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Two new miRNAs identified in bovine ovary
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SUMMARY

The microRNAs (miRNAs) that participate in regulating oocyte growth and oocyte-embryo transition must be identified and characterised to understand
maturation, fertilization and embryo development mechanisms in bovine reproduction. With the purpose of identifying new miRNAs that may play a role in
oocyte maturation and early embryogenesis, a miRNAs genome library from bovine ovarian was developed. After analysing concatamers from 40 clones,
two new miRNAs were identified and labeled bta-mir-8548 and bta-mir-8549. These miRNAs showed a stable stem-loop structure in accordance with
established miRBase parameters. bta-mir-8548 was found at chromosome 8 in an intronic region between exons 1 and 2 of the MRSA gene (methionine
sulfoxide reductase) suggesting that it may play a role in regulating oxidative stress during oocyte maturation. In the same way, bta-mir-8549 was found at
chromosome 7 in the intergenic region between genes tRNA-Cys and GBPg5. The mature form of bta-mir-8549 showed the conserved sequence of the bra-
let-7 family, which is associated with oocyte maturation. With the purpose of locate the correct place of bta-mir-8549 into the family of miRNA bta-let-7 a
phylogenetic study was conducted. The cladogram generated from genetic distances between the various bta-let-7 miRNAs showed that bra-mir-8549 was
located monophyletically with bta-lec-7c, while the rest of the bta-let-7 miRNAs were located in different clades. It was concluded that bta-mir-8548 and
bta-mir-8549 are new bovine ovarian miRNAs that may act on the mechanisms regulating oocyte maturation and embryonic development.

Key words: microRNAs, oocyte, embryonic development.

RESUMEN

Para entender los mecanismos de maduracion, fertilizacién y desarrollo embrionario en el ganado bovino, es necesario la identificacién y
caracterizacion de microRNAs (miRNAs) involucrados en la regulacion del crecimiento del ovocito y la transicién ovocito-embrién. Con el objetivo de
identificar nuevos miRNAs, con una posible funcién dentro del proceso de maduracion del ovocito y de embriogénesis temprana, se realizé una librerfa
gendémica con miRNAs provenientes de ovarios de vacas de rastro. Al analizar los concatdimeros de 40 clonas se identificaron dos nuevos miRNAs,
bta-mir-8548 y bta-mir-8549, cuyos pre-miRNA mostraron una estructura tallo-burbuja estable, segtin los pardmetros establecidos por el miRBase. El
bta-mir-8548 se ubicé en el cromosoma 8 en una region intrénica entre los exones 1y 2 del gen MRSA (metionina sulféxido reductasa), sugiriendo
que puede tener una funcién en la regulacién del estrés oxidativo durante la maduracién del ovocito. El bta-mir-8549 se ubicé en el cromosoma 7 en
la region intergénica entre los genes tRNA-Cys y GBPg5. La forma madura de este miRNA mostré la secuencia conservada propia de la familia de
miRNAs bta-let-7, 1os cuales estdn relacionados con los procesos de maduracién del ovocito. Para ubicar el lugar de bta-mir-8549 dentro de la familia de
miRNAs bta-let-7 se realizé un estudio filogenético. El cladograma generado a partir de las distancias genéticas entre los miRNAs bta-let-7 indicé que
bta-mir-8549 se situé de forma monofilética con bta-let-7c, mientras que el resto de los bta-let-7 quedaron ubicados en clados diferentes. En conclusion,
bta-mir-8548'y bta-mir-8549 son nuevos miRNAs aislados de ovario bovino los cuales podrian actuar en los mecanismos de regulacion de la maduracién
del ovocito y durante el desarrollo embrionario.

Palabras clave: mRNAs maternos, ovocito, desarrollo embrionario.

