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Resumen

Los IncRNAs son reguladores potenciales de la transcripcion génica, tanto en cis como en
trans, relacionandose con diversas funciones como el desarrollo de 6rganos y la respuesta a
estimulos externos. Aunque las investigaciones sobre los INCRNAs han ido en aumento en
vertebrados, han sido muy pocos los caracterizados en plantas. No obstante, los estudios
disponibles sobre los INcCRNAs en plantas refuerzan similitudes funcionales previamente
reportadas en animales, como es la modulacion en la topologia de la cromatina, interaccion
con miRNAs, modulacion del splicing y algunos pocos como precursores de RNA pequefios.

Dentro de este trabajo abordamos las posibles funciones biolégicas de los INncCRNAs en A.
thaliana, a partir de mas de 200 transcriptomas publicos y algunos transcriptomas generados
en esta especie. Encontrando cerca del 21 % presente en médulos funcionales
relacionandose con funciones biolégicas como fotosintesis, desarrollo de raices, division
celular, sintesis de metabolitos, entre otros. Por su parte, el 62 % de los INCRNAs presentaba
patrones de expresién érgano especifico, con prevalencia en expresion en dérganos
relacionados con reproduccion y fotosintesis. Convirtiendo esto en evidencia importante que
soporta que los INncRNAs cuentan con funciones como reguladores de genes implicados en
el desarrollo vegetativo de plantas.

Asimismo, analizamos la conservacion de los lincRNAs identificados en A. thaliana, B. rapa,
B. oleracea, C. rubella y T. parvula provenientes de la parte aérea y raices en plantas, con el
fin de localizar lincRNAs ort6logos funcionales con expresion érgano especifico en la familia
Brassicaceae. ldentificamos que mas del 48 % de los lincRNAs de A. thaliana estan
conservados por sintenia y microhomologia a través de las especies. Ademas, logramos
identificar multiples copias de cada uno de los lincRNAs identificados, relacionando la
adquisicion de nuevos genes con los eventos de duplicacion del genoma. La identificaciéon
de estos lincRNAs conservados sugiere una relevancia funcional para la adaptacién y
domesticacion de estas especies, asi como posibles aplicaciones futuras en las especies de
interés agricola.



Abstract

IncRNAs are potential regulators of gene expression, they can regulate other genes in cis and
trans, and they are related to diverse functions such as organ development and response to
external stimuli. Although research on IncRNAs has been increasing in vertebrates, very few
have been characterized in plants. Nevertheless, the available studies on IncCRNAs in plants
reinforce functional similarities previously reported in animals, such as modulation of
chromatin topology, interaction with miRNAs, modulation of splicing and a few as precursors
of small RNAs.

Within this work we addressed the possible biological functions of IncRNAs in A. thaliana, from
more than 200 public transcriptomes and some transcriptomes we generated in this species.
We found about 21 % present in functional modules related to biological functions such as
photosynthesis, root development, cell division, metabolite synthesis, among others. In turn,
62 % of the INcRNAs presented organ-specific expression patterns, with prevalence of
expression in organs related to reproduction and photosynthesis. This provides important
evidence that IncRNAs have functions as regulators of genes involved in plant vegetative
development.

In addition, we analyzed the conservation of lincRNAs identified in A. thaliana, B. rapa, B.
oleracea, C. rubella and T. parvula from the shoot and roots in plants, in order to locate
functional orthologous lincRNAs with specific organ expression in the Brassicaceae family.
We identified more than 48 % of the lincRNAs conserved by synteny and microhomology
across species. In turn, we were able to identify multiple copies of each of the lincRNAs
identified, relating the acquisition of new genes to genome duplication events. However, the
conservation of these lincRNAs may give us an indication of their functional importance for
the adaptation of these species, as well as the beneficial contributions in species of agricultural
interest and their domestication.



Capitulo 1

Introduccién
Descubrimiento de los IncRNAs

En 1984, se descubrio el primer RNA largo no codificante (INCRNA, por sus siglas en inglés),
el IncRNA H19, con un transcrito de 2.5 Kb y con alta expresion durante el desarrollo
embrionario en ratones (Pachnis et al., 1984). Tanto H19 como su gen codificante vecino 1gf2
(insulin-like growth factor 2) son genes improntados, H19 se expresa maternalmente, mientras
gue Igf2 se expresa en el alelo paterno (Bartolomei et al., 1991; Nordin et al., 2014). Lo que
desato el interés en el estudio de este INcCRNA fue la ausencia de traduccion, aunque el gen
contenia pequefios marcos de lectura abiertos (ORF, por sus siglas en inglés), presentando
motivos altamente conservados tanto en mamiferos como en aves (Brannan et al., 1990).
Ademas, presenta caracteristicas similares a los mMRNAs (Brannan et al., 1990). La delecion
de este IncRNA en ratones genera letalidad en etapas prenatales, implicando a este IncRNA
con el desarrollo embrionario (Leighton et al., 1995). A partir de este descubrimiento, se han
identificado numerosos INCRNAs.

Caracteristicas de los IncRNASs en eucariontes

Los IncRNAs son transcritos con una longitud mayor a los 200 nucledétidos (nt) (Kapranov et
al., 2007), pueden contar con caracteristicas similares a los mMRNAs como son 7-
metilguanosina (m7G o cap) en su extremo 5' y cola poliadenilada (poli A) en su extremo 3'
terminal (Di et al., 2014; Guttman et al., 2009; J. Liu et al., 2012) (Fig. 1). Estas caracteristicas
se relacionan con el tipo de RNA polimerasa que realiza su transcripcién. La RNA Polimerasa
I (RNA Pol I) transcribe genes ribosomales (rRNA), la RNA Pol Il transcribe RNAs mensajeros
(mRNAs), microRNAs (miRNAs), RNAs pequefios nucleares (snRNA) y nucleolares
(snoRNAs), mientras que la RNA Pol Il efectla la transcripcion de RNAs de transferencia
(tRNAs), U6 spliceosomal RNA (U6 snRNA), 5S rRNAs, y otros RNA involucrados con el
procesamiento del RNA (Paule, 2000). La mayoria de los INcRNAs identificados en mamiferos
son transcritos por la RNA Polimerasa |l (RNA Pol 1) (Guttman et al., 2009; Ponting et al.,
2009), un ejemplo es el IncRNA H19 (Brannan et al., 1990). De igual manera, en plantas se
ha reportado la transcripcion de los INcRNAs por la RNA pol Il en Arabidopsis thaliana (Di et
al.,, 2014) y en arroz (J. Yuan et al., 2018). Ademas, se han reportado dos polimerasas
adicionales en plantas, la RNA Polimerasa IV (RNA Pol 1V) y RNA Polimerasa V (RNA Pol V),
las cuales participan en la ruta de biogénesis de los siRNAs (24 nt) y la metilacion de novo
en el DNA, mecanismo conocido como metilacion del DNA mediada por RNA (RdDM),
implicada en el silenciamiento de elementos repetidos y transposones (Matzke & Mosher,
2014). Adicionalmente, se ha encontrado que la RNA Pol V llega a transcribir algunos de los
genes de IncRNAs (Ariel et al., 2015; Di et al., 2014).

Los IncRNAs, generalmente, presentan una menor cantidad de exones, un menor tamafio de
su transcrito y niveles de expresion mas bajos que los genes que codifican proteinas en
mamiferos (Cabili et al., 2011; Hezroni et al., 2015; Necsulea et al., 2014), insectos (M.-J. M.
Chen et al., 2016; F. Liu et al., 2019) y en plantas (Deng et al., 2018). Centrandonos en el
namero de exones, encontramos que existen especies con interés comercial que contienen
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una mayor proporcion de INcRNAs monoexdnicos como son algodon (Gossypium arboreum)
(J. Zhang et al., 2022; Zou et al., 2016), maiz (Li et al., 2014), tomate (Y. Zhou et al., 2019),
durazno (Prunus persica) (H. Zhou et al., 2022), arroz (X. Huang et al., 2021; Y.-C. Zhang et
al., 2014) y naranja (Poncirus trifoliata) (C.-Y. Wang et al., 2017). Sin embargo, plantas como
el mijo (Setaria italica) y Cleistogenes songorica presentan IncCRNAs con transcritos
multiexdnicos (T. Wang et al., 2020). En el caso del organismo modelo en plantas Arabidopsis
thaliana, la mayoria de los IncRNAs identificados son monoexdnicos, sus transcritos son mas
pequefios y su expresion es mas baja en términos globales en comparacién con los genes
codificantes de proteinas (Di et al., 2014; Palos et al., 2022; J. Wang et al., 2021). Este mismo
comportamiento se ha identificado en Brassica rapa, otro miembro de la familia Brassicaceae
(A. Wang et al., 2019). Sin embargo, a diferencia de estas dos especies antes mencionadas
en Brassica oleracea, la especie mas cercana filogenéticamente a B. rapa (~ 2.84 mya)
(Tiempo estimado de acuerdo a http://www.timetree.org/), la mayoria de los transcritos de
INcRNAs son multiexénicos (X. Zhu et al., 2019) De igual manera, en Brassica napus, la
especie generada por la cruza entre B. rapa y B. oleracea, presenta una mayor proporcion de
IncRNAs multiexdnicos (Shen et al., 2018).
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Figura 1. Caracteristicas generales de los IncRNAs. Figura inspirada en (M. Sun & Kraus,
2015).

Clasificacion de los IncRNAs

Los IncRNAs se pueden clasificar con base en su localizacion genémica respecto a los genes
codificantes de proteinas. En este trabajo se emplearon las siguientes 4 categorias para la
clasificacion de los IncRNAs (Fig. 2), considerando las categorias previamente reportadas por
la base de datos GENCODE para la clasificacion de InNcRNAs en humanos (Derrien et al.,
2012; Mattick & Rinn, 2015).

a) IncRNAs intergénicos (lincRNAs), todos aquellos IncRNAs provenientes de
regiones intergénicas.

b) IncRNA natural antisentido (NAT), todo aquel IncRNA que se superponen total o
parcialmente al exdn de otro gen en la cadena complementaria.
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c) IncRNA exonico sentido, todo aquel INcCRNA que se superponen total o parcialmente
al exon de otro gen en la misma cadena.

d) IncRNA intrénico, todo INCRNA que se encuentre en el intrén de un gen codificante
de proteina y no tenga superposicion con ninguno de sus exones, incluyendo los que
estan en la misma cadena o complementaria al gen superpuesto.
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Figura 2. Clasificacion de los IncRNAs de acuerdo a su localizacion gendmica. Figura
inspirada en (Derrien et al., 2012; Mattick & Rinn, 2015)

Mecanismos funcionales de los IncRNAs

Los IncRNAs pueden interactuar con DNA, otros RNAs y proteinas, a través del apareamiento
de bases o0 a través de la union a dominios estructurales de union a RNA (RBP) (Ariel et al.,
2020; Franco-Zorrilla et al., 2007b; Gaiti et al., 2015; Mercer & Mattick, 2013; Y. Wang et al.,
2014a; Yoon et al., 2012). Se ha estimado que aproximadamente el 10 % del proteoma en
los eucariontes cuentan con estos dominios de unién a RNA (RNA binding proteins, RBP)
(Buenrostro et al., 2014). En animales, los IncRNAs pueden regular la transcripcién de genes
por parte de la union con la Pol Il (ejemplo B2 RNA) (T. A. Allen et al., 2004). De igual manera
en plantas, se ha reportado la interaccion de IncRNAs con la Pol Il (lincRNA ELENA1) (Seo
et al., 2017a), DNA (MARS) (Roulé, Christ, et al., 2022; Y. Wang et al., 2014a), moduladores
de cromatina (APOLO, COLDAIR, ENOD40) (Campalans et al., 2004; Kim et al., 2017; Y. Wang
et al., 2014a), factores de transcripcion (Moison et al., 2021) y miRNAs (IPS1, At4-3, At4-2)
(Franco-Zorrilla et al., 2007b; Shin et al., 2006a) (Fig. 3).
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Figura 3. Mecanismos funcionales de los IncRNAs en la regulacién génica. Figura
proveniente de (Hu et al., 2012).

Algunos de los mecanismos funcionales de los INcRNAs descritos a la fecha son: 1) sefiuelo
de RNA (RNA decoy), donde varios INcRNAs contienen secuencias de reconocimiento para
la unién de los TF y de este modo alejarlos de los sitios diana en el DNA (Kino et al., 2010;
Ng et al., 2012); 2) esponjas de miRNAs (microRNA sponge/ Target mimicry), actian
como sefiuelos similares a los sitios diana de los miRNAs evitando la interaccion con el gen
blanco (Cesana et al., 2011; Karreth et al., 2011; Salmena et al., 2011); 3) componente del
complejo de ribonucleoproteinas (RNP) (RNP component), se unen en combinaciones
especificas a proteinas reguladoras actuando como proteinas de andamiaje de los complejos
de RNP (Ng et al., 2012; Tsai et al., 2010); 4) reclutamiento de complejos modificadores
de la cromatina, guian a los modificadores de la cromatina a las dianas en el DNA, ya sea
en cis (Bertani et al., 2011; K. C. Wang et al., 2011) o trans (Rinn et al., 2007); ademas, los
INcRNAs también pueden controlar la expresibn génica a nivel transcripcional y
postranscripcional, mediante 5) la inhibicion de la traduccién (Yoon et al., 2012) y 6) la
modulacién del splicing (Tripathi et al., 2010), respectivamente. Adicionalmente, 7) pueden
unirse al mRNA para generar su degradacion (Gong & Maquat, 2011) (Fig. 3).
Adicionalmente, en plantas se han reportado algunos INcRNAs como precursores de miRNAs
(J. Liu et al., 2012), siRNAs y tasiRNAs (E. Allen et al., 2005; Yu et al., 2013).

Algunos IncRNAs pueden influir en la expresion de los genes codificantes vecinos, ya sea en
el gen aledafio o regulando la expresion de los genes en el mismo cromosoma, determinando
a este mecanismo como regulacion en cis (Engreitz et al., 2016; Kung et al., 2013; Ulitsky &
Bartel, 2013). Lo cual también incluye los mecanismos de regulacion de INcRNAs en sus
genes superpuestos (por ejemplo, XIST, roX2, COOLDAIR, COLDAIR, HID1) (Csorba et al.,
2014; Heo & Sung, 2011; Rosa et al., 2016; Y. Wang et al., 2014a; W. Yuan et al., 2016).
Mientras que la regulacion en trans, se relaciona con los cambios en la expresion génica de
los genes localizados en otros cromosomas (Kung et al., 2013; Ulitsky & Bartel, 2013).
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Tipos de conservacion empleados en IncCRNAs

Mediante el empleo de predicciones a partir de datos provenientes de 6rganos y etapas de
desarrollo especificas obtenidas por RNA-Seq, se han logrado identificar IncRNAs ortologos
evolutivamente conservados a través de las especies en mamiferos (Darbellay & Necsulea,
2020; Hezroni et al., 2015; Necsulea et al., 2014). El término ortologia se refiere al gen o
conjunto de genes que han evolucionado a partir de un Unico gen ancestral en las especies
ancestrales de referencia (Fitch, 2000; Gabaldon & Koonin, 2013). A partir del empleo de
alineamientos gendémicos se ha logrado demostrar que los exones de los IncRNAs
evolucionan mas rapido que en los genes codificantes de proteinas tanto en mamiferos (Cabili
et al., 2011; Chodroff et al., 2010; Darbellay & Necsulea, 2020; Guttman et al., 2009; Hezroni
et al., 2015; Necsulea et al., 2014; Ulitsky et al., 2011) como en plantas (Corona-Gomez, n.d.-
b; Di et al., 2014; Rymarquis et al., 2008; J. Yuan et al., 2016; Y.-C. Zhang et al., 2014).

Existen 3 tipos de conservacion mas empleados para la busqueda de INcRNAs a través de
las especies: A) Conservacién por sintenia, B) Conservacion por microhomologia o
motivos y C) Conservacién por estructura (Ramirez-Colmenero et al., 2020; Ross &
Ulitsky, 2022; Ulitsky, 2016) (Figura 4). En el caso de la conservacion por sintenia, los
IncRNAs pueden encontrarse conservados bajo este parametro y expresarse desde el loci
sinténico a pesar de haber perdido la mayor parte o toda la conservacion de la secuencia
(Ramirez-Colmenero et al.,, 2020). Los métodos de conservacion no son mutuamente
excluyentes por lo que podemos encontrar INcRNA con mas de un tipo de conservacion.

Syntenic conservation Short conserved motifs Conserved structural elements

’H\—I 1

e

I Functional interrogration of motifs I

I IncRNA:DNA interactions I| IncRNA:RNA interactions I IncRNA:protein interactions

Figura 4. Tipos de conservacion empleados para la busqueda de IncRNAs ort6logos.
La conservacion por sintenia se refiere a la busqueda del IncRNA a través de la localizacion
de un vecindario genémico conservado por genes codificantes ortélogos en las especies. La
conservacién por secuencia (microhomologia o0 motivos) puede ser total o parcial al
IncRNA, logrando identificar pequefios motivos. Mientras que la conservacion por
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estructura se relaciona con el plegamiento secundario del IncRNA en distintas especies
(Ross & Ulitsky, 2022).

Algunos IncRNAs presentan una alta conservacion en la secuencia de sus promotores
mientras que su region codificante se encuentra pobremente conservada, tanto a nivel
gendmico, como a nivel de transcrito, a comparacion de los genes que codifican a proteinas
tanto en mamiferos (Darbellay & Necsulea, 2020; Hezroni et al., 2015; Necsulea et al., 2014)
como en plantas (Di et al., 2014; Wunderlich et al., 2014; J. Yuan et al., 2016). Al igual que
en los genes codificantes, se han identificado motivos conservados y relacionados con la
respuesta al estrés por frio, luz roja lejana, salinidad (11-12 nt), a fosfato (8 nt) y calor (heat
shock, 10 nt) en sus promotores (Di et al., 2014; Wunderlich et al., 2014; J. Yuan et al., 2016),
relacionando a los IncRNA con un érgano o condicion especifica (Franco-Zorrilla et al., 2007b;
Y. Wang et al., 2014a).

Interés en el estudio en la familia Brassicaceae

La familia de Brassicaceae surgié aproximadamente hace 54 mya, uno de los miembros mas
conocidos es A. thaliana, al ser la especie modelo en el estudio de la genética de plantas
(Beilstein et al., 2008). Ademas, también cuenta con miembros de interés agricola como son
Brassica rapa, Brassica oleracea y Brassica napus (Bancroft et al., 2011; F. Cheng et al.,
2016). Contando con algunas especies particulares como son Thellungiella parvula y
Thellungiella salsuginea (Thellungiella halophita), capaces de crecer en suelos con altas
concentraciones de sal, soporta heladas y suelos con pH acido (Griffith et al., 2007; Oh et al.,
2010; Q. Zhang et al., 2013). Presentan amplia distribucion de estas especies por la mayoria
de los continentes (Tabla 1).

Tabla 1. Caracteristicas de las especies analizadas en este trabajo. Informacion obtenida de
(Plants of the World Online, n.d.)

Especies Origen Distribucién

B. oleracea Sur de Europa Ameérica del norte y sur, Europa,
Asia y Africa

B. rapa Sur de Europa y norte de Africa | América, Europa, Asia y Africa

T. parvula Sur de Europa Norte de Europa

A. thaliana Europa-Asia y Africa Norte y sur de América, Asia,
Europa y Africa

C. rubella Sur de Europa y norte de Africa | Sur de Europa

Debido a estos cambios en el ecosistema a lo largo del tiempo, algunas especies dentro de
esta familia presentan multiples copias en sus genomas, relacionado con los eventos de
duplicacion del genoma ocurridos hace 124 mya () y hace 47 mya (a); aun con el paso del
tiempo se reporta uno de los eventos de duplicacibn méas recientes hace 7 a 12 mya,
afectando en el nimero de copias de los genes presentes en las especies Camelina sativa,
B. rapa y B. oleracea (Jiao et al., 2011; Kagale, Robinson, et al., 2014; S. Liu et al., 2014;
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Tang & Lyons, 2012). Una de las especies con el genoma mas grande en esta familia es C.
sativa, miembro del linaje 1, la cual presenta 3 subgenomas (Cs-G1, Cs-G2 y Cs-G3), con 6,
7y 7 cromosomas cada uno (2n=40) (Kagale, Koh, et al., 2014). Estos eventos de duplicacién
en los genomas conllevan a la localizacion de multiples copias (paralogos) de un mismo gen
ancestral, reportando hasta 3 copias de cada gen anotado en A. thaliana con respecto a C.
sativa, B. rapa y B. oleracea (Kagale, Koh, et al., 2014; Kagale, Robinson, et al., 2014; S. Liu
et al., 2014); y con mas del 70 % de conservacion por sintenia en los genes codificantes entre
estas especies, demostrando una estrecha cercania entre las especies (Kagale, Koh, et al.,
2014; Kagale, Robinson, et al., 2014; S. Liu et al., 2014). De igual manera, se han reportado
inversiones dentro del genoma en esta familia (Koch & Kiefer, 2005; Murat et al., 2015).

Estos nuevos genes obtenidos de la duplicacién del genoma pueden proporcionar nuevas
funciones génicas para la adaptacion a diversas condiciones de crecimiento (Gehringer et al.,
2006; Moser, 2012; Serdyuk et al., 2022). Siendo observado en las ventajas agronémicas
para la produccion de aceite en la especie C. sativa, en las que incluyen la madurez temprana,
bajo requerimiento de agua y nutrientes, la adaptabilidad a condiciones ambientales adversas
y la resistencia a diversos patdgenos (Gehringer et al., 2006; Moser, 2012; Serdyuk et al.,
2022). Analizando la seleccion purificadora (relacién Ka/ Ks < 1) dentro de esta especie, se
ha favorecido para la generacion de genes con funciones conservadas, lo que indica que
algunas de las secuencias conservadas Yy relacionadas con los genes codificantes fueron
finalmente beneficiosas para la supervivencia y el crecimiento en esta especie (Song et al.,
2020). Tal es el ejemplo del factor de transcripcion WRKY, identificado un total de 173 genes
CsWRKY que tienen 65 ortélogos correspondientes de A. thaliana, e incluso se encontré que
multiples genes CsWRKY corresponden a un unico ortélogo AtWRKY (Song et al., 2020).

Cabe destacar que estas duplicaciones no solo afectan a los genes codificantes, encontrando
en el caso de IncRNAs multiples copias a lo largo de los genomas. El primer IncRNA
identificado en plantas fue ENODA40 (early nodulin 40) en soya (Glycine max) (GmENODA40),
el cual se asocia con la diferenciacion y proliferacion celular durante el proceso de nodulacion
(Charon et al., 1997; Crespi et al., 1994; Kouchi & Hata, 1993; W. C. Yang et al., 1993), se
han reportado dos copias presentes en Lotus japonicus, siendo una de las especies mas
cercanas filogenéticamente (Flemetakis et al., 2000). Se encuentra presente dentro de las
leguminosas, relacionandose con la nodulacién (Ganguly et al., 2021) y con especies
carentes de este rasgo, como son el tabaco (Nicotiana tabacum) (Sande et al., 1996), arroz
(Oryza brachyantha y Oryza sativa) (Kouchi et al., 1999) y maiz (Zea mays) (ZmENODA40)
(Compaan et al., 2003), lo cual sugiere que este INCRNA se encuentra conservado en el reino
vegetal. Al igual que en leguminosas, este INCRNAs se ha reportado como un IncRNA
monoexonico en arroz (Kouchi et al., 1999), lo cual difiere con los paralogos identificados en
Arachis hypogaea, presentando dos exones en cada transcrito (Ganguly et al., 2021). Estos
dos IncRNAs estan relacionados con eventos de duplicacion del genoma en Arachis
hypogaea (Ganguly et al., 2021), siendo previamente reportado en Lotus (Flemetakis et al.,
2000). El IncRNA ENOD40 presenta conservacion por sintenia y microhomologia a través de
las especies como son Lotus japonicus, A. hypogaea, Glycine max, Medicago truncatula,
Phaseolus vulgaris, y Aeschynomene evenia (Ganguly et al., 2021). A pesar de la baja
conservacion en su secuencia a través de las especies (Flemetakis et al., 2000; Kouchi et al.,
1999), se ha logrado identificar este INcCRNA en A. thaliana ampliando la busqueda de ORF
menores a 100 aminoacidos (aa) en datos de perfiles ribosémicos asignando como sORF1
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(AT1G10682) (Hsu et al., 2016). A pesar de contar con un ORF menor a 100 aa, como un
valor sugerente de poco o nulo potencial de codificar a una proteina (Dinger et al., 2008); los
dos péptidos generados de la traduccién de este IncCRNA, se unen a la subunidad de la
sacarosa sintasa en los nodulos (nuevo érgano fijador de nitrdgeno) de las raices, lo cual
relaciona a estos péptidos con el control de sacarosa durante la fijacién de nitrégeno en soya
(tamafio de los péptidos 12 aa y 24 aa) (GmENODA40) (Rohrig et al., 2002) y Medicago sativa
(12-13 aa) (MtENODA40) (Charon et al., 1997). Algunos de los INcCRNAs que cuentan con un
ORF pequerio solo en una minoria de los eventos de traduccién llegan a dar lugar a péptidos
estables y funcionales (Andrews & Rothnagel, 2014; Choi et al., 2019; Housman & Ulitsky,
2016; Ji et al., 2015). Por ejemplo, el IncRNA LINC00961, que se ha identificado como
represor de mMTORCL1, el cual es el regulador central del metabolismo celular, ademas, este
IncRNA codifica a un péptido pequefio de 90 aa en humano y 75 aa en ratones conocido
como SPAR (Matsumoto et al., 2017). Demostrando que la pérdida de este polipéptido
promovia la regeneracion muscular después de la lesiébn (Matsumoto et al., 2017). Por lo
tanto, se especula que tanto los MRNAs como los IncRNAs pueden desempefiar funciones
duales como codificacion de proteinas o péptidos, asi como RNAs no codificantes (Ariel et
al., 2015; Housman & Ulitsky, 2016; Rymarquis et al., 2008; Ulitsky & Bartel, 2013). Resulta
importante afirmar que no se ha logrado identificar al IncRNA ENOD40 por sintenia en la
familia Brassicaceae (Ganguly et al., 2021). Por lo que resulta de interés la localizacion de
uno de los IncRNAs mas conservados y funcionales en el reino vegetal.

Otro IncRNA funcionalmente conservado es el lincRNA IPS1 identificado inicialmente en
tomate (Lycopersicon esculentum L.) (IncRNA TOMATO PHOSPHATE STARVATION-
INDUCED 1, TPSI1) (C. Liu et al., 1997), perteneciente a una familia de genes que contienen
la secuencia complementaria (CR, complementary region) al miR-399, con un tamafio de
apenas 23 nt (Rymarquis et al., 2008). Denotando a todos los lincRNA que presentaran esta
CR dentro de la familia TPSI (Burleigh & Harrison, 1999; Franco-Zorrilla et al., 2007b; Shin et
al.,, 2006a). En A. thaliana, se han reportado 4 genes con este motivo presente en la
secuencia, el lincRNA IPS1 y los 3 paralogos anotados como At4 (At4-1, At4-2 y At4-3),
presentando redundancia funcional entre estos genes (Franco-Zorrilla et al., 2007b; Shin et
al., 2006a). Funcion relacionada con la homeostasis del fosfato en la planta a través del
secuestro del miR99, evitando la degradacién de los transcritos del factor de transcripcion
PHO2 (Franco-Zorrilla et al., 2007b; Shin et al., 2006a). Sin embargo, la busqueda de este
motivo no se encuentra relacionado directamente con la localizacion de IncRNAs ortélogos
en otras especies, tal es el caso del IncRNA PILNCR1 en maiz, el cual presenta la CR al miR-
399, pero el vecindario genémico difiere al reportado en IPS1 de tomate, medicago, arroz y
A. thaliana (Du et al., 2018). Pudiendo relacionar a este IncRNA dentro de la misma familia
de genes, pero sin ser clasificado como un ortélogo al lincRNA IPS1.

