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DESCRIPCION
Micropéptidos y su utilizacién para la modulacién de la expresién de genes

La presente invencién se refiere a micropéptidos (péptidos codificados por microARN o "miPEP") y su utilizacién
para la modulacién de la expresién de genes.

Los microARN (miR) son pequefios ARN no codificantes, de aproximadamente 21 nucleétidos después de la
maduracidn, que controlan la expresién de genes diana a nivel postranscripcional, degradando el ARNm diana
o inhibiendo su traduccién. Los miR se encuentran en las plantas y los animales.

Los genes diana estan seguidos de genes clave en los procesos del desarrollo. Codifican por ejemplo los
factores de transcripcidn o las proteinas del proteasoma.

La regulacién de la expresion de los miR es muy poco conocida, pero se sabe principalmente que puede
intervenir, del mismo modo que en la mayoria de los genes codificantes, una ARN polimerasa |l: esta enzima
produce una transcripcién primaria, denominada "pri-miR", que a continuacién madura por un complejo proteico
que contiene principalmente enzimas tipo Dicer. Esta maduracién conduce en primer lugar a la formacién de
un precursor de miR denominado "pre-miR", que tiene una estructura secundaria de tallo-bucle que contiene el
miR y su secuencia miR* complementaria. Después, el precursor madura, lo que conduce a la formacidén de un
ARN bicatenario mas corto que contiene el miR y el miR*. Entonces el complejo RISC se hace cargo del miR
que escinde el ARN del gen diana o bien inhibe su traduccion.

Por otra parte, se ha demostrado que la presencia de intrones en la transcripciéon primaria del microARN
aumenta la expresién del microARN maduro (Schwab y col.,, EMBO Rep., 14(7):615-21, 2013). Sin embargo,
debido a las dificultades experimentales, las transcripciones primarias de los microARN, o pri-miR estan poco
estudiadas.

Aproximadamente un 50 % de los genes de eucariotas poseen, en el seno de su regién UTR 5' (Regién no
Traducida 5') corriente arriba de la secuencia codificante, pequefias fases de lectura abierta. Estas pequefias
fases de lectura abierta (o "UORF" del inglés upstream, corriente arriba), pueden tener un papel regulador de
la traduccién, principalmente en c¢is, modulando la fijacién y la velocidad de los ribosomas sobre el ARNm, pero
igualmente en frans segln un mecanismo aln desconocido, por medio de péptidos codificados por dichas
UORF (Combier y col., Gene Dev, 22:1549-1559, 2008). Por definicién, las uORF estan presentes corriente
arriba de los genes codificantes. Recientemente, se han descubierto igualmente pequefias ORF en los ARN
largos intergénicos no codificantes (lincARN) de las que su supuesta funcién, si es que existe, no se conoce
(Ingolia y col., Cell, 147(4):789-802, 2011; Guttman & Rinn, Nature, 482(7385):339-46, 2012). Sin embargo, no
se ha expuesto ningln ejemplo con respecto a la existencia de ORF que codifiquen péptidos en el seno de
microARN no codificantes. Hasta el presente, los microARN, y por extensién su transcripcién primaria, siempre
se han considerado, por su modo de accién particular, como ARN reguladores no codificantes que no producen
ningln péptido.

Brennincke (2010), Crappé et al. (2011) y Galindo et al. (2007) describieron la identificacién de micropéptidos
que tienen actividad reguladora sobre la funcién de ciertos genes. Estos micropéptidos estan codificados por
microORF.

La invencién se define en las reivindicaciones.

Por tanto, la invencién se refiere a un procedimiento de deteccion e identificacion de un micropéptido (miPEP)
codificado por una secuencia de nucleétidos contenida en la secuencia de la transcripcién primaria de un
microARN, que comprende:

- a)una etapa de deteccidn de una fase de lectura abierta de 12 a 303 nucleétidos contenida en la secuencia
de la transcripcién primaria de dicho microARN, después
- b) una etapa de comparacién entre:

+ el fenotipo de una planta que expresa dicho miR, en presencia de un péptido codificado por una
secuencia de nucleétidos idéntica o degenerada con respecto a la de dicha fase de lectura abierta,
estando dicho péptido presente en la planta independientemente de la transcripciéon del transcrito
primario de dicho miR, y

+ el fenotipo de la misma planta que expresa dicho miR en ausencia de dicho péptido, en el que, un
cambio en el fenotipo de la planta en presencia de dicho péptido en comparacién con el fenotipo de la
planta en ausencia de dicho péptido indica la existencia de un miPEP codificado por dicho marco de
lectura abierto.

En una primera etapa, el procedimiento de deteccién e identificacién de un micropéptido consiste por tanto en
la deteccion de la existencia en la transcripcién primaria de un microARN de una fase de lectura abierta que
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codifica potencialmente un péptido.

La segunda etapa permite, por su parte, caracterizar dicho péptido, es decir, determinar si dicho péptido
corresponde realmente a un péptido producido por la célula, investigando un efecto de dicho péptido sobre la
acumulacion de dicho microARN.

Para poner en evidencia un efecto del péptido sobre la acumulacién del microARN, se introduce una cantidad
importante de péptido en una primera célula que expresa dicho microARN. Después, la acumulacién del
microARN en esta primera célula se mide y se compara con la acumulacién del microARN en una segunda
célula idéntica a la primera, pero que no contiene dicho péptido.

La observacién de una variacidén de las cantidades de microARN entre las células en presencia y ausencia del
péptido indica también (i) que existe un péptido codificado por la transcripcion primaria de dicho microARN, (ii)
que la secuencia de este péptido esta codificada por la fase de lectura abierta identificada en la transcripcién
primaria de dicho microARN, y (iii) que dicho péptido actla sobre la acumulacién de dicho microARN.

La invencién se basa en la doble observacién inesperada hecha por los inventores de que, por una parte,
existen fases de lectura abierta que puedan codificar los micropéptidos presentes en las transcripciones
primarias de microARN, y por otra parte que dichos micropéptidos son capaces de modular la acumulacién de
dichos microARN.

En la invencién, las expresiones "microARN", "microARN no codificante" y "miR" son equivalentes y pueden
utilizarse indistintamente. Definen pequefias moléculas de ARN de aproximadamente 21 nucleétidos, que no
se traducen y no dan lugar a un péptido o una proteina.

Sin embargo, bajo esta forma madura, los microARN aseguran una funcién de regulacién de ciertos genes
mediante mecanismos postranscripcionales, como por ejemplo, por la intervencién del complejo RISC.

La transcripcién primaria del microARN o "pri-miR" corresponde a la de la molécula de ARN obtenida
directamente de la transcripcidén de la molécula de ADN. Generalmente, esta transcripcién primaria se somete
a una o mas modificaciones postranscripcionales, que dan lugar, por ejemplo, a una estructura particular del
ARN o a una escisién de ciertas partes del ARN por fenémenos de corte y empalme, y que conducen a la forma
precursora del microARN o "pre-miR", y después a la forma madura del microARN o "miR".