INTRODUCCION

La activacién del genoma embrinario ocurre dependien-
do de la especie en diferentes etapas del desarrollo embrio-
nario, en el ganado bovino esta activacion se presenta en el
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embrion de 8 a 16 células (Telford y col 1990), a diferen-
cia del ratén donde ocurre en la etapa de 2 c€lulas (Schultz
1993) o del humano donde se presenta en la etapa embrio-
naria de 8 células (Telford y col 1990). Durante este proce-
so existe una degradacion de RNAs mensajeros (mRNAs)
maternos que fueron almacenados en el ovocito durante la
ovogénesis (Bettegowda y col 2008). Esta degradacion de
transcritos maternos es un evento esencial para que la em-
briogénesis temprana se desarrolle de forma adecuada (Li
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y col 2010). En especies como el ratén (Tang y col 2007),
pez cebra (Giraldez y col 2006) y pez trucha arcoiris (Ra-
machandra y col 2008), se relaciona con la accién de los
microRNAs (miRNAs) que al reconocer el 3"'UTR de un
mRNA materno promueven su degradacién o bloquean su
traduccién. Los miRNAs son RNAs con una longitud de
22 a 24 nucledtidos de largo, estan codificados dentro de re-
giones intergénicas y regiones intrénicas. Los primeros se
expresan bajo la accién de la RNA polimerasa Il y se deno-
minan microRNA primario (pri-miRNA), son procesados
por un complejo ribonucleico proteico compuesto por la
enzima Drosha y la proteina DGCRS8 que cortan al pri-miR-
NA y lo dejan en una estructura de tallo-burbuja que se de-
nomina microRNA precursor (pre-miRNA). Los miRNAs
que se encuentran codificados en regiones intrénicas se ex-
presan de acuerdo al gen donde se encuentren, formando
lo que se conoce como mirtron, y son liberados durante el
empalme de exones en forma de tallo burbuja. Sea cual sea
la via de procesamiento del tallo-burbuja, el resultado es
el mismo un pre-miRNA que es exportado al citoplasma a
través de la proteina exportina 5, donde es procesado por la
enzima DICER, para obtener 2 microRNAs de 20 pb, a los
cuales se les denomina miRNAs maduros. Una de las cade-
nas se selecciona para funcionar como un miRNA maduro,
mientras que la otra cadena es degradada. En ocasiones, las
dos hebras de la horquilla del pre-miRNA dan lugar a miR-
NAs maduros (Bushati y Cohen 2007). Posteriormente, los
miRNAs son ensamblados en un complejo de ribonucleo-
proteinas llamado complejo de silenciamiento inducido por
miRNA (miRISCs) conformado por proteinas Argonautas
(AGO). Una vez que los miRNAs son ensamblados en el
miRISCs, los nucleétidos de la posicién 2 al 8 en el ex-
tremo 5” del miRNA participan en el reconocimiento del
extremo 3"UTR del mRNA blanco. Cuando se lleva a cabo
la unién del miRNA con el 3"'UTR del RNAm blanco, las
proteinas AGO reprimen la expresion del MRNA blanco,
de forma tal que si el acoplamiento es completo se induce
una degradacién endonucledtica, o bien, si el acoplamiento
es desigual se inhibe la traduccién y se promueve una de-
gradacion por exonucleasas (Filipowicz y col 2008).

En el modelo bovino se han aislado 662 miRNAs,
reportados en el miRBase (Kozomara y Griffiths-Jones
2011). Sin embargo, es poca la informacién que se en-
cuentra sobre la participacion de los miRNAs en los pro-
ceso de ovogénesis y embriogénesis temprana. Con el
proposito de identificar nuevos miRNAs relacionados, se
generd una libreria de miRNAs de ovario bovino, de la
cual se reporta la identificacién de dos nuevos miRNAs
con una probable participacién en estos procesos.

MATERIAL Y METODOS
GENERACION DE LA LIBRERIA DE miRNAS

A partir de 10 ovarios de vacas del rastro municipal,
se corté de cada uno 150 mg de tejido que incluyera un
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foliculo antral de 8 mm de didmetro. De cada tejido se
obtuvo RNA total mediante el reactivo TRIzol'. El total
del RNA obtenido de cada muestra se colocé en un solo
microtubo y se procesd de acuerdo a las instrucciones
del fabricante del kit miRCat®>. Brevemente, 18 pg de
RNA total fueron fraccionados en un gel de bis/acrila-
mida (19:1) al 15% con urea 7 M a 90V durante 3 h. Al
término el gel se tiié con SYBRGreen durante 30 min.
Se llevé al fotodocumentador y se cortd la banda de 20
nt, la cual se homogenizé utilizando un pistilo y agua
libre de RNAsas a 70°C durante 10 min. EI RNA de 20 nt
(miRNAs) se purificé en columnas de filtracién en gel
DTR?. Los miRNAs aislados se ligaron, en ausencia de
ATP, por accién de la enzima T4 RNA ligasa (1 U/uL)
por 2 h a 22°C. Después de limpiar el miRNA-adaptador
“3, se sometié de nuevo a electroforesis en un gel de bis/
acrilamida (19:1) al 15% y 7 M de urea a 90 V durante
3 h. Posteriormente el gel se tifi6 con SYBRGreen® du-
rante 30 min, se cort6 la banda correspondiente a 40 nt y
se purific6 en columnas DTR para ligar el adaptador 5’
en presencia de ATP, por medio de la enzima T4 RNA
ligasa (5 U/uL) por 2 h a 22°C. La mezcla, adaptador
5°-mirRNA-adaptador 3, fue purificada con glucégeno y
acetato de sodio, para posteriormente someterse a trans-
cripcién reversa con la enzima SuperScript III RT! (200
U/uL), utilizando un oligonucledtido complementario
a la secuencia del adaptador “3. El cDNA resultante se
sometié a una PCR convencional con 5 U/uL de la enzi-
ma Taq Platinium' y oligonucledtidos complementarios
a las secuencias de ambos adaptadores. Se siguieron las
siguientes condiciones de amplificacién: temperatura de
inicio de 95°C por 10 min, seguido de 35 ciclos con una
temperatura de desnaturalizaciéon de 95°C por 30 seg,
temperatura de alineacién de 52°C por 30 seg, elonga-
cién de 72°C por 30 seg y un ultimo ciclo de extension
final a 72°C por 5 min. Los productos de PCR se limpia-
ron con fenol:cloroformo:alcohol isoamilico (25:24:1) y
acetato de sodio. Los amplicones se digirieron con la
enzima Ban I 'y se ligaron con la enzima T4 DNA liga-
sa (30 U/uL) para obtener los concatameros. Posterior-
mente, estos se adenilaron en sus extremos, se clonaron
en el vector PCR 4-TOPO' y se transformaron bacterias
competentes One Shot TOP10', las que se sembraron en
cajas con agar Louria Broth con Kanamicina (50 pg/mL)
incubando toda la noche a 37°C. Colonias individuales
(clonas) se sembraron en 5 ml de medio liquido Louria
Broth con Kanamicina (50 pg/mL) durante 12 h a 37°C.
Posteriormente se extrajo el DNA plasmidico por lisis al-
calina y se identificaron los insertos mediante PCR con
los oligonucledtidos universales T3 y T7.