Antecedentes
Identificacién de IncRNAs en A. thaliana

En A. thaliana, uno de los trabajos mas importantes para la anotacion de IncRNA es el trabajo
de (J. Liu et al., 2012), en el cual emplearon multiples microarreglos y cuatro transcriptomas
en condiciones wild type (o sin estrés) de flor, hojas y raices. Permitiendo la identificacion de
6500 IncRNAs (J. Liu et al.,, 2012), los cuales posteriormente fueron incorporados en la
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anotacion de Araportll (C.-Y. Cheng et al., 2017), muchos de los cuales se conservan dentro
de esta anotacion y contindian siendo analizados hasta el dia de hoy (IncRNA FLINC, LINC-
AP2, TAR-224, IncCOBRA1, IncCOBRA3, IncCOBRA5, SVALKA, DRIR, MARS) (Gao et al.,
2016; Kindgren et al., 2018; Kramer et al., 2022; Qin et al., 2017a; Roulé, Christ, et al., 2022;
Severing et al., 2018; Yi et al., 2015).

Posterior a este trabajo se han generado multiples bases de datos que usan herramientas
bioinformaticas distintas para la identificacién de IncRNAs (J. Jin et al., 2013; Paytuvi Gallart
et al., 2016; Szczesniak et al.,, 2019; Y. Zhao et al.,, 2016). En estos trabajos podemos
destacar la base de datos CANTATAdb v2.0 por su numero de IncRNAs identificados
(Szczesniak et al., 2016, 2019), para los cuales no solo se tomd en cuenta una anotacion
predictiva, sino que se baso en 10 transcriptomas, utilizando una metodologia robusta de
anotacion que empleaba la identificacion de IncRNAs por Coding Potential Calculator (CPC)
v0.9.r2 (Kong et al., 2007). Otra base de datos importante es GreeNC, la cual también emplea
una anotacion predictiva mediante CPC para la identificacion de IncRNAs en diferentes
especies a partir de los transcritos provenientes de Phytozome (Goodstein et al., 2012) y
ENSEMBL (Bolser et al., 2016). Ademas, clasifica a algunos INcRNAs como precursores de
miRNAs (Paytuvi Gallart et al., 2016). Otra base de datos que resalta por ser la mas usada y
gue sirve como referencia es Araportll (C.-Y. Cheng et al., 2017)). La anotacién de IncRNAs
en Araportll estd compuesta por la anotacion de (J. Liu et al., 2012) mas las anotaciones de
InNcRNAs en TAIR10, ademas, no es exclusiva de IncCRNAS, contiene una anotacion extensa
de todo tipo de genes: codificantes y RNAs reguladores. En total las bases de datos cuentan
con la siguiente cantidad de genes anotados como INncRNAs para A. thaliana: 4,080 genes en
CANTATAdb v2.0 (Szczesniak et al., 2019), 2,752 genes en GreeNC (Paytuvi Gallart et al.,
2016), y 3,559 genes en Araportll (C.-Y. Cheng et al., 2017). Pero consideramos que hay
espacio para mejorar el nUmero de anotaciones en cuestion de INcRNAs, usando un analisis
mas exhaustivo. Ademas de proporcionar una clasificacion mas clara de los IncRNAs de
acuerdo con su contexto genémico y su posible funcién dada su co-expresion con genes
codificantes.

IncRNASs funcionales en A. thaliana

Existen aproximadamente 160 IncRNAs anotados como funcionales dentro de la base de
datos EVIncRNAs V2.0 en A. thaliana (B. Zhou et al., 2021), los cuales han sido confirmados
por gRT-PCR, mutantes (overexpression, knockdown), Southern blot, Northern blot, ChlIP,
microarreglos e hibridacion in situ (B. Zhou et al., 2021). Hasta la fecha se han logrado
caracterizar 19 IncRNAs adicionales a los reportados en esta base de datos, relacionandolos
con procesos biolégicos como la germinacién y desarrollo (IncCOBRAL, IncCOBRA3,
IncCOBRAS5, MARS) (Kramer et al., 2022; Roulé, Christ, et al., 2022), aclimatacién de frio
(SVALKA, CIL1) (Kindgren et al., 2018; G. Liu et al., 2022), sequia, salinidad (DRIR) (Qin et
al., 2017a), dormancia (asDOG1) (Fedak et al., 2016), floraciéon (MAS, FLAIL) (Y. Jin et al.,
2021; X. Zhao et al., 2018) y estimulos por luz azul (BLIL1) (Z. Sun et al., 2020a). Ademas,
en algunos casos se identificO su mecanismo funcional, como precursores de miRNAs (pri-
mMiR165a, pri-miR858a, pri-miR858a, pri-miR160c) (Ben Amor et al., 2009; Hirsch et al., 2006),
precursores de SiRNAs (TAS1a, TAS2, TAS3, TAS4) (Ladomery & Pisignano, 2021), esponjas
de miRNAs (BLIL1), remodeladores de la cromatina (MARS, FLAIL) (Y. Jinetal., 2021; Roulé,
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Christ, et al., 2022) e interacciones con proteinas (IncCOBRA1) (Kramer et al., 2022). Con un
total de 179 IncRNAs caracterizados como funcionales en A. thaliana.

Problemas en la anotacion de IncRNAs en diversas bases de datos

Dentro de los 179 IncRNAs caracterizados como funcionales en A. thaliana, algunos de estos
se encuentran clasificados como "genes codificantes" en Araportll. Dentro de los cuales
encontramos al lincRNA IPS1 (Induced by Phosphate Starvation 1, AT3G09922) y a su
paradlogo At4 (AT5G03545) (Shin et al., 2006a), ambos lincRNA cuentan con la funcién de
esponja del microRNA miR399 en ausencia de fosfato (Franco-Zorrilla et al., 2007b; Shin et
al., 2006a), presentan conservacion y funcionalidad en diversas especies de plantas (Ajmera
et al., 2018; Burleigh & Harrison, 1999; Calixto et al., 2019a; C. Y. Huang et al., 2011).
Especificamente en el caso de IPS1, existe una enzima con el mismo nombre (AtIPS1,
AT4G39800, 1-L-myo-inositol-1 P synthase; E.C.5.5.1.4), siendo asignados en NCBI
(Stoesser, 2004) con el mismo ID, a pesar de presentar diferente localizacién genémica y
siendo diferentes genes (IPS1: AT3G09922, AtIPS1: AT4G39800). A causa de este error, las
bases de datos como Araportll (C.-Y. Cheng et al., 2017) y Plaza v4.0 (Van Bel et al., 2017),
presentan informacion funcional (términos GO) con respecto a la enzima. Siendo un problema
bastante grave para el analisis y clasificacién de IncRNAs.

Asi mismo, las bases de datos de IncRNAs en plantas GreeNC (Di Marsico et al., 2022),
PIncRNADB (Bai et al., n.d.) y PIncDB v2.0 (J. Jin et al., 2020) contienen proteinas
transmembranales, enzimas (ATP sintasas, peroxidasas), proteinas ribosomales, y en
algunos casos muy poco frecuentes, factores de transcripcion (Tabla 2). Siendo indispensable
realizar una nueva anotacién de los INcRNAs en A. thaliana, dejando de lado los programas
de anotacion predictiva (ejemplo CPC) y empleando un método mas eficiente en la exclusion
de genes codificantes, para lo cual se seleccioné el Método Estricto (ME) con base en trabajos
previos para la identificacion de IncRNAs en humano y esponja marina (Cabili et al., 2011,
Gaiti et al., 2015).

Tabla 2. Ejemplos de genes codificantes asignados erréneamente como IncCRNAs.

Gene ID Anotacion en Araportll Otras bases | link con las bases

de datos de datos

. GreeNC, Araportll

AT1G29580 Subunidad de la RNA pol Il PINcDB GreeNC
, GreeNC, Araportll

AT1G36640 Proteina transmembranal PINcDB GreeNC
GreeNC Araportll
AT1G05575 Proteina transmembranal PincDB Em
PIncRNADB -

. GreeNC Ararpotll

AT1G46336 Proteina transmembranal PINcDB GreeNC
Inositol-pentakisphosphate GreeNC Ararpotll

AT1G59171 2-kinase family protein PIincDB GreeNC
AT1G61575 Serine/Threonine kinase GreeNC Araportll
PIncB GreeNC

. . GreeNC

racars | PTAPOERUON | e | Ao
yp PINcRNADB =reest
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WRKY transcription factor- GreeNC Araport11l

AT3G56390 like protein PIincB GreeNC
GreeNC Araportll

AT3G01130 ATP synthase E chain PIncB GreeNC
PIncRNADB -
_ GreeNC Araport1l

AT5G14110 peroxidase (DUF 3339) PINcB GreeNC

Consideraciones en la conservacion de IncRNAs

Se han realizado algunos intentos por encontrar IncRNAs conservados a través de las
especies en plantas, sin embargo, uno de los principales filtros en su analisis ha sido la
conservacion por secuencia (L. Chen & Zhu, 2022; Mohammadin et al., 2015; Nelson et al.,
2016; Palos et al., 2022; Sang et al., 2021). Aun en un corto tiempo de divergencia entre las
especies, los lincRNAs muestran una baja conservacion a nivel de su secuencia dentro de la
misma familia (Nelson et al., 2016; Palos et al., 2022). Dentro de esta familia se ha empleado
el concepto de sintenia para la localizacién de 6,500 lincRNAs de A. thaliana en 10 especies
(J. Liu et al., 2012). Sin embargo, muchos de estos han sido descartados al seleccionar solo
aguellos con una mayor conservacion por secuencia al compararlos con los lincRNAs de A.
thaliana (Nelson et al., 2016). Determinando que los IncRNAs presentan una menor
conservacion a nivel de secuencia a comparacion con los genes codificantes conforme la
escala evolutiva aumenta (Nelson et al., 2016).

A pesar de emplear multiples comparaciones o ampliar la cantidad de especies analizadas,
si se considera solo a nivel de secuencia, se llegan a perder mas del 80 % de los lincRNAs a
través de las especies (L. Chen & Zhu, 2022; Mohammadin et al., 2015; Nelson et al., 2016;
Sang et al., 2021), debido a que algunos IncRNAs pueden contener pequefios motivos
conservados en su secuencia, siendo dificiles de alinear o por no alcanzar valores de
significancia estadistica (Quinn et al., 2016; Ulitsky & Bartel, 2013). Aln utilizando la
conservacion por sintenia como segundo método de andlisis, las implicaciones resultantes
del primer filtro pueden afectar la deteccién de los IncRNA (L. Chen & Zhu, 2022; Palos et al.,
2022).

Por su parte, emplear criterios muy estrictos en relacién al rango de genes codificantes para
definir las regiones sinténicas conservadas afecta al nimero de regiones identificadas
(Vakirlis et al., 2020). Una explicacion alternativa es que, a medida que el criterio de sintenia
se hace mas estricto, los genes que cumplen este criterio podrian estar sometidos a
restricciones evolutivas mas fuertes y, por tanto, es menos probable que diverjan, lo cual
depende de la distancia evolutiva y del grado mas general de conservacion de la sintenia
entre las especies que se comparan (Vakirlis et al., 2020). Aunado a esto, dentro de la familia
Brassicaceae se ha analizado la conservacion por sintenia definiendo un rango de 10 genes
flanqueantes al lincRNA, obteniendo el 17.30 % (3560 de 20,416 genes) lincRNAs
conservados conservados solo por sintenia y 18.1 % (3725 de 20,416 genes) lincRNAs
conservados conservados por secuencia y sintenia dentro de la misma familia (Palos et al.,
2022). En otro de los estudios mas recientes se reporta el 4.84 % (199 de 4106 genes)
lincRNAs conservados por secuencia y sintenia (L. Chen & Zhu, 2022). Resultando importante
considerar bajos niveles en la conservacion de secuencia en regiones sinténicas conservadas
a pesar del corto tiempo de divergencia entre estas especies (L. Chen & Zhu, 2022; Palos et
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al., 2022). Llegando a considerar la conservacion de estos lincRNAs dependiente de la
estructura o de ciertos motivos localizados que le permitan llegar a ser importantes en la
regulacion génica, y por ende, contar con expresion en una condiciéon definida (L. Chen &
Zhu, 2022; Palos et al., 2022).

Considerando que el 93 % de los genes codificantes agrupados en ortogrupos en B. rapa se
encuentran conservados con A. thaliana (X. Wang et al., 2011), también se ha encontrado
gue no solo la secuencia se encuentra conservada, si no también las posiciones genémicas
dentro de la familia Brassicaceae (Corona-Gomez et al., 2020). Resultando importante partir
de un alineamiento genémico para la ubicaciones de los bloques sinténicos compartidos entre
genes codificantes y IncRNAs, para una correcta ubicacion de los mismos.

Algunos IncRNAs conservados y funcionales

Para estudiar la evolucion de las interacciones entre los IncRNAs y el genoma, se ha
empleado el sistema de compensacion por dosis en Drosophila melanogaster, regulado por
dos IncRNASs (roX1 y roX2). Estos dos IncRNAs duplican la expresién del cromosoma X en
los machos para igualar la expresion génica de las hembras (Quinn et al., 2016). Presentan
redundancia funcional atribuida a un pequefio motivo, roXbox, constituido por 8 nt localizados
en el stem-loop de la estructura de roX1 y roX2 (llik et al., 2013; Park et al., 2007). Por lo que,
la busqueda de ort6logos de roX en Drosophila por medio de la conservacion por secuencia
habia resultado fallida (Alekseyenko et al., 2013; Park et al., 2007). Mediante un analisis de
conservacion de los genes roX en 27 especies de moscas de la fruta se encontraron 47
nuevos genes ortélogos (19 pertenecen a roX1 y 28 roX2), con un aproximado de 40 mya de
divergencia evolutiva entre las especies, mediante la combinacién de la conservacioén por
secuencia, por sintenia y estructura secundaria del RNA (Quinn et al., 2016). Adicionalmente,
se encontrd6 que estos IncRNAs ortélogos conservan su funcion a pesar de la baja
conservacion a nivel de secuencia que existe en especies distantes, aunque la eficiencia del
rescate disminuye al aumentar la distancia evolutiva (Quinn et al., 2016).

En plantas, se ha encontrado que el IncRNA ENODA40 (early nodulin 40) presenta una baja
conservacion por secuencia dentro de las leguminosas (Flemetakis et al., 2000), abarcando
un tiempo de 40 mya (Lavin et al., 2005), encontrando un porcentaje de conservacion del 78
y 72 % de identidad entre el IncRNA identificado previamente en soya y las dos copias
presentes en Lotus japonicus (Flemetakis et al., 2000). Se propone que la presencia de dos
copias provenientes del mismo gen se relaciona con eventos de duplicacion en el genoma de
esta especie (Flemetakis et al.,, 2000). Por su parte, se ha demostrado que el IncCRNA
ENODA40 se encuentra conservado por sintenia y microhomologia a través de las especies
(Ganguly et al., 2021). Aunque, en términos globales su secuencia pobremente conservada,
se han localizado dos regiones con una homologia mayor al 50 % en arroz_(Kouchi et al.,
1999), ambas regiones coinciden con motivos de unién a proteinas (RNA binding protein,
RBP) (Campalans et al., 2004). Este IncCRNA interactia con las proteinas y permite la
relocalizacion del nacleo al citoplasma (Campalans et al., 2004), funcién similar a la reportada
con el IncRNA ASCO con la interaccion con las proteinas nuclear speckle RBP, durante el
desarrollo de las raices (Bardou et al., 2014). De igual manera, el IncRNA IncCOBRAL1 cuenta
con algunos motivos RBP muy particulares, al estar altamente conservados en humanos
(Gosai et al., 2015) y a través de la familia Brassicaceae (Kramer et al., 2022). Las proteinas

15


https://paperpile.com/c/VlY5kl/6Dcu+V9IK
https://paperpile.com/c/VlY5kl/6Dcu+V9IK
https://paperpile.com/c/VlY5kl/6Dcu+V9IK
https://paperpile.com/c/VlY5kl/cZMA
https://paperpile.com/c/VlY5kl/058H
https://paperpile.com/c/VlY5kl/6bN1
https://paperpile.com/c/VlY5kl/wAZX+11IQ
https://paperpile.com/c/VlY5kl/lg4d+wAZX
https://paperpile.com/c/VlY5kl/6bN1
https://paperpile.com/c/VlY5kl/6bN1
https://paperpile.com/c/VlY5kl/9qWj
https://paperpile.com/c/VlY5kl/Cdrp
https://paperpile.com/c/VlY5kl/9qWj
https://paperpile.com/c/VlY5kl/9qWj
https://paperpile.com/c/VlY5kl/37mm
https://paperpile.com/c/VlY5kl/ImFf
https://paperpile.com/c/VlY5kl/ImFf
https://paperpile.com/c/VlY5kl/14XB
https://paperpile.com/c/VlY5kl/14XB
https://paperpile.com/c/VlY5kl/jjAe
https://paperpile.com/c/VlY5kl/D1Cc
https://paperpile.com/c/VlY5kl/4RQZ

que interactian con IncCOBRA1 estan implicadas en una amplia gama de funciones
biolégicas, incluyendo la respuesta a la citoquinina y al acido abscisico (ABA), la
gluconeogénesis y la fotorrespiracion (Ran et al., 2020). Modificaciones en este lincRNA lo
relacionan con la germinacion y el desarrollo de plantas (Kramer et al., 2022) (Tabla 3).

Dentro de la misma ubicacion gendmica del IncRNA ENODA40, se ha identificado un transcrito
antisentido a este INcRNA, conocido como NAT-AhDONE40 (DONE40) en Arachis hypogaea,
el cual interactia con el dominio SET (Su(var)3-9, enhancer of Zeste and Trithorax) de la
metiltransferasa de histona AhASHR3 (ABSENT SMALL HOMEOTIC DISC1 RELATED3), un
miembro de la familia Trithorax, relacionando esta interaccién con la deposicion de marcas
de activacion (H3K36me3 y H3K4me3) en el locus de ENOD40, en ambas copias
(cromosoma 5 y cromosoma 15, genes AhENOD40-1 y AhENOD40-2, respectivamente) del
gen (Ganguly et al., 2021). Por su parte, se ha relacionado a esta proteina modificadores de
histonas con el control de la divisiébn celular en el meristemo de la raiz y de las células
quiescentes en A. thaliana (Kumpf et al., 2014), lo cual cobra sentido al encontrarse la
induccién de la division celular una vez iniciado el proceso de nodulacién en leguminosas
(Charon et al., 1997; Crespi et al., 1994; Flemetakis et al., 2000; Kouchi & Hata, 1993; W. C.
Yang et al., 1993). Demostrando que la funcion de los IncRNAs no necesariamente recae en
la secuencia del transcrito (Darbellay & Necsulea, 2020).

Tabla 3. Algunos de los AtlincRNAs conservados y con funciones conservadas a través de
las especies.

INcCRNA Gene ID Mecar_nsmo Funcion biolégica Referencia
funcional
Esponja de Homeostasis de | (Franco-Zorrilla et al.,
IPS1 AT3G09922 miRNA fosfato 2007b)
Unién al promotor| Respuesta a luz
HID1 AT2G35747 del factor de  |[roja, elongacién del [(Y. Wang et al., 2014a)
transcripcion PIF3 hipocotilo
ENOD40 AT1G10682 Translocquon de |Desarrollo de_I,a raiz (Char_on et al., 1997;
proteinas y nodulacion Rohrig et al., 2002)
IncCOBRA1 | AT3G05655 |Unién a proteinas Desa.rrollp,y (Kramer et al., 2022)
germinacion

Los IncRNAs presentan expresion drgano o etapa especifica

En la mayoria de las especies de plantas y animales en dénde han sido estudiados, se ha
encontrado que la mayoria de los IncRNAs cuentan con patrones de expresion espacio
temporal (edad bioldgica) y 6rgano muy especificos, con grupos muy particulares de células
gue los expresan en cerebro, higado, rifion y testiculos (Darbellay & Necsulea, 2020;
Necsulea et al., 2014). Por otra parte, en A. thaliana se han encontrado IncRNAs expresados
especificamente en flores, hojas y raices de 4 semanas de edad en respuesta a un estrés
biético (elf18) y abidtico (choque térmico y sequia) (J. Liu et al., 2012). De igual manera, en
arroz se ha observado la expresion especifica de los INcCRNAs en anteras, pistilo, semillas y
parte aérea (Y.-C. Zhang et al., 2014). Sin embargo muy pocos de estos se encuentran
caracterizados, destacando al IncRNA ENOD40 cuenta con patrones espacio temporal y
espacial, al iniciar su transcripcién a las pocas horas de la inoculacion con las bacterias
rhizobium, y continuar su expresion en las células corticales de la raiz (Charon et al., 1997;
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Flemetakis et al., 2000). Adicionalmente, se ha reportado una alta expresion de este INncCRNA
durante el desarrollo embrionario (Flemetakis et al., 2000). Por lo que, los INcCRNAs pueden
participar en diferentes etapas del desarrollo, prendiendo y apagando dependiendo del
contexto regulatorio que se necesite en el organismo.

En esta tesis, abordamos la exploracion de la conservacion de los INncRNAs en Brasicas
usando un enfoque comparativo. Comenzamos realizando una nueva anotacion de los
IncRNAs en A. thaliana a partir de los transcriptomas publicos y generados en el laboratorio,
posteriormente analizar sus posibles funciones bioldgicas mediante los mddulos de co-
expresion, encontrando IncRNAs compartiendo funciones biolégicas con genes codificantes
relacionados con fotosintesis, desarrollo de raices, division celular, sintesis de metabolitos,
entre otros (Capitulo 2). Posteriormente, en el Capitulo 3, analizamos la conservacion de los
lincRNAs identificados en A. thaliana, B. rapa, B. oleracea, C. rubella y T. parvula
provenientes de la parte aérea y raices en plantas, Identificando lincRNAs ortélogos
funcionales con expresion conservada en raices y parte aérea en esta etapa del desarrollo
analizada. La mayoria de los IncRNAs identificados mostraron patrones globales de
expresion.Asimismo, observamos que los eventos de duplicacion del genoma tienen un
impacto en la generacién de nuevos genes de lincRNAs. La conservacion y retencion de los
INcRNAs nos permiti6 generar un catalogo de IncRNAs de interés para caracterizacion
experimental posterior, asi como una posible aplicacion futura en especies de interés agricola.
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Hipodtesis y objetivos
- Hipo6tesis

Existen INcRNAs ort6logos funcionales que participan en el establecimiento de la identidad
de 6rganos en plantulas de diversas Brasicaceas.

- Objetivos

Objetivo general

Identificar los IncRNAs ort6logos funcionales en la parte aérea y raices de plantulas en
diferentes Brasicaceas.

Objetivos especificos

OEL1.- Anotar todos los INcRNAs en A. thaliana a partir de datos publicos e inferir sus posibles
funciones biolégicas (Capitulo 2).

OE2.- Secuenciar, identificar y clasificar los INncRNAs con base en su posicion genémica en
raices y parte area de 5 especies de Brasicaceas (Capitulo 2 y 3).

OES.- Determinarlos genes diferencialmente expresados en la parte aérea y raices
en Brasicaceas (Capitulo 3).

OEA4.- Identificar IncRNAs conservados  por posicidon, secuencia (motivos) y estructura
secundaria en Brasicaceas (Capitulo 3).
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Capitulo 2

Anotacion y clasificacion funcional de IncRNAs en A. thaliana

Los resultados obtenidos en este capitulo deriva del articulo “Transcriptome-guided
annotation and functional classification of long non-coding RNAs in Arabidopsis
thaliana” publicado en Scientific Reports (Coss-Navarrete, Evelia L.*; Corona-Gomez, José
Antonio*; Garcia-Lépez, Irving J; Pérez-Patifio, Jaime Alejandro; Fernandez-Valverde, Selene
L, 2022. *Co-autores).

2.1 Métodos

2.1.1 Seleccién de transcriptomas publicos

Se emplearon 220 transcriptomas provenientes de datos publicos tomando en cuenta dos
criterios: 1) una buena profundidad y calidad de secuenciacion, 2) datos provenientes de una
sola condicion, 6rgano o etapa del desarrollo de A. thaliana (Col-0), sin incluir mutantes. Los
transcriptomas fueron descargados de las bases de datos Gene Expression Atlas (GEA)
(Petryszak et al., 2016) (152 transcriptomas) y Gene Expression Omnibus (GEO) (Edgar et
al., 2002) (68 transcriptomas). Ademas, se emplearon los 4 transcriptomas generados de A.
thaliana (Seccion 2.1.2) provenientes de la parte aérea y raices con una edad de 8 dias
después post-germinacion (dpg). Contando con un total de 224 transcriptomas (118 single-
end y 106 paired-end) (Tabla 4, Tabla S1, Dataset S3).

2.1.2 Generacién de nuevos transcriptomas

Se germinaron semillas de A. thaliana Col-0 en el medio Murashige and Skoog (MS) en
condiciones de dias largos (21 °C, fotoperiodo 16 / 8h) y se recolectaron las plantulas con
una edad aproximada a los 8 dias después de la germinaciéon [Etapa 1.02, cotiledones
extendidos y 2 hojas de roseta con un tamafio de 1 mm de largo (Boyes, 2001)], seccionando
las plantulas de manera individual en parte aérea (shoot) y raices (root).

La extraccién de RNA total se realizé empleando TRIzol (Invitrogen, 15596018), y de acuerdo
a las especificaciones del proveedor. Se elimin6 el DNA residual empleando la DNase |
(TURBOTM DNase, Invitrogen, AM2238). La calidad y concentracién de las muestras fue
medido usando el NanoDrop 2000C (Thermo Fisher Scientific Inc). La integridad del RNA fue
analizado mediante el gel de agarosa al 1.5 %, para posteriormente seleccionar RNA
poliadenilado con el kit NEBNext Poly (A) mMRNA Magnetic Isolation (NEBNext, E7490S). Las
bibliotecas fueron generadas empleando el kit NEBNext Ultra Il Directional RNA (NEBNext,
E7760S) y NEBNext Multiplex oligos for lllumina (SET 1) (NEBNext, E7335). Posteriormente,
la secuenciacion se realizé por parte de la compafiia Novogene en el equipo Hi-Seq X de
lllumina, analizando 2x150 nt (PE150). Los transcriptomas obtenidos fueron cargados a la
base de datos de SRA (Tabla S1).
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Tabla 4. Transcriptomas empleados en la anotacion de IncRNAs.