Los términos "micropéptidos" y "miPEP" (PEPtidos codificados por microARN) son equivalentes y pueden
utilizarse indistintamente. Definen un péptido que esta codificado por una fase de lectura abierta presente en
la transcripcién primaria de un microARN, y que es capaz de modular la acumulacién de dicho microARN. Los
micropéptidos de acuerdo con la presente invencién no se deben considerar como que son necesariamente
péptidos de tamafio pequefio, de manera que "micro" no se corresponde con el tamafio del péptido.

Segun la invencién, un miPEP puede considerarse un modulador de la transcripcién, y principalmente un
activador transcripcional. Dicho modulador de la transcripciéon puede actuar a nivel de la transcripcién para
modular la acumulacién de pri-miR, de pre-miR y de miR. Teniendo en cuenta la degeneracién del cédigo
genético, un mismo micropéptido puede estar codificado por varias secuencias de nucleétidos. Dichas
secuencias de nucleétidos, diferentes entre ellas al menos en un nucledtido pero que codifican un mismo
péptido, se llaman "secuencias degeneradas".

Las expresiones "fase de lectura abierta" u "ORF' (por las siglas del inglés open reading frame) son
equivalentes y pueden utilizarse indistintamente. Se corresponden con una secuencia de nucledtidos en una
molécula de ADN o ARN que pueden potencialmente codificar un péptido o una proteina: dicha fase de lectura
abierta comienza con un coddn de inicio (el coddn de inicio codifica generalmente una metionina), seguido por
una serie de codones (cada codoén codifica un aminoacido) y se termina con un codén de parada (el codén de
parada no se traduce).

En la invencién, las ORF pueden ser denominadas de manera especifica "m/ORF' cuando estan presentes en
las transcripciones primarias de microARN.

Las miORF como se definen en la invencién particular pueden tener un tamafio de 12 a 303 nucleétidos y
codificar péptidos de 3 a 100 aminoacidos.

En particular, las miORF como se definen en la invencién pueden tener un tamafio de 15 a 303 nucleétidos.
Como un aminoacido estd codificado por un codén de 3 nucledtidos, las miIORF de 15 a 303 nucleétidos
codifican miPEP de 4 a 100 aminoécidos.

En particular, las miORF tienen un tamafio de:

15, 18, 21, 24, 27, 30, 33, 36, 39, 42, 45, 47, 51, 54, 57, 60, 63, 66, 69, 72, 75, 78, 81, 84, 87, 90, 93, 96, 99,
102, 105, 108, 111, 114, 117, 120, 123, 126, 129, 132, 135, 138, 141, 144, 147, 150, 153, 156, 159, 162, 165,
168, 171, 174, 177, 180, 183, 186, 189, 192, 195, 198, 201, 204, 207, 210, 213, 216, 219, 222, 225, 228, 231,
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234, 237, 240, 243, 246, 249, 252, 255, 258, 261, 264, 267, 270, 273, 276, 279, 282, 285, 288, 291, 294, 297,
300 o 303 nucledtidos, y codifican respectivamente miPEP que tienen un tamafio de: 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12,
13, 14, 15,16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41,
42,43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 50, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59, 60, 61, 62, 63, 64, 65, 66, 67, 68, 69, 70,
71,72,73,74,75,76, 77, 78, 79, 80, 81, 82, 83, 84, 85, 86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99 0
100 aminoécidos.

En la invencién, por "acumulacién”, se entiende la producciéon de una molécula, tal como un microARN o un
micropéptido, en la célula.

De esta manera, la "modulacién” de la acumulacién de una molécula en una célula corresponde a una
modificacién de la cantidad de dicha molécula presente en la célula.

Por otra parte, el efecto de un miPEP puede observarse mediante la modulacién de la acumulacién del miR,
pero también a través de la modulacién de la acumulacién del pri-miR o del pre-miR correspondiente.

En una realizacion, la invencidn se refiere a un procedimiento de deteccién e identificacién de un miPEP como
se ha definido anteriormente, en el que la modulacién de la acumulacién de dicho microARN es una disminucién
0 un aumento de la acumulacién de dicho microARN, en particular un aumento.

Una "disminucién de la acumulacién" corresponde a una bajada de la cantidad de dicha molécula en la célula.

Por el contrario, un "aumento de la acumulacién" corresponde a una subida de la cantidad de dicha molécula
en la célula.

En una realizacién ventajosa, la invencién se refiere a un procedimiento de deteccién e identificacién de un
mMIiPEP como se ha definido anteriormente, en el que la modulacién de la acumulacién de dicho microARN es
un aumento de la acumulaciéon de dicho microARN. En una realizacién, la invencién se refiere a un
procedimiento de deteccién e identificacion de un miPEP como se ha definido anteriormente, en el que la
presencia de dicho péptido en la célula es el resultado de:

- la introduccién en la célula de un acido nucleico que codifica dicho péptido, o
- la introduccién en la célula de dicho péptido.

Para caracterizar un miPEP, es necesario disponer de un modelo celular que exprese un microARN y en el que
dicho péptido a ensayar esté presente. Para esto, es posible introducir un péptido en la célula, poniendo la
célula en contacto con dicho péptido, o introduciendo en la célula un &cido nucleico que codifique dicho péptido,
de manera que el acido nucleico se traduzca entonces en un péptido en el interior de la célula.

En una realizacion, la invencidn se refiere a un procedimiento de deteccién e identificacién de un miPEP como
se ha definido anteriormente, en el que dicha fase de lectura abierta de |la etapa a) esté contenida en la parte
5' 0 3' de dicha transcripcién primaria de microARN, preferentemente en la parte 5'.

Las partes 5' 0 3' de la transcripcién primaria del microARN se corresponden con las partes terminales de la
molécula del ARN que son escindidas en el curso de la maduracién del microARN.

En una realizacion, la invencion se refiere a un procedimiento de deteccién e identificacién de un miPEP como
se ha definido anteriormente, en el que dicho microARN esté presente en una célula vegetal natural.

En la invencién, una célula vegetal natural corresponde a una célula vegetal que no ha sido modificada
genéticamente por el hombre.

En una realizacion, la invencion se refiere a un procedimiento de deteccién e identificacién de un miPEP como
se ha definido anteriormente, en el que dicha célula eucariota determinada y dicha célula eucariota del mismo
tipo que dicha célula eucariota determinada, que se utilizan en la etapa b, son células vegetales de una planta
crucifera tal como Arabidopsis thaliana, de una planta leguminosa tal como Glycine max (soja), Medicago
truncatula y Medicago sativa (alfalfa) o de una planta solanacea tal como Nicotiana benthamiana (tabaco),
Solanum tuberosum (patata), Solanum lycopersicum (tomate) o Solanum melongena (berenjena).

En una realizacion, la invencion se refiere a un procedimiento de deteccién e identificacién de un miPEP como
se ha definido anteriormente, en el que dicha célula eucariota determinada y dicha célula eucariota del mismo
tipo que dicha célula eucariota determinada, que se utilizan en la etapa b, son células vegetales,
preferentemente células de Medicago truncatula, de Nicotiana benthamiana o de Arabidopsis thaliana.