! Invitrogen
2 IDT, DNA Caralville, TA
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ANALISIS BIOINFORMATICO

Para encontrar la region correspondiente a los concata-
meros, la secuencia de cada clona se alined con la secuencia
completa del vector PCR4-TOPO, y se excluy6 del anali-
sis la secuencia correspondiente a dicho vector. Posterior-
mente, en la regién del concatdmero se busco la secuencia
correspondiente al conector, el cual es la secuencia resul-
tante entre la unién del adaptador 5” de un miRNA mads el
adaptador 3" de otro miRNA. Las secuencias nucleotidicas
que se encontraron entre cada conector correspondieron a
probables miRNAs maduros. Cada secuencia de probables
miRNAs maduro fue analizada en el programa miRBase*
(Ambros y col 2003), para buscar alguna homologia con
miRNAs ya reportados en Bos taurus. Los probables miR-
NAs maduros que coincidieron en un 100% de identidad
con un miRNA de Bos taurus en el miRBase, se consi-
deraron ya reportados. Aquellos miRNAs maduros que no
coincidieron con Bos taurus pero que fueron idénticos con
miRNAs de otras especies, se consideraron nuevos. Los
probables miRNAs maduros que no hibridaron con nin-
gin miRNA del miRBase, fueron analizados en el Blast
del NCBP para buscar identidad con RNAs de transferen-
cia (tRNA), RNAs ribosomales (rRNA), RNAs nucleares
pequefios (snoRNA) y secuencias mitocondriales, aquellos
que no tuvieron relacién con este tipo de RNAs fueron
considerados nuevos. El pre-miRNA de cada miRNA ma-
duro nuevo, fue localizado in silico usando la secuencia
de miRNA en el Blast del NCBI° sobre el genoma de Bos
taurus (NW_003104074.1 Bos taurus_UMD_3.1), para
localizar su posicién cromosomal y encontrar las regiones
flanqueantes del miRNA maduro. La prediccién de la es-
tructura secundaria (tallo-burbuja) de los pre-miRNAs se
analiz6 por medio del algoritmo de Zuker en el programa
mfoldS (Zuker 2003) y se confirmé de acuerdo a los para-
metros establecidos en el programa miRNAminer’ (Artzi y
col 2008). Para identificar la region conservada del miRNA
maduro aislado, se buscé homologia en el miRBase para el
pre-miRNA tanto en Bos taurus, como en humano y ratén.
Posteriormente con las secuencias homélogas se realizé
un alineamiento multiple en el programa CLUSTAL W
(Thompson y col 1994). A aquellos miRNAs maduros que
presentaron una homologia en Bos taurus con una familia
en particular de miRNA, se les realiz6 un andlisis filoge-
nético con el paquete PHYLIP (Retief 2000). La distancia
genética entre las secuencias se obtuvo con el modelo de 2
pardmetros de Kimura (Kimura 1980) y el drbol filogenéti-
co se construy6 por el método Neighbour-joining (Saitou y
Nei 1987) con un remuestreo (bootstrap) de 1000 réplicas.