Clasificacién Experimento Edad* organo umgro de
transcriptomas
Expresion de miRNAs 3 dias despues .
. de la embriones 2
en embriones e
polinizacién
Etapas de desarrollo meristemo apical
. ) 7al
del meristemo apical a16 dpg (SAM) 30
Linea base Busqueda de IncRNAs 8 dpg plantulas 4
(Baseline) p
Busqueda de IncRNAs| 14 a 35 dpg raices, florgs, 4
frutos y hojas
Atlas de tejidos 7 a 54 dpg Multlplesiorganos 56
y tejidos
Etapas dg_desarrollo 0a 20 dpg silicuas 4
de silicuas
. hipocétilo y
Respuesta a la luz roja 5 dpg cotiledones 57
Respuesta a la luz .
I I
azul 3dpg plantulas 6
Deficiencia de hierro 13 dpg plantulas 6
Expresion Deficiencia de fosfato 13 dpg plantulas 6
diferencial i _ i i
Aclimatacion al frio 14 dpg plantulas 6
Respuesta al frio .
14 I I
prolongado dpg plantulas 6
Tratamiento con ABA 14 dpg plantulas 17
Respuesta a la sequia 14 dpg plantulas 10

*dpg = dias post-germinacion

2.1.3 Limpieza, alineamiento, ensamblaje y cuantificacion de los transcriptomas

Se analiz6 la calidad de los transcriptomas mediante los programas FastQC v0.11.2 (Andrew,
2010) y MultiQC v1.0 (Ewels et al., 2016). Se filtraron las secuencias de baja calidad y se
eliminaron los adaptadores por medio del programa Trimmomatic v0.32 (HEADCROP:10-5
LEADING:5 SLIDINGWINDOW:4:15 MINLEN:30-60) (Bolger et al., 2014). Posteriormente, se
realiz6 el alineamiento guiado con el genoma de referencia de A. thaliana TAIR10/Araport11
(Berardini et al., 2015) empleando STAR v2.7.2.b (--alignMatesGapMax 120000) (Dobin et
al., 2013). El ensamblaje del genoma se realiz6 con el programa StringTie v.3.4 (-f 0.3 -m 50
-a 10 -j 15 -c 2.5) (M. Pertea et al., 2015) y empleando el archivo de anotacion de Araportll
(C.-Y. Cheng et al., 2017). Los archivos obtenidos se unificaron en un solo archivo con la
funcion --merge (-c 2.5 -f 0.3) de StringTie (-c 2.5 -f 0.3) (M. Pertea et al., 2015). La
cuantificacién de los transcritos se realiz6 con Kallisto v0.44.0 [los pardmetros para los
transcriptomas single-end: --single -t 8 -1 (40, 67, 141 80) -s (5, 10, 20); para paired-end:
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default] (Bray et al., 2016). La transformacion de transcritos a genes se realiz6 con el
programa Tximport v1.24.0 (Soneson et al., 2015a), a partir del archivo tx2gene (Dataset S1)
generado con el programa ClusterBed de BEDtools (pardmetros de default) (Quinlan & Hall,
2010).

2.1.4 Identificacién de IncRNAs

Se reemplazé el gene_id por el ref_gene_id del archivo merge con un pequefio script de
bash. Se obtuvo la secuencia FASTA de cada transcrito a partir del genoma de referencia y
el archivo merge (previamente generado y modificado) empleando el programa gffread
v0.11.8 (-F --keep-genes) (G. Pertea & Pertea, 2020). Ademas, se predijo la secuencia de
aminodcidos para cada transcrito empleando el programa TransDecoder v5.3.0 (Haas et al.,
2013). Para la identificacion de IncRNAs se emplearon 9 filtros, seleccionados con base en
trabajos previos (Cabili et al., 2011; Gaiti et al., 2015), se le asign6 el nombre de Método
estricto (ME) (Seccidon 2.1.10). En el articulo se menciona como Strict Method (SM). Primero,
(1) se seleccionaron los transcritos mayores a 200 nt provenientes Unicamente del nacleo
mediante el programa infoseq de EMBOSS v6.6.0 (Rice et al., 2000); (2) se eliminaron las
secuencias homologas a proteinas, comparando la secuencia nucleotidica (BLASTX, evalue
< 1e-6) y (3) aminoacidica (BLASTp, evalue < 1e-6, strand="plus”) (Altschul et al., 1990) de
cada transcrito con la base de datos de Uniprot (UniProt Consortium, 2021), respectivamente.
(4) Se eliminaron las secuencias que presentaban homologia con dominios presentes en la
base de datos de Pfam v33.0 (Finn et al., 2014; Rice et al., 2000) empleando el programa
HMMER v3.1b2 (evalue < 1e-6) (Finn et al., 2011). (5) Ademas, se filtraron las secuencias
con presencia de péptido sefal con SignalP v4.1(D-cutoff: 0.45) (Petersen et al., 2011). (6)
Se removieron secuencias con ORF > 100 aa empleando el programa getorf de EMBOSS
v6.6.0 (Rice et al., 2000). Adicionalmente, (7) se eliminaron las secuencias con homologia a
proteinas no redundantes anotados en la base de datos de NCBI nr (Pruitt, 2004) usando
BLASTX (evalue < 1e-6, strand="plus”, pident = 70.00) (Altschul et al., 1990). Con el fin de
seleccionar IncRNAs anotados previamente como proteinas hipotéticas, se seleccionaron los
mejores hits y se extrajo su informacién mediante el programa blastdbcmd (Altschul et al.,
1990). Se retuvieron todas las secuencias anotadas en NCBI como: "hypothetical protein” (in
Refseq), "similar to" (NCBI's annotation pipeline), "putative protein”, "unknown (unknown
protein, unknown, partial, unknown)", "predicted protein” y “unnamed protein product’,
considerando que la gran mayoria de estas secuencias no cuentan con caracterizacion
funcional (“Gene Frequently Asked Questions,” 2018). (8) Se eliminaron todos transcritos
relacionados con tRNAs y rRNAs comparando su secuencia con los anotados en A. thaliana
empleando BLASTn (evalue < 1e-6, strand = "plus", -max_target_seqs 100, gcovs >50)
(Altschul et al., 1990) y los predichos por el modelo de covarianza de la base Rfam (Nawrocki
et al., 2015) empleando el programa infernal v1.1.2 (Nawrocki & Eddy, 2013). (9) Con el fin
de eliminar los artefactos generados por el alineador se filtraron las secuencias con intrones
mayores a 6000 bp (H.-X. Sun & Chua, 2019). Finalmente, se realizé una revisibn manual
comparando los transcritos obtenidos con la base de datos de Araportll, eliminando los
transcritos clasificados como proteinas transmembranales, enzimas, genes codificantes de
proteinas y proteinas ribosomales (Seccién 2.1.10).
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2.1.5 Clasificacion de los IncRNAs

Los IncRNAs se clasificaron con base en su posicion genémica en: lincRNA, intrénico, NAT
y exdnico sentido, categorias y definiciones sefialadas por GENCODE v7 para clasificar los
IncRNAs en humanos (Derrien et al., 2012), y Gaiti y colaboradores (Gaiti et al., 2015) en
esponjas marinas. En todas las categorias se consideraron las isoformas de los genes
codificantes para la correcta clasificacion de los IncRNAs. Adicionalmente, se extrajeron
IncRNAs que no presentaron direccion en su secuencia, es decir, IncRNAs a los cuales el
programa StringTie les asign6 un punto (.) en el sentido de la secuencia. Clasificandolos
como:intrénico sin sentido. Se empled el archivo de anotacién de Araportll (C.-Y. Cheng
et al., 2017) y el programa intersectBed de BEDtools (sense-exonic INncCRNAs [-wo -f 0.1 -g],
NAT [-wo -f 0.1 -S], intronic [-wo -f 1] and lincRNAs [-wo -v]) (Quinlan & Hall, 2010) para la
ubicacion de los IncRNAs con relacién a los genes codificantes y de esta manera poder
clasificarlos en las categorias antes descritas (Seccion 2.1.10). Posteriormente, se realizo la
visualizacién de los IncRNAs clasificados mediante el buscador de genomas UCSC (Kent et
al., 2002).

Por su parte, los INcRNAs se clasificaron de acuerdo con su nivel de expresion en Low
Confidence (SM LC), aquellos genes con expresion menor a 3 Transcripts per Million (TPM)
en un solo transcriptoma; mientras que el resto fue asignado como High Confidence (SM
HC).

2.1.6 Andlisis del potencial codificante

Como un andlisis de validacién adicional del ME se empled el programa CPAT v3.04 (L. Wang
et al., 2013) para estimar el potencial codificante de las secuencias obtenidas. Este programa
emplea las frecuencias kmer relativas, crea un modelo de los datos con las frecuencias de
los hexameros y se obtiene un score. Este valor permite clasificar a los transcritos en cuatro
categorias: codificante (score > 0.5), no codificante (score <= 0.5), alta confianza de ser una
secuencia codificante (High Confidence coding, score >= 0.9) y alta confianza de ser una
secuencia no codificante (High Confidence non-coding, score <= 0.1).

2.1.7 Comparacién con otras bases de datos

Para conocer cuantos de los 6764 genes de IncRNAs identificados con el ME contaban con
una identificacion previa en otras bases de datos, se realiz6 una comparaciéon entre las
coordenadas de los genes anotados en GreeNC v1.12 (2752 genes) (Di Marsico et al., 2022;
Paytuvi Gallart et al., 2016), CANTATAdb v2.0 (4080 genes) (Szczesniak et al., 2016, 2019)
y Araportll (3559 genes) (C.-Y. Cheng et al., 2017) empleando el programa intersectBed (-
wo -s -f 1 -F 1) (Quinlan & Hall, 2010). Se corroboro la interseccion de cada transcrito con el
visualizador UCSC y se resumieron los resultados empleando los paquetes VennDiagram
v1.7.1 (H. Chen & Boutros, 2011) y UpsetR v1.4.0 (Conway et al., 2017) (R/Bioconductor).

2.1.8 Cuantificacion de los IncRNAs por 6rganos y etapas

Se dividieron los transcriptomas de acuerdo a cada 6rgano analizado, y posteriormente se
clasificaron los diferentes érganos en etapas del desarrollo (Fig 6b). Las dos primeras etapas
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pertenecen a la fase vegetativa e incluyen: la germinacién de la semilla (Etapa 1, de 3a 5
dias de edad) y el desarrollo de las hojas (Etapa 2, de 6 a 25 dias de edad); el resto de las
etapas forman parte de la fase reproductiva, que van desde la presencia de la primera
inflorescencia (a los 26 dias de edad) (Etapa 3, de 26 a 29 dias de edad), la produccion de
flores (Etapa 4, de 30 a 47 dias de edad), hasta la generacion de silicuas (Etapa 5, de 48 a
51 dias de edad) (Tabla S1, Fig 6b).

Para identificar INcRNAs con expresion especifica del érgano se empleé el estimador Tau
(Yanai et al., 2005). El resultado tiene un rango de 0 a 1, donde los genes cercanos a 1 son
considerados especificos del 6rgano o etapa del desarrollo (Fig S2a, Dataset S4). Se empled
como valor de corte en la asignacion de los INcRNAs la media del valor Tau para los genes
codificantes (0.54) (Dataset S4, Seccion 2.1.10).

2.1.9 Redes de expresion y analisis de culpable por asociacién

Para determinar las posibles funciones biolégicas de los IncRNAs, se empled el método
culpable por asociacion (guilty-by-association). Este enfoque identifica las anotaciones
funcionales enriquecidas de genes codificadores de proteinas coexpresados con los
IncRNAs, lo que permite inferir los procesos bioldgicos en los que estos INcCRNAs pueden
estar involucrados. Se construyd una red de co-expresion empleando el paquete WGCNA
v1.69 (R/Bioconductor) (Langfelder & Horvath, 2008) y la tabla de normalizadas con Variance
Stabilizing Transformation (VST) (de paquete DESEQ2 v1.28.1 (R/Bioconductor) (Love et al.,
2014a). Para asegurar una conectividad promedio en la red se emple6 un valor de 3 = 20,
permitiendo mantener la topologia sin escala de forma estacionaria (Fig S3). Los grupos de
genes co-expresados fueron nombrados médulos de co-expresidon de acuerdo con la
nomenclatura obtenida del programa WGCNA. La red generada fue de tipo signed con una
correlacion bicor (biweight midcorrelation), y los resultados para cada médulo se mantuvieron
separados (unmerged). Los perfiles de expresion se representan por su componente principal
(mddulo eigengene), el cual nos indica la variacion de los niveles de expresion en cada
modulo, con un tamafio minimo de 50 genes por moédulo (Seccién 2.1.10).

Para identificar las funciones asociadas a cada médulo de expresion, se realiz6 el andlisis de
enriguecimiento de categorias funcionales (Gene Ontology, GO, v3.11.4) con topGO v2.40.0
(R/Bioconductor) (Alexa et al., 2006), se analizaron las categorias de: componente celular
(CC, Cellular Component), proceso biolégico (BP, Biological Process) y funcion molecular
(MF, Molecular Function). Finalmente, para evaluar la importancia del enriquecimiento de las
categorias GO se empled la prueba exacta de Fisher para mdltiples pruebas (Benjamini-
Hochberg, BH) (qval.bh <0.01, FDR < 1 %). Se agruparon las categorias, eliminaron términos
redundantes y visualizaron los resultados mediante ReviGo v1.6.0 (rrvgo) (Supek et al., 2011)
y el paquete treemap v 2.4-6 (R/Bioconductor).

2.1.10 Visualizacion de los datos y scripts

Todas las anotaciones de IncRNAs fueron subidas al visualizador de genomas de UCSC. Los
archivos de coordenadas (formato BED) de los genes de IncRNAs identificados y clasificados
se encuentran disponibles en el Dataset S1.

Los scripts empleados en el andlisis se encuentran en el repositorio de Github:
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https://qgithub.com/RegRNALab/Transcriptome-quided IncRNA annotation.

La visualizacion de los IncRNAs con las diferentes bases de datos se encuentra en UCSC,
en el siguiente link:

https://genome.ucsc.edu/s/EveCoss/IncRNAs mydata SM

2.2. Resultados

2.2.1 Identificacion y clasificacion de IncRNAs

Se identificaron 6764 genes (7070 transcritos) como IncRNAs provenientes de los 224
transcriptomas en A. thaliana empleando el ME propuesto. Estos incluyeron 4354 lincRNAs
(4548 transcritos), 2060 NATs (2133 transcritos), 213 exdnico sentido (248 transcritos, sense-
exonic), y 185 intrénico (187 transcritos, intronic) (Fig 5a, Dataset S1), 78 IncRNAs intrénicos
no tenian orientacién transcripcional (sentido) ya que fueron identificados en transcriptomas
single-end. Ademas, 33 genes de IncRNA (46 transcritos) se clasificaron como NATs y
exobnico sentido debido a la posicion del IncRNA flanqueado por genes codificantes tanto
sentido como antisentido en la cadena de DNA. Se verific6 manualmente que no se trataba
de UTRs 3' extendidas de genes codificantes de proteinas que se solapan. Ademas, 15 genes
tenian isoformas que pertenecian a diferentes categorias, debido a la posiciébn de sus
isoformas (Dataset S2). Para proporcionar una medida de la expresioén observada para los
IncRNAs poco expresados, clasificamos aquellos que tenian menos de 3 TPMs en un Unico
transcriptoma como de Low Confidence (SM LC) y los restantes IncRNAs como de High
Confidence (SM HC) (Dataset S2). Se utilizoé el umbral de un solo transcriptoma ya que hay
numerosos 6rganos (carpelo, pedicelo de la flor, pétalo, peciolo, polen, sépalo, septum,
estambre, internodo del tallo, nodo del tallo y valvas) para los que sélo tenemos un Unico
transcriptoma (Dataset S1). Ademas, evaluamos el potencial de codificacion de los INCRNAs
identificados por el ME (o SM) utilizando CPAT (Kern et al., 2018). Encontramos que los
INcRNASs presentaban valores de potencial codificantes significativamente mas bajos que los
genes codificantes en Araportll (Fig S4a) y que la gran mayoria de ellos fueron clasificados
como no codificantes 0 no codificantes de alta confianza (High Confidence non-coding) por
CPAT (Fig S4b).

Ademas, los IncRNAs identificados tienen menos exones por transcrito (mediana 1; media
1,23) (Fig S5a) que los genes codificantes (mediana 4; media 6). Ademds, sus transcritos
maduros son mas pequefios (media de 437,3 nt) que los de los genes codificantes (media de
1799 nt) (Fig_S5b). Estas caracteristicas coinciden con lo observado anteriormente en
animales (M.-J. M. Chen et al., 2016; Darbellay & Necsulea, 2020; Gaiti et al., 2015; Hezroni
et al., 2015), moscas (Deng et al., 2018) y otras plantas (He et al., 2021; P. Wang et al., 2020;
X. Zhao et al., 2019; Y. Zhu et al., 2017).
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Figura 5. Anotacién de los genes de IncRNAs y sus comparaciones reportadas en otras
bases de datos de IncRNAs en plantas. (a) Distribucion de los 6764 genes de IncRNAs
predichos por el ME (SM). (b) Diagrama de Venn de las comparaciones entre las bases de
datos con el ME (SM, verde), GreeNC (morado), CANTATAdbD (rosa) y Araportll (amarillo)
donde se han anotado los IncRNAs de A. thaliana.

2.2.2 Similitudes y diferencias con otras bases de datos

El total de IncRNAs anotados por el ME (o SM) (6764 genes) supera a las bases de datos
mas destacadas de A. thaliana: GreenNC (v1.12) tiene 2752 genes (3008 transcripciones)
(Paytuvi Gallart et al.,, 2016), CANTATAdb (v2.0) 4080 genes (4373 transcripciones)
(Szczesniak et al., 2019) y Araportl1, 3559 genes (3970 transcripciones) (C.-Y. Cheng et al.,
2017). Una comparacién con estas bases de datos revel6 que 3772 genes IncRNAs en
nuestra anotacion son nuevos y no han sido previamente reportados en ninguna de estas
bases de datos (Fig 5b); los nuevos IncRNAs fueron categorizados en 2326 lincRNAs (2454
transcritos), 1218 NATs (1227 transcritos), 111 exdnico sentido (124 transcritos) y 145
intronico (146 transcritos). Estos nuevos INCRNAs representan un aumento del 93.08 % (2275
sobre 2444) en el nimero de lincRNAs en lincRNAs y un aumento del 134.70 % (1502 sobre
1115) en NATS, con respecto a la base de datos Araportll. Ademas, encontramos que 398
genes de IncRNAs son compartidos entre nuestra anotacion y la base de datos GreeNC
(Paytuvi Gallart et al., 2016), 1485 con CANTATAdb (Szczesniak et al., 2019), y 2637 con
Araportll (C.-Y. Cheng et al., 2017), siendo la base de datos Araportll la que mejor
concuerda con nuestros datos; nuestra anotacion contiene aproximadamente el 74,09 %
(2637 sobre 3559) de los IncRNAs anotados en Araportll (Fig 5b).

So6lo 130 IncRNAs son compartidos entre las bases de datos GreeNC, CANTATAdDb, y
Araportll, y sélo hay 42 IncRNAs compartidos entre las cuatro anotaciones (Fig 5b). Es
importante sefialar que es probable que hayan otros INcRNAs en A. thaliana que no se
identifican en nuestro andlisis, ya que no todas las condiciones, los 6rganos y las etapas de
desarrollo se han estudiado utilizando RNA-Seq. Sin embargo, nuestra anotacion es la
primera que aprovecha la mayoria de los datos transcriptdémicos disponibles para esta
especie, asegurando que las secuencias obtenidas son solo las de los INcRNAs expresados.
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Esto, combinado con un método de anotacion robusto, evita la redundancia con otros tipos
de transcritos que no son INCRNAs.

Al comparar nuestra anotacion con Araportll, observamos que nuestras anotaciones no
siempre coincidian en la misma clasificacion de biotipos. La clasificacion mas concordante
entre ambas anotaciones fue entre los lincRNAs, donde 1747 genes lincRNAs corresponden
a la misma anotacion (Fig S6). Sin embargo, varios IncRNAs identificados en nuestra
anotacion no estan clasificados como IncRNAs en Araportll: 288 genes IncRNA (265
lincRNAs, 12 NATSs, 6 exonico sentido, 4 lincRNA-NAT, y 1 exdnico sentido lincRNA) estan
anotados en Araport11 como "nueva region transcrita”, y 388 como "genes codificantes" (217
lincRNAs, 110 NATs, 43 exoénico sentido, 13 NAT-exonico sentido, 3 exoénico sentido
lincRNAs, 1 lincRNA-NAT y 1 intrénico) (Fig S6).

2.2.3 Identificacién de IncRNAs con validez experimental

Revisamos manualmente los 388 IncRNAs clasificados como "genes codificantes" en
Araportll y concluimos que se tratan, de INCRNAs erroneamente anotados como "genes
codificantes" en Araportll. Entre ellos, encontramos IPS1 (Induced by Phosphate Starvation
1, AT3G09922), un IncRNA con una funcion de objetivo de imitacion para el microRNA
miR399 en ausencia de fosfato (Franco-Zorrilla et al., 2007b). Otro IncRNA errbneamente
clasificado fue el pardlogo de IPS1, At4 (AT5G03545) (Shin et al., 2006a), que es
funcionalmente redundante a IPS1. Ambos han sido previamente validados
experimentalmente y se ha encontrado que estan conservados en varias especies de plantas
(Ajmera et al., 2018; Burleigh & Harrison, 1999; Calixto et al., 2019a; C. Y. Huang et al., 2011).
De forma similar, el IncRNA APOLO (AUXIN-REGULATED PROMOTER LOOP, AT2G34655)
(Ariel et al.,, 2014a) est4d anotado como un gen codificador de proteinas. También
encontramos multiples IncRNAs erroneamente anotados como snoRNAs, nuevas regiones
transcritas y otros RNAs, incluyendo los IncRNAs validados experimentalmente: HID1
(HIDDEN TREASURE 1, AT2G35747) (Y. Wang et al., 2014a), MARS (MARneral Silencing,
AT5G00580) (Roulé, Christ, et al., 2022), y DRIR (Drought-induced RNA, AT1G21529) (Qin
et al., 2017a), respectivamente (Tabla 5).

Ademés de estas categorias, identificamos numerosos INcRNAs que fueron anotados como
elementos transponibles (92, reclasificados como 91 lincRNAs y 1 NAT), otros RNA (83: 77
lincRNAs, 3 lincRNA-NAT, 1 NAT, 1 exdnico sentido y 1 exoénico sentido-lincRNA),
pseudogenes (48: 43 lincRNAs, 2 NAT, 2 exonicos sentido y 1 NAT-lincRNA), snoRNA (5: 5
lincRNAS) y snRNA (1: 1 NAT) (Eig. S6). Finalmente, encontramos 3222 genes de IncRNAs
gue no son compartidos entre Araportll y nuestra anotacion. Estos INCcRNAs comprenden
1885 lincRNAs, 1117 NATSs, 143 intrénicos, 67 exodnicos sentido, y 10 genes compartidos
entre NATs y exonico sentido (9 genes), un gen intrénico y exénico sentido (Fig S6). Estos
tltimos 10 genes tenian dos anotaciones debido a que tenian isoformas que pertenecian a
dos categorias diferentes. Esta comparacion muestra que la anotacion de IncRNAs en
Araportll, una de las bases de datos de referencia mas prominentes para A. thaliana, tiene
importantes imprecisiones gue se resuelven en nuestras anotaciones, lo que resulta en una
mejora en la clasificacién de los genes INCRNA.
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Tabla 5. Clasificaciones de algunos INcRNAs encontrados en Araport11.

Annotated Araportll Araportll Other . . Biological | Experimental
. InNcRNAs  |Biological role s L
IncRNAs annotation gene IDs condition validation
databases
GreeNC, .
IPS1 protein-coding | AT3G09922 | EVinckRNas | Phosphate | Phosphate | (Franco-Zorrilla
homeostasis deficiency et al., 2007a)
and PNRD
GreeNC, .
Atd protein-coding | AT5G03545 | EVincRNAs | Fhosphate | Phosphate | (Shin etal,
homeostasis deficiency 2006b)
and PNRD
GreeNC, Auxin- .
. . . (Ariel et al.,
APOLO protein-coding | AT2G34655 | EVLNncRNAs controlled Auxin
2014b)
and PNRD development
HID1 snoRNA | AT2G35747 | EvincrNas | Photomorphog)Continuous red) (Y. Wang etal,
enesis light 2014b)
NONCODE
(NONATHTO000 Drought
172.1), PNRD Stomatal . ' (Qinetal.,
DRIR other RNA AT1G21529 (NONATHTO00 closure saIIZIItByAand 2017b)
172) and
EVLNncRNAs
GreeNC and Pseudomonas
CANTATAD, syringae (Seoetal
ELENAL other RNA | AT4G16355 | NONCODE | Defense yrng .
pv.tomato 2017b)
(NONATHT002 DC3000
899.1.1)
Acclimation (Calixto et al
TASla other RNA AT2G27400 GreeNC and freezing Cold 2019b) v
tolerance
novel .
. N Response to [(Roulé, Ariel, et
MARS transgrlbed AT5G00580 - Germination ABA al., 2022)
region
CANTATAdD,
GreeNC and
BLILL NAT AT1G26218 | NONCODE Phofr:gzifhog Blue light | & fggoit)a"’
(NONATHT000
092.1)
EVLNcRNAS (Csorba et al
COOLAIR NAT AT5G01675 and Flowering time Cold 2014) v
CANTATAdDb
CANTATAdD, Lona davs
GreeNC and Circadian short%a B;r;d (Henriques et
FLORE NAT AT1G69572 NONCODE rhvthms 12h li h¥/12h al 2?)1761)
(NONATHTO000 y dgrk 5
834.1.1)
FLINC ncRNA | AT1G08103 PINCDB | i wering time| ~ At16°c | (Severing et

(ID=ncrna9858)

al., 2018)

Cabe destacar que dentro de nuestra anotacion, 48 genes IncRNA (120 transcritos) tienen
una anotacion ambigua, ya que estan anotados simultdneamente como NAT y exoénico
sentido (33 genes IncRNA; 93 transcritos), lincRNAs y exoénico sentido (5 genes; 12
transcritos), lincRNAs y NAT (9 genes; 13 transcritos), e intronico y exénico sentido (1 gen; 2
transcritos) (Dataset S2). En concreto, en el caso de los IncRNAs anotados como NAT
exobnico sentido, se superponen a dos genes diferentes que codifican proteinas, adquiriendo
asi una anotacion separada para cada gen. Del mismo modo, otros genes de IncCRNAs
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cuentan con isoformas en diferentes categorias, dependiendo de la localizacién gendémica de
cada isoforma.

2.2.4 Patrones de expresion de IncRNAs

Ademdas de anotar los IncRNAs, aprovechamos la informacién transcriptomica para explorar
cuantos IncRNAs se expresaban entre los drganos, etapas de desarrollo y condiciones de A.
thaliana (Fig_6). Encontramos mas IncRNAs expresados en la flor, la raiz, la plantula y el

silicua (Fig 6a).

Los 6rganos con mayor diversidad de tipos celulares, como las flores, silicuas, raices,
plantulas y hojas tenian un mayor nimero de IncRNAs (Fig 6a). Esta tendencia se ha
observado previamente en animales, donde los d6rganos con mas diversidad de tipos
celulares, como el cerebro, expresan mas IncRNAs (Grote & Herrmann, 2015; Mattick, 2011;
Mercer et al., 2008). También se sabe que los érganos reproductivos albergan una mayor
diversidad de IncRNAs. Del mismo modo, en nuestros datos, las flores tienen mas IncRNAs
gue otros érganos (Fig 6a). Curiosamente, el nimero de INcRNAs expresados en la flor es
mucho mayor que en sus partes individuales (estambre, sépalo, pétalo, carpelo y pedicelo),
sugiriendo ademas que la alta diversidad de 6rganos y tipos celulares de este 6rgano puede
deberse a los multiples tejidos que lo componen. Un enriquecimiento de IncRNAs en los
organos reproductivos ha sido reportado previamente en multiples especies de plantas como
la soja, el maiz y el arroz (Golicz, Singh, et al., 2018; Li et al., 2014; Y.-C. Zhang et al., 2014)
y en testiculos de animales (Brown et al., 2014; Cabili et al., 2011; Golicz, Bhalla, et al., 2018;
Necsulea et al., 2014). Las plantulas presentan un gran nimero de INcCRNAs expresados es
la de las plantulas (Fig 6a), compuestas por una mezcla de 6rganos en una determinada
etapa de desarrollo. Como la mayoria de los transcriptomas de condiciones de estrés abidtico
utilizados en este estudio eran de plantulas, muchos IncRNAs expresados en respuesta a
estos estreses se asignan a la categoria de plantulas (Fig 6a). Ademas, el numero de
transcriptomas y la profundidad de secuenciaciébn en cada categoria se correlaciona
positivamente con el nimero de IncRNAs encontrados (Fig 6a).