En una realizacion, la invencion se refiere a un procedimiento de deteccién e identificacién de un miPEP como
se ha definido anteriormente, en el que dicha célula eucariota determinada y dicha célula eucariota del mismo
tipo que dicha célula eucariota determinada, que se utilizan en la etapa b, son células animales,
preferentemente células humanas o de droséfila. En el procedimiento de deteccién e identificacién de un
micropéptido como se ha definido anteriormente, después de haber identificado una ORF que pueda codificar
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un péptido en la transcripcién primaria de un microARN, es necesario proporcionar un modelo celular que posea
dicho microARN vy dicho péptido, para poder demostrar un eventual efecto del péptido sobre dicho microARN.
Por lo tanto, se pueden prever dos opciones:

- el modelo celular en el que se ha identificado la miORF y en el que se ha puesto en evidencia el efecto del
péptido sobre el miR son idénticos, o

- el modelo celular en el que se ha identificado la miORF y en el que se ha puesto en evidencia el efecto del
péptido sobre el miR son diferentes.

En la primera opcién, el modelo celular que se utiliza para observar un efecto del péptido es el mismo que en
el que se aisla la transcripcién primaria de dicho microARN. En este modelo celular, las células eucariotas
determinadas contienen naturalmente dicho microARN y solo se debe introducir el péptido a ensayar en estas
células. En este contexto, dicho microARN se califica como de "origen endégeno” ya que existe naturalmente
en las células. No obstante, en una célula, pueden afiadirse otras copias de un microARN de origen endégeno,
como por ejemplo, introduciendo en la célula un vector que codifique dicho microARN de origen endégeno.

En la segunda opcidn, el modelo celular que se utiliza para observar un efecto del péptido es diferente del que
se aisla la transcripcién primaria de dicho microARN. En este modelo celular, las células eucariotas
determinadas no contienen ni el microARN, ni el péptido a ensayar. Estos dos elementos deberan introducirse
entonces en esas células. En este contexto, dicho microARN se califica como de "origen exégeno" ya que no
existe naturalmente en las células.

En una realizacion, la invencion se refiere a un procedimiento de deteccién e identificacién de un miPEP como
se ha definido anteriormente, en el que dicho microARN es de origen enddgeno en dicha célula eucariota y en
dicha célula eucariota del mismo tipo que dicha célula eucariota determinada, que se utilizan en la etapa b).

En una realizacion, la invencion se refiere a un procedimiento de deteccién e identificacién de un miPEP como
se ha definido anteriormente, en el que dicho microARN es de origen exdégeno en dicha célula eucariota y en
dicha célula eucariota del mismo tipo que dicha célula eucariota determinada, que se utilizan en la etapa b),
conteniendo dichas células un vector que permite la expresién de dicho microARN.

En una realizacion, la invencion se refiere a un procedimiento de deteccién e identificacién de un miPEP como
se ha definido anteriormente, en el que la acumulacién de dicho microARN se determina llevando a cabo una
RT-PCR cuantitativa o una transferencia de Northern.

En una realizacion, la invencion se refiere a un procedimiento de deteccién e identificacién de un miPEP como
se ha definido anteriormente, en el que la acumulacién de dicho microARN se determina llevando a cabo un
chip de ADN o ARN.

La acumulacién de dicho microARN puede determinarse con la ayuda de técnicas de biologia molecular que
permiten la dosificacién de moléculas de acido nucleico especificas.

En una realizacién, la invencién se refiere a un procedimiento de deteccion e identificacién de un microARN
como se ha definido anteriormente, en el que la modulacién de la acumulacién de dicho microARN es una
disminucién o un aumento de la acumulacién de dicho microARN, en particular un aumento.

En una realizacién, la invencién se refiere a un procedimiento de deteccion e identificacién de un microARN
como se ha definido anteriormente, en el que la presencia de dicho péptido en la célula es el resultado de:

- la introduccién en la célula de un acido nucleico que codifica dicho péptido, o
- la introduccién en la célula de dicho péptido.

En una realizacién, la invencién se refiere a un procedimiento de deteccidn e identificacién de un microARN
como se ha definido anteriormente, en el que dicha fase de lectura abierta de la etapa a) esté contenida en la
parte 5' 0 3' de dicha transcripcion primaria de microARN, preferentemente en la parte 5'.

En una realizacién, la invencién se refiere a un procedimiento de deteccion e identificacién de un microARN
como se ha definido anteriormente, en el que dicho microARN esté presente en una célula vegetal natural.

En una realizacién, la invencién se refiere a un procedimiento de deteccion e identificacién de un microARN
como se ha definido anteriormente, en el que dicha célula eucariota y dicha célula eucariota del mismo tipo que
dicha célula eucariota determinada, que se utilizan en la etapa b), son células vegetales, preferentemente
células de Medicago truncatula.

En una realizacién, la invencién se refiere a un procedimiento de deteccion e identificacién de un microARN
como se ha definido anteriormente, en el que dicho microARN es de origen end6geno en dicha célula eucariota
y en dicha célula eucariota del mismo tipo que dicha célula eucariota determinada, que se utilizan en la etapa
b).
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En una realizacién, la invencién se refiere a un procedimiento de deteccion e identificacién de un microARN
como se ha definido anteriormente, en el que dicho microARN es de origen exégeno en dicha célula eucariota
y en dicha célula eucariota del mismo tipo que dicha célula eucariota determinada, que se utilizan en la etapa
b), conteniendo dichas células un vector que permite la expresiéon de dicho microARN.

En una realizacién, se describe un procedimiento de deteccién e identificacion de un microARN como se ha
definido anteriormente, en el que la acumulacién de dicho microARN se determina llevando a cabo una RT-
PCR cuantitativa o una transferencia de Northern.

En una realizacién, se describe un procedimiento de deteccién e identificacion de un microARN como se ha
definido anteriormente, en el que la acumulacién de dicho microARN se determina llevando a cabo un chip de
ADN o ARN.

En otro aspecto, la invencién también se refiere al uso de al menos:

- un miPEP como se ha definido anteriormente,
- un éacido nucleico que codifica dicho miPEP, o
- un vector que contiene dicho &cido nucleico,

como agente fitofarmacéutico,

» promover el crecimiento y/o desarrollo de plantas, en particular para la modulacién de los parametros
fisiolégicos de una planta, en particular biomasa, superficie de las hojas, floracién, tamafio de los frutos; O

* para prevenir o tratar enfermedades de las plantas, en particular para promover la resistencia a enfermedades
infecciosas, teniendo dicho miPEP:

» un tamafio de 3 a 100 aminoacidos, preferiblemente de 4 a 20 aminoéacidos;

* una secuencia peptidica idéntica a la codificada por una secuencia de nucleétidos contenida en el transcrito
primario de un microARN que regula la expresién de dicho gen; Y

* ser capaz de modular la acumulacién de dicho miR,
aplicAndose dicha composicién mediante pulverizacién foliar.

La invencidn se basa en la observacion sorprendente de los inventores de que es posible modular la expresién
de uno o varios genes diana de un mismo microARN modulando la acumulacién de dicho microARN con la
ayuda de un miPEP.

En una realizacién la invencidn se refiere a la utilizacién como se ha definido anteriormente, en la que dicha
célula eucariota determinada es una célula vegetal.

En una realizacién, la invencion se refiere a la utilizacién como se ha definido anteriormente, en la que dicha
célula eucariota determinada es una célula vegetal de una planta crucifera tal como Arabidopsis thaliana, de
una planta leguminosa tal como Glycine max (soja), Medicago truncatula y Medicago sativa (alfalfa) o de una
planta solanacea tal como Nicotiana benthamiana (tabaco), Solanum tuberosum (patata), Solahum
lycopersicum (tomate) o Solanum melongena (berenjena).