4 http://www.mirbase.org/

> http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi

6

http://mfold.rna.albany.edu/?q=mfold

7 http://groups.csail.mit.edu/pag/mirnaminer/
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RESULTADOS

De la libreria de miRNAs que se gener6 a partir de
un enriquecido de RNAs de aproximadamente 20 nt de
longitud procedentes de ovarios bovinos, se obtuvieron
40 clonas las cuales se denominaron OV mads el nimero
de la clona; se les extrajo DNA plasmidico y se analizé
por PCR para confirmar insertos. Para identificar las se-
cuencias correspondientes al vector y a los conectores,
los insertos se secuenciaron y analizaron con el programa
“Basic Local Aligment Search Tool” (BLAST) del Cen-
tro Nacional para la Informacién Biotecnolégica (NCBI,
por sus siglas en inglés) de la Biblioteca Nacional de Me-
dicina de Estados Unidos. En la figura 1 se muestra el
analisis de la clona OV6, todas las clonas se analizaron
de la misma forma. Del total de clonas analizadas, solo
12 mostraron secuencias propias de miRNAs (cuadro 1)
y de estas se obtuvieron un total de 28 miRNAs madu-
ros cuyos tamafios oscilaron entre 17 y 24 nucleétidos.
La mayoria de los miRNAs maduros encontrados ya es-
taban reportados en la base de datos miRBase, solo los
miRNAs OV1.4 y OV6.3 tuvieron una homologia infe-
rior al 100% con los miRNAs bta-miR-1185 y bta-let-7c,
respectivamente (cuadro 1), lo que indicé que se trataba
de nuevos miRNAs. De acuerdo a la nomenclatura es-
tablecida por el miRBase estos nuevos miRNAS fueron
denominados como bta-mir-8548 y bta-mir-8549. Una
condicién indispensable para poder incluir un nuevo
miRNA en la base de datos del miRBase, es contar con la
secuencia completa del pre-mirRNA. Ya que los miRNA
que se obtuvieron de la libreria son miRNAs maduros,
fue necesario identificar la secuencia del pre-miRNA in
silico en el genoma de Bos taurus de la base de datos del
NCBI. Para ubicar las regiones flanqueantes del miRNA
maduro se analizaron, de acuerdo a lo establecido para la
nomenclatura del miRBase, 5 bases hacia el extremo 5~
y hacia el extremo 37 lo que faltara para completar una
region de 70 a 85 bases. De esta forma se ubic6 el bra-
mir-8548 en el cromosoma 8 (figura 2A), mientras que el
bta-mir-8549 se localiz6 en el cromosoma 7 (figura 2B).
La secuencia de estos nuevos pre-miRNAs (cuadro 2)
presentd, de acuerdo al programa mfold, una estructura
tallo-burbuja estable (figura 3).

El bta-mir-8548 resulté ser un miRNA del tipo mir-
trén, ya que se ubic6 dentro de un intrén entre los exo-
nes 1y 2 del gen MRSA (figura 2A). Esta condicién de
mirtrén, implica que este miRNA se expresa de acuerdo
a la forma de expresion de MRSA, por lo cual su funcién
debe estar muy relacionada con la de este gen. Por su
parte, el bta-mir-8549 mostré un 90% de homologia con
el miRNA bra-let-7c y se localiz6é de forma intergénica
entre los genes tRNA-Cys y GBPg5 (figura 2B). Dado
que en el ganado bovino, la mayoria de los miRNAs per-
tenecientes a la familia Ler-7 ya han sido reportados; el
bta-mir-8549 se comparé con dichas secuencias median-
te un alineamiento mdltiple. Los resultados mostraron

183



MUNOZ-BANALES Y COL

Vector

Adap!ador 3 miR-OV6.1

f 1
5 ACGATTGATTTAGCGGCCGCGAATTCGCCCTTGCAGTGATGGTGCCT) ACAG#GGATI'CCTGGGAAAACTGGA(*\C

Coneclor miR-OV6.2

Conector miR-OV6.3

CTTGGTGCCT ACAGCFCAAGGTCGG'ITCT ACGGGTG4CC'ITGGTGCCT ACAG*\GCATACCACCTACT ACCI'CAl+Cﬂ

JGGTGCACCATCAATCAAGGGCGAATTCGTT 3
T

Adaptador 5

Veclor

Figura 1. Andlisis de la secuencia de la Clona OV6. Se muestran las secuencias que corresponden al vector, al adaptador y a los conec-
tores. Los recuadros muestran las secuencias que corresponden a los miRNAs presentes en la clona OV6.

Sequence Analysis of Clone OV6, showing the sequences corresponding to the vector, the adapter and the connectors. The boxes show the

sequences corresponding to the miRNAs present in the clone OV6.

Cuadro 1. Secuencias de miRNAs aislados y porcentaje de identidad encontrada con miRNAs homoélogos reportados en la base de

datos miRBase.

Sequences of miRNAs isolated and identity percent found with homologous miRNAs that have been reported in miRBase

database.