En términos de desarrollo, la fase de germinacion (etapas 1 y 2) tiene el mayor nimero de
IncRNAs (Fig_6¢), seguido de la etapa 4 (desarrollo de la flor) (Fig _6), y no parece
correlacionarse con el nimero de transcriptomas en cada etapa de desarrollo (Fig 6c). Las
etapas de desarrollo en las que se produce la diferenciacion de 6rganos o la formacion de
organos tienden a expresar multiples IncRNAs tanto en plantas (Bhatia et al., 2019; S. Liu et
al., 2018; “LncRNA/circRNA-miRNA-mMmRNA Networks Regulate the Development of Root and
Shoot Meristems of Populus,” 2019; M. Zhu et al., 2017) como en animales (Darbellay &
Necsulea, 2020; Grote & Herrmann, 2015; Necsulea et al., 2014; Sarropoulos et al., 2019).
Desafortunadamente, las primeras etapas de diferenciacion de o6rganos no estan
representadas en nuestro conjunto de datos, lo que podria ayudarnos a identificar INcRNAs
gue participan en la formacion de érganos.
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Figura 6. Expresion de IncRNAs por érgano y etapa del desarrollo en A. thaliana. (a)
Histogramas del nimero de IncRNAs unicos, RNAs codificantes Unicos, nimero de IncRNAs
por transcriptoma, GB por transcriptoma y namero de transcriptomas que encontrados en
cada oOrgano y etapa del desarrollo. Descripciones de izquierda a derecha de la gréfica, el
orden asignado fue de acuerdo con los dias correspondientes a cada etapa del desarrollo. (b)
Los 6rganos se agrupan en cinco etapas de vida de A. thaliana utilizando su posicion dentro
de la progresion del desarrollo de A. thaliana. (c) Numero de IncRNASs por etapa del desarrollo.
El histograma contiene el numero de IncRNAs identificados en cada una de estas etapas,
mientras que el segundo histograma contiene el nimero de INcRNAs Unicos para cada una

de estas etapas.
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Figura 7. IncRNAs por médulo de co-expresion. Niumero de IncRNAs en cada modulo de
co-expresion y clasificados por biotipo: Intergénico: (lincRNA, azul), Intrénico (morado), NAT
(rosa), Sentido-exénico (amarillo).

2.2.5 Expresién de IncRNA especificos de 6rgano y etapa

Los genes que se expresan especificamente en un 6rgano o etapa de desarrollo concreto
pueden ser importantes para establecer la identidad de ese 6rgano o etapa del desarrollo.
Encontramos que los IncRNAs en A. thaliana, como en la mayoria de los organismos, se
expresan de una manera mas especifica en un érgano en comparaciéon con los genes
codificantes (Fig__S2b). El embrién y toda la planta adulta contienen la mayor cantidad de
IncRNAs Unicos, mientras que la raiz y el embrién expresan més genes codificantes Gnicos
(Fig_6a). El embrion tiene el mayor nimero de IncRNAs Unicos, a pesar de no ser el mas
abundante en IncRNAs (Fig 6a). Ademas, la raiz expreso la mayoria de los genes codificantes
y IncRNAs Unicos (Fig 6a). Curiosamente, habia muchos mas genes codificantes Unicos en
la raiz y casi ninguin INcRNA Unico expresado (Fig 6a). No observamaos un aumento de genes
Unicos en los 6rganos con diversas condiciones de estrés. Ademas, la mayoria de los
INcRNAs Unicos se expresan en la fase reproductiva de la planta m&s que en la fase
vegetativa (Fig 6c¢). Dividiendo los INcRNAs por biotipo, encontramos que el 67.1 % (143 de
213) de los exonico sentido, el 64 % (1318 de 2060) de los NATS, el 59.8 % (2604 de 4354)
de los lincRNAs, y el 48.1 % (89 de 185) de los INcCRNAs intrénicos pertenecen a un solo
organo o fase. Estos resultados indican una alta especificidad de los IncRNAs en los
diferentes érganos y etapas del desarrollo.

2.2.6 LncRNAs con funciones especificas de 6rgano conocidas

Algunos IncRNAs con funciones conocidas muestran una alta especificidad tisular por la
medida de Tau que concuerda con su 6rgano funcional reportado (Tabla S2). Entre estos,
encontramos los INcRNAs IPS1 y At4, que tienen funciones relacionadas con la inanicién de
fosfato (Franco-Zorrilla et al., 2007b; Shin et al., 2006a), y el IncRNA MARS, que esta
involucrado en los cambios de la conformacion de la cromatina en respuesta al ABA (Roulé,
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Christ, et al.,, 2022). Como se esperaba, estos tres INnCRNAs tienen altos valores de
especificidad tisular en los 6érganos de la raiz (Dataset S4). Ademas, el IncRNA FLINC,
relacionado con la regulacion de la floracion (Severing et al., 2018), esta especificamente
enriquecido en el meristemo apical (SAM). Por otro lado, la expresién especifica de 6rgano
de algunos IncRNAs funcionales conocidos corresponden con el 6rgano en el que se ha
reportado su funcion. Tal es el caso de HID1, un IncRNA implicado en la elongacion del
hipocétilo (Y. Wang et al., 2014a), que tiene una alta especificidad tisular en el SAM (Tabla
S2), a pesar de que se ha encontrado previamente que se expresa de forma ubicua (Y. Wang
et al., 2014a). Del mismo modo, APOLO, que participa en el desarrollo de las raices laterales
en respuesta a la auxina (Ariel et al., 2014a; Bhatia et al., 2019), tiene una alta especificidad
tisular en el peciolo (Tabla S2). Esta discrepancia se debe probablemente a la falta de raices
tratadas con auxina en nuestro conjunto de datos, que es donde esperabamos ver los valores
mas altos de APOLO.

2.2.7 Co-expresidon de IncRNAs con genes codificante

Para inferir una posible funcion para todos los IncRNAs anotados, utilizamos un enfoque
llamado culpable por asociacion. Para ello, construimos una red de co-expresion que incluia
todos los genes codificantes y no codificantes utilizando WGCNA (Love et al., 2014a). Un
total de 224 transcriptomas con 34,937 genes fueron analizados para construir esta red.

Obtuvimos un total de 45 médulos de co-expresion (Fig 7). Se encontraron 1425 (21 %) genes
INcRNA en 44 de los 45 médulos de co-expresion. En total, 516 lincRNAs, 746 NAT, 104
sentido-exdénico y 59 intronico fueron co-expresados. El médulo 1 albergé la mayor cantidad
de IncRNAs, con 383 de ellos, principalmente NATs (290), seguidos por lincRNAs (79), 13
sense, y un IncRNA intrénico (Fig 7). De acuerdo con el enriquecimiento funcional para
procesos biolégicos, este médulo destacé por procesos relacionados con la fotosintesis, la
organizacion de los cloroplastos y la respuesta a la luz. Los siguientes médulos con mayor
namero de IncRNAs son los moédulos 4 y 3; estos moédulos estan relacionados con el
procesamiento y la transcripcion del RNA. En total, el 91 % (40/44) de los mo6dulos que
albergaban IncRNAs presentaron un enriquecimiento funcional para procesos biologicos. De
manera interesante, 746 nuevos INCRNAs se co-expresaron con genes codificantes y se
distribuyeron entre 40 médulos. Los médulos 1, 3, 4 y 6 fueron los que mas IncRNAs anotaron,
la mayoria de ellos INcRNAs NAT (Fig. S7). Cabe destacar que la mayoria de los nuevos
IncRNAs (3026, 80.2 %) en nuestra anotacion no se co-expresaron con genes codificantes.

Encontramos que los 40 modulos de co-expresion que albergaban IncRNAs y tenian un
enriquecimiento funcional podian ser agrupados en 9 categorias (Fig S8 a S16)
principalmente por su funcion seguida de sus valores de eigengene (expresién de genes
representativos) en los diferentes 6rganos o etapas de desarrollo (Langfelder & Horvath,
2008). Estas categorias funcionales son la organizacion del cloroplasto y la fotosintesis (4
modulos con 409 IncRNAS) (Fig S8), la regulaciéon del RNA y la transcripcion (4 modulos con
375 IncRNAS) (Fig S9), el desarrollo de la raiz y la respuesta al estrés relacionado con la raiz
(5 modulos con 125 IncRNASs) (Fig S10), el etiquetado de proteinas y el transporte con (5
moddulos con 117 IncRNAS) (Fig. S11), division celular (5 médulos con 112 IncRNAS) (Fig.
S12), lipidos y membranas (3 médulos con 97 IncRNAS) (Fig. S13), respuesta a patdgenos
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(4 médulos con 72 IncRNASs) (Fig. S14), reparacion del ADN (2 médulos con 61 IncRNAS)
(Fig. S15) y respuesta al estrés (5 médulos con 17 IncRNAS) (Fig. S16).
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Figura 8. Patrones de expresion y Funciones sobresalientes localizadas en el Médulo
7. (a) Diagrama de barras de la expresion representativa (eigengene) por transcriptoma en el
modulo 7, genes enriquecidos con alta expresion y que participan en el desarrollo de la raiz.
Cada barra representa la expresion en un transcriptoma, organizada por 6érgano y ordenada
por edad de menor (izquierda) a mayor (derecha). La barra inferior describe a qué 6rgano
pertenece cada color, mientras que la superior los diferentes tratamientos experimentales de
cada transcriptoma. (b) Treemap de funciones biolégicas enriquecidas en médulo 7.
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Encontramos que el mayor numero de INcRNAs coexpresados se encuentran en la categoria
funcional enriquecida para la organizacion del cloroplasto y la fotosintesis, con valores
positivos de eigengene de expresion en 6rganos relacionados con la fotosintesis como hojas,
cotiledones e hipocatilos. Estos INcCRNAs se dividen en cuatro modulos (Fig. S8) relacionados
con funciones mas especificas como la respuesta a la radiacién (respuesta a la luz roja, a la
luz de alta intensidad) (mo6dulo 1), la organizacion del cloroplasto y de los plastos (médulos
1, 32 y 33), la respuesta al frio (modulos 1 y 36) y el desarrollo de semillas y embriones
(médulos 32, 33 y 36). La siguiente categoria funcional en la que encontramos numerosos
INcRNAs esta relacionada con la regulacion del RNA y su transcripcion. Esta categoria
comprende cuatro médulos (Fig. S9) con funciones como el proceso metabdlico del mRNA
(md&dulo 4), el procesamiento del RNA (médulo 3) y la regulacion de la expresion génica
(médulos 16, 17). Los genes de estas categorias funcionales se expresan en mayor medida
en los embriones, las muestras y los callos de las plantas. El perfil de expresién en esta
categoria funcional es muy similar al de la categoria funcional de la division celular (5
modulos) (Fig. S12), que tiene valores de expresion positivos en embriones, semillas, sam y
callo de la planta. El perfil de expresion en esta categoria funcional es muy similar a la
categoria de funcién de la division celular (5 médulos) (Fig. S12), que tiene valores de
expresion positivos en embriones, semillas, SAM y raices. El grupo de médulos con menos
INcRNAs esta enriquecido en genes que participan en la respuesta a condiciones abioticas
(Fig. S16). Sin embargo, muchos modulos (médulos 1, 2, 5, 6, 14, 19, 23, 36 y 45) estan
enriquecidos en genes que participan en otras respuestas al estrés (como la sequiay el frio).
Aun asi, se clasificaron en otros grupos funcionales, como el desarrollo de la raiz (Fig. S10).

Por ejemplo, en el M&dulo 7, identificamos 15 IncRNAs altamente expresados en la raiz, la
punta de la raiz, el callo de la planta y las plantulas (que incluyen los érganos de la raiz) y
parecen estar regulados al alza en respuesta a condiciones de fosfato limitado (Fig. 7). Entre
los genes de este mdédulo encontramos ERF71, un activador transcripcional implicado en el
desarrollo de la raiz (Lee et al., 2015); FRO2, que esta implicado en el crecimiento de la raiz
en respuesta a la falta de hierro (Satbhai et al., 2017); NRT21, un represor de la iniciacion de
la raiz lateral en respuesta a condiciones de bajo nitrato o alta sacarosa (Little et al., 2005);
MYB93, un factor de transcripcion que actia como regulador negativo de la formacion de
raices laterales (Gibbs et al., 2014), las proteinas Aux/IAA, que funcionan como represores
de los genes de respuesta temprana a la auxina (Liscum & Reed, 2002); MiZl, que
desempefia un papel en el desarrollo de las raices laterales manteniendo los niveles de
auxina y regula negativamente la sensibilidad a las citoquininas (Moriwaki et al., 2011), entre
otros (Dataset S5). De hecho, este modulo esta altamente enriquecido en procesos de
transporte transmembrana y de desarrollo del sistema radicular.

Varios IncRNAs caracterizados funcionalmente pertenecen a categorias funcionales
especificas. Por ejemplo, los INcRNAs DRIR, At4 y APOLO se encuentran en el grupo de
modulos relacionados con la funcion de la raiz y la respuesta al estrés. Se sabe que DRIR
regula el cierre de los estomas en la sequia (Qin et al., 2017a), At4 esta asociado con la
respuesta a la deficiencia de fosfato (SAnchez-Calderén et al., 2006), y APOLO es un IncCRNA
regulador que controla directamente su gen vecino PID y un gran numero de genes
independientes por asociacion de DNA en respuesta a la auxina (Ariel et al., 2014b, 2020).
Las funciones de estos IncRNAs encajan con lo que hemos observado en el enriquecimiento
funcional de los médulos donde se encuentran. Ademas de estos ejemplos, tenemos algunos
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otros en el grupo de los cloroplastos y la fotosintesis, como FLORE (Henriques et al., 2017b).
Este IncRNA ha sido identificado como un factor importante en el fotoperiodo. El IncRNA
FLINC, identificado como mediador de la floracion en respuesta a la temperatura (Severing
et al., 2018), se encuentra en el grupo de funciones de regulacién y transcripcion del RNA
(Dataset S5).

2.3. Discusiones

En este trabajo, generamos una nueva y mejorada anotacion de IncRNAs en A. thaliana, con
el empleo de 224 transcriptomas (Dataset S3) obtenidos de 24 érganos (partes de la planta),
11 condiciones y 5 etapas de desarrollo (20 puntos de tiempo) (Dataset S3). Encontramos
6764 genes IncRNAs (7070 transcripciones), incluyendo 3772 nuevos IncRNAs (Fig 5b). Entre
IncRNAs anotados, identificamos 58 genes (86 transcritos) de IncRNAs validados
experimentalmente en A. thaliana a partir de la base de datos EviIncRNAs (B. Zhou et al.,
2021), lo que apoya nuestra capacidad para identificar IncRNAs funcionalmente relevantes
aprovechando los transcriptomas existentes disponibles publicamente.

2.3.1 Aumento en el numero de IncRNAs anotados

Comparando los IncRNAs anotados por el método estricto contra las bases de datos
encontramos pocos INncRNAs compartidos, identificando 398 IncRNAs genes compartidos
con GreeNC (Di Marsico et al., 2022; Paytuvi Gallart et al., 2016), 1485 IncRNAs genes
compartidos con CANTATAdb (Szczeséniak et al., 2019), y alrededor del 74.09 % de los
IncRNAs en Araportll se encuentran en nuestra anotacion (C.-Y. Cheng et al., 2017). De
manera importante, nuestro enfoque de curacion nos ayudo a identificar varios INcRNAs que
fueron errbneamente anotados como genes codificantes, incluyendo el IncRNA IPS1, un
IncRNA validado experimentalmente con multiples sitios objetivo para miR399, inducido en
ausencia de fosfato (Franco-Zorrilla et al., 2007b). Otro ejemplo es su paralogo At4, que
presenta redundancia funcional con IPS1 (Shin et al., 2006a). Aunque estos dos IncCRNAs
estan funcionalmente conservados en tomate (Lycopersicon esculentum L.) (IncRNA TPSI1)
(C. Liu et al., 1997), Medicago truncatula (Mt4) (Burleigh & Harrison, 1999), arroz (OsIPS1)
(Ajmera et al., 2018) y cebada (HvIPS1) (C. Y. Huang et al., 2011). Del mismo modo, el bien
caracterizado IncRNA APOLO, que regula el desarrollo de las raices laterales (Ariel et al.,
2014a), estd anotado como un gen codificante de proteinas. Los INncRNAs caracterizados
experimentalmente HID1 (Y. Wang et al., 2014a), MARS (Roulé, Christ, et al., 2022) y DRIR
(Qin et al., 2017a) también fueron clasificados errbneamente (Tabla 5). Dado el amplio uso
de la base de datos Araportll, recomendamos una revision de sus anotaciones a partir de
nuestros resultados.

2.3.2 IncRNAs con expresion 6rgano y etapa del desarrollo especifica

Los cientos de conjuntos de datos transcriptémicos que utilizamos nos permitieron analizar la
abundancia de IncRNAs en los diferentes 6rganos y en las etapas de desarrollo. Nuestro
andlisis revelé que los érganos con mas diversidad de tipos celulares muestran el mayor
namero de IncRNAs en A. thaliana (Fig. 6a). Este patron es particularmente prominente en
los 6rganos relacionados con la reproduccién (flor y silicua), de forma similar a informes
anteriores en multiples animales (Brown et al., 2014; Cabili et al., 2011; Golicz, Bhalla, et al.,
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2018; Necsulea et al., 2014) y especies de plantas (Golicz, Singh, et al., 2018; Li et al., 2014;
Y.-C. Zhang et al., 2014).

Encontramos que la profundidad y el niumero de los transcriptomas son los factores
experimentales que mas afectan a nuestra capacidad para identificar nuevos INncRNAs en
cualquier muestra, de forma similar a los esfuerzos de anotacién previos en varias especies
(Golicz, Singh, et al., 2018; Hon et al., 2017; lyer et al., 2015). Por lo tanto, recomendamos
tener una mayor profundidad de secuenciacidén para acelerar el descubrimiento de IncRNAs.
Una de las limitaciones de nuestro estudio es la falta de datos de las etapas en las que se
produce la diferenciacion de los 6rganos en la planta, incluyendo la formacién de la flor y las
etapas embrionarias y la formacion de los gametos-el estudio de estas condiciones biologicas
seria esencial para ayudar a completar el catadlogo de IncRNAs de A. thaliana y avanzar en
nuestra comprension del papel de los IncRNAs en la formacion de las estructuras de la planta.

2.3.3 Similitudes entre los organismos

En los animales, la formacion y diferenciacién de 6rganos se produce principalmente en la
fase embrionaria, mientras que en las plantas, no sélo ocurre en la fase embrionaria, sino
también en la germinacién y el desarrollo de las flores. Se ha demostrado que los INcCRNAs
ampliamente expresados y conservados se expresan durante el desarrollo del érgano, que
tiene la mayor probabilidad de ser funcional. A medida que el 6rgano madura, un namero
creciente de IncRNAs especificos de la especie y del érgano tienen mas probabilidades de
ser no funcionales (Sarropoulos et al., 2019).

Encontramos que la expresion de los IncRNAs es significativamente mas especifica que la
expresion de los genes codificantes. Casi el 62 % (4188) de los IncRNAs tienen perfiles de
expresion restringidos a un érgano o estadio especifico, mientras que sélo el 45.6 % (12,638)
de las proteinas son especificas de un 6rgano o estadio concreto. Este hallazgo coincide con
informes anteriores en A. thaliana (J. Liu et al., 2012) y otras especies (Cabili et al., 2011;
Derrien et al., 2012; Guttman et al., 2010; Ma et al., 2013). Ademas, la mayoria de los sense-
exonic, NATs y lincRNAs mostraron una alta especificidad tisular, mientras que los INncCRNAs
intrénicos tuvieron la menor especificidad tisular, en general muy similar a la especificidad
tisular de los genes codificantes de proteinas.

2.3.4 Los IncRNAs se encuentran implicados en procesos bioldgicos

Encontramos 1241 IncRNAs co-expresados, que pudimos asociar con nuestras amplias
categorias funcionales (Fig. 7, S8-S16). Usando este enfoque, encontramos categorias
funcionales que involucran a los INcRNAs similares a las reportadas previamente tanto en A.
thaliana como en otras especies de plantas. Por ejemplo, encontramos 70 IncRNAs de A.
thaliana distribuidos en los médulos 5, 21, 18 y 39, todos ellos funcionalmente enriquecidos
en genes codificantes asociados a la sequia. Numerosos IncCRNAs estan involucrados en esta
respuesta en las plantas (Gelaw & Sanan-Mishra, 2021), incluyendo 664 IncRNAs en el maiz
(W. Zhang et al., 2014), 51 en la yuca, 1096 y 126 en una variedad de Brassica napus
resistente a la sequia (Tan et al., 2020). De manera similar, identificamos cinco médulos con
72 IncRNAs relacionados con la respuesta a patogenos (Fig. S14). Se ha encontrado
previamente que los INcRNAs se expresan diferencialmente en respuesta a la infeccién en el
tomate (Cui et al., 2017) y el maiz (Han et al., 2019). Sin embargo, las funciones que podemos

35


https://paperpile.com/c/VlY5kl/Rlyi+rSqi+oIdw+w05Q
https://paperpile.com/c/VlY5kl/pASH+tcRI+0Wvh
https://paperpile.com/c/VlY5kl/pASH+tcRI+0Wvh
https://paperpile.com/c/VlY5kl/0Wvh+yw5f+qeoW
https://paperpile.com/c/VlY5kl/b6ag
https://paperpile.com/c/VlY5kl/QSin
https://paperpile.com/c/VlY5kl/Hckz+Rlyi+CUmI+8s1K
https://paperpile.com/c/VlY5kl/Hckz+Rlyi+CUmI+8s1K
https://paperpile.com/c/VlY5kl/XuTt
https://paperpile.com/c/VlY5kl/YKgh
https://paperpile.com/c/VlY5kl/kHUc
https://paperpile.com/c/VlY5kl/9FCk
https://paperpile.com/c/VlY5kl/30lc

asignar a los IncRNAs estan limitadas por nuestro conjunto de transcriptomas; solo podemos
identificar funciones biolégicas enriquecidas en los érganos y condiciones disponibles en
nuestro panel. Este andlisis podria mejorarse incluyendo mas transcriptomas en el futuro.

Trabajos anteriores ya han establecido la relacion entre los IncRNAs y los procesos
relacionados con la fotosintesis en A. thaliana y el arroz (Shi et al., 2020), asi como en la
respuesta a diferentes tipos de luz (Kohnen et al., 2016; Z. Sun et al., 2020a). La fotosintesis
es posiblemente la via biolégica mas importante en las plantas. Nuestros resultados muestran
que la funcién con el mayor numero de IncRNAs esta relacionada con la organizacion del
cloroplasto y la respuesta a la luz (Fig. S8); esto indica que un gran namero de IncRNAs
pueden estar involucrados en estos procesos. Cabe destacar que la mayoria de nuestros
datos se obtuvieron de organos fotosintéticos y plantulas, lo que puede explicar por qué
nuestros médulos mas grandes, que comprenden la mayoria de los INcCRNAs, estan asociados
a procesos fotosintéticos.

También identificamos INcCRNAs co-expresados con genes implicados en el desarrollo de la
raiz y la respuesta de la raiz a multiples estimulos ambientales (Fig. 8). Se ha demostrado
previamente que los IncRNAs participan en la diferenciacion de la raiz y en la respuesta a
diferentes condiciones de estrés en A. thaliana (Ariel et al., 2014a, 2020; Bazin & Bailey-
Serres, 2015; Ben Amor et al., 2009; Stauffer & Maizel, 2014), Medicago truncatula, donde
5561 IncRNAs cambian su expresion en la raiz debido al estrés osmatico (T.-Z. Wang et al.,
2015), y en Populus, donde 295 IncRNAs cambian su expresion durante el desarrollo de la
raiz (“LncRNA/circRNA-miRNA-mRNA Networks Regulate the Development of Root and
Shoot Meristems of Populus,” 2019).

Sorprendentemente, varios InCRNAs previamente caracterizados, incluyendo ELENAL,
MARS, COOLAIR, IPS1 y HID1, no estan asociados con ningin médulo en particular. Esto
podria deberse en parte a que algunos de estos INcCRNASs realizan su funcion reguladora en
condiciones ambientales especificas (por ejemplo, frio prolongado en el caso de COOLAIR),
poco representadas en nuestro panel transcriptomico (lyer et al.,, 2015). Ademas, la
asociacion funcional a través de la co-expresion no es un método a prueba de fallos; sélo
identifica INcRNAs expresados en la mayoria de los 6rganos muestreados y que tienen una
fuerte asociacion de expresion con genes con funciones similares. Por lo tanto, muchos otros
nuevos INcRNAs reportados en nuestra anotacion sin asociacion funcional pueden tener
funciones importantes que este enfoque no pudo identificar.

Esperamos que esta anotacion de IncRNAs altamente curada e informada por la
transcriptomica con asociaciones funcionales a través de la co-expresion en A. thaliana se
convierta en un recurso valioso para la comunidad de A. thaliana y de IncRNAs de plantas.
En el futuro, queremos evaluar si las relaciones de asociacion funcional entre INcRNAs y otros
RNAs se conservan en diferentes especies y codmo su pérdida o ganancia podria estar
asociada con la pérdida o ganancia de rasgos particulares en esta y otras familias de plantas.

2.4. Conclusiones

En este estudio se identificaron 6764 genes genes de INcRNAs en A. thaliana, los cuales se
clasificaron en intronicos, lincRNAs, exonico-sentido y NATSs, siendo la gran proporcion
lincRNAs.
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Solo el 21 % (1425 genes) presentaba co-expresion con otros genes en los modulos
funcionales. Encontrando diferentes distribuciones en el contenido de IncRNAs en cada
mddulo, algunas de las funciones relacionadas con estos INCRNAs, se encuentran médulos
de genes que regulan fotosintesis, respuesta celular al dafio del DNA, desarrollo de raices,
division celular, sintesis de metabolitos, entre otros.

Relacionamos al 62 % (4188) de los IncRNAs con perfiles de expresion restringidos a un
o6rgano o estadio especifico. Los 6rganos con un mayor nimero de IncRNAs Unicos y
expresados fueron los érganos maduros, relacionado con la reproduccion y fotosintesis.
Siendo un punto importante para la exploracion y busqueda de funciones conservadas en
otras especies, ya que podemos considerarlos los mejores candidatos para el estudio y
caracterizacion funcional de INcCRNAs.
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Capitulo 3

Conservacion de lincRNAs por sinteniay microhomologia

El articulo referente a los resultados obtenidos en este capitulo se encuentra en proceso de
escritura, teniendo como titulo tentativo “Syntenic and microhomology conservation of
plant lincRNAs” (Coss-Navarrete, Evelia Lorena, Corona-Gomez José Antonio, Gillmor
Stewart, Hurst Laurence, Oktaba Katarzyna, y Fernandez-Valverde Selene L.).