En una realizacién, la invencion se refiere a la utilizacién como se ha definido anteriormente, en la que dicho
microARN y dicho gen son de origen enddgeno en dicha célula eucariota determinada.

En una realizacién, la invencion se refiere a la utilizacién como se ha definido anteriormente, en la que dicho
microARN y dicho gen son de origen exdégeno en dicha célula eucariota determinada, conteniendo dicha célula
eucariota determinada al menos un vector que permite la expresién de dicho microARN de dicho gen.

En la invencién, las expresiones "de origen enddgend" y "de origen exégeno", se utilizan para distinguir dichos
microARN y/o los genes de especies diferentes, dada la conservacion de secuencias entre especies.

De esta manera, la expresién "de origen endégeno” indica que el microARN y/o el gen pueden estar presentes
de manera natural en la célula en cuestién. No obstante, a la célula en cuestién, pueden afiadirse de manera
artificial otras copias del microARN y/o del gen de origen endégeno, como por ejemplo, por clonacién.

Por el contrario, la expresién "de origen exdgeno” indica que el microARN y/o el gen no estan nunca presentes
de manera natural en la célula en cuestién. Se trata de un microARN y/o de un gen identificado en otro tipo
celular o en un organismo de otra especie, por tanto este microARN y/o este gen se introduce necesariamente
de manera artificial en la célula en cuestion.

En la invencidn, una célula transformada genéticamente puede contener por tanto 2 grupos de microARN y/o
genes potencialmente préximos en términos de secuencia, uno de origen endégeno y el otro de origen exégeno.
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En una realizacién, la invencién se refiere a la utilizacién como se ha definido anteriormente, en la que la
transcripcidn primaria del microARN y dicho gen son de origen exdgeno en dicha célula eucariota determinada,
conteniendo dicha célula eucariota determinada al menos un vector que permite la expresidén de la transcripcién
primaria del microARN.

En una realizacién, la invencién se refiere a la utilizacién como se ha definido anteriormente, en la que la
transcripcién primaria del microARN esta codificada por un vector introducido artificialmente en la célula.

En la invencion, el término "célula eucariota modificada" significa que dicha célula eucariota contiene un miPEP
introducido artificialmente en la célula, ya sea como un péptido o mediante un vector que codifica dicho miPEP.

Ademas de un miPEP introducido artificialmente en la célula, una célula eucariota modificada segun la
invencién también contiene al menos un &cido nucleico correspondiente al miORF que codifica dicho miPEP.

Ademas de un miPEP introducido artificialmente en la célula y de la miORF, una célula eucariota modificada
segln la invencién contiene igualmente al menos un miR, cuya transcripcién primaria contiene dicha miORF.

Los inventores han constatado de manera sorprendente que la utilizacién de péptidos en los que la secuencia
comprende o consiste en una secuencia idéntica a la de los miPEP codificados por las transcripciones primarias
de los miR, permiten favorecer el crecimiento de las plantas.

Segun la invencidn, el término "planta” se refiere, en general, a toda la planta, o a una parte de ella, en cualquier
fase de desarrollo (incluida la planta en forma de semilla o de brote joven), a uno o varios érganos de la planta
(como por ejemplo, las hojas, las raices, el tallo, las flores), a una o varias células de la planta, o incluso a un
conjunto de células de la planta.

Segun la invencidn, el término "crecimiento” se refiere al desarrollo de toda la planta, o a una parte de ella, a lo
largo del tiempo. El crecimiento de la planta puede determinarse y cuantificarse asi siguiendo los parametros
evolutivos que se pueden observar en ciertas partes, células u érganos de la planta, tales como las hojas, las
raices, los tallos o incluso las flores.

De manera no limitante, los pardmetros que permiten determinar y cuantificar el crecimiento de una planta
pueden ser principalmente:

- eltamafio, la superficie, el volumen, la masa y el nimero de hojas,
- eltamafio y el nUmero de flores,

- el tamafio del tallo (o del tallo floral),

- lalongitud y nimero de raices,

- la precocidad de germinacion,

- la precocidad de los brotes,

- la precocidad de la induccién floral (o transicién floral),

- oincluso el numero de células.

En el caso de las plantas leguminosas, el crecimiento de la planta puede estar ligado igualmente a la velocidad
de nodulacién, o incluso al tamafio y nimero de nddulos en las raices.

Por otra parte, segln la invencién, la expresion "favorecer el crecimiento de la planta" o "mejorar el crecimiento
de la planta", indica:

- sea una aceleracidn del desarrollo (como por ejemplo un tamafio de las hojas méas importante para la planta
en un momento dado con respecto a una planta de referencia),

- sea un aumento del desarrollo (como por ejemplo, un tamafio de las hojas mas importante en una planta,
que no pueda alcanzar una planta de referencia),

- sea una aceleracidén y un aumento del desarrollo de la planta.

Es importante sefialar que la utilizacién segun la invencién tiene la ventaja de ser ecolégica, en comparacién
con los procedimientos quimicos utilizados cladsicamente en la industria boténica o en la agricultura, ya que el
mMiPEP es un péptido que esta presente naturalmente en la planta.

Segun la invencién, la expresién "miPEP introducido" se refiere a un miPEP introducido artificialmente en la
planta a diferencia de "miPEP naturalmente presente en la planta". La introduccién de un miPEP en la planta
implica entonces una etapa técnica, en la que la etapa no es un fenémeno natural y no corresponde ni a un
cruzamiento, ni a una seleccion.

El miPEP introducido puede ser o bien un péptido producido fuera de la planta (como por ejemplo un péptido
aislado y/o purificado, un péptido sintético o un péptido recombinante), o bien un péptido producido por la planta
después de la introduccidén no natural de un acido nucleico que codifique dicho miPEP en dicha planta.

La planta en la que no se ha introducido el mIPEP posee una cantidad basal de dicho miPEP, que corresponde
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a la de dicho miPEP presente naturalmente. La utilizacién de un miPEP que comprende, o consiste en, una
secuencia idéntica a la de dicho miPEP conlleva un aumento de la cantidad total de miPEP, lo que modula la
acumulacién el miR cuya transcripcion primaria contiene la secuencia codificante de dicho miPEP.

Por otra parte, el miPEP introducido se encuentra en la planta y su introduccién no tiene un impacto sobre su
estabilidad.

En una realizacién, la invencion se refiere a la utilizacién como se ha definido anteriormente, en la que dicho
gen, implicado en el desarrollo de las partes vegetativas o reproductoras de la planta, se selecciona entre el
grupo que consiste en: NAC17 (n.° de referencia AT1G56010.1), NAC4 (n.° de referencia AT5G07680.1), NACS
(n.° de referencia AT5G61430.1), CUCT (n.° de referencia AT3G15170.1), CUC2 (n.° de referencia
AT5G53950.1), TCP3 (n.° de referencia AT1G53230.1) y TCP4 (n.° de referencia AT3G15030.1) (nUmeros de
referencia segun el banco de datos The Arabidopsis Information Resource "TAIR").