CLONA miRNA SECUENCIA (5™ 3) TAMARNO HOMOLOGIA (B. taurus) % IDENTIDAD NO. ACCESO miRBASE

Vi1 CAAAGAATTCTCCTTITGGGC 21 bta-miR-186 100 MIMAT0003818

- ov12 AACCCGTAGATCCGATCTTET 21 bta-miR-99a 100 MIMAT0003537

ov13 GACCCGTAGATCCGATCTTGT 21 bta-miR-99a 100 MIMAT0003537

ov1.4 AAGGATTACCTTGGTGC 17 bta-miR-1185 43 MIMAT0009973

ovz1 CAAAGAATTCTCCTTTTGGGC 21 bta-miR-186 100 MIMAT0003818

ov2 ov22 AACCCGTAGATCCGATCTTET 21 bta-mir-99a 100 MIMAT0003537

ov23 GACCCGTAGATCCGATCTTGT 21 bta-miR-99a 100 MIMAT0003537

ov5 OV51 TTCAAGTAATCCAGGATAGGCT 2 bta-miR-26a 100 MIMAT0003516

ove 1 GTCCAGTTTTCCCAGGAATCCG 22 bfa-miR-145 100 MIMAT0003542

ove ove2 CACCCGTAGAACCGACCTTGEG 22 bta-miR-995 100 MIMAT0004345

ove3 TGAGGTAGTAGGTGGTATGCT 21 bialet-7c 90 MIMAT0004332

OVE ove 1 AACCCGTAGATCCGATCTTGT 21 bta-miR-69a 100 MIMAT0003537

ove2 TTGTACCGIGAGTAATAATGCG 2 bta-miR-126 100 MIMAT0003540

ove 3 TCCCTGAGACCCTAACTTGTGA 22 bta-miR-125b 100 MIMAT0003539

ove ove4 TTCAAGTAATCCAGGATAGGET 22 bta-miR-26a 100 MIMAT0003516

oves TACCCTGTAGAACCGAATTTGT 2 bta-miR-10b 100 MIMAT0003839

ove7 TCCCTGAGACCCTAACTTGTGA 22 bta-miR-125b 100 MIMAT0003539

T ovi31 AACATTCAACGCTGTCGGTGAGT 2 bta-miR-181a 100 MIMAT0003543

ovi32 AACCCGTAATCCEATCTTGTGT 22 bta-miR-99a 100 MIMAT0003537

ovis OV18 1 TGTAAACATCCCCGACTGGAAGCT 24 bta-miR-30d 100 MIMAT0003533

i ov20.1 AACATTCAACGCTGTCGGIGAGT 23 bta-miR-181a 100 MIMAT0003543

ov203 TCCCTGAGACCCTAACTTGTG 21 bta-miR-125b 100 MIMAT0003539

— ov211 CCTCAGTCAGCCTTGTGGATGT 22 bta-miR-3431 100 MIMAT0017394

ov212 AACCCGTAGATCCGATCTTGTGA 23 bta-miR-99a 100 MIMAT0003537

R ov22.1 CCTCAGTCAGCCTTGTGGATGT 2 bta-miR-3431 100 MIMAT0017394

ova2.2 AACCCGTAGATCCGATCTTGTGA 23 bta-miR-99a 100 MIMAT003537

e oV311 AACCCGTAGATCCGATCTTGT 21 bta-miR-99a 100 MIAMTO03537

ova12 AACCCGTAGATCCGATCTGTGT 21 bta-miR-992 100 MIAMT003537

que este nuevo miRNA presenta la secuencia consenso DISCUSION

5°GAGGUAG™3 en la misma posicién que el resto de
los bta-let-7 reportados (figura 4). Ya con la secuencia
de toda la familia de miRNAs Let-7 de bovino alineada,
se procedié a realizar un andlisis filogenético para deter-
minar la distancia genética existente entre estos miRNAs.
El cladograma indic6 que en el bovino la familia de miR-
NA Let-7 esta conformada por tres grupos. bta-mir-8549
se situ6 de forma monofilética estrechamente relaciona-
da con bta-let-7c, mientras que el resto de los bra-let-7
quedaron ubicados en clados diferentes, distantes a este
nuevo miRNA (figura 5).
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La transicion del ovocito al embrién consiste en la in-
activacién del material genético proveniente del ovocito y
la activacién del genoma embrionario. Durante la activa-
ci6én del genoma embrionario los mRNAs maternos son
degradados abruptamente, lo que permite una reorganiza-
ci6én genética para promover la expresion de genes pro-
pios del embrién (Bettegowda y col 2008). Ahora bien, la
competencia de un ovocito radica en soportar estos cam-
bios abruptos de mRNAs que vienen desde la etapa de
crecimiento (profase I), pasando por la metafase II y cul-
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CROMOSOMA 8
NW_003104074.1 Bos taurus _UMD_ 3.1

bta-mir-8548 (MW

343971 344,075 405,953 406,072 429,150 429,218 587,359 587433 588,394 588529 588593 638057

CROMOSOMA 7
NW_003104052.1 Bos taurus _UMD_ 3.1

— — o — —

bta-mir-8549

13,443 588,362 588,433 621,866 621,940 918,459

LOCY785099 LOC100138801

Figura 2. Localizacién cromosomal de los nuevos pre-miRNAs identificados. A. bta-mir-8548. B. bta-mir-8549.
Chromosomal location of the new pre-miRNAs identified. A. bta-mir-8548. B. bta-mir-8549.