3.1 Métodos

3.1.1 Extraccion de RNA y secuenciacion

Se realizé la germinacién de las plantulas para las especies Capsella rubella (CS22697),
Thellungiella parvula (CS22663), Brassica rapa (CS29001) y Brassica oleracea (CS29002)
en el medio MS, bajo condiciones de dias largos (21 °C, 16 / 8h). Se extrajo el RNA total de
la parte aérea y las raices de cada plantula, de acuerdo a la Seccion 2.1.2. Las bibliotecas se
secuenciaron en Hi-Seqg X de lllumina (PE150). En el caso de A. thaliana (Col-0, CS70000),
se emplearon los transcriptomas generados en la Seccién 2.1.2 (Corona-Gomez et al., n.d.)
(Tabla S1).

3.1.2 Identificacién y clasificacion de IncRNAs

Se realiz6 el alineamiento y ensamblaje guiado con el genoma de referencia de cada especie
empleando STAR v2.7.2.b (Dobin et al., 2013) y StringTie v.3.4 (M. Pertea et al., 2015), de
acuerdo con la secciéon 2.1.3 (Tabla S3 y Tabla S4). En el caso de T. parvula, se genero un
archivo de anotacién empleando el programa LiftOver (de UCSC, kentUtils), la version 1 del
genoma y el archivo de anotacién de la versibn 2 del genoma (Table S5) (Script
LiftOver_complete.sh empleando como referencia el pipeline propuesto en
https://iamphioxus.org/tag/liftover/).

Para la identificacién de IncRNAs en cada especie se empleo el pipeline de la Seccién 2.1.4
(Corona-Gomez et al., n.d.). Posteriormente, los IncRNAs fueron clasificados de acuerdo con
su localizacion genémica y con base a la cercania con sus genes codificantes vecinos en:
lincRNAs, intrénicos, exonico sentido y NATs, como se describe en la Seccion 2.1.5. Los
archivos obtenidos se convirtieron a formato BED mediante los programas gtfToGenePred y
genePredToBed (de KentUtils, UCSC) (Kent et al., 2002).

3.1.3 Busqueda de proteinas ortélogas

Para identificar las proteinas ortélogas se emple6 OrthoFinder [-t 8 -a 8 -S blast -1 1.7 -M msa
-A mafft -T fasttree] (Emms & Kelly, 2019), se descargaron las secuencias de aminoacidos
Unicas (primaria) de las bases de datos de Ensembl Plants (Bolser et al., 2016), Phytozome
v13 (Goodstein et al., 2012) y (T. Zhao & Schranz, 2019) (Table S6) para las 11 especies
analizadas de la familia Brassicaceae. En el caso de las secuencias descargadas en
Phytozome V13, se empled el script primary_transcript.py de OrthoFinder (Emms & Kelly,
2019) para obtener la secuencia primaria de cada gen.
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3.1.4 Conservacién por sinteniay microhomologia de lincRNAs

Para analizar la conservacion por sintenia y microhomologia de los lincRNAs identificados en
A. thaliana, C. rubella, T. parvula, B. rapa y B. oleracea provenientes de la parte aérea y las
raices se propuso la siguiente estrategia. La estrategia empleada se dividié en 3 pasos: (1)
Localizacion por posicion de los lincRNAs y genes codificantes de las especies de referencia
(A. thaliana, C. rubella, T. parvula, B. rapa y B. oleracea) con respecto a las demas especies
de la familia Brassicaceae; (2A) Identificacion de los lincRNAs conservados por sintenia; (2B)
Busqueda de los motivos conservados en los lincRNAs (microhomologia) y (3) Identificacion
de lincRNAs conservados por sintenia y microhomologia.

Primero, localizamos las coordenadas de los lincRNAs y genes codificantes de cada una de
las especies de referencia (A. thaliana, C. rubella, T. parvula, B. rapa y B. oleracea)
empleando el alineamiento gendmico (generado previamente en el laboratorio, (Corona-
Gomez et al., 2020)) y el programa halLiftover (de haltools) (Hickey et al., 2013). Para
identificar los genes codificantes ortélogos y con posicion conservada a través de las
especies, se emple6 la metodologia sefialada en 01_aligment_HailLifover.md partir de los
resultados obtenidos con OrthoFinder y halLifover.

A continuacion, para la identificacion de los lincRNAs conservados por sintenia se seleccion6
una de las especies de referencia y se extrajeron los genes codificantes localizados a 10 kb
(upstream y downstream) de cada uno de los lincRNAs identificados en dicha especie.
Después, comparamos los genes codificantes vecinos de cada lincRNA con los resultados
obtenidos en el paso previo, con el fin de localizar todos los genes codificantes conservados
por ortologia y posicion en las otras especies. Este paso se repiti6 de manera independiente
para cada una de las especies de referencia empleando la metodologia de
02_protein_orthology OrthoFinder.md y el programa BEDtools (Quinlan & Hall, 2010).

Simultdneamente, se realizo el analisis de conservacion por microhomologia de los lincRNAs,
para lo cual se extrajeron las secuencias FASTA de todos los lincRNAs conservados por
posicion (Paso 1) empleando la metodologia de 03_synteny_analysis.md a partir del genoma
y el resultado de halLiftover. Se descartaron las secuencias menores a 10 nt y lincRNAs
detectados como especie especifica. Posteriormente, se realizé la blisqueda de motivos
conservados empleando el programa MEME suite [1 a 5 motivos por secuencia, tamafio de 8
a 50 nt, pvalue <= 0.05] (Bailey et al., 2015).

Finalmente, se seleccionaron los lincRNAs conservados por sintenia y microhomologia a
través de las especies con los resultados obtenidos y empleando la metodologia de
04 _MEME_suite.md. En el cual:

e Se identificaron el nUmero de motivos presentes en cada especie por cada lincCRNA
(E value -3), por lo menos conservado en dos especies.

e Se obtuvieron las matrices binarias empleando el paquete memes (v 1.6.0,en R)
(Nystrom & McKay, 2021), rJava (v1.0-6, en R).

Todos los scripts se encuentran en el Github: https://github.com/EveliaCoss/Anexos_tesis.qgit
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3.1.5 Proporcién de lincRNAs conservados a traves de la filogenia

Para estimar la proporcion de lincRNAs encontrados en cada nodo de la filogenia se
generaron matrices binarias a partir de los resultados obtenidos de la conservacion por
sintenia y microhomologia, posteriormente empleamos la metodologia propuesta por (Vakirlis
et al., 2020). Los tiempos de divergencia fueron tomados de TimeTree.org (Hedges et al.,
2006; Kumar et al., 2017) (estimated times).

3.1.6 Porcentaje de identidad de secuencia en los lincRNAs

Para analizar el porcentaje de identidad en la secuencia de los lincRNAs a través de las
especies, primero se extrajeron las coordenadas de los lincRNAs de cada especie de
referencia con respecto a las 11 especies analizadas de la familia Brassicaceae. Para lo cual
se empled el programa intersectBed (de BEDtools) (Quinlan & Hall, 2010), el archivo de
coordenadas de los lincRNAs identificados en cada especie (formato BED) (Seccién 3.1.2) y
los resultados de halLiftover (previamente obtenidos en la Seccién 3.1.4). En el caso de las
especies en las cuales no contabamos con el archivo de coordenadas de los lincRNAs, se
optd por emplear su archivo de anotacion, con el fin de localizar la ubicacion de los lincRNAs
con respecto a los transcritos anotados en la especie. Posteriormente, se extrajeron las
secuencias en formato FASTA empleando el programa faSomeRecords (de KentUtils, UCSC)
(Kent et al., 2002) y se analizé el porcentaje de identidad de las secuencias mediante Clustal
Omega (v1.2.4) [-t DNA --full --percent-id --distmat-out --output-order=tree-order --outfmt=clu]
(Sievers & Higgins, 2018).

3.1.7 Identificaciéon de lincRNAs con expresidén conservada

Se realizd la cuantificacion de la expresion en cada transcriptoma mediante el pseudo
alineamiento empleando Kallisto (v0.44.0) (Bray et al., 2016) para cada una de las especies.
Posteriormente, se importaron los datos a R (v4.1.2) mediante el paquete tximport (v1.20)
(Soneson et al., 2015b), obteniendo los valores de expresién en cuentas (counts) y Transcript
per million (TPM). Para el andlisis de expresion diferencial, se emplearon las cuentas
obtenidas y se compararon ambos 6rganos (shoot vs root) en cada especie empleando el
paquete DESEQ2 (v1.32) (Love et al., 2014b). Adicionalmente, se analizaron los niveles de
expresion de los lincRNAs, clasificAndolos de acuerdo a su nivel de conservacion en: 1)
conservados por sintenia y microhomologia, 2) conservados por sintenia (sin motivos
conservados) y 3) especie especifica; y de acuerdo con sus patrones de expresion en: A)
parte aérea, B) raices o C) con expresion global en la plantula (expresion en ambos 6rganos).
Las cuentas fueron normalizadas empleando la funcién rlog (regularized log) del paquete
DESEQZ2 (Love et al., 2014b).

3.1.8 Gananciay perdida de lincRNAs

Para entender la dindmica evolutiva de los lincRNAs dentro de la familia Brassicaceae, se
empled el programa DOLLOP (de PHYLIP v3.698) (Feisenstein, 1989), con el fin de localizar
la ganancia y la perdida de cada uno de los lincRNAs identificados en las 5 especies (A.
thaliana, C. rubella, T. parvula, B. rapa y B. oleracea).
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3.1.9 Visualizacién de los datos y scripts

Los archivos de coordenadas (formato BED) de los genes de IncRNAs identificados y
clasificados se encuentran disponibles en el Dataset S1 (A. thaliana), S6 (C. rubella), S7 (T.
parvula), S8 (B. rapa) y S9 (B. oleracea).

Los scripts empleados en el analisis se encuentran en el repositorio de Github:

https://qgithub.com/EveliaCoss/Anexos tesis.qit

3.2 Resultados

3.2.1 Caracteristicas conservadas de los lincRNAs

Para realizar una comparacion directa de los lincRNAs a través de las especies, primero se
identificaron todos los INcCRNAs presentes en los transcriptomas generados para cada una de
las especies de referencia (A. thaliana, C. rubella, T. parvula, B. rapa y B. oleracea)
empleando el Método Estricto (ME, o Strict Method [SM]) (Corona-Gomez et al., n.d.), basado
en métodos previamente reportados (Cabili et al., 2011; Gaiti et al., 2015). Todos los
transcriptomas provienen de transcritos poliadenilados, paired-end y cadena especifica
(strand specific). Cuentan con un tamafio de 150 pares de bases de longitud (150 PE) (Tabla
S1). Se identificaron 3579 genes de IncRNAs (3805 transcritos) en A. thaliana, 451 (466
transcritos) C. rubella, 1096 (1120 transcritos) T. parvula, 2546 (2628 transcritos) B. rapay
2460 (2559 transcritos) B. oleracea provenientes de la parte aérea y raices (plantulas de ~ 8
dias después de la germinacion) (Fig 9A). Los IncRNAs fueron clasificados de acuerdo con
su localizacion gendémica, asignando una gran proporcion de estos como lincRNAs (~57 %),
excepto en el caso de B. oleracea con un 35 %. Se identificaron 2490 genes de lincRNAs
(2634 transcritos) de A. thaliana, 420 (436 transcritos) C. rubella, 644 (661 transcritos) T.
parvula, 1840 (1886 transcritos) B. rapa y 926 (926 transcritos) B. oleracea (Fig 9A).
Aproximadamente més del 70 % de los lincRNAs identificados eran monoexonicos en las
especies analizadas, mientras que los genes codificantes contenian un mayor niamero de
exones en sus transcritos (Fig 9C y Fig S17A). En el caso de la especie B. oleracea, la gran
mayoria de los lincRNAs identificados eran multiexénicos y solo el 30 % eran monoexdnicos
(Fig 9C y Fig S17A). Cerca del 50 % de los lincRNAs presentaban un tamafio de transcrito en
un rango entre 400 nt a 500 nt. Ademas, se identificaron lincRNAs con transcritos mayores a
1000 nt, teniendo una mayor prevalencia (~ 25 %) en los lincRNAs identificados en C. rubella
y B. oleracea (Fig 9D y Fig S17B). En términos globales de expresion, los lincRNAs tienen
una menor expresion a comparacion de los genes codificantes, exceptuando el caso de la
especie B. oleracea (Fig 9B).
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Figura 9. Caracteristicas de los lincRNAs identificados en las diferentes especies. (A)
Clasificaciéon de los IncRNAs identificados de acuerdo a su contexto genémico. (B) Patrones
de expresion, (C) nimero de exones y (D) tamafio del transcrito maduro de los lincRNAs y
genes codificantes en las diferentes especies. Se analizaron 2490 genes de lincRNAs (2634
transcritos) y 27055 genes codificantes (47643 transcritos) en A. thaliana, 420 lincRNAs (436
transcritos) y 27641 genes codificantes (27641 transcritos) en C. rubella, 644 lincRNAs (661
transcritos) y 25032 genes codificantes (25032 transcritos) en T. parvula, 1840 lincRNAs
(1886 transcritos) y 39607 genes codificantes (39613 transcritos) en B. rapa, 926 lincRNAs
(926 transcritos) y 58163 genes codificantes (58163 transcritos) B. oleracea. Se eliminaron
los IDs de los genes codificantes que coincidian con lincRNAs anotados en cada especie. En
todos los casos existieron diferencias significativas entre los genes codificantes y los INcRNAs
con un p value menor a 2.2e-16 bajo la prueba estadistica Wilcoxon test. A. thaliana =
Arabidopsis thaliana, C. rubella = Capsella rubella, T. parvula = Thellungiella paravula, B. rapa
= Brassica rapay B. oleracea = Brassica oleracea.

3.2.2 Identificacion de los lincRNAs ortélogos en la familia Brassicaceae

Para la busqueda de genes ort6logos de los IncRNAs dentro de la familia Brassicaceae, se
seleccionaron solo los lincRNAs de cada especie, con el fin de analizar la conservacion propia
de los IncRNAs, sin que la secuencia conservada de los genes codificantes influya en su
conservacion. Al encontrar cerca del 90 % de los genes codificantes compartidos entre las
especies (Fernandez-Pozo et al., 2021; X. Wang et al., 2011). En el caso de A. thaliana, se
emplearon los 4354 genes de lincRNAs descritos en el capitulo previo (Seccion 2.2.1), dentro
de los cuales se encuentran los 2490 genes de lincRNAs identificados de la parte aérea 'y de
las raices. Con el fin de localizar las coordenadas genodmicas de los diferentes lincRNAs y
genes codificantes en las 11 especies analizadas de la familia Brassicaceae, se empleé el
programa halLiftover de haltools (Hickey et al., 2013) y el alineamiento genomico
(previamente generado en el laboratorio, (Corona-Gomez et al., 2020)) (Fig 10, step 1). Para
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la ubicacion de los lincRNAs conservados por sintenia, se emplearon solo los genes
codificantes conservados por posicion gendémica y con ortologia localizados a 10 kb upstream
y downstream (Fig 10, step 2). Posteriormente, se realiz6 la busqueda de pequefios motivos
conservados (microhomologia) con el programa MEME suite (Bailey et al., 2015) [8 a 50 nt],
a partir de las secuencias obtenidas del alineamiento genémico (Fig 10, step 3).
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Figura 10. Pipeline del andlisis de conservacién por sinteniay secuencia en lincRNAs.
(1) Identificar las coordenadas de los lincRNAs y genes codificantes en cada una de las
especies empleando el el alineamiento gendmico y el programa halLiftover. (2) Analisis de
conservacion por sintenia, partiendo de la localizaciéon de los genes codificantes ortélogos a
10 kb del lincRNA en cada especie. (3) ldentificacion de regiones conservadas por
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microhomologia empleando el programa MEME suite. Las especies de referencia empleadas
fueron A. thaliana, C. rubella, T. parvula, B. rapa y B. oleracea.

Se realiz6 la identificacién de genes codificantes ortélogos entre las especies analizadas
empleando el programa OrthoFinder (Emms & Kelly, 2019), obteniendo un total de 19,019
ortogrupos (OGs) de genes codificantes en A. thaliana, solo 92 ortogrupos (0.48 %) se
asignaron como especie especifica (Fig 11A, Tabla S6). Mientras que 18,927 OGS (99.52
%) se encontraban compartidos entre las 11 especies analizadas en la familia Brassicaceae.
Encontrando mas del 75 % de los ortogrupos compartidos entre las especies de referencia
(C. rubella, T. parvula, B. rapay B. oleracea).
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Figura 11. Conservacion de genes codificantes en las 11 especies de la familia
Brassicaceae. (A) Distribucion porcentual de los ortogrupos compartidos entre las especies
de la familia Brassicaceae. (B) Distribucion de los genes codificantes localizados a 10 kb de
distancia de los lincRNAs identificados en cada especie de referencia. En el eje Y tenemos
las 11 especies evaluadas en la familia Brassicaceae, el orden se encuentra de acuerdo a la
filogenia con respecto a A. thaliana. En el eje X el niumero de genes codificantes localizados
a 10 kb con respecto a los lincRNAs identificados a partir de los transcriptomas de cada una
de las especies. El rango de genes codificantes localizados fue de 1 a 12 en A. thaliana, 1 a
10 en B. oleraceay B.rapa, 1a9en C. rubellay 1 a3 en T. parvula.

Para la localizaciéon de los lincRNAs por medio de los bloques sinténicos se analizaron los
genes codificantes a una distancia de 10 kb (upstream y downstream) de los lincRNAs.
Ademas, se seleccionaron solo los genes codificantes que presentaran ortologia y
conservacion por posicion en el alineamiento genémico. Localizando de 1 a 12 genes
codificantes ort6logos a través de la filogenia en los AtlincRNAs (promedio: 5.30, mediana:
5). Por su parte en B. rapa y B. oleracea, se localizaron de 1 a 10 genes codificantes
(promedio: 3.74 y 3.36, mediana: 4 y 3, respectivamente), 1 a 9 en C. rubella (promedio: 3.5,
mediana: 3), y finalmente, de 1 a 3 genes en T. parvula (promedio: 1.47, mediana: 1) (Eig
11B). Lo cual permite la localizacion de lincRNAs que presenten por lo menos un gen
codificante ort6logo vecino dentro del bloque sinténico detectado a través de la filogenia.
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Figura 12. Porcentaje de los lincRNAs conservados por sinteniay microhomologia. (A)
Comparacién pareada (pairwise) de la conservacion por sintenia a través de la familia
Brassicaceae. La escala de colores representa el porcentaje de conservacién por sintenia.
(B) Comparacion pareada de la conservacion por sintenia y microhomologia para cada uno
de los lincRNAs identificados en cada especie. La escala de colores representa el porcentaje
de conservacioén por sintenia y microhomologia. Las especies fueron ordenadas de acuerdo
al andlisis de distribucion de Pearson en el paquete ComplexHeatmap.

A través de mdltiples comparaciones pareadas entre las especies (pairwise), encontramos
como minimo el 48 % (2090 genes de 4354) de los lincRNAs conservados por sintenia entre
A. thaliana y la especie basal (A. arabicum) (Fig 12A). Mientras que dentro de la misma
familia, los lincRNAs de A. thaliana se encontraban conservados por sintenia en un rango del
50.92 % (2217) (con B. oleracea) y 73.59 % (3204 genes) (A. lyrata). En el caso de las otras
especies, sorpresivamente los lincRNAs identificados en B. oleracea se encontraban
ampliamente localizados por sintenia a través de las especies en un rango del 88.88 % (823
genes de 926) (A. halleri) y 95.57 % (885 genes) (B. rapa) dentro de la misma familia, y con
un 89.31 % (827) hasta la especie basal. Por lo que, a pesar de la baja cantidad de lincRNAs
identificados en las otras especies a comparacion de los identificados en A. thaliana, mas de
la mitad de los lincRNAs se encuentran conservados por sintenia.

Posteriormente, se identificaron los motivos conservados a través de las especies en un rango
de 8 a 50 nt en los lincRNAs conservados dentro de los bloques sinténicos. Los motivos mas
prevalentes en los lincRNA se encontraban situados en tamafios de 8, 11, 15, 21, 29, 41y 50
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nt en todas las especies, excepto en B. oleracea (Figura S18). El rango de conservacion de
los lincRNAs identificados en A. thaliana fue de 40.54 % (1765 genes de 4354, con respecto
a B. oleracea) a 71.27 % (1765 genes de 4354, con respecto a A. lyrata). Mientras que en la
especie B. oleracea el rango se encontré entre 85.21 % (789 de 926, con A. halleri) y 94.38
% (874 genes, B. rapa). Lo cual difiere con su especie filogenéticamente mas cercana B. rapa
con un rango de lincRNAs conservados por sintenia y secuencia de 49.46 % (910 genes de
1840, con C. sativa) y 74.13 % (1364 genes, B. oleracea) (Fig 12B). Los resultados obtenidos
se ven afectados por la presencia de lincRNAs especie especifica, es decir, lincRNAs
solamente presentes en la especie de procedencia. Tal es el caso de la especie C. rubella
con un 33.33 % (140 genes de 420) de los lincRNAs clasificados como especie especifica.
Obteniendo un rango de conservacion de 41.43 % (174 genes, B.oleracea) a 59.76 % (251
genes, C. sativa) de los lincRNAs (Tabla 6).

Tabla 6. Numero de lincRNAs especie especifica identificados por cada especie.

Especies Numero de genes de  Especie Solo Sintenia +
l[incRNAs especifica sintenia microhomologia
A. thaliana (224 4354 856 99 3399
transcriptomas)
A. thaliana 2490 500 58 1932
C. rubella 420 133 8 279
T. parvula 644 87 220 337
B. rapa 1840 345 70 1425
B. oleracea 926 61 1 864

3.2.3 Relacion entre el numero de paralogos identificados en lincRNAs y las
duplicaciones del genoma

A partir de los resultados obtenidos se localizaron los paralogos de los lincRNAs conservados
por sintenia y microhomologia en cada una de las especies de referencia, encontrando el
74.22 % (1342 de 1808) y el 78.35 % (1383 de 1765) de los AtlincRNAs presentan multiples
copias en B. rapay B. oleracea, respectivamente (Fig 13A). En el caso de la especie C. sativa
se encontré el 97.58 % (2465 genes de 2526) de los AtlincRNAs con multiples copias (Fig
13A). De igual manera, este mismo patron de duplicacion lo encontramos en los lincRNAs
identificados en las otras especies de referencia (C. rubella, T. parvula, B. rapa y B. oleracea)
con mas del 96 % de duplicacion con relacion a la especie C. sativa, por su parte,
encontramos el 64 % de duplicacion de los lincRNAs con relacion a las especies B. rapa 'y B.
oleracea (Fig 13). Relacionando el numero de paralogos identificados en los lincRNAs con
los eventos de duplicacién del genoma ocurridos hace 124 mya (B) y hace 47 mya (a),
teniendo lugar uno de los eventos de duplicacién mas recientes entre 7 a 12 mya, afectando
en el nimero de copias de los genes presentes en las especies C. sativa, B. rapay B. oleracea
(Kagale, Robinson, et al., 2014). Siendo la duplicacion uno de los escenarios evolutivos
relacionados con el surgimiento de nuevos lincRNAs (Ulitsky & Bartel, 2013).
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Figura 13. Paralogos identificados de los lincRNAs conservados por sintenia y
microhomologia. (A) Numero de parélogos identificados en A. thaliana (B) C. rubella, (C) T.
parvula, (D) B. rapa, y en (E) B. oleracea.

3.2.4 lincRNAs identificados como ancestrales

Para comparar directamente los lincRNAs de diferentes especies y obtener grupos que
probablemente comparten una ascendencia en comun, generamos matrices binarias a partir
de los resultados obtenidos de la conservacion por sintenia y microhomologia, posteriormente
empleamos la metodologia propuesta por (Vakirlis et al., 2020). La cual ha sido empleada
previamente en la localizacion de genes codificantes con conservacion por sintenia y baja
conservacion de secuencia (Vakirlis et al., 2020). A través de los scripts de R proporcionados
en el articulo (Figure6_fig6-supp2.R) (Vakirlis et al., 2020), se comparan ambas matrices
binarias: [1) conservacion por sintenia; 2) conservacion por sintenia y microhomologia] con el
fin de obtener la proporcion de genes conservados en base a la filogenia (tiempos estimados
de acuerdo a TimeTree.org). El analisis se realiz6 en todas las especies de referencia. En el
caso de A. thaliana, empleamos todos los lincRNAs identificados en el capitulo previo (4354
genes de lincRNAS) y los provenientes de los transcriptomas de raices y parte aérea (2490
lincRNAS). Identificando 48 % (2090 de 4354 genes) de AtlincRNAs de diferentes érganos
con ancestria comuan con la especie basal A. arabicum (Fig 14A), mientras que los lincRNAs
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identificados de raices y parte aérea se identifico el 46.18 % (1150 de 2490 genes) con un
tiempo de divergencia calculado de 37.8 millones de afios (mya) (de acuerdo a TimeTree.org).
Recordando que dentro de los 4354 lincRNAs identificados previamente se encuentran
presentes los 2490 lincRNAs. Por lo que, enfocandonos en los lincRNAs provenientes de
estos dos 6rganos, encontramos 79.96 % (1991 de 2490 genes) conservados en las especies
mas cercanas filogenéticamente a A. thaliana (A. lyrata y A. halleri, 5.97 mya). Dentro del
linaje 1. encontramos el 65.86 % (1640 genes) (11.91 mya) conservados por sintenia y
microhomologia. Compartiendo entre ambos linajes el 56.83 % (1415 genes) (25.97 mya) (Fig
14B), lo cual resulta en una alta proporcion de lincRNAs conservados a comparacion de la
reportada previamente por (Palos et al., 2022), en el cual obtuvieron un 18.1 % (3725 de
20416 genes) de los lincRNAs conservados al emplear primero la conservacion por
secuencia, y posteriormente la conservacion por sintenia para la localizacion de lincRNAs en
la misma familia (Palos et al., 2022).
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Figura 14. AtlincRNAs conservados y con ancestria en comun dentro de la familia
Brassicaceae. (A) Distribucion de los AtlincRNAs (224 transcriptomas, multiples érganos)
conservados a través de la filogenia. (B) Distribucion de los AtlincRNAs (4 transcriptomas,
raices y parte aérea) conservados a través de la filogenia. AtlincRNAs: lincRNAs identificados
en A. thaliana. Tiempo de divergencia estimado de acuerdo con TimeTree.org.