En particular, la invencion se refiere a la utilizacién como se ha definido anteriormente, en la que dicho gen,
implicado en el desarrollo de las partes vegetativas o reproductoras de la planta, se selecciona entre el grupo
que consiste en: NAC1, NAC4, NAC5, CUC1 y CUC2. En una realizacién, se describe la utilizacién como se
ha definido anteriormente, en la que dicho gen, implicado en el desarrollo de las partes vegetativas o
reproductoras de la planta, se selecciona entre el grupo que consiste en: TCP3y TCPA4.

En una realizacién, la invencion se refiere a la utilizacién como se ha definido anteriormente, en la que dicho
mMiARN se selecciona entre el miR164a y el miR319a.

En una realizacién, la invencion se refiere a la utilizacién como se ha definido anteriormente, en la que dicho
mMiARN se selecciona entre el miR164a, el miR319a, el miR171b, el miR165a, el miR160b, el miR169d y el
miR171e.

En una realizacién, la invencion se refiere a la utilizacién como se ha definido anteriormente, en la que dicho
mIiPEP se selecciona entre el AtmiPEP164a1, el AtmiPEP319a1, el AtmiPEP319a2, el MtmiPEP171b1, el
AtmiPEP165a1, el AtmiPEP160b1, el MtmiPEP169d, el MtmiPEP171e.

En particular, se describe la utilizacién como se ha definido anteriormente, en la que, dicho miR164a tiene una
secuencia de nucleétidos que consiste en la SEQ ID NO: 297.

En particular, se describe la utilizacién como se ha definido anteriormente, en la que dicho miR164a tiene una
secuencia de nucleétidos que presenta al menos un 80% de identidad, preferentemente al menos un 90% de
identidad, con la secuencia de nucleétidos SEQ ID NO: 297. En una realizacion, la invencion se refiere a la
utilizacién como se ha definido anteriormente, en la que dicho miPEP es el AtmiPEP164a1, en particular, en la
que dicho AtmiPEP164a1 tiene una secuencia de aminoacidos que consiste en la SEQ ID NO: 24.

En particular, la invencion se refiere a la utilizacién como se ha definido anteriormente, en la que, dicho miR319a
tiene una secuencia de nucleétidos que consiste en la SEQ ID NO: 331.

En particular, la invencion se refiere a la utilizacién como se ha definido anteriormente, en la que dicho miR319a
tiene una secuencia de nucleétidos que presenta al menos un 80% de identidad, preferentemente al menos un
90% de identidad, con la secuencia de nucleétidos SEQ ID NO: 331. En una realizacién, se describe la
utilizacién como se ha definido anteriormente, en la que dicho miPEP es el AtmiPEP319a1, en particular, en la
que dicho AtmiPEP319a1 tiene una secuencia de aminoacidos que consiste en la SEQ ID NO: 76.

En una realizacién, la invencion se refiere a la utilizacién como se ha definido anteriormente, en la que dicha
planta es una planta crucifera tal como Arabidopsis thaliana, una planta leguminosa tal como Glycine max
(soja), Medicago truncatula y Medicago sativa (alfalfa) o una planta solanacea tal como Nicotiana benthamiana
(tabaco), Solanum tuberosum (patata), Solanum lycopersicum (tomate) o Solanum melongena (berenjena). En
una realizacién, la invencién se refiere a la utilizacion como se ha definido anteriormente, en la que dicha planta
es una planta crucifera.

En una realizacién, la invencion se refiere a la utilizacién como se ha definido anteriormente, en la que dicha
planta es Arabidopsis thaliana.

En una realizacién, la invencién se refiere a la utilizacién como se ha definido anteriormente, para favorecer el
crecimiento de una planta de Arabidopsis thaliana, en la que el AtmiPEP164a1 se introduce en dicha planta de
Arabidopsis thaliana,

estando dicho AtmiPEP164a1 igualmente presente de manera natural en dicha planta de Arabidopsis thaliana,
siendo dicho AtmiPEP164a1 introducido, un péptido cuya secuencia comprende o consiste en una secuencia
idéntica a la de dicho AtmiPEP164a1 presente naturalmente, estando dicha secuencia del AtmiPEP164a1
presente naturalmente, codificada por una fase de lectura abierta situada en 5' de la transcripcién primaria de
miR164a, en el que el miR164a regula la expresién de al menos un gen implicado en el desarrollo de las partes
vegetativas o reproductoras de Arabidopsis thaliana,
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siendo la suma de la cantidad de dicho AtmiPEP164a1 introducido y la de dicho AtmiPEP164a1 presente
naturalmente estrictamente superior a la cantidad de dicho AtmiPEP164a1 naturalmente presente en dicha
planta de Arabidopsis thaliana.

En una realizacién, la invencién se refiere a la utilizacién como se ha definido anteriormente, para favorecer el
crecimiento de una planta de Arabidopsis thaliana, en la que el AtmiPEP319a1 se introduce en dicha planta de
Arabidopsis thaliana, estando dicho AtmiPEP319a1 igualmente presente de manera natural en dicha planta de
Arabidopsis thaliana, siendo dicho AtmiPEP319a1 introducido, un péptido cuya secuencia comprende o
consiste en una secuencia idéntica a la de dicho AtmiPEP319a1 presente naturalmente, estando dicha
secuencia del AtmiPEP319a1 presente naturalmente, codificada por una fase de lectura abierta situada en 5'
de la transcripcién primaria de miR319a, en el que el miR319a regula la expresién de al menos un gen implicado
en el desarrollo de las partes vegetativas o reproductoras de Arabidopsis thaliana, siendo la suma de la cantidad
de dicho AtmiPEP319a1 introducido y la de dicho AtmiPEP319a1 presente naturalmente estrictamente superior
a la cantidad de dicho AtmiPEP319a1 naturalmente presente en dicha planta de Arabidopsis thaliana.

En una realizacién, la invencion se refiere a la utilizacién como se ha definido anteriormente, en la que dicho
mMIPEP se introduce por via externa en la planta, preferentemente por riego, por pulverizacién o con la adicién
de un fertilizante, de tierra, de un sustrato de cultivo o de un soporte inerte.

En una realizacién, la invencion se refiere a la utilizacién como se ha definido anteriormente, en la que dicho
miPEP se introduce por riego y pulverizacién.

En una realizacién, la invencion se refiere a la utilizacién como se ha definido anteriormente, en la que dicho
mMiPEP se introduce por riego y por la adicién de un fertilizante.

En una realizacién, la invencion se refiere a la utilizacién como se ha definido anteriormente, en la que dicho
miPEP se introduce por pulverizacién y por la adicién de un fertilizante.

En una realizacién, la invencion se refiere a la utilizacién como se ha definido anteriormente, en la que dicho
miPEP se introduce, por riego, por pulverizacién y por adicién de un fertilizante.

Los inventores han constatado en efecto de manera inesperada que es posible aplicar directamente una
composicion que comprende un miPEP sobre la planta para modular la acumulacién del miR correspondiente
en la planta, lo que indica que el miIPEP es captado por la planta.

En una realizacién, la invencién se refiere a la utilizacion como se ha definido anteriormente, en la que la planta
se trata con una composicién que comprende de 10° M a 10* M de dicho miPEP, principalmente 10° M, 103
M, 107 M, 10° M, 10°M o0 10 M de dicho miPEP.