Cuadro 2. Secuencia y localizacién dentro del genoma de Bos faurus de los nuevos pre-miRNAs identificados.

Sequence and location into Bos taurus genome of the newly identified pre-miRNAs.

miRNA Precursor miRNA S’ - ‘3 Tamafio Localizacién N'Acceso Gene Inicio Final
(nt) cromosoma (B. Bank
taurus)
bta-mir-8548 GUCCCCUUUUCCUCCUGCCACCAACGUGAGGAUCAUGCUUUGAAAAGGAUUACCUUGGUGCAUUGC 66 8 NW_003104052.1 621866 621940
bta-mir-8549  UUAUGGAGGUYAGUAGGUGGUAUUUAAAAGGGAGAUGAGUUCAUUUAUUCAUUUACAUGUUACCAUAUAUUUAGGG 84 7 NW_003104074.1 587433 587359

La secuencia del miRNA maduro aislado en la libreria de miRNAs aparece subrayada.

A
10 20 30 40
GCARUGCR AAGGURR ARRGCAUGA il
£C UCCUUuuc UCCU CRC U
GG GGGRARRG BAGGA GUG U
GCA-—==-- RGRRCRG Gm—————— ce* G
70 &0 50
B
10 20 30
UUAUGG—~-———~~ I GUn GG U TU = A

BAGGUA GGU URU URAR GGG AGAUG G

UUURU CCA GUA RUUU CUU UUUAC U
UGUAUGRRAGGGR" AUR uu [ A A U
80 70 &0 50 40

Figura 3. Estructura tallo-burbuja de los nuevos pre-miRNAs identificados. A. bta-mir-8548. B. bta-mir-8549. Para ambos casos en
rojo se subraya la secuencia del miRNA maduro.

Stem-loop structure of the new pre-miRNAs identified. A. bta-mir-8548. B. bta-mir-8549. Red underline highlights the mature miRNA
sequence.
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bta-let-7g ==m=-- AGGCUEAGGUAGYAGUUUGUACAGUUUGAGGGUCUAUGAUACCACCC-GGUACA 53
bta-let-7i ==—m- CUGGCUGAGGUAGYAGUUUGUGCUGUUGEUCGEEUUGUGACAUUGCCC-GCUGT- 53
bta-let=Tb  ===== CGGEETRAGGUAGAGEUUGGUGGUTU-CAGGEUAGUGAUGUUGCCC-CCU-CE 52
bta-let-T7a=3 ==mmmm- GGEUGAGGUAGYAGGUUGUAUAGUU-~UGGGEC-~-—-- UCUGCCC-UGCU-A 43
bra-lec-7£-1 ----UCAGAGT|EAGEUAGAGAUUGUAURGUUG-UGGGEEUAGUGATUUUACCC-UGUUCA 54
bta-let-Ta-1 —---v UGGGAUGAGGUAGAGGUUGUAUAGUUU-UAGGGUCA-~--—- CACCCACCACUG 48
bta-let-7£-2 ---UGUGGEGAUGAGGUAGYAGAUUGUAUAGUUU-UAGGEUCR-————- UACCC-CAUCUU 49
bra-lec-7d ---CCUAGGARGAGGUAGYAGEUUGCAUAGUUU-UCGEECAGGGAUUUUGCCCACA-—-A 53
bta-let-Tc GCAUCCGGGUUGAGGUAGYAGGUIGUAUGGUUU--AGRGUUR-~--—- CACCC--—-- UG 47
bra-let-7a-2 ~  —---m- AGGUUGAGGUAGYAGGUUGUAUAGUUU--AGARTUA-~---~ CAUCA-----. AG 41
bra-let-Te ---CCC AGGURGHAGGUUGUAUAGUUG-~AGGAGGA- -~~~ CACCC-----AR 44
Btasiiiigs540 ---~TUAUG--{GAGGUAGYAGGUGGUAT - ~TUAARAGGGAGAUGAGUUCAUT-~=m=~ 45
hkkkhkh ik & & * *
bta-let-7g GGAGAUAACTGUACAGGCCACUGCCUUGC = mmmmmmm 23
bra-lec-7i GGAGAUAACUGCGCAAGCUACTGCCUUGCUA -~ mmm mmmm 84
bta-let-7b GAAGAUAACURUACAACCUACUGCCUUCC -~ mmmmmmmmmm 81
bta-let-7a-3 UGGGAUAACURUACAAUCUACUGUCUUUCCT-——————m— 74
bra-lec-7f-1 GGAGAUAACURUACAAUCUAUUGCCUUCCCUGA-————————- g7
bta-let-7a-1 GGAGAUAACURUACAAUCUACUGUCUUUCCUA--—-==—==== 80
bta-let-7£-2 GGAGAUAACURUACAGUCUACUGUCUUUCCCACG-——-—=-—- K]
bra-let-7d GGAGGUAACURUACGACCUGCUGCCUUUCUUAGG-——-—-——- 87
bra-let-7c GGAGUUAACUGUACAACCUUCUAGCUUUCCUUGGAGC-~-=== 84
bra-let-7a-2 GGAGAUAACUGUACAGCCUCCUAGCUUUCCT--—mmmmmmmmm 72
bra-let-Te GGAGAUCACURUACGGCCUCCUAGCUUUCCCCAGG---—mmmm 79
bta-mir-8549 ---AUUCAUU-UACAUGUUACCAUAUAUUURGGGAARGUAUGU £4
* ok * *