Por su parte, en las especies B. oleracea y B. rapa encontramos el 93.41 % (865 de 926
genes) y el 81.25 % (1495 de 1840 genes) de los lincRNAs conservados dentro del mismo
nodo con un tiempo de 2.84 mya, respectivamente (Fig 15A). Dentro del mismo linaje
encontramos el 92.76 % (859 de 926 genes) y el 66.30 % (1220 genes de 1840 genes) de los
lincRNAs identificados en B. oleracea y B. rapa, respectivamente (Fig 15A). En el caso de B.
oleracea la mayoria de los lincRNAs se encontraban presentes dentro de la familia y hasta la
especie basal con un 91.25 % (845 de 926 genes) y 87.68 % (812 de 926 genes),
respectivamente (Fig 15A). En el caso de B. rapa, encontramos el 61.90 % (1139 de 1840
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genes) de los lincRNAs dentro de la familia y el 56.96 % (1048 de 1840 genes) hasta la
especie basal. Ademas de identificar un mayor nimero de lincRNAs en B. rapa a comparacion
con B. oleracea, también encontramos un mayor numero de lincRNAs especie especifica (B.
rapa 18.75 %, 845 de 1840; B. oleracea, 6.58 %, 61 de 926), lo cual se vuelve un factor
importante en las proporciones encontradas de conservacion (Fig 15A). Tal es el caso de la
especie C. rubella, en la cual encontramos el 31.66 % (133 de 420 genes) lincRNAs
clasificados como especie especifica. Cabe destacar que todos los lincRNAs identificados en
las 5 especies de referencia presentaban mas del 50 % de conservacion dentro de la familia
Brassicaceae (Fig 15C, D).
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Figura 15. lincRNAs conservados y con ancestria en comun dentro de la familia
Brassicaceae. (A) Distribucion de los lincRNAs de B. olereacea, (B) B. rapa, (C) C. rubellay
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(D) T. parvula conservados por sintenia y microhomologia a través de la filogenia.Tiempo de
divergencia estimado de acuerdo con TimeTree.org. Todos los lincRNAs se identificaron de
los transcriptomas provenientes de las raices y parte aérea.

3.2.5lincRNAs con expresiéon organo especifica

Con la finalidad de identificar los lincRNAs que presentan expresién conservada en los
diferentes 6érganos empleados en la generacion de los transcriptomas (parte aérea y raices)
en las 5 especies. Primero se analizaron los lincRNAs conservados por sintenia y
microhomologia, con expresion organo especifico en parte aérea o raices en las diferentes
especies, empleando los resultados obtenidos del analisis de expresion diferencial (DEG)
(padj < 0.05 & log2FoldChange >= 0.5). Ademas, se analizaron los lincRNAs con expresion
global en las plantulas, a partir de los resultados obtenidos con la normalizacién de cuentas
con la funcién rlog [regularized log] de DESEQ2 (Love et al., 2014a). Los lincRNAs
conservados por sintenia y microhomologia tienen una menor expresion a comparacion de
los genes codificantes (pvalue 4.41e-85, padj 2.205e-84, wilcoxon test, prueba Bonferroni),
exceptuando el caso de la especie B. oleracea (pvalue 2.00e-03, padj 1.000e-02, wilcoxon
test, prueba Bonferroni) (Fig 16A), siendo el mismo patrén de expresion que encontramos en
términos globales (Fig _16B). Ademas, una baja proporcién de los lincRNAs presentan
patrones de expresion especifica en algiun érgano (raices y parte aérea), por lo que, la
mayoria de los lincRNAs cuentan con expresién global a nivel de toda la plantula (entre el
49.64 al 89.40 %), encontrando este mismo comportamiento en los genes codificantes (49.69
al 60.73 %) (Fig 16B). Sin embargo, los lincRNAs con expresion diferencial en raices y en la
parte aérea presentaron niveles mas altos de expresién a comparacion de los lincRNAs con
expresion global en A. thaliana y B. oleracea (Fig 16C). De igual manera, encontrando esta
misma situacion en los genes codificantes con expresion diferencial en algun érgano (Fig
16C). La alta expresion proveniente de los genes codificantes en todas las especies puede
relacionarse con los factores de transcripcion, enzimas y complejos proteicos relacionados
con el desarrollo de las raices y de la parte aérea, fotosintesis y respuesta a estimulos (Fig
17). Debido a esto podemos relacionar a los lincRNAs conservados y expresados en los
diferentes érganos con alguno de estos procesos, como parte de la regulacion génica en los
mismos (Fig 17).

Cabe destacar que los lincRNAs conservados solo por sintenia y los lincRNAs especie
especifica presentaron patrones de expresion definida en alguno de los érganos analizados,
presentando expresion prevalente en términos globales (Fig 18). Reforzando la idea de que
aun con un baja conservacion por secuencia (menor al rango analizado de 8 a 50 nt), estos
lincRNAs conservados solo por sintenia pueden ser importantes en la regulacién génica, lo
cual ha sido propuesto en los trabajos previos dentro de esta familia (L. Chen & Zhu, 2022;
Palos et al., 2022).

50


https://paperpile.com/c/VlY5kl/55lh
https://paperpile.com/c/VlY5kl/6Dcu+V9IK
https://paperpile.com/c/VlY5kl/6Dcu+V9IK

Ag A. thaliana  C. rubella | parvula B. rapa B. oleracea
8
55
fl= o e m
®
£
(=]
=
(7] 100
Bfg
o 15
- C
% % 50
o ©
és‘ 25
w
Ce o
é 15
C B
g 0
g lincRNA PCG lincRNA PCG lincRNA PCG lincRNA PCG lincRNA PCG

M global B2 root E# shoot

Figura 16. Patrones de expresiéon de los lincRNAs conservados por sintenia y
microhomologia en las 5 especies. (A) Expresién global de los lincRNAs conservados por
sintenia y microhomologia vs los genes codificantes ortélogos en cada una de las especies.
(B) Distribucion de los genes expresados de manera global en las plantas, asi como los
expresados diferencialmente en raices y parte aérea. (C) lincRNAs y genes codificantes
conservados con expresion global y 6rgano especifica (raices y parte aérea). Los genes
codificantes ortélogos fueron obtenidos a través del programa OrthoFinder (Seccién 3.1.3).
PCG : Genes codificantes de proteinas (Protein-coding Genes). El analisis estadistico se
realiz6 con la prueba de Wilcoxon (unpaired; BH correction), encontrando diferencias
significativas entre la expresion de los lincRNAs vs los genes codificantes en todas las
especies. En el caso de la expresion de los lincRNAs y genes codificantes en los diferentes
organos, se encontraron diferencias significativas entre todas las comparaciones excepto en:
A. thaliana [lincRNA _root vs lincRNA_shoot], C. rubella [lincRNA_global vs lincRNA_root;
lincRNA_global vs IlincRNA_shoot; lincRNA_root vs IlincRNA_shoot], T. parvula
[lincRNA_global vs lincRNA_root; lincRNA_shoot vs protein_global], B. rapa [lincRNA_global
vs lincRNA_root], B. oleracea [lincRNA_shoot vs protein_root; lincRNA_shoot vs
protein_shoot].
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Figura 17. Funciones biol6gicas asociadas a los genes codificantes ortélogos y
diferencialmente expresados en las raices y parte aérea en A. thaliana.

M global B8 root E8 shoot

A. thaliana C. rubella 1. parvula B. rapa B. oleracea

N
o

—
el

Normalized Counts (Rlog)
o (8} o
=
K
o
o [ —
E=
B
& =8
=

J Q& Qo Qo Qg
(s\\@(\ QQ,O\ (s\@f\ QQ’O\ Qef\ Qeo\ 6@0 Q‘Z’O\ (’\"@Q Q®C}
SN L5 SN P sV P sV 9 sy 2
N7 @ NG N GH N NG
N SE NH U NEE
R eR R R R

Figura 18. Patrones de expresion de los lincRNAs conservados solo por sintenia y
especie especifica en las 5 especies.
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3.2.6 lincRNAs con expresion conservada

Con el fin de analizar los patrones de expresion de los lincRNAs conservados por sintenia y
microhomologia en las diferentes especies, localizamos las coordenadas de los lincRNAs
conservados en cada una de las especies empleando el programa intersectBed (de BEDtools)
(Quinlan & Hall, 2010). Encontrando el 39.75 % (990 de 2490 genes) AtlincRNAs expresados
(Fig S20, S21), de los cuales 772 AtlincRNAs presentan expresion y conservacion por sintenia
y microhomologia (Fig S22), 34 AtlincRNAs con conservacion solo por sintenia (Fig S23) y
184 son especie especifica.
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Figura 19. Patrones de expresion de los AtlincRNAs conservados por sintenia y
microhomologia en las diferentes especies. Los tipos de conservacion identificados en
cada lincRNA de A. thaliana se localizan en la parte derecha del heatmap. En la parte superior
se encuentran las diferentes especies y 6rganos empleados para generar los transcriptomas
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(raices y parte aérea). AtlincRNAs: lincRNAs identificados en A. thaliana. Seleccion al azar
de uno de los paralogos detectados en cada especie con respecto a cada gen de A. thaliana.

Analizando la expresion de los AtlincRNAs conservados por sintenia y microhomologia a
través de las especies, encontramos 38 genes de AtlincRNAs con expresién conservada en
otras especies, excepto en B. oleracea, 29 de estos genes presentaban expresiony 9 de ellos
no presentaron expresion en A. thaliana (Fig 19). La baja o nula expresion en los genes puede
deberse a la seleccion al azar de uno de los paralogos solo para la representacion grafica
(heatmap) y que este no tenga expresion, lo cual no descarta la posibilidad de contar con
expresion en los otros paralogos detectados. Ademas, la localizacion de los lincRNAs a través
de un alineamiento gendémico no tiene una relacion directa con la expresion del gen (Fig S20).
Recordando que la expresion de los lincRNAs llega a depender de las condiciones, érganos
y etapas del desarrollo en donde se localizan (Ariel et al., 2014a; Qin et al., 2017b; J. Wang
et al., 2021). En el caso de los lincRNAs con expresion detectada en A. thaliana, encontramos
21 con expresion global en la plantula, lo cual se corrobora con la expresiéon de los lincRNAs
AT1G31835 (BrRegRNA 27061, TpRegRNA_2375) y AT3G12965 (BrRegRNA 15697,
BoRegRNA_2886, TpRegRNA_6839) en B. rapa y T. parvula (Fig 19); encontrando 6
lincRNAs con expresién conservada en las raices a través de las especies, mientras que el
resto de los lincRNAs expresados mostraban variaciones en la localizacion del lincRNA en
las especies, por ejemplo el lincRNA IPS1 en A. thaliana se encontraba expresado
diferencialmente en la parte aérea, mientras que en B. rapa y en T. parvula se localiza con
expresion global y raices, respectivamente. Encontrando que este lincRNA puede expresarse
tanto en raices como en la parte aérea (Martin et al., 2000). Retomaremos a este lincRNA
mas tarde (Seccion 3.2.9).

En el caso de los lincRNAs conservados solo por sintenia, localizamos 2 lincRNAs con
expresion conservada el gen AT4G30975 y AT2G00580 Encontramos los genes lincRNAs
ortlogos del lincRNA AT4G03975 en B. oleracea (BoRegRNA 26102) y en C. rubella
(CrRegRNA _16990). En el caso del lincRNA AT2G00580, localizamos a este lincRNA en B.
rapa (BrRegRNA 25785) y B. oleracea (BoRegRNA 22995) (Fig 20). En ambos casos sin
expresion detectada en el ortélogo presente en B. oleracea. Para tener un indicio de sus
posibles funciones, localizamos al lincRNA AT2G00580 dentro del modulo 17 dentro de los
resultados de co-expresion del capitulo 2, este médulo se encuentra relacionado con la
regulacion del RNA y la transcripcion, lo cual cobra sentido con la retencion de este lincRNA
a través de las especies, a pesar de no localizar motivos en su secuencia. Por lo que, la
expresion conservada de estos dos lincRNAs conservados por sintenia demuestra que a
pesar de los bajos niveles en la conservacion de secuencia dentro de sus regiones sinténicas,
los lincRNAs pueden conservarse y tener expresion conservada a traveés en las especies,
contando con funciones regulatorias importantes (L. Chen & Zhu, 2022; Palos et al., 2022).
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Figura 20. Patrones de expresion de los AtlincRNAs conservados solo por sinteniay
en las diferentes especies. En la parte superior se encuentran las diferentes especies y
organos empleados para generar los transcriptomas (raices y parte aérea). AtlincRNAs:
lincRNAs identificados en A. thaliana.

3.2.7 lincRNAs con expresién conservada en raices

Dentro de los lincRNAs con expresion conservada en las raices a través de las especies,
encontramos a los lincRNAs AT5G10278 (sORF30) en B. rapa (BrRegRNA_31200) y T.
parvula (TpPRegRNA_16204). Este lincRNAs se encuentra clasificado como sORF, dentro de
esta categoria encontramos al lincRNA ENOD40 (AT1G10682, sORF1) y sORF5
(AT3G57157) los cuales cuentan con expresion conservada en las raices a través de las
especies (ENOD40 en B. rapa, BrRegRNA 14445; sORF5 en T. parvula, Tp5g05420). La
expresion localizada de ENODA40, coincide con lo reportado previamente (Charon et al., 1997,
Flemetakis et al., 2000). A pesar de su baja conservacion a nivel de su secuencia (Flemetakis
et al.,, 2000; Kouchi et al., 1999), hemos podido localizarlo conservado por sintenia y
microhomologia empleando el alineamiento genémico (Fig 21), ademas de encontrar su
expresion conservada y localizada en raices (Fig 22). Cabe destacar que este lincRNA no
habia podido ser localizado por sintenia en A. thaliana ni en B. rapa (Ganguly et al., 2021),
siendo el primer reporte de localizacion por sintenia en este trabajo (Fig 21 y 22). Del mismo
modo que en maiz (Zea mays), arroz (Oryza sativa), Aeschynomene evenia, el lincRNA
ENODA40 no provenia del gen YSL7 (TRICHOME BIREFRINGENCE-LIKE 17), encontrando
a ambos genes en cromosomas distintos, lo cual difiere con el lincRNA reportado en
Medicago (Ganguly et al., 2021; Griesmann et al., 2018). A pesar de ser el primer lincRNA
identificado en plantas, este lincRNA no se encuentra categorizado adecuadamente en
Araportll (C.-Y. Cheng et al., 2017), pero si se encuentra anotado en las bases de datos de
NONCODE v6 (Y. Zhao et al., 2016), PIncDB v2 (J. Jin et al., 2020) y EvIncRNA v2 (B. Zhou
et al., 2021). Adicionalmente, encontramos motivos conservados relacionados con la
conservacion de su estructura, lo cual coincide con lo anteriormente reportado (Gultyaev &
Roussis, 2007). Los motivos 2 y 3 se encuentran localizados dentro del dominio 2 y la region
2, presentando complementacion de bases entre ambos motivos para la formacion del tallo
en la estructura del dominio 2 (Fig 23), relacionando con la estructura conservada y predicha
en A. thaliana, siendo el dominio 2 uno de los dominios mas variantes en su secuencia
(Gultyaev & Roussis, 2007). Ademés de relacionar a este dominio con sitios de unién a
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metales (Mg Il) esenciales para organizar la estructura secundaria del RNA (Podkowinski et

al., 2009).

Adicionalmente, a partir de su localizacion gendémica, logramos identificar al incRNA DONE40
(MSTRG.1474 | AtRegRNA 1474), proveniente de la misma regiéon del lincRNA ENOD40
pero en sentido opuesto al mismo, identificado previamente en Arachis hypogaea (Ganguly
et al., 2021). De acuerdo con la base de datos PIncRNADB (Bai et al., n.d.) toda la region
comprendida por ambos transcritos presenta motivos de unién con proteinas (RNA binding
protein, RBP), los cuales han sido previamente reportados en este lincRNA (Campalans et

al., 2004) (Fig S19).
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Figura 21. Conservacién por sintenia y microhomologia del lincRNA ENODA40
identificados en A. thaliana. Tiempo de divergencia estimado de acuerdo con TimeTree.org.
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Figura 22. Expresion conservaday porcentaje de identidad en la secuencia del lincRNA
ENODA40. En la parte superior encontramos la expresion localizada del lincRNA dividida en:
global (azul), raices (root, naranja) y parte aérea (shoot, verde), ademas, se muestran las 3
especies donde localizamos su expresién y conservacion por sintenia y microhnomologia. El
porcentaje de identidad se encuentra en un rango de 0 a 100 % con respecto al transcrito de
A. thaliana. Los genes localizados en las otras son BrRegRNA 3639 y TpRegRNA 16718,
encontrados en B. rapa y T. parvula, respectivamente. Encontramos 4 réplicas por cada
especie, debido a los 2 transcriptomas de cada 6rgano.
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Figura 23. Estructura conservada del lincRNA ENOD40 y los motivos conservados
obtenidos a partir del andlisis de microhomologia. Los motivos 2 y 3 se encuentran
localizados en color verde y azul, denotando la regibn complementaria entre ambos motivos
para la formacion del tallo en el dominio 2 del lincRNA. Del lado izquierdo se encuentra el
loop predicho para la especie A. thaliana. Figura modificada de (Gultyaev & Roussis, 2007).

3.2.8 lincRNAs ortologos funcionales

Con el fin de analizar las posibles funciones bioldgicas relacionadas con los lincRNAs
conservados por sintenia y microhomologia, se compararon los resultados obtenidos con los
los lincRNASs con funciones anotadas tanto los reportados en EVINCRNAs V2.0 para la especie
A. thaliana (B. Zhou et al., 2021), como los caracterizados funcionalmente. Siendo un total de
58 genes de lincRNAs con anotacion funcional y expresados en A. thaliana (Tabla S5, Tabla
7, Fig 24). Dentro de este listado encontramos al lincRNAs relacionados con procesos
biol6gicos como la germinacién y desarrollo (IncCOBRAL, IncCOBRA3, IncCOBRAS5, MARS)
(Kramer et al., 2022; Roulé, Christ, et al., 2022), floracion (FLAIL, FLINC, LINC-AP2) (Gao et
al., 2016; Y. Jin et al., 2021; Severing et al., 2018), homeostasis de fosfato (IPS1, At4)
(Franco-Zorrilla et al., 2007b; Shin et al., 2006a), y defensa contra patégenos (LINC-AP2,
ELENAL) (Gao et al., 2016; Seo et al., 2017a). A pesar de que algunos se encuentren
caracterizados funcionalmente en alguna condicién, los hemos localizado expresados en
plantulas con condiciones normales (Fig 24). Por lo que, posiblemente su expresién se
relacione con funciones regulatorias en esta etapa del desarrollo, sin descartar su importancia
biologica ante condiciones de estrés.

Tabla 7. AtlincRNAs con validez experimental
microhomologia en las otras especies.

y con conservacion por sintenia y

AtlincRNA genelD Name Especiesf ,con GenelD e'? otras
expresion especies
B. rapa, B. BrRegRNA 26595,
AT3G25795 TAS4 oIechea BoRe%RNA__31881
AtRegRNA 9454 pri-miR858a - -
AT4G12735 npc60 - -
B. rapa, B.
AT1G67920 npc536 oIeracEJea, T, |Bra004062, Borg050320,
parvula Tp5922920
AtRegRNA 12326 npc375 - -
AT4G04692 npcl56 - -
AT5G00580 MARS/At5NC066580 - -
AT3G05655 IncCOBRAS5/At3NC040900 - -
AT3G03435 IncCOBRA3/At3NC020890 B. rapa BrRegRNA_ 15395
AT1G05913 IncCOBRA1/AtINC031460 - -
AT4G09445 LINC-AP2/At4NC069370 - -
B. rapa, T. BrRegRNA_3639,
AT3G09922 IPS1 parF\)/uIa TpRegRNA:16718
AT2G18440 GUT15 - -
AT1G08103 FLINC/AtINCO078930 B. oleracea BoRegRNA 31476
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AT2G18735 FLAIL - -
AT1G10682 ENOD40 B. rapa BrRegRNA_14445
AtRegRNA 1474 ENODA40 T. parvula TpRegRNA_816
AT4G16355 ELENA1 - -
AT2G18440 AtGUT15 - -
AT1G08165 At4-3 B. oleracea BrRegRNA_24772
AT2G08825 At4-2 B. oleracea BoRegRNA_ 12954
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Figura 24. Patrones de expresion de los 58 genes AtlincRNAs ortélogos con funciones
anotadas. Los tipos de conservacion identificados en cada lincRNA de A. thaliana se
localizan en la parte derecha del heatmap. En la parte superior se encuentran las diferentes
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especies y O6rganos empleados para generar los transcriptomas (raices y parte aérea).
AtlincRNAs: lincRNAs identificados en A. thaliana. Seleccion al azar de uno de los paralogos
detectados en cada especie con respecto a cada gen de A. thaliana.

3.2.9 Conservacion de IPS1y sus paralogos

Dentro de la lista de lincRNAs conservados y funcionales encontramos a los lincRNAs 1PS1,
sus paralogos At4-3 y At4-2. los cuales presentan redundancia funcional en la regulacién del
fosfato en la planta (Franco-Zorrilla et al., 2007b; Shin et al., 2006a). Sin embargo, el contexto
gendmico de estos lincRNAs es diferente, prevaleciendo el motivo conservado y relacionado
con su funcién en estos lincRNAs (Fig 25B). Motivo que se encuentra implicado con el
secuestro del miR399, pero sin degradar del transcrito de IPS1, debido a la unién incompleta
con el sitio de corte (Franco-Zorrilla et al., 2007b) (Fig 25B). Enfocandonos en el lincRNA
IPS1 encontramos 5 genes codificantes vecinos (AT3G09920, AT3G09925, AT3G09930,
AT3G09940 y AT3G09950) de este lincRNA a una distancia de 10 kb en A. thaliana, la gran
mayoria del contexto genémica se encontraba conservado en las diferentes especies.
Ademas, identificamos inversiones de los genes codificantes en B. rapa, B. oleracea, Eutrema
salsugieum y Boechera stricta (Fig 25A). Por su parte, localizamos mdltiples copias de este
IncRNA en bloques sinténicos en B. oleracea (cromosomas C1, C2, C3, C5, C7y C9), B. rapa
(A01, A02, A03, AO5 y A10), C. sativa (CM002729, CM002743, CM002747), E. salsugineum
(NW_006256829, NW_006256885) y T. parvula (CM001189, CMO001192) (Tabla S6),
relacionando estos sitios conservados con las duplicaciones a nivel del genoma y a la alta
conservacion por sintenia presente en estos genomas (Kagale, Koh, et al., 2014; Kagale,
Robinson, et al., 2014; S. Liu et al., 2014). Pudiendo considerar la conservacién de estas
copias como un rasgo adquirido para la adaptacion y supervivencia de estas especies ante
los diversos cambios ambientales, lo cual ha sido previamente reportado en los genes
codificantes de C. sativa (Song et al., 2020).

Posteriormente analizamos la region complementaria (CR) al miR399, siendo un motivo
conservado e importante para su funcibn como esponja de este miRNA. Las especies
pertenecientes al Linaje | y Il contenian este motivo conservado (Fig 25C). Por su parte, la
especie A. halleri presentaba este motivo, a pesar de localizar solamente al gen codificante
AT3G09925 cercano a este lincRNA (Fig 25B). Lo cual nos permitié corroborar que el lincRNA
identificado en esta especie era homélogo al gen IPS1 de A. thaliana. Adicionalmente,
encontramos diversas regiones de microhomologia en las diferentes especies, siendo el
motivo mas preservado la secuencia CR al miR399 (Fig 25C), este motivo presenta un
tamanfo de apenas 23 nt y ha sido reportado conservado a través del reino vegetal (Rymarquis
et al., 2008). Algo interesante por destacar, es el hecho de que el contexto genémico donde
se encuentra este lincRNA en la especie A. arabicum se encuentra altamente conservado,
sin embargo, su secuencia presenta una baja conservacion, logrando identificar al menos dos
regiones con microhomologia con ayuda del alineamiento gendmico (Fig 25C), aunque la CR
al miR399 no se identific6 (Fig 25B). Por lo cual, la combinacién de ambos tipos de
conservacion, se muestra favorable para la localizacion de lincRNAs en plantas, siendo
similar a lo que se reportd previamente para la identificacion de los lincRNAs roX1 y roX2 en
Drosophila (Quinn et al., 2016). Recordando que este lincRNA se encuentra ampliamente
conservado en el reino vegetal (tomate, medicago, arroz, cebada, maiz) (Burleigh & Harrison,
1999; C. Y. Huang et al., 2011; C. Liu et al., 1997; Oono et al., 2013; Y. Zhu et al., 2022). La
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localizacién de este lincRNA en Selaginella moellendorffii demuestra su existencia desde las
plantas vasculares (Y. Zhu et al., 2022). Por lo que, la conservacién por sintenia de este
lincRNAs y los otros motivos localizados en su secuencia, se pueden relacionar a la
conservacion por estructura de este lincRNA, lo cual ha sido previamente reportado en la tesis
de mi compariero Jose Antonio Corona Gomez (Fig 26).

Con relacién a su expresion, el lincRNA IPS1 se detecté expresado en A. thaliana
(AT3G09922), B. rapa (BrRegRNA 3639) y T. parvula (TpRegRNA 16718) con una alta
expresion en las 3 especies, aunque en el caso de T. parvula fue mayor su expresion a
comparacion del resto de las especies. Como se habia mencionado previamente, la expresion
de este lincRNA se puede determinar como global, al encontrarse presente en la parte aérea
y en las raices (Martin et al., 2000), en A. thaliana encontramos una expresion significativa en
la parte aérea, mientras que en T. parvula fue en las raices, y en el caso de B. rapa su
expresion fue global, lo cual concuerda con lo anteriormente reportado (Martin et al., 2000).
Al comparar las secuencias de los otros lincRNAs ortélogos con respecto a A. thaliana,
encontramos un 32.10 % de conservacion en B. rapa y un 32.47 % en T. parvula (Fig 27).
Demostrando que a pesar de su baja conservacion por secuencia, este lincRNA prevalece
COmMo una ventaja adaptativa en respuesta a los cambios ambientales (Y. Zhu et al., 2022).
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Figura 25. Conservacion por sinteniay microhomologia de los lincRNAs identificados
en A. thaliana. (A) Bloque sinténico del lincRNA IPS1 a través de la familia Brassicaceae.
Distribucion de los genes codificantes ort6logos y conservados por posicion localizados a 10
kb (upstream y downstream) del lincRNA IPS1 (rojo) en cada una de las especies. Las escalas
de cada bloque sinténico fueron detectadas independientemente para cada especie. Grafica
obtenida con el paquete ggenes (v 0.4.1) en R. (B) Conservacion de la region complementaria
al miR-399 en las especies analizadas del lincRNA IPS1. La identificacion de la regién
complementaria se realiz6 por medio del paquete msa (v1.28.0) en R, empleando Clustal
Omega para la comparacion. (C) Conservacion de motivos localizados en el incRNA IPS1 en
las diferentes especies. Se identificaron 5 motivos con un tamafio de 20 hasta 50 nt entre las
secuencias analizadas, todos los motivos detectados eran significativos (con un p value como
minimo de 7.4 e-7). CR = Complementary region (regiébn complementaria). Tiempo de
divergencia estimado de acuerdo con TimeTree.org.
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Figura 26. Conservacién por estructura del lincRNA IPS1. Motivo estructural predicho por
la herramienta CMfinder empleando el alineamiento genémico. Fragmento obtenido de la
tesis de (Corona-Gomez, n.d.-a).
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Figura 27. Expresion conservaday porcentaje de identidad en la secuencia del lincRNA
IPS1. En la parte superior encontramos la expresion localizada del lincRNA dividida en: global
(azul), raices (root, naranja) y parte aérea (shoot, verde), ademas, se muestran las 3 especies
donde localizamos su expresion y conservacion por sintenia y microhomologia. El porcentaje
de identidad se encuentra en un rango de 0 a 100 % con respecto al transcrito de A. thaliana.
Los genes localizados en las otras son BrRegRNA_3639 y TpRegRNA_16718, encontrados
en B. rapay T. parvula, respectivamente. Encontramos 4 réplicas por cada especie, debido a
los 2 transcriptomas de cada 6rgano.