Preferentemente, las composiciones tienen de 108 M a 105 M para una aplicacién por riego o por pulverizacion
sobre la planta.

De manera complementaria, pueden contemplarse composiciones mas o menos concentradas para tratar la
planta con el miPEP. Por ejemplo, y de manera no limitante, pueden utilizarse composiciones méas concentradas
que comprendan de 10" M a 10 M de miPEP, principalmente 102 M, cuando el miPEP introducido por via
exdgena se administre a la planta por fumigacién.

En una realizacién, la invencion se refiere a la utilizacién como se ha definido anteriormente, en la que dicho
mMiPEP se introduce en la planta por medio de un acido nucleico que codifica dicho miPEP, introduciéndose
dicho acido nucleico en la planta.

En una realizacién, la invencién se refiere a la utilizacién como se ha definido anteriormente, en la que el
tamafio del tallo aumenta en la planta en la que se ha introducido dicho miPEP con respecto al tamafio del tallo
de una planta idéntica y de la misma edad en la que no se ha introducido ningin miPEP, o bien con respecto
al tamafio del tallo de una planta idéntica y de la misma edad en la que dicho miPEP no se ha introducido.

En una realizacién, la invencién se refiere a la utilizacién como se ha definido anteriormente, en la que el
ndimero de hojas aumenta en la planta en la que se ha introducido dicho miIPEP con respecto al nimero de
hojas de una planta idéntica y de la misma edad en la que no se ha introducido ningiin miPEP, o bien con
respecto al nimero de hojas de una planta idéntica y de la misma edad en la que dicho miPEP no se ha
introducido.

En una realizacién, la invencién se refiere a la utilizacién como se ha definido anteriormente, en la que el
tamafio de las hojas aumenta en la planta en la que se ha introducido dicho miPEP con respecto al tamafio de
las hojas de una planta idéntica y de la misma edad en la que no se ha introducido ningiin miPEP, o bien con
respecto al tamafio de las hojas de una planta idéntica y de la misma edad en la que dicho miPEP no se ha
introducido.

En una realizacién, la invencién se refiere a la utilizacién como se ha definido anteriormente, en la que el

9



10

15

20

25

30

ES 2983744 T3

ndmero de raices aumenta en la planta en la que se ha introducido dicho miPEP con respecto al niUmero de
raices de una planta idéntica y de la misma edad en la que no se ha introducido ningiin miPEP, o bien con
respecto al niumero de raices de una planta idéntica y de la misma edad en la que dicho miPEP no se ha
introducido.

En una realizacién, la invencién se refiere a la utilizacién como se ha definido anteriormente, en la que la
longitud de las raices aumenta en la planta en la que se ha introducido dicho miPEP con respecto a la longitud
de las raices de una planta idéntica y de la misma edad en la que no se ha introducido ningiin miPEP, o bien
con respecto a la longitud de las raices de una planta idéntica y de la misma edad en la que dicho miPEP no
se ha introducido. En una realizacién, la invencién se refiere a la utilizacion como se ha definido anteriormente,
en la que la velocidad de nodulacién aumenta en la planta en la que se ha introducido dicho miPEP con respecto
a la velocidad de nodulacién de una planta idéntica y de la misma edad en la que no se ha introducido ningtn
miPEP, o bien con respecto a la velocidad de nodulacién de una planta idéntica y de la misma edad en la que
dicho miPEP no se ha introducido.

En una realizacién, la invencién se refiere a la utilizacién como se ha definido anteriormente, en la que el
namero de nédulos aumenta en la planta en la que se ha introducido dicho miPEP con respecto al nimero de
nédulos de una planta idéntica y de la misma edad en la que no se ha introducido ningin miPEP, o bien con
respecto al nimero de nédulos de una planta idéntica y de la misma edad en la que dicho miPEP no se ha
introducido.

El aumento de los parametros que permiten determinar y cuantificar el crecimiento de la planta en la que se ha
introducido el miPEP (tales como el tamafio del tallo, el nimero y tamafio de las hojas, el nimero y la longitud
de las raices, la velocidad de nodulacién o incluso el nUmero de nédulos en las raices) se pone en evidencia
preferentemente por comparacién con una planta idéntica (es decir, una planta de la misma especie y/o
variedad), de la misma edad y cultivada en las mismas condiciones pero en la que no se ha introducido ninguin
miPEP.

El conjunto de secuencias de miPEP, miORF, miR y las transcripciones primarias de los miR se indican en las
tablas 1,2, 3,4,5y86.

La tabla 7 presenta un analisis del polimorfismo de la secuencia de ADN de diferentes regiones del pri-miR171b
se define un haplotipo cuando difiere al menos un aminoéacido de otros haplotipos).
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Tabla 4. Lista de microARN (miR)

miPEP Organismo Secuencia de miR SEQID

AtmiPEP156a1 Arabidopsis thaliana ugacagaagagagugagcac SEQ ID NO: 282
AtmiPEP156a2

AtmiPEP156a3

AtmiPEP156¢c1 Arabidopsis thaliana ugacagaagagagugagcac SEQ ID NO: 283
AtmiPEP156¢c2

AtmiPEP156e1 Arabidopsis thaliana ugacagaagagagugagcac SEQ ID NO: 284
AtmiPEP156f1 Arabidopsis thaliana ugacagaagagagugagcac SEQ ID NO: 285
AImiPEP159a Arabidopsis lyrata uuuggauugaagggagcucua SEQ ID NO: 286
AtmiPEP159a1 Arabidopsis thaliana uuuggauugaagggagcucua SEQ ID NO: 287
CrmiPEP159a Capsella rubella uuuggauugaagggagcucua SEQ ID NO: 288
AtmiPEP159b1 Arabidopsis thaliana uuuggauugaagggagcucuu SEQ ID NO: 289
AtmiPEP159b2

AtmiPEP160a1 Arabidopsis thaliana ugccuggcucccuguaugeca SEQ ID NO: 290
AtmiPEP160b1 Arabidopsis thaliana ugccuggcucccuguaugeca SEQ ID NO: 291
AtmiPEP160b2

AtmiPEP161 Arabidopsis thaliana ucaaugcauugaaagugacua SEQ ID NO: 292
AtmiPEP162a1 Arabidopsis thaliana ucgauaaaccucugcauccag SEQ ID NO: 293
AtmiPEP162b1 Arabidopsis thaliana ucgauaaaccucugcauccag SEQ ID NO: 294
AtmiPEP163-1 Arabidopsis thaliana uugaagaggacuuggaacuucgau SEQ ID NO: 295
AtmiPEP163-2

AlmiPEP164a1 Arabidopsis lyrata uggagaagcagggcacgugca SEQ ID NO: 296
AlmiPEP164a2

AlmiPEP164a3

AtmiPEP164a1 Arabidopsis thaliana uggagaagcagggcacgugca SEQ ID NO: 297
AtmiPEP164a2

AtmiPEP164a3

BrmiPEP164a1 Brassica rapa uggagaagcagggcacgugca SEQ ID NO: 298
BrmiPEP164a2

BrmiPEP164a3

CpmiPEP164a1 Carica papaya uggagaagcagggcacgugca SEQ ID NO: 299
CpmiPEP164a2

CrmiPEP164a1 Capsella rubella uggagaagcagggcacgugca SEQ ID NO: 300
CrmiPEP164a2

CrmiPEP164a3

GrmiPEP164a1 Gossypium raimondji uggagaagcagggcacgugca SEQ ID NO: 301
GrmiPEP164a2