Figura 4. Alineacion del pre-miRNA bta-mir-8549 contra los pre-miRNAs de la familia let-7 de Bos taurus tomando las secuencias ya
reportadas en el miRBase para bra-let-7a (MIMAT003844), bta-let7-b (MIMAT0004331), bta-let7-c (MIMAT0004332), bta-let7-d (MI-
MAT0004332), bta-let7-e (MIMAT0004333), bta-let-7f (MIMAT0003519), bta-let-7g (MIMAT0003838), bta-let7-i (MIMAT0003851).
El recuadro enmarca la secuencia conservada de los miRNAs de la familia /er-7 en bovino. Los * sefialan que en todos los casos se
encuentra la misma base en la misma posicién.

Alignment of the pre-miRNA bta-mir-8549 against sequences of pre-miRNAs into let-7 family of Bos taurus reported in miRBase to bta-
let-7a (MIMATO003844), bta-let7-b (MIMATO0004331), bta-let7-c (MIMAT0004332), bta-let7-d (MIMAT0004332), bta-let7-e (MIMAT0004333),
bta-let-7f (MIMATO0003519), bta-let-7g (MIMAT0003838), bta-let7-i (MIMAT0003851). The box shows the conserved sequence of the miRNAs of the
let-7 family in cattle. * indicates the same basis in the same position for every case.
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Figura 5. Filogenia de la familia de pre-miRNAs let-7 en bovino. El drbol consenso de mayoria fue construido conforme a las dis-
tancias genéticas generadas con el método de dos pardmetros de Kimura usando el método Neighbour-joining. El largo de las ramas
es proporcional al nimero de substituciones por sitio. Los nimeros en los clados indican el remuestreo (bootstrap) derivado de 1000
réplicas.

Phylogeny of pre-miRNAs let-7 family in cattle. The majority consensus tree was designed according to the genetic distances generated
by Kimura’s two-parameter method with Neighbour-joining. Branch length is proportional to the number of substitutions per site. Numbers in clades
indicate resampling (bootstrap) derived from 1000 replicates.
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minando en las etapas iniciales del desarrollo embrionario.
Asfi que, el ovocito debe de poseer una regulacion 6ptima
a ese nivel, reprimiendo o expresando genes en cada una
de estas etapas (De La Fuente 2006). Ya que el desarrollo
de un ovocito competente es un proceso extremadamente
complejo que involucra la regulacion de genes a un nivel
transcripcional y postranscripcional, los miRNA son ex-
celentes candidatos para ser parte de la regulacion de este
proceso. Esto es claro en modelos como el ratén, pez cebra
y trucha arcoiris (Giraldez y col 2006, Tang y col 2007,
Ramachandra y col 2008), donde durante la activacién del
genoma embrionario se lleva a cabo de forma concomitan-
te con la accion de los miRNAs al degradar mRNAs mater-
no. Esto hace suponer que en el caso de mamiferos como
las vacas el mecanismo sea parecido. Al respecto, Tesfaye
y col (2009) hibridaron miRNAs provenientes de ovocitos
inmaduros y maduros de vacas, con microarreglos de miR-
NAs de humano y ratén, y lograron aislar 59 microRNAs
especificos del ganado bovino, los cuales evaluaron en en-
sayos de RT-PCR cuantitativa a lo largo de las diferentes
etapas de la embriogénesis temprana. De estos, destacaron
miR127 y miR-145, cuya expresion aumenta en la etapa
de 8 células y decae en las etapas posteriores, justo du-
rante la activacién del genoma embrionario. Por su parte,
Tripurani y col (2011) encontraron que en vacas el mRNA
materno de ovario de recién nacido homedtico (NOBOX,
por sus siglas en inglés) se degrada durante la activacién
del genoma embrionario debido a la unién del miR-196a
en su extremo UTR3 (Tripurani y col 2011). Algo simi-
lar observaron Lingenfelter y col (2011) para el mRNA
materno bovino nucleoplasmina 2 (NPM2, por sus siglas
en inglés) el cual es regulado por la unién en su UTR"3
del miR-181a (Lingenfelter y col 2011). Como se puede
observar, atn es poco el conocimiento que se tiene sobre
el mecanismo de accién de estos miRNAs en el proceso de
la activacién del genoma embrionario bovino. Teniendo en
cuenta que la degradaciéon de mRNAs maternos es un paso
clave para que se dé la activacién del genoma embrionario,
es necesario conocer que tipos de miRNAs participan.

