancer
de pulmén, asociandose a una menor supervivencia (Leey Dutta, 2007; Almeida et al., 2011). En
latabla 1 se muestran algunos miRNAs compartidos por C. elegansy €l ser humano, asi como su
funcion en diversos padecimientos.

[x]

Tabla 1 Funcién de miRNASs en diversas enfermedades humanas

En el caso de las plantas, los miRNAs han sido descritos como una nueva clase de moléculas de
sefializacion que potencialmente se mueven célula-célulay actlian como sefiales de posicion para
establecer el plan corporal de estos organismos. Por ejemplo, los miRNAs miR165/miR166
regulan a la familia de factores de transcripcion HD-ZIP [Il (HOMEODOMAIN-LEUCINE
ZIPPER I11) que estan involucrados en el desarrollo del meristemo apical del brote, la parte apical
del embrion y la polaridad de érganos laterales (Li & Zhang, 2006). EI médulo miR396-GRF
(GROWTH-REGULATING FACTORS), por otra parte, esta implicado en la regulacion del
tamafio de lahojay miR160 est4involucrado en el desarrollo de laraiz primaria, € incremento de
raices laterales y €l desarrollo de caliptra (la cubierta que cubre la punta de laraiz) através de la
regulacion de sus blancos los Factores de Respuesta a Auxinas: ARF10/16 (Wang et a., 2005).
Ademas, miR172 y miR156 estan implicados en la transicion de la fase vegetativa a la
reproductiva, la sobreexpresion de miR156 y la reduccién de su blanco SQUAMOSA-
PROMOTOR BINDING PROTEIN-LIKE (SPL) retrasa la floracion, mientras que la
sobreexpresion de miR172 la promueve. De esta forma, mientras miR156 especifica lafase juvenil,
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miR172 determina la fase reproductiva degradando a sus blancos, los transcritos APETALAZ2-
LIKE (AP2-LIKE) (D’Ario et al., 2017) (Figura5).
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Fig. 5. Funcién de miRNAs en el desarrollo de Arabidopsis thaliana, desde el desarrollo embrionario
hasta la floracion. La regulacion negativa de los miRNASs hacia sus blancos se indica con una flecha
roma (?). Abreviaciones: AUXIN RESPONSE FACTOR (ARF), CUP SHAPED COTYLEDON
(CUC), LEAF CURLING RESPONSIVENESS (LCR), TRANSPORT INHIBITOR RESPONSE
PROTEIN 1 (TIR), AUXIN SIGNALING F-BOX PROTEIN 1 (AFB1), PHABULOSA (PHB),
TEOSINTE BRANCHED1 (TCP), LATERAL SUPPRESSOR (LS), MONOCULM I (MOCI) (Tomado
de LOpez- Ruiz, 2019).

A parte de los miRNAs conservados, descritos arriba, que pueden regular caracteristicas comunes
en las plantas, como su morfologiay cambio de fase, existen miRNAS que son especie-especificos
y pueden controlar procesos Unicos en las plantas como el desarrollo de las fibras en el algodén
(Zhang, 2015). Ambos tipos de miRNAS juegan un rol importante en respuesta a factores abi 6ticos
y se han propuesto como blancos para mejorar a los cultivos e incrementar su tolerancia a
diferentes tipos de estrés, tal como se muestraen la Tabla 2.
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Tabla 2. Efecto de la sobreexpresion de miRNAs en diversas plantas (Zhang, 2015; Zhang and Wang,
2015, Wani et al., 2020).

En conclusion, los miRNASs descubiertos por Ambros y Ruvkun son parte de una larga clase de
sRNAs que modifican la expresion de genes y tienen una amplia funcion en el desarrollo de
diversos organismos. Este mecanismo mediado por RNA contrastaba con el modelo universal de
regulacion genética impuesto hasta entonces, donde |os factores de transcripcion se unen al DNA y
modifican la transcripcidn de un gen. Se comenz6 asi, a poner més atencion alos RNA pequefios
como moléculas muy importantes en la regulacion genética y con un enorme potencial como
biomarcadores en diversos padecimientos en seres humanos, asi como una importante herramienta
biotecnol 6gica para el mejoramiento de |os cultivos.
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