GrmiPEP164a3

MtmiPEP164a1 Medicago truncatula uggagaagcagggcacgugca SEQ ID NO: 302
MtmiPEP164a2

OsmiPEP164a1 Oryza sativa uggagaagcaggguacgugca SEQ ID NO: 303
OsmiPEP164a2

AlmiPEP165a Arabidopsis lyrata ucggaccaggcuucaucccce SEQ ID NO: 304
AtmiPEP165a Arabidopsis thaliana ucggaccaggcuucaucccce SEQ ID NO: 305
BcmiPEP165a Brassica carinata ucggaccaggcuucaucccce SEQ ID NO: 306
BjmiPEP165a Brassica juncea ucggaccaggcuucaucccce SEQ ID NO: 307
BnmiPEP165a Brassica napus ucggaccaggcuucaucccce SEQ ID NO: 308
BomiPEP165a Brassica oleracea ucggaccaggceuucaucccce SEQ ID NO: 309
BrmiPEP165a Brassica rapa ucggaccaggcuucaucccce SEQ ID NO: 310
AtmiPEP166a Arabidopsis thaliana ucggaccaggcuucauuccce SEQ ID NO: 311
AtmiPEP166b Arabidopsis thaliana ucggaccaggcuucauuccce SEQ ID NO: 312
AtmiPEP167a Arabidopsis thaliana ugaagcugccagcaugaucua SEQ ID NO: 313
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(continuacién)

miPEP Organismo Secuencia de miR SEQID

AtmiPEP167b1 Arabidopsis thaliana ugaagcugccagcaugaucua SEQ ID NO: 314
AtmIiPEP167b2

AtmiPEP169c1 Arabidopsis thaliana cagccaaggaugacuugccgg SEQ ID NO: 315
AtmiPEP169c2

AtmiPEP16911 Arabidopsis thaliana uagccaaggaugacuugccug SEQ ID NO: 316
AtmiPEP171a1 Arabidopsis thaliana ugauugagccgcgccaauauc SEQ ID NO: 317
AtmiPEP171b Arabidopsis thaliana uugagccgugccaauaucacg SEQ ID NO: 318
MtmiPEP171b1 Medicago truncatula ugauugagccgcgucaauauc SEQ ID NO: 319
MtmiPEP171b2

ZmmiPEP171b Zea mays ggauugagccgcgucaauauuc SEQ ID NO: 320
AtmiPEP171c1 Arabidopsis thaliana uugagccgugccaauaucacg SEQ ID NO: 321
MtmiPEP171e Medicago truncatula agauugagccgcgccaauauuc SEQ ID NO: 322
MtmiPEP171h Medicago truncatula cgagccgaaucaauaucacuc SEQ ID NO: 323
AtmiPEP172a1 Arabidopsis thaliana agaaucuugaugaugcugcau SEQ ID NO: 324
AtmiPEP172a3

AtmiPEP172b1 Arabidopsis thaliana gcagcaccauuaagauucac SEQ ID NO: 325
AtmiPEP172cl Arabidopsis thaliana agaaucuugaugaugcugcag SEQ ID NO: 326
AtmiPEP172e1 Arabidopsis thaliana ggaaucuugaugaugcugcau SEQ ID NO: 327
AtmiPEP172e2

AtmiPEP172e3

AcmiPEP319a1 Arabidopsis cebennensis uggacugaagggagcucccu SEQ ID NO: 328
AcmiPEP319a2

AhmiPEP319a Arabidopsis halleri uggacugaagggagcucccu SEQ ID NO: 329
AImiPEP319a Arabidopsis lyrata uggacugaagggagcucccu SEQ ID NO: 330
AtmiPEP319a1 Arabidopsis thaliana uggacugaagggagcucccu SEQ ID NO: 331
AtmiPEP319a2

BrmiPEP319a Brassica rapa uggacugaagggagcucccu SEQ ID NO: 332
CpmiPEP319a Carica papaya uggacugaagggagcuccuu SEQ ID NO: 333
CrmiPEP319a Capsella rubella uggacugaagggagcucc SEQ ID NO: 334
EgmiPEP319a Eucalyptus grandis uggacugaagggagcucccu SEQ ID NO: 335
GrmiPEP319a Gossypium raimondji uggacugaagggagcucccu SEQ ID NO: 336
MtmiPEP319a Medicago truncatula uggacugaagggagucuccccu SEQ ID NO: 337
OsmiPEP319a Oryza sativa uggacugaagggugcucccu SEQ ID NO: 338
PpmiPEP319a Physcomitrella patens cuuggacugaagggagcucc SEQ ID NO: 339
ThmiPEP319a1 Thellungiella halophila uggacucaaggaagcucucu SEQ ID NO: 340
ThmiPEP319a2

AtmiPEP319b1 Arabidopsis thaliana uggacugaagggagcucccu SEQ ID NO: 341
AtmiPEP394a1 Arabidopsis thaliana uuggcauucuguccaccucc SEQ ID NO: 342
AtmiPEP395¢c1 Arabidopsis thaliana cugaaguguuuggggggacuc SEQ ID NO: 343
AtmiPEP395e1 Arabidopsis thaliana cugaaguguuugggggaacuc SEQ ID NO: 344
AtmiPEP397b1 Arabidopsis thaliana ucauugagugcaucguugaug SEQ ID NO: 345
AtmiPEP398c1 Arabidopsis thaliana uguguucucaggucaccccug SEQ ID NO: 346
AtmiPEP399b Arabidopsis thaliana ugccaaaggagaguugcccug SEQ ID NO: 347
AtmiPEP399d1 Arabidopsis thaliana ugccaaaggagauuugccccg SEQ ID NO: 348
AtmiPEP403 Arabidopsis thaliana uuagauucacgcacaaacucg SEQ ID NO: 349
AtmiPEP447a1 Arabidopsis thaliana uuggggacgagauguuuuguug SEQ ID NO: 350
AtmiPEP447a2 Arabidopsis thaliana uuggggacgagauguuuuguug

AtmiPEP447b1 Arabidopsis thaliana uuggggacgagauguuuuguug SEQ ID NO: 351
AtmiPEP447b2 Arabidopsis thaliana uuggggacgagauguuuuguug

AtmiPEP447c Arabidopsis thaliana ccccuuacaaugucgaguaaa SEQ ID NO: 352
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(continuacién)

miPEP Organismo Secuencia de miR SEQID

DmmiPEPIa Drosophila melanogaster uggaauguaaaagaaguauggag SEQ ID NO: 353
DmmiPEP1b