3.2.10 Gananciay pérdida de lincRNAs

La historia de una familia de genes permite conocer los cambios evolutivos relacionados con
las variaciones fenotipicos entre las especies, permitiendo distinguir entre los genes ort6logos
y los genes paralogos (Fitch, 1970; Ingram, 1961). Mientras que los genes ortélogos suelen
mantener funciones similares, los genes paralogos pueden divergir en su funcién (Koonin,
2005). Se analiz6 la ganancia y pérdida de los IncRNAs empleando las matrices binarias
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provenientes de los resultados de conservacion por sintenia y microhomologia (Seccion
3.1.4). Encontrando 399 lincRNAs conservados en el hodo de las Arabidopsis, clasificandose
como lincRNAs linaje especifico. Conforme la distancia evolutiva aumenta se van detectando
eventos de pérdida de los lincRNAs en la familia. Logrando obtener un total de 3601 lincRNAs
conservados hasta el nodo ancestral compartido con A. arabicum. Aungue normalmente esta
metodologia es empleada para genes codificantes (D. Liu et al., 2016), el archivo de entrada
es una matriz binaria, la cual puede ser alimentada de acuerdo a algin rasgo como el que
empleamos de conservacion (Fig 28). Por lo que, resulta interesante conocer a partir de estos
resultados como se expresan los genes que encontramos y de qué manera se relacionan con
los genes codificantes.

Number of incRNA

399/35 genes
A. thaliana 4354
0/344
J A. lyrata
I Gains 546/5
. Losses
A. halleri
247259
o J C. sativa
121040
J J C. rubella 420
A alpina
48/84 B. stricta
601/0 J
36/81

I E. salsugineum
60/66

— T. parvula | 644
278/336
B. rapa | 1840

B. oleracea | 9286

A. arabicum

Figura 28. Ganancias y pérdidas de los lincRNA identificados en las diferentes
especies. En verde se simbolizan las ganancias de los lincRNAs y en rojo las pérdidas en
cada nodo. A la derecha encontramos el nimero de lincRNAs identificados en cada una de
las especies. Tiempo de divergencia estimado de acuerdo con TimeTree.org.

3.3 Discusion

En este capitulo, se identificaron 1840 genes de lincRNAs B. rapa, 926 B. oleracea, 420 C.
rubella y 644 T. parvula provenientes de la parte aérea y raices de plantulas. En el caso de
A. thaliana se empled la notacion generada en el capitulo 1, separando los IncRNAs
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provenientes de los mismos transcriptomas (parte aérea y raices), con el fin de poder
comparar entre las especies. De los cuales mas del 48 % de los lincRNAs se encuentran
conservados por sinteniay mas del 34.63 % presentan motivos conservados en su secuencia.
Asimismo, mas del 48 % se localizan en la especie basal A. arabicum, clasificAndolos como
ancestrales. Por su parte, una proporcion de estos cuentan con expresion conservada a
través de las especies, resaltando funciones relacionadas como el desarrollo, germinacion,
homeostasis del fosfato y modificaciones en el RNA.

3.3.1 Caracteristicas de los lincRNAs

Los lincRNAs en general tienden a tener caracteristicas inferiores a los genes codificantes, al
comparar el tamafio de sus transcritos, el nimero de exones y su expresion, siendo reportado
previamente en plantas (Deng et al., 2018; C.-Y. Wang et al., 2017), esponjas (Gaiti et al.,
2015), mamiferos (Cabili et al., 2011) y animales (Hezroni et al., 2015). Sin embargo, los
lincRNAs identificados en la especie B. oleracea son multiexénicos, lo cual ha sido
previamente reportado en esta especie (X. Zhu et al., 2019) y siendo una caracteristica
predominante en los INcRNAs identificados en mamiferos (Hezroni et al., 2015), por su parte,
en plantas como tomate, Cleistogenes songorica, durazno (Prunus persica), también se han
reportado IncRNAs con transcritos multiexénicos (Yan et al., 2019; Z. Yang et al., 2019; H.
Zhou et al., 2022). Ademas, sus transcritos presentaron un mayor tamafio a comparacion de
los BolincRNAs identificados en las otras especies y presentando una mayor expresion a
comparacion de los genes codificantes (Wilcoxon test, p value < 2.2e-16), lo cual difiere de
lo previamente reportado en los INcCRNAs. Lo cual puede sugerir implicaciones en el desarrollo
por parte de estos lincRNAs en esta etapa analizada.

3.3.2 lincRNAs son importantes elementos regulatorios en plantas

Para analizar la conservacion por sintenia y microhomologia de los lincRNAs se analizaron
los genes codificantes vecinos de cada lincRNA a una distancia de 10 Kb. A pesar de que B.
rapa y B. oleracea tienen los genomas mas grandes a comparacion de las otras especies,
encontramos mas genes codificantes vecinos que los identificados en T. parvula, siendo una
de las especies con el genoma mas pequefio al igual que A. thaliana. Siendo A. thaliana la
especie con mas genes codificantes flanqueando a los lincRNAs que en las otras especies.
Lo cual coincide con una alta conservacion por sintenia por parte de estos genes en A.
thaliana, C. rubella, B. rapa y B. oleracea (Kagale, Robinson, et al., 2014; S. Liu et al., 2014;
Schranz et al., 2006; Slotte et al., 2013). Siendo una distancia de 10 Kb una buena opcién
para la localizacion de lincRNA aun en genomas grandes. En el caso de T. parvula, la baja
localizaciébn de genes codificantes puede relacionarse con problemas en el archivo de
anotacion, por lo que, genes que no estén anotados aledafios a algun lincRNA no seran
detectados en el andlisis. Por otro lado, al emplear el alineamiento genémico como punto de
partida en el analisis, identificamos inversiones de los bloques sinténicos detectados a través
las especies, lo cual habia sido previamente reportado para los genes ortélogos dentro de
esta familia (Koch & Kiefer, 2005; Murat et al., 2015), pero no en lincRNAs. Permitiendo
reconocer el impacto que tienen las modificaciones en el genoma y su relaciéon con la
conservacion de genes importantes en la adaptacion de las especies.
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Siendo observado en los eventos de duplicacion del genoma, en donde los nuevos genes
obtenidos pueden proporcionar nuevas funciones génicas para la adaptacion a diversas
condiciones de crecimiento (Gehringer et al., 2006; Moser, 2012; Serdyuk et al., 2022). Por
lo que, a diferencia de uno de los trabajos més recientes en el andlisis de conservacion de
lincRNAs en Brassicaceae, en donde solo multiplicaron la cantidad de lincRNAs identificadas
por 3 para determinar el nimero de copias presentes en las especies (Palos et al., 2022).
Sesgando el resultado al nimero de copias obtenidas en los genes codificantes (Kagale, Koh,
et al., 2014; Kagale, Robinson, et al., 2014; S. Liu et al., 2014). A diferencia de este trabajo,
nosotros podemos localizar las coordenadas de las multiples copias (paralogos) de cada
lincRNA a partir de los métodos empleados, identificando mas de 2 copias de cada lincRNA
en A. thaliana con respecto a C. sativa, B. rapa y B. oleracea. Lo cual difiere con la
conservacion minima de 3 copias por cada gen codificante anotado en A. thaliana (Kagale,
Koh, et al., 2014; Kagale, Robinson, et al., 2014; S. Liu et al., 2014). Las nuevas copias
encontradas de los lincRNAs se relacionan con estos eventos de duplicacion, por lo que, la
conservacion de estos lincRNAs puede conllevar a la adaptacién a condiciones adversas de
una especie a lo largo del tiempo, llegando a ser beneficiosos para la supervivencia y el
crecimiento, como lo han llegado a observar en los genes codificantes (Song et al., 2020).
Recordando que uno de los escenarios evolutivos importantes para el surgimiento de nuevos
lincRNAs es la duplicacion del genoma (Ulitsky & Bartel, 2013).

3.3.3 lincRNAs ortologos funcionales

Encontramos que mas del 48 % (2090 genes) de los AtlincRNAs se encuentra conservado
por sintenia y microhomologia hasta la especie basal A. arabicum, siendo uno de los valores
mas altos de conservacion reportados en plantas a comparacion con los trabajos previos (L.
Chen & Zhu, 2022; Mohammadin et al., 2015; Nelson et al., 2016; Palos et al., 2022). En las
otras especies de referencia encontramos mas del 49.52 % de los lincRNAs conservados
como ancestrales. La conservacion de los lincRNAs en bloques sinténicos puede ser
relacionado en algunos casos con la regulacion en cis que este puede llegar a tener con los
genes codificantes vecinos, pero no siempre es el caso. Un ejemplo de un lincRNA con accion
en trans es IPS1, encontrado ampliamente conservado en el reino vegetal (Burleigh &
Harrison, 1999; C. Y. Huang et al., 2011; C. Liu et al., 1997; Oono et al., 2013; Y. Zhu et al.,
2022), y con funcién conservada al actuar como esponja del miR399 para la homeostasis del
fosfato (Burleigh & Harrison, 1999; Franco-Zorrilla et al., 2007b; C. Liu et al., 1997; Shin et al.,
2006a). En este trabajo, lo identificamos conservado por sintenia y microhomologia presente
a lo largo de la filogenia.

Adicionalmente, identificamos 58 genes de lincRNAs con anotacion funcional y expresion
dentro de los lincRNAs conservados por sintenia y microhomologia. Entre los que
encontramos al lincRNA IPS1, TAS4, npc60, npc536, npc375, npcl56, FLAIL, FLINC,
ENODA40, entre otros. Algunos de los cuales no se habian reportado conservados por estos
métodos o0 en algunas de las especies analizadas como es el caso del lincRNA ENODA40, el
cual habia sido previamente analizado en A. thaliana y B. rapa, pero sin ser localizado en
estas por sintenia (Ganguly et al., 2021). Siendo importante destacar que dos de los motivos
identificados concuerdan con la estructura conservada del dominio 2 en este lincRNA.
Dominio que ha sido relacionado con sitios de unién a metales (Mg 1), siendo esencial para
organizar la estructura secundaria del RNA (Podkowinski et al., 2009). Permitiendo corroborar
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la localizacion de lincRNAs ortélogos mediante la blusqueda de pequefios motivos
conservados y prevalentes en la conservacion por estructura.

Por su parte, encontramos lincRNAs conservados por sintenia y microhomologia con
expresion érgano especifica en cada una de las especies, siendo mas abundantes los
lincRNAs con expresion en términos globales en esta etapa del desarrollo. De igual manera,
identificamos lincRNAs conservados solo por sintenia expresados en algin 6rgano y con
expresion global. Debido a esto podemos reforzar la idea sobre la importancia funcional en la
regulacion génica de los lincRNAs provenientes de regiones con muy baja conservacion y
con un blogue sinténico conservado, lo cual ha sido analizado previamente (L. Chen & Zhu,
2022; Palos et al., 2022). Siendo uno de los ejemplos mas importantes el lincRNA IPS1,
teniendo una conservacion de secuencia de apenas el 32 %, presenta una alta expresion
tanto en la parte aérea como en las raices y encontrando conservado por ambos métodos a
través de la familia Brassicaceae, hasta plantas vasculares como S. moellendorffii (Y. Zhu et
al., 2022).

Identificamos IncRNAs provenientes de la parte aérea y de las raices de 5 especies de la
familia Brassicaceae. Analizamos la conservacion por sintenia y microhomologia de los
IncRNAs provenientes de regiones intergénicas, encontrando mas del 48 % de conservacion
de los lincRNAs a través de las especies, de los cuales una pequefia proporcién se
encontraban expresados en esta etapa del desarrollo analizada. Aunque los resultados
obtenidos son solo de transcritos poliadenilados, excluyendo los que carecen de este rasgo.
No obstante, encontramos lincRNAs diferencialmente expresados en las raices y en la parte
aérea, ademas de tener algunos casos con expresion conservada en las especies. Lo cual
nos resalta de la importancia funcional de estos lincRNAs, asi como de las implicaciones en
su conservacion a lo largo de la evolucion, siendo importantes para la adaptaciéon y
supervivencia de las especies.

3.4 Conclusiones

Se identificaron los INCRNAs de 5 especies de la familia Brassicaceae, contando con 2490
lincRNAs en A. thaliana, 420 C. rubella, 644 T. parvula, 1840 B. rapa y 926 B. oleracea
provenientes de la parte aérea y raices.

En el andlisis de conservacion por sintenia y microhomologia, se identificaron 1932 genes de
lincRNAs conservados por sintenia y microhomologia en A. thaliana, 1425 lincRNAs en B.
rapa, 864 B. oleracea, 279 C. rubella y 337 T. parvula dentro de la familia Brassicaceae (11
especies). El resto de los lincRNAs se clasificaron en solo sintenia y especie especifica en
todas las especies. Contando con mas del 48 % de los lincRNAs conservados por ambos
métodos (sintenia y microhomologia) y localizados hasta la especie basal A. arabicum.

La metodologia empleada nos permite la localizacién por coordenadas de los lincRNAs
duplicados en los diferentes genomas. Relacionando la conservacion de estos INcRNAs con
funciones importantes para la adaptacion, brindando un panorama sobre la evolucion de estos
lincRNAs a través de las especies.

Con relacion a su expresion, la mayoria de los lincRNAs presentaban patrones de expresion
global en las plantulas, siendo muy pocos de ellos 6rgano especificos con expresion
conservada entre las especies. Aunque podemos resaltar algunos ejemplos como los
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lincRNAs IPS1 y ENODA40. Lo cual refuerza la idea de que los lincRNAs cuentan con
funciones importantes en el desarrollo de las plantulas y también actian de forma especifica
en los distintos 6rganos.

Nuestros resultados proporcionan un aporte al analisis de los lincRNAs, asi como a los
mecanismos responsables de su conservacion por sintenia y microhomologia, teniendo la
oportunidad de visualizar los cambios de organizacion que pueden sufrir las plantas a lo largo
del tiempo, pero identificando contextos gendmicos conservados a pesar de estos cambios
en su genoma.
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Conclusiones generales

En esta tesis exploramos las posibles funciones biologicas de los lincRNAs en A. thaliana, los
cuales pueden llegar a diferir dependiendo de la etapa del desarrollo y 6rgano en el que se
localicen. Recordando la importancia de los IncRNAs como reguladores genéticos en las
especies, sin embargo aun es muy poca la informacion referente a su conservacion y funcién,
logramos identificar algunos de los lincRNAs con validez experimental como son: COOLAIR,
COLDAIR, ELENAL, y HID1, dentro de los médulos de co-expresion.

Dentro de la misma familia encontramos especies con relevancia econémica como son B.
rapa, B. oleracea y C. sativa, las cuales cuentan con duplicaciones en su genoma, sin
embargo, cuentan con una alta conservacién por sintenia en los genes codificantes
analizados. Por lo que, resulté interesante encontrar mas del 48 % de los lincRNAs
conservados dentro de bloques sinténicos y una parte de estos con multiples copias de cada
gen anotado en A. thaliana con respecto a estas tres especies con demanda econdmica.
Considerando que estos nuevos genes conservados y derivados de la duplicacion del
genoma pueden llegar a ser responsables de las ventajas adaptativas o econdémicas de estas
especies. Encontrando ejemplos como IPS1 para la homeostasis en carencia de fosfato y su
amplia conservacioén en el reino vegetal, lo cual llega a considerarlo uno de los lincRNAs mas
importantes que facilitaron la evolucién de las plantas terrestres actuales ante condiciones
adversas.
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Perspectivas

Enriquecer el analisis de co-expresion alimentando al programa con mas
transcriptomas con otras condiciones, como la induccion de hormonas. Ademas de
poder escalar el analisis a otras especies de la misma familia, como B. rapa o B.
oleracea.

Corroborar y localizar la expresion in vivo de los IncRNAs conservados por sintenia y
microhomologia. Ademas, analizar su expresion a lo largo del desarrollo en plantas
bajo condiciones normales.

Esperamos que los lincRNAs conservados por sintenia y microhomologia en todas las
especies, puedan ser retomados para analizar sus posibles funciones por medio de
los mddulos de co-expresiéon y pudiendo enfocar el andlisis en otras especies, ademas
de A. thaliana.

Analizar las funciones y mecanismos biol6gicos de los lincRNAs conservados solo por
sintenia mediante la generacion de mutantes (sobreexpresién y represion), no solo
analizarlo a nivel de plantula, si no llegar a escalar hasta su floracién y obtencion de
frutos.

Analizar la regulacion en cis y trans de los IncRNAs conservados (sintenia y
microhomologia), asi como sus posibles implicaciones biologicas.

A partir de las observaciones de las mutantes, se puede analizar la recuperacion
funcional de los lincRNAs empleando especies distantes evolutivamente (A. thaliana
con B. oleracea).

Analizar la expresion y posibles funciones de las mdltiples copias pertenecientes a
cada copia Unica de A. thaliana localizadas en C. sativa, B. rapa o en B. oleracea con
el fin de conocer los efectos de la domesticacion y adaptacién que han sufrido a lo
largo del tiempo.
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Archivos suplementarios

Datos suplementarios

e Capitulo 2: Anotacion y clasificacion funcional de IncRNAs en A. thaliana

Dataset S1. Nombre y posicion de los genes de lincRNAs en formato BED12, asi como la
longitud de su transcrito, CPAT score, localizacidbn gendmica, clasificacion y el nivel de
confidencia (LC o SM) (link: https://figshare.com/s/5d19c00590chd7fe73al).

Dataset S2. lincRNAs redundantes (o con mas de una clasificacion) en formato BED13,
(BED12 + columna de clasificacion) (link: https://figshare.com/s/859d12a6da94ba62c9fa).

Dataset S3. Tabla de la metadata e IDs de todos los transcriptomas empleados en este
proyecto (link: https://figshare.com/s/70¢c23951cda438d0fe35).

Dataset S4. Tabla de los valores de Tau obtenidos para los IncRNAs 6rgano-especificos (link:
https://figshare.com/s/5¢c47f80a3b2929ac45e4).

Dataset S5. Tabla de los INcRNAs y genes codificantes localizados en cada mdodulo con
WGCNA (link: https://figshare.com/s/0ca9c981b318c96f5f7c).
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https://figshare.com/s/5d19c00590cbd7fe73a1
https://figshare.com/s/859d12a6da94ba62c9fa
https://figshare.com/s/70c23951cda438d0fe35
https://figshare.com/s/5c47f80a3b2929ac45e4
https://figshare.com/s/0ca9c981b318c96f5f7c

e Capitulo 3: Conservacion de lincRNAs por sinteniay microhomologia

Especie

Anotaciéon de IncRNAs (BED12)

lincRNAs con los tipos de
conservacién (csv) *

lincRNAs y genes codificantes
conservados (sinteniay
microhomologia) y expresados

(tsv) (rlog)

A. thaliana (224
transcriptomas)

Dataset S1

A. thaliana (4
transcriptomas)

At THESIS IncRNAs annotated

bed.csv (Dataset S10)

At expression plot.tsv
(Dataset S15)

C.rubella (4
transcriptomas)

Cr IncRNAs clean2 RegRNAIDs.

bed (Dataset S6)

Cr THESIS IncRNAs annotated

bed.csv (Dataset S11)

Cr_expression plot.tsv
(Dataset S16)

T. parvula (4
transcriptomas)

Tp IncRNAs clean2 RegRNAIDs.

bed (Dataset S7)

Tp THESIS IncRNAs annotated

bed.csv (Dataset S12)

Tp expression plot.tsv
(Dataset S17)

B.rapa (4
transcriptomas)

Br IncRNAs clean2 RegRNAIDs.

bed (Dataset S8)

Br THESIS IncRNAs annotated

bed.csv (Dataset S13)

Br_expression plot.tsv
(Dataset S18)

B. oleracea (4
transcriptomas)

Bo IncRNAs clean2 RegRNAIDSs.

Bo THESIS IncRNAs annotated

bed (Dataset S9)

bed.csv (Dataset S14)

Bo expression plot.tsv
(Dataset S19)

* Los 3 tipos de conservacion son: “OnlySynteny”, “Species-specific’ y "ConservedBySyntenyandSequence".
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https://github.com/EveliaCoss/Anexos_tesis/blob/c11ee61dce570b32e79d184ed30c7b685fab436b/BED_files/At_THESIS_lncRNAs_annotated_bed.csv
https://github.com/EveliaCoss/Anexos_tesis/blob/c11ee61dce570b32e79d184ed30c7b685fab436b/BED_files/At_THESIS_lncRNAs_annotated_bed.csv
https://github.com/EveliaCoss/Anexos_tesis/blob/3347aec00256cc8fd27b423e757614a644f9cb2b/Expressed_Rlog_TPM/At_expression_plot.tsv
https://github.com/EveliaCoss/Anexos_tesis/blob/c11ee61dce570b32e79d184ed30c7b685fab436b/BED_files/Cr_lncRNAs_clean2_RegRNAIDs.bed
https://github.com/EveliaCoss/Anexos_tesis/blob/c11ee61dce570b32e79d184ed30c7b685fab436b/BED_files/Cr_lncRNAs_clean2_RegRNAIDs.bed
https://github.com/EveliaCoss/Anexos_tesis/blob/c11ee61dce570b32e79d184ed30c7b685fab436b/BED_files/Cr_THESIS_lncRNAs_annotated_bed.csv
https://github.com/EveliaCoss/Anexos_tesis/blob/c11ee61dce570b32e79d184ed30c7b685fab436b/BED_files/Cr_THESIS_lncRNAs_annotated_bed.csv
http://expressed_rlog_tpm/Cr_expression_plot.tsv
https://github.com/EveliaCoss/Anexos_tesis/blob/c11ee61dce570b32e79d184ed30c7b685fab436b/BED_files/Tp_lncRNAs_clean2_RegRNAIDs.bed
https://github.com/EveliaCoss/Anexos_tesis/blob/c11ee61dce570b32e79d184ed30c7b685fab436b/BED_files/Tp_lncRNAs_clean2_RegRNAIDs.bed
https://github.com/EveliaCoss/Anexos_tesis/blob/c11ee61dce570b32e79d184ed30c7b685fab436b/BED_files/Tp_THESIS_lncRNAs_annotated_bed.csv
https://github.com/EveliaCoss/Anexos_tesis/blob/c11ee61dce570b32e79d184ed30c7b685fab436b/BED_files/Tp_THESIS_lncRNAs_annotated_bed.csv
https://github.com/EveliaCoss/Anexos_tesis/blob/3347aec00256cc8fd27b423e757614a644f9cb2b/Expressed_Rlog_TPM/Tp_expression_plot.tsv
https://github.com/EveliaCoss/Anexos_tesis/blob/c11ee61dce570b32e79d184ed30c7b685fab436b/BED_files/Br_lncRNAs_clean2_RegRNAIDs.bed
https://github.com/EveliaCoss/Anexos_tesis/blob/c11ee61dce570b32e79d184ed30c7b685fab436b/BED_files/Br_lncRNAs_clean2_RegRNAIDs.bed
https://github.com/EveliaCoss/Anexos_tesis/blob/c11ee61dce570b32e79d184ed30c7b685fab436b/BED_files/Br_THESIS_lncRNAs_annotated_bed.csv
https://github.com/EveliaCoss/Anexos_tesis/blob/c11ee61dce570b32e79d184ed30c7b685fab436b/BED_files/Br_THESIS_lncRNAs_annotated_bed.csv
https://github.com/EveliaCoss/Anexos_tesis/blob/3347aec00256cc8fd27b423e757614a644f9cb2b/Expressed_Rlog_TPM/Br_expression_plot.tsv
https://github.com/EveliaCoss/Anexos_tesis/blob/c11ee61dce570b32e79d184ed30c7b685fab436b/BED_files/Bo_lncRNAs_clean2_RegRNAIDs.bed
https://github.com/EveliaCoss/Anexos_tesis/blob/c11ee61dce570b32e79d184ed30c7b685fab436b/BED_files/Bo_lncRNAs_clean2_RegRNAIDs.bed
https://github.com/EveliaCoss/Anexos_tesis/blob/c11ee61dce570b32e79d184ed30c7b685fab436b/BED_files/Bo_THESIS_lncRNAs_annotated_bed.csv
https://github.com/EveliaCoss/Anexos_tesis/blob/c11ee61dce570b32e79d184ed30c7b685fab436b/BED_files/Bo_THESIS_lncRNAs_annotated_bed.csv
https://github.com/EveliaCoss/Anexos_tesis/blob/3347aec00256cc8fd27b423e757614a644f9cb2b/Expressed_Rlog_TPM/Bo_expression_plot.tsv

Tablas suplementarias

Tabla S1. Informacion sobre los transcriptomas generados de la parte aérea y raices de las especies analizadas.

A 0,

Especie 0r9an | \jyestras BioProject | BioSample SRA* % Total de Reads
0s GC reads alineados
Parte | At_shoot SAMN21582 | SRR160930 46 36,075,40 | 31,423,07
aérea R1 179 81 9 3

_ Parte | At_shoot SAMN21542 | SRR160930 46 49,835,62 | 43,879,67

Arasbilstp aérea R2 PRINAT6 145 80 4 8

thaliana | Raice | At rootR | 2932 | sSAMN21542 | SRR160930 45 | 4050661 | 35,421,32
S 1 144 79 6 2
Raice | At_rootR SAMN21542 | SRR160930 45 40,231,17 | 35,455,57
S 2 146 78 0 2
Parte | Br_shoot SAMN30689 | SRR214854 49 42,619,78 | 36,226,78
aérea R1 713 87 1 8
Parte | Br_shoot SAMN30689 | SRR214865 47 42,858,02 | 35,172,38

Brassica | 23| R2 | pryNAg? 714 22 3 5

fapa | paice | BrrootR | 7244 | SAMN30689 | SRR214870 46 | 4009372 | 34,804.21
S 1 715 71 2 5
Raice | Br_rootR SAMN30689 | SRR214870 46 41,619,14 | 34,732,31
S 2 716 72 3 7
Parte | Bo_shoot SAMN30689 | SRR214916 29,022,62

Brassica | aérea R1 PRJINA87 795 82 46 9 3,087,072

oleracea 7256
Parte | Bo_shoot SAMN30689 | SRR214916 | 47 | 34,544,44 | 3,916,134
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aérea R2 796 81 2
Raice | Bo_rootR SAMN30689 | SRR214916 42.,661,49
. ) i o 46 ; 5,125,640
Raice | Bo_rootR SAMN30689 | SRR214916 24,173,64
. A L - 46 : 2,951,559
Parte | Cr_shoot SAMN30691 | SRR214988 38,871,03
aérea R1 554 93 46 3 5,415,288
apgrréz Cr_sgoot SAM5l\|5350691 SRR$4988 46 32,321,54 3,857 282
Capsella PRJINAS87
rubella | paice | cr rootR | 7295 | sSAMNZ0691 | SRR214988 46 | 3171633 | oo eae
s 1 556 91 7 900,
Raice | Cr_rootR SAMN30691 | SRR214988 27,839,79
. 2 phic ” 45 2 3,531,978
Parte | Tp_shoot SAMN30691 | SRR215042 | . | 38,007.40 | 31,824,54
aérea R1 650 37 2 9
| Parte | Tp_shoot SAMN30691 | SRR215042 | . | 43,067,27 | 36,256,50
Thzllllgngl aérea R2 PRINAS7 651 36 2 1
parvula | Raice | Tp_rootR | 7%%8 | sSAMN30691 | SRR215042 4, | 4806879 | 38,370,30
s 1 652 35 8 3
Raice | Tp_rootR SAMN30691 | SRR215042 | . | 4011174 | 33,349,66
s 2 653 34 4 8

*Los datos son Paired-end (Forward and reverse data), R = Réplica biol6gica, At = Arabidopsis thaliana, Br = Brassica rapa, Bo = Brassica
oleracea, Cr = Capsella rubella, Tp = Thellungiella parvula.
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Tabla S2. IncRNAs con funciones conocidas con valores altos de Tau en un solo érgano.