En este estudio, a partir de una genoteca de miRNAs
de ovario bovino, se logré identificar dos nuevos miR-
NAs, el bta-mir-8548 y bta-mir-8549, cuyos miRNAs
precursores mostraron una estructura tallo-burbuja esta-
ble, de acuerdo a los parametros establecidos por el miR-
Base (Ambros y col 2003).

El bta-mir-8548, se ubicé en el cromosoma 8 en una
region intrénica entre los exones 1y 2 del gen MRSA, el
cual codifica para la proteina metionina sulf6xido reduc-
tasa A (MRSA, por sus siglas en inglés), que actiia como
una enzima antioxidante al reparar los residuos de metio-
ninas oxidadas durante el estrés oxidativo (Hansel y col
2005). La expresion de este gen se da en casi todas las
células y tejidos de la mayoria de los mamiferos superio-
res (Weissbach y col 2005), por lo que no es de sorprender
que se encontrara en una genoteca proveniente de ovario,
como la de este estudio. Lo que sorprende es que exista un
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miRNA codificado en uno de los intrones de este gen. Se
sabe que durante el crecimiento y maduracién del ovocito,
este gameto estd expuesto a la accién de especies reactivas
del oxigeno (ROS, por sus siglas en inglés). Los ROS, en
condiciones apropiadas, son necesarios para que el desa-
rrollo de la foliculogénesis se dé en forma adecuada (Han-
cock y col 2001). Un aumento en la concentracién de estos
radicales libres estd asociado con un arresto de la meiosis
del ovocito en crecimiento (Nakamura y col 2002), pér-
dida de la zona pelicida y disminucién de granulos corti-
cales (Goud y col 2008). Asi que la neutralizacién de los
ROS es indispensable para que este proceso celular se dé
correctamente. Esto hace suponer que el bta-mir-8548
puede estar implicado, al igual que MRSA, en el control
del estrés oxidativo durante la maduracion del ovocito.

El bta-mir-8549, se ubicé en el cromosomal 7 en la
region intergénica entre los genes tRNA-Cys y GBPg5.
La secuencia consenso del bta-mir-8549 maduro, mostré
estar relacionada con los miRNA de la familia let-7, la
cual es una familia de miRNAs heterocrénicos muy con-
servada en organismos como Drosophila y en el ser hu-
mano (Pasquinelli y col 2000). Tanto en C. elegans como
en ratén, este tipo de miRNAs se unen de forma com-
plementaria al 3'UTR del gen lin-41 con el tnico fin de
inhibir su expresion al impedir su traduccién (Slack y col
2000, Schulman y col 2005). lin-41, es también es un gen
heterocrénico, en ratén su expresion se observa de forma
temporal durante el desarrollo embrionario (Schulman y
col 2005). Aunque en el ganado bovino el gen lin-41 atn
no se identifica, ya estan reportados los miRNAs bta-let-
7a, bta-let-7b, bta-let-7c, bta-let-7d, bta-led-7c, bta-led-
7f, bta-let-7g y bta-let-7i (Coutinho y col 2007, Tesfaye
y col 2009). Estudios realizados por Miles y col (2012)
muestran que los miRNAs bta-let-7b, bta-let-7i, bta-let-
7fy bta-let-7e, son altamente expresados en el complejo
cumulus-ovocito (COC, por sus siglas en inglés), y rela-
cionan su funcién sobre la expresién de los genes MYC' 'y
WEEIA involucrados en los procesos de mitosis y meiosis
del ovocito durante su maduracién (Miles y col 2012).
Esto sugiere que es probable que el bta-mir-8549 esté pre-
sente en el ovario con la finalidad de regular la expresion
de genes que participan con la maduracion del ovocito.

En conclusion, bta-mir-8548 y bta-mir-8549 son nue-
vos miRNAs presentes en el ovario bovino. Dado que la
genoteca de miRNAs se obtuvo de la génada completa,
ain es muy aventurado suponer que estos miRNAs pu-
dieran participar en el activacién del genoma embriona-
rio. Sin embargo, es claro que estan presentes en el ovario
y pudieran participar en alguno de los procedimientos ce-
lulares que en esta génada se llevan a cabo.
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