DmmiPEP8 Drosophila melanogaster uaauacugucagguaaagauguc SEQ ID NO: 354
HsmiPEP155 Homo sapiens uuuaaugcuaaucgugauagggu SEQ ID NO: 358
AtmiPEP157c Arabidopsis thaliana uugacagaagauagagagcac SEQ ID NO: 412
AtmiPEP157d Arabidopsis thaliana ugacagaagauagagagcac SEQ ID NO: 413
AtmiPEP160c Arabidopsis thaliana ugccuggcucccuguaugeca SEQ ID NO: 414
AtmiPEP164b Arabidopsis thaliana uggagaagcagggcacgugca SEQ ID NO: 415
AtmiPEP166¢c Arabidopsis thaliana ucggaccaggcuucauuccce SEQ ID NO: 416
AtmiPEP166d Arabidopsis thaliana ucggaccaggcuucauuccce SEQ ID NO: 417
AtmiPEP169a Arabidopsis thaliana cagccaaggaugacuugccga SEQ ID NO: 418
AtmiPEP169h Arabidopsis thaliana uagccaaggaugacuugccug SEQ ID NO: 419
AtmiPEP169n Arabidopsis thaliana uagccaaggaugacuugccug SEQ ID NO: 420
AtmiPEP170 Arabidopsis thaliana ugauugagccgugucaauauuc SEQ ID NO: 421
AtmiPEP396a Arabidopsis thaliana uuccacagcuuucuugaacug SEQ ID NO: 422
AtmiPEP399c Arabidopsis thaliana ugccaaaggagaguugcccug SEQ ID NO: 423
AtmiPEP169d Medicago truncatula aagccaaggaugacuugccgg SEQ ID NO: 427
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Tabla 6. Lista de los miR de control

miR Organismo Sequence du miR SEQID
miR169 | Medicago truncatula | CAGCCAAGGAUGACUUGCCGG | SEQ ID NO: 367
miR169a | Medicago truncatula | CAGCCAAGGAUGACUUGCCGA | SEQ ID NO: 368
miR171a | Medicago truncatula | UGAUUGAGUCGUGCCAAUAUC | SEQ ID NO: 369
miR171h | Medicago truncatula GAGCCGAAUCAAUAUCACUC SEQ ID NO: 370
miR393a | Medicago truncatula | UCCAAAGGGAUCGCAUUGAUC | SEQ ID NO: 371
miR393b | Medicago truncatula | UCCAAAGGGAUCGCAUUGAUC | SEQ ID NO: 372
miR396a | Medicago truncatula | UUCCACAGCUUUCUUGAACUU | SEQ ID NO: 373
miR396b | Medicago truncatula | UUCCACAGCUUUCUUGAACUG | SEQ ID NO: 374

Tabla 7. Polimorfismo de la secuencia de ADN de diferentes regiones de pri-miR171b

Tamafio n® de SNP | n® de mutaciones | % de SNP | n°® de haplotipos
pri-mir171b 1127 91 100 8,07 161
5' pri-miR171b 129 4 4 3,1 5
miPEP171b 62 2 2 3,22 3
Pre-miR171b 118 1 1 0,85 2
miR171b+miR171b* 42 0 0 0 1
3' pri-miR171b 259 39 42 15,08 89

Las figuras y los ejemplos siguientes ilustran mejor la invencién, sin por ello limitar su ambito.

Leyendas de las figuras

FIGURA 1. Efectos de la sobreexpresion del MtmiR171b (miR171b identificado en Medicago
truncatula) sobre la expresién de los genes HAM1 y HAM2 (A) o sobre el nimero de raices laterales
(B) en M. truncatula.

(A) El eje de ordenadas indica la expresién relativa del MtmiR171b (columnas de la izquierda), de HAM1
(columnas del centro) o de HAM2 (columnas de la derecha) en una planta de control (columnas blancas)
0 en una planta en la que se expresa negativamente MtmiR171b (columnas negras). La barra de error
se corresponde con el error tipico de la media (nimero de individuos = 10). La sobreexpresion de
MtmiR171b induce una disminucién de la expresidn de los genes HAM1 y HAM2.

(B) El eje de ordenadas indica el nUmero medio de raices laterales observados en una planta de control
(columna blanca) o en una planta en la que MtmiR171b se sobre expresa (columna negra). La barra de
error se corresponde con el error tipico de la media (nimero de individuos = 100). La sobreexpresién
de MtmiR171b produce una reduccién del nimero de raices laterales.

FIGURA 2. Efectos de la sobreexpresion del MtmiPEP171b1 sobre la expresién del MtmiR171b y de
los genes HAM1 y HAM2 (A) o sobre el nimero de raices laterales (B) en M. truncatula.

(A) El eje de ordenadas indica la expresion relativa del MtmiPEP171b1 (grafico de la izquierda), del
miR171b (grafico de la derecha, columnas de la izquierda), de HAM? (n.° de referencia MtGI9-
TC114268) (gréfico de la derecha, columnas del centro) o de HAMZ2 (n.° de referencia MtGI9-TC120850)
(grafico de la derecha, columnas de la derecha) en una planta de control (columnas blancas) o en una
planta en la que se sobre expresa MtmiPEP171b1 (columnas negras). La barra de error se corresponde
con el error tipico de la media (nimero de individuos = 10). La sobreexpresién del MtmiPEP171b1 induce
un aumento de la acumulacién del MtmiR171b, asi como una disminucién de la expresién de los genes
HAM1y HAM2.

(B) El eje de ordenadas indica el nUmero medio de raices laterales observados en una planta de control
(columna blanca) o en una planta en la que MtmiPEP171b1 se sobre expresa (columna negra). La barra
de error se corresponde con el error tipico de la media (nUmero de individuos = 100). La sobreexpresién
del MtmiPEP171b1 produce una reduccién del nimero de raices laterales.

FIGURA 3. Efectos del MtmiPEP171b1 sobre la expresién del MtmiR171b y de los genes HAM1 y
HAM2 (A) o sobre el nimero de raices laterales (B) en M. truncatula.

(A) El eje de ordenadas indica la expresién relativa del MtmiR171b (columnas de la izquierda), de HAM1
(columnas del centro) o de HAM2 (columnas de la derecha) en una planta de control (columnas blancas)
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0 en una planta tratada por riego durante 5 dias y 1 vez por dia con el MtmiPEP171b1 a 0,01 uM
(columnas gris claro), 0,1 uM (columnas gris oscuro) o 1 uM (columnas negras). La barra de error se
corresponde con el error tipico de la media (nimero de individuos = 10). La aplicacion del
MtmiPEP171b1 a diferentes concentraciones induce un aumento de la acumulacién del MtmiR171b, asi
como una disminucidn de la expresién de los genes HAM1 y HAM?2.

(B) El eje de ordenadas indica el nimero medio de raices laterales observado en una planta de control
(columna blanca) o en una planta tratada por riego con el MtmiPEP171b1 a 0,1 yM durante 5 dias y 1
vez al dia (columna negra). La barra de error se corresponde con el error tipico de la media (nimero de
individuos = 100). La aplicaciéon del MtmiPEP171b1 a 0,1 UM produce una reduccién del nimero de
raices laterales.

(C) El eje de ordenadas indica la expresion relativa del MtmiR171b (columnas de la izquierda), de HAM1
(columnas del centro) o de HAM2 (columnas de la derecha) en una planta de control (columnas blancas)
0 en una planta tratada por riego durante 5 dias y 1 vez por dia con el MtmiPEP171b1 a 0,01 uM
(columnas grises), 0,1 yM (columnas gris oscuro) o 1 yM (columnas negras) o con 0,01 uM de un
péptido