Gene ID Tissue/organ Tau INncRNA
AT2G34655 petiole 0.657 APOLO
AT5G03545 root 0.583 AT4
AT5G03545 plant callus 0.572 AT4
AT4G06195 hypocotyl 0.81 AT4G06195
AT4G06195 cotyledon 0.788 AT4G06195
AT4G06195 whole plant 0.543 AT4G06195
AT4G08415 embryo 1 AT4G08415
AT5G01155 SAM 0.739 AT5G01155
AT5G01155 flower 0.699 AT5G01155
AT5G01155 silique 0.559 AT5G01155
AT5G01675 seed 0.902 COOLAIR
AT5G01675 embryo 0.707 COOLAIR
AT1G21529 plant callus 0.975 DRIR
AT4G16355 petal 0.946 ELENA1
AT1G08103 SAM 0.913 FLINC
AT2G35747 SAM 1 HID1
AT3G09922 plant callus 0.874 IPS1
AT3G09922 root 0.836 IPS1
AT3G09922 cotyledon 0.609 IPS1
AT5G00580 seedling 0.957 MARS
AT5G00580 root 0.868 MARS
AT2G27400 hypocotyl 0.596 TASla
AT2G27400 cotyledon 0.566 TASla
AT2G27400 SAM 0.542 TASla
AT2G27400 root 0.54 TASla
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Tabla S3. Genomas empleados en este trabajo.

Especies Ensembl ID Recursos
Arabidopsis thaliana GCA _000001735.1 Ensembl
TAIR10 Plantas/Araportll

Arabidopsis lyrata

GCA_000004255.1

Ensembl Plants

Arabidopsis halleri GCA _900078215.1 Phytozome V13
Aethionema arabicum GCA _000411095.1 NCBI
Arabis alpina GCA_000733195.1 NCBI
Bochera stricta GCA _002079875.1 NCBI

Brassica rapa

GCA_000309985.1

Ensembl Plants

Brassica oleracea

GCA_000695525.1

Ensembl Plants

Camelina sativa GCA_000633955.1 NCBI
Capsella rubella GCA _000375325.1 Phytozome v13
Thellungiella parvula GCA_000218505.1 NCBI
Eutrema salsugieum GCA _000478725.1 NCBI
Tabla S4. Archivos de anotacion de cada especie analizada.
Especies Recursos

Arabidopsis thaliana

Ensembl Plants (TAIR10/Araport11)

Brassica rapa

Ensembl Plants

Brassica oleracea

Ensembl Plants

Capsella rubella

Phytozome v13

Thellungiella parvula

Thellungiella.org (Schrenkiella parvula/Eutrema parvulum,
version 2)

Tabla S5. Archivos empleados para la anotacion de T. parvula.

Files

Recursos

Genome 1 (G1)

NCBI (Schrenkiella-parvula_eutrema-parvulum_v01.genome.fa)

Genome 2 (G2)

Thellungiella.org (Thellungiella_parvula_v2.fa)

Annotation file

Thellungiella.org (Schrenkiella parvula/Eutrema parvulum, version 2)
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(G2)

Annotation file
created (G1)

Thellungiella parvula v2.gtf

Tabla S6. Archivos empleados para OrthoFinder.

Species coding Peptides file Source Genome
genes version
Arabidopsis 27,628 | Arabidopsis_thaliana. TAIR Ensembl TAIR10/Arap
thaliana 10.pep.all.fa.gz Plants ortll
Arabidopsis lyrata 32,667 Arabidopsis_lyrata.v.1.0.p Ensembl 1.0
ep.all.fa.gz Plants
Arabidopsis halleri 32,158 Arabidopsis_halleri.Ahal2. Ensembl 2.2
2.pep.all.fa.gz Plants
Camelina sativa 89,275 Camelina_sativa.Cs.pep.a Ensembl 1
Il.fa.gz Plants
Capsella rubella 27,682 Crubella_474_v1.1.protein Phytozome 11
_primaryTranscriptOnly.fa. v13
gz
Arabis alpina 21,609 Arabis_alpina.A_alpina_V Phytozome 4
4.pep.all.fa.gz v13
Bochera stricta 27,416 Bstricta_278 v1.2.cds_pri Ensembl 1.2
maryTranscriptOnly.fa.gz Plants
Brassica oleracea 59,220 Brassica_oleracea.BOL.p Ensembl 1
ep.all.fa.gz Plants
Brassica rapa 41,018 Brassica_rapa.Brapa_1.0. Ensembl 1.0
pep.all.fa.gz Plants
Thellungiella 26,847 Sparvula_574 v2.2.transc Phytozome 2.2
parvula ript_primaryTranscriptOnly v13
fa.gz
Eutrema 26,847 Eutrema_salsugineum.Eut Ensembl 1.0
salsugineum salgl_0.pep.all.fa.gz Plants
Aethionema 22,230 aeth.pep SynNet 2.5
arabicum

Aethionema arabicum lo obtuve de https://github.com/zhaotao1987/SynNet-Pipeline
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https://github.com/EveliaCoss/Anexos_tesis/blob/4d397d632b582b760c8de5e76da1ffdf51e5679f/GTF_files/Thellungiella_parvula_v2.gtf
https://github.com/zhaotao1987/SynNet-Pipeline

Tabla S7. Porcentaje de ortogrupos conservados de genes codificantes.

Especies de referencia

Especies* Ae Ah Al Ah Bs Bo Br Cs Cr Tp Es
Ah 93.04 100 89.41 91.67 91.33 76.48 82.98 77.76 91.64 92.19 92.42
Al 92.99 91.67 100 93.93 92.53 77.15 83.07 78.91 92.86 92.38 93.45
At 95.24 89.04 88.99 100 94.66 77.78 84.41 78.79 94.58 94.48 95.49
Bo 93.60 85.42 84.06 89.44 90.95 100 93.86 78.56 90.15 93.25 93.42
Br 93.50 84.90 82.91 88.93 90.20 85.98 100 76.16 89.80 93.01 92.91
Cs 95.92 90.81 89.89 94.73 95.34 82.14 86.92 100 96.40 95.23 96.19
Cr 94.53 88.08 87.06 93.60 94.48 77.58 84.35 79.34 100 94.11 94.94
Es 93.67 84.58 83.43 89.97 90.98 76.54 83.10 75.38 90.39 92.76 100
Tp 93.55 83.93 82.04 88.56 89.82 76 82.76 74.23 89.14 100 92.28
Ae 100 72 70.20 75.88 77.04 64.85 70.72 63.56 76.11 79.52 79.21
Bs 94.64 86.83 85.82 92.66 100 77.42 83.81 77.61 93.46 93.80 94.52

Abreviacion de los nombres de las especies: Ah = Arabidopsis halleri, Al = Arabidopsis lyrata, At = Arabidopsis thaliana, Bo = Brassica oleracea,
Br = Brassica rapa, Cs = Camelina sativa, Cr = Capsella rubella, Es = Eutrema salsugineum, Tp = Thellungiella parvula, Ae = Aethionema
arabicum, Bs = Boechera stricta.
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Tabla S8. Distribucion de los genes codificantes ortélogos y IlincRNAs ortélogos
(conservados por sintenia y microhomologia) con expresion en cada 6rgano y especie.

. : Expresion Genes Proporcién
Especie Tipo localizada exprzsado Total (%)
A. thaliana lincRNA global 700 783 89.4
A. thaliana lincRNA Raices 40 783 5.11
A. thaliana lincRNA Parte aérea 43 783 5.49
A. thaliana Genes codificantes global 10876 23293 46.69
A. thaliana Genes codificantes Raices 6249 23293 26.83
A. thaliana Genes codificantes Parte aérea 6168 23293 26.48
B. oleracea lincRNA global 410 826 49.64
B. oleracea lincRNA Raices 250 826 30.27
B. oleracea lincRNA Parte aérea 166 826 20.1
B. oleracea Genes codificantes global 15643 29370 53.26
B. oleracea | Genes codificantes Raices 7280 29370 24.79
B. oleracea | Genes codificantes Parte aérea 6447 29370 21.95
B. rapa lincRNA global 659 997 66.1
B. rapa lincRNA Raices 173 997 17.35
B. rapa lincRNA Parte aérea 165 997 16.55
B. rapa Genes codificantes global 16533 28622 57.76
B. rapa Genes codificantes Raices 6144 28622 21.47
B. rapa Genes codificantes Parte aérea 5945 28622 20.77
C. rubella lincRNA global 157 267 58.8
C. rubella lincRNA Raices 65 267 24.34
C. rubella lincRNA Parte aérea 45 267 16.85
C. rubella Genes codificantes global 10025 21887 45.8
C. rubella Genes codificantes Raices 6182 21887 28.25
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C. rubella Genes codificantes Parte aérea 5680 21887 25.95
T. parvula lincRNA global 293 494 59.31
T. parvula lincRNA Raices 124 494 25.1
T. parvula lincRNA Parte aérea 77 494 15.59
T. parvula Genes codificantes global 11779 19395 60.73
T. parvula Genes codificantes Raices 4050 19395 20.88
T. parvula Genes codificantes Parte aérea 3566 19395 18.39
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Tabla S9. AtlincRNAs conservados (por sintenia y microhomologia) y anotados como funcionales en EviIncRNA v2.0.

., Expresion
. . Especies con | GenelD en otras Expresmn localizada en
EvincRNA ID| AtlincRNA genelD |[AtlincRNA ., : localizada en
expresion especies . las otras
A. thaliana .
especies
B. rapa, B. BrRegRNA_26595, . .
N/A AT3G25795 TAS4 olereacea BoRegRNA_31881 raices raices
pri-
N/A AtRegRNA 9454 miR858a - - global -
EL2785 AT4G12735 npc60 - - global -
B. rapa, B. Bra004062,
EL2784 AT1G67920 npc536 olereacea, T. Bo79050320, raices global
parvula Tp5922920
EL2779 AtRegRNA 12326 npc375 - - global -
EL2774 AT4G04692 npcl56 - - parte aérea -
MARS/At5 .
N/A AT5G00580 NCO66580 - - raices -
IncCOBRA
N/A AT3G05655 5/At3NC04 - - global -
0900
IncCOBRA
N/A AT3G03435 3/At3NCO02 B. rapa BrRegRNA_15395 global -
0890
IncCOBRA
N/A AT1G05913 1/At1INCO3 - - global -
1460
LINC-
EL1794 AT4G09445 AP2/AANC - - global -
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069370

B. rapa, T. BrRegRNA 3639, , global(Br) y
EL1331 AT3G09922 IPS1 parvula TpRegRNA_16718 parte aérea raices (Tp)
EL1181 AT2G18440 GUT15 - - parte aérea -
FLINC/At1
EL1004 AT1G08103 NCO78930 B. olereacea |BoRegRNA_31476 global global
N/A AT2G18735 FLAIL - - global -
EL0872 AT1G10682 enod40 B. rapa BrRegRNA 14445 raices raices
EL0872 AtRegRNA 1474 enod40 T. parvula TpRegRNA 816 raices raices
ELO864 AT4G16355 ELENA1 - - global -
EL0450 AT2G18440 AtGUT15 - - parte aérea -
ELO437 AT5G24735 ATSC;ZMS - - global -
EL0435 AT5G15022 ATSCZISOZ B. olereacea | BoRegRNA 3830 global raices
EL0434 AT5G07322 AT5C20732 B. rapa BrRegRNA_6752 raices raices
EL0433 AT5G06165 ATSC;0616 B. rapa BrRegRNA_6707 global global
ELO433 AtRegRNA 33960 AT5650616 - - global -
EL0432 AT5G03285 ATSC;OBZS - - global -
ELO428 AtRegRNA 30196 At4N1%0472 - - global -
ELO427 AT4G40065 AT4(Z4006 - - raices -
ELO426 AT4G38932 AT4C;3893 - - global -
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AT4G3097

ELO424 AT4G30975 5 - - global -
ELO421 AT4G14548 AT4(21454 - - parte aérea -
ELO419 AT4G08035 AT4650803 - - global -
ELO418 AT4G06701 AT4C;O670 - - raices -
ELO417 AT4G03811 AT4C20381 - - global -
ELO413 AT1G08165 At4-3 B. olereacea |BrRegRNA_ 24772 global raices
ELO412 AT2G08825 At4-2 B. olereacea |BoRegRNA_ 12954 global parte aérea
ELO407 AT3G61198 ATBC;GMQ - - global -
EL0405 AT3G59765 AT3655976 - - global -
AT3G5715| B.rapa, T. Bra007307, . .
ELO404 AT3G57157 7 parvula Tp5g05420 raices raices
ELO402 AT3G52748 AT3C;5274 - - raices -
EL0401 AT3G52742 AT3C;5274 - - global -
ELO399 AT3G48115 ATSC;A'SM - - raices -
ELO398 AT3G45638 AT324563 - - global -
EL0397 AT3G44798 ATBC;M?Q - - global -
EL0396 AT3G29644 AT3G2964 - - global -
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4

EL0394 AT3G27884 ATSC:‘Z?% - - raices -
ELO393 AT3G13277 ATBG71327 - - global -
ELO391 AT3G06125 AT3C;O612 - - global -
ELO386 AT2G46192 ATZC;4619 - - global -
ELO0383 AT2G44995 ATZC;4499 C. rubella CrRegRNA_20009 global global
ELO0380 AT2G42485 ATZC;4248 - - parte aérea -
ELO374 AT2G31585 AT2653158 - - raices -
ELO372 AT2G18735 AT2C;1873 - - global -
ELO371 AT2G15555 ATZC;:LSSS - - global -
ELO369 AT2G14878 ATZC;1487 - - raices -
ELO367 AT2G06002 ATZC;%OO - - parte aérea -
ELO358 AT1G67105 ATlC;B?lO - - parte aérea -
ELO355 AT1G57835 ATli5783 - - raices -
ELO351 AT1G31935 ATlC;3193 B. rapa Bra033864 raices global
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AT1G2655

ELO350 AT1G26558 8 - - global -
ELO0346 AT1G16635 AT1651663 - - global -
EL0340 AT1G11175 AT1651117 - global -
ELO0339 AT1G10682 AT1C;1068 B. rapa BrRegRNA 14445 raices raices
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Tabla S10. Ubicacion de las copias localizadas de AtIPS1 a través de las especies.

Especie Cromosoma Inicio Fin strand
Camelina_sativa_CM002747.1 AT3G09920 4115421 4121703 -
Camelina_sativa_CM002747.1 AT3G09922 4128308| 4128943 +
Camelina_sativa_CM002747.1 AT3G09925 4129186| 4130230 -
Camelina_sativa_CM002747.1 AT3G09930 4130669| 4134585 +
Camelina_sativa_CM002747.1 AT3G09940 4135217 4138085 -
Camelina_sativa_CM002747.1 AT3G09950 4138846| 4139497 -
Camelina_sativa_CM002743.1 AT3G09920 3983414| 3989546 -
Camelina_sativa_CM002743.1 AT3G09922 3995943 3996556 +
Camelina_sativa_CM002743.1 AT3G09925 3996675| 3997735 -
Camelina_sativa_CM002743.1 AT3G09930 3998179| 4000585 +
Camelina_sativa_CM002743.1 AT3G09940 4001180| 4011149 -
Camelina_sativa_CM002743.1 AT3G09950 4011953| 4012572 -
Camelina_sativa_CM002729.1 AT3G09920 3801137| 3807557 -
Camelina_sativa_CM002729.1 AT3G09922 3814252| 3815148 +
Camelina_sativa_CM002729.1 AT3G09925 3815390/ 3823816 -
Camelina_sativa_CM002729.1 AT3G09930 3817110| 3826513 +
Camelina_sativa_CM002729.1 AT3G09940 3819691 | 3829839 -
Camelina_sativa_CM002729.1 AT3G09950 3830615| 3831209 -
Eutrema_salsugineum_NW_006256829.1 AT3G09922 854137 | 854751 +
Eutrema_salsugineum_NW_006256829.1 AT3G09930 870736 | 878353 +
Eutrema_salsugineum_NW_006256885.1 AT3G09920 6349174| 6852836 -
Eutrema_salsugineum_NW_006256885.1 AT3G09922 6341544| 6342162 +
Eutrema_salsugineum_NW_006256885.1 AT3G09925 6339982| 6340938 -
Eutrema_salsugineum_NW_006256885.1 AT3G09930 6336327| 6338862 +
Eutrema_salsugineum_NW_006256885.1 AT3G09950 6335408| 6336012 -
Thellungiella_parvula_CM001192.1 AT3G09922 1740916(17409793 +
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7

Thellungiella_parvula_ CM001192.1 AT3G09930 1738262(17395630
6
Thellungiella_parvula_CM001189.1 AT3G09920 2323033| 2777855
Thellungiella_parvula_ CM001189.1 AT3G09922 2783570| 2784135
Thellungiella_parvula_CM001189.1 AT3G09925 2784135| 2785026
Thellungiella_parvula_ CM001189.1 AT3G09930 2785761| 2788309
Thellungiella_parvula_CM001189.1 AT3G09950 2788743| 2789286
Brassica_rapa_A05 AT3G09920 2221171|22216825
0
Brassica_rapa_A05 AT3G09922 2219802(22199048
4
Brassica_rapa_A05 AT3G09925 2219643|22197737
0
Brassica_rapa_A05 AT3G09930 2219463|22195146
1
Brassica_rapa_A05 AT3G09950 2219207|22192643
2
Brassica_rapa_A10 AT3G09922 1707399(17074607
7
Brassica_rapa_A03 AT3G09920 1562028(15620644
5
Brassica_rapa_A03 AT3G09922 499257 (15727668
Brassica_rapa_A03 AT3G09925 1572555(15726692
5
Brassica_rapa_A02 AT3G09922 1853317 1853925
Brassica_rapa_A02 AT3G09930 1865050( 1870047
Brassica_rapa_A01 AT3G09920 2780406|27804440
3
Brassica_rapa_A01 AT3G09922 2751038|27510870
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6

Brassica_oleracea_C9 AT3G09922 5387112|53874708
7
Brassica_oleracea_C7 11147597 1114868|{AT3G099
3 22
Brassica_oleracea_C7 11149246 1114931[{AT3G099
3 25
Brassica_oleracea_C5 AT3G09920 4307774|43082646
8
Brassica_oleracea_C5 AT3G09922 4304385|43044628
2
Brassica_oleracea_C5 AT3G09925 4304100(43042277
1
Brassica_oleracea_C5 AT3G09930 4303419|43034741
7
Brassica_oleracea C5 AT3G09950 4303131|43031881
0
Brassica_oleracea_C3 AT3G09920 2355610(23556458
0
Brassica_oleracea_C3 AT3G09922 642587 (23697765
Brassica_oleracea_C3 AT3G09925 2369562|37502978
6
Brassica_oleracea_C3 AT3G09930 665494 | 676379
Brassica_oleracea_C2 AT3G09922 697736 | 698360
Brassica_oleracea C2 AT3G09930 707076 | 716082
Brassica_oleracea_C1 AT3G09920 4148070)|41481121
0
Brassica_oleracea C1 AT3G09922 4097904140979531
4
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Figuras suplementarias

81,630 transcripts

|

Length 2200 nt
[infoseq] l 74,022

7,608

No similar nucleotide/amino acid sequence to proteins. And 57 145

no protein domain and signal peptide.

[blastx and blastp, Uniprot database] 16,877

[hmmer and signal, Pfam database]
OREF longer than 100 aa.
[getORF] | 8,830

Remove transcripts related with non-
redundant proteins.

8,047
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973 Hypothetical
protein

[blastn, NCBI nr database]
7277

No overlap with tRNA, rRNA and
mitochondrial (Mt) genes.

[blastn, infernal and grep] 7,216

Delete IncRNAs with introns length
more than 6000 bp.

[get_intron_gtf_from_bed.pl] 7,187

Review all annotations individually on
Araport for related proteins.
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6,764 genes of IncRNAs in A. thaliana genome.
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Figura S1. Diagrama de los filtros empleados para la identificacion de IncRNAs.
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Figura S2. Distribution of values of Tau. a) Cut-off point of Tau (0.54) values. b) Boxplot with
top values of Tau in IncRNAs and mRNAs. LncRNAs have significantly higher values than
MRNAs (Wilcoxon text p = 2.2 e-16).
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Figura S3. Network topology analysis. Various soft-thresholding powers (x-axis) are shown
for the scale free topology fit index (A) and mean connectivity (B) (y axis). Based on these
analyses we selected a power (3 soft threshold of 12. The red line in panel A corresponds to
using an R"2 cut-off of h=0.9.
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Figura S4. Coding potential assessment of Araportll coding genes (ochre) and SM non-
coding (aqua) a) Boxplot with CPAT coding potential values for both gene sets. LhcRNAs have
significantly lower coding potential values than mRNAs (Wilcoxon test p < 10 x e-15). b)
Percentage of both classes classified by CPAT as coding (coding potential > 0.5), non-coding
(coding potential <= 0.5), high confidence coding (coding potential >= 0.9 ) and high
confidence non-coding (coding potential <= 0.1).
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Figura S5. a) Proportion of the number of exons contained in the INcRNAs and coding genes.
b) Proportion of the average size of the IncRNAs compared to the coding genes.
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Figura S6. Comparison of each of the categories of INcRNAs present in Araportll against the
categories of the newly generated annotation.
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Figura S7. Novel IncRNAs per module. Proportion of novel IncRNAs (without annotation in
Araport11) in each co-expression module and classified by biotype (Intergenic (lincRNA) -
blue, Intronic - purple, NAT - pink, Sense-exonic - yellow).
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Figura S8. Eigengene expression per module for modules 1, 32, 33 and 36, chloroplast
organization and photosynthesis functional category (4 modules with 409 IncRNAS).
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Figura S9. Eigengenes expression per module for modules 3, 4, 16 and 17; RNA regulation
and transcription functional category (4 modules with 375 INCRNAS).
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Figura S10. Eigengene expression per module for modules 5, 7, 14, 19 and 26; root
development and response to root-related stress functional category (5 modules with 125
INcRNAS).
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Figura S11. Eigengene expression per module for modules 10, 20, 28, 35 and 37; protein
labeling and transport functional category (5 modules with 117 InCRNAS).
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Figura S12. Eigengene expression per module for modules 2, 8, 12, 23 and 45; cell division
functional category (5 modules with 112 IncRNAS).
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Figura S13. Eigengene expression per module for modules 6, 27 and 31; lipids and
membranes functional category (3 modules with 97 IncRNAS).
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Figura S14. Eigengene expression per module for modules 11, 15, 24 and 29; response to
pathogens functional category (4 modules with 72 IncRNAS).
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Figura S15. Eigengene expression per module for modules 9 and 25; DNA repair functional
category (2 modules with 61 INCRNAS)
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Figura S16. Eigengene expression per module for modules 18, 21, 22, 38 and 39; response
to stress functional category (5 modules with 17 IncRNAS).
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Figura S17. Distribucion del nimero de exones y el tamafio del transcrito maduro en los
lincRNAs identificados en cada una de las especies analizadas. (A) Nimero de exones y (B)
tamafo del transcrito maduro de los lincRNAs identificados a partir de los transcriptomas
generados en plantulas (parte aéreay raices, ~ 8 dias después de la germinacion).
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Figura S18. Tamafio de los motivos encontrados en el andlisis de microhomologia.
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Tissue  Specie Normalized Counts (rlog) Conservation
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Figura S20. Patrones de expresion de los 2490 genes de lincRNAs identificados en A.
thaliana en las otras especies de referencia. Los tipos de conservacion identificados en
cada lincRNA de A. thaliana se localizan en la parte derecha del heatmap. En la parte superior
se encuentran las diferentes especies y 6rganos empleados para generar los transcriptomas
(raices y parte aérea).
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Figura S21. Patrones de expresion de los lincRNAs (990 genes) expresados en A.
thaliana en las otras especies de referencia. De los 2490 genes, encontramos 990 genes
con expresion en A. thaliana. Los tipos de conservacion identificados en cada lincRNA de A.
thaliana se localizan en la parte derecha del heatmap. En la parte superior se encuentran las
diferentes especies y 6rganos empleados para generar los transcriptomas (raices y parte
aérea).
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Figura S22. Patrones de expresion de los lincRNAs conservados por sintenia y
microhomologia (772 genes) en A. thaliana. Los tipos de conservacion identificados en
cada lincRNA de A. thaliana se localizan en la parte derecha del heatmap. En la parte superior
se encuentran las diferentes especies y 6rganos empleados para generar los transcriptomas
(raices y parte aérea).

127



/] AT4G30975

[ ] ] AT1G46554
AT1G75945

[ | AT3G27884
— AT4G22545
AT4G02885
AT2G00410
AT5G00470
. AT3G00350
AT3G04854
AT1G08815
AT3G06505
AT1G03106
AT4G31408
AT2G07637
AT1G08443
AT3G29644
AT2G35738
AT2G00580
AT4G17098
AT1G07557
AT3G27495
AT1G09765
AT3G07445
AT4G03085
AT2G00400
AT4G06180
AT5G00370
AT4G03195
AT5G04267
AT4G05675
AT4G09635
AT4G05995
AT1G60545

Tissue  Specie Normalized Counts (rlog) Conservation
Wroot WA thaliana i U W onlySynteny
M shoot [ B.oleracea -2 0 4 8 125
M B. rapa
B C. rubella
T. parvula

Conservation

Figura S23. Patrones de expresion de los lincRNAs conservados solo por sintenia (34
genes) en A. thaliana. Los tipos de conservacion identificados en cada lincRNA de A.
thaliana se localizan en la parte derecha del heatmap. En la parte superior se encuentran las
diferentes especies y 6rganos empleados para generar los transcriptomas (raices y parte
aérea).
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Publicaciones

Como parte final de esta tesis me gustaria recalcar que todos los resultados producidos en
este trabajo de tesis, tienen como finalidad aportar y apoyar en el entendimiento de los
IncRNAs y su evolucién en las plantas. Por lo que, con los resultados de esta tesis se ha
generado uno de los articulos contemplados, mientras que el otro permanece en proceso. A
continuacioén enlisto el plan de publicaciéon y el contenido de cada uno de los articulos:

e Articulo 1: Coss-Navarrete, Evelia L.*; Corona-Gomez, José Antonio*; Garcia-Lopez,
Irving J; Pérez-Patifio, Jaime Alejandro; Ferndndez-Valverde, Selene L, 2022. *Co-
autores. “Transcriptome-guided annotation and functional classification of long
non-coding RNAs in Arabidopsis thaliana” publicado en Scientific Reports.

o En este articulo, generamos un nuevo archivo de anotacién de IncRNAs, los
clasificamos de acuerdo a su contexto genémico e inferimos sus posibles
funciones biol6gicas mediante el empleo de redes de co-expresion.

e Articulo 2: Coss-Navarrete, Evelia L.*Corona-Gomez José Antonio, Gillmor Stewart,
Hurst Laurence, Oktaba Katarzyna, y Fernandez-Valverde Selene L. Titulo propuesto:
“Syntenic and microhomology conservation of plant lincRNAs”.

o Este articulo tiene como objetivo analizar la conservacion de los lincRNAs por
sintenia y microhomologia, empleando nueva anotacién del articulo 1 para A.
thaliana y generando nuevas anotaciones para 4 especies mas de la misma
familia. Con el fin de entender la expresién conservada de los lincRNAs en la
parte aérea y raices a través de las especies.

o Actualmente se encuentra en escritura, por lo que, considerando que los
analisis contemplados han sido finalizados, esperamos poder terminar este
articulo y someterlo el afio que viene.
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https://www.nature.com/articles/s41598-022-18254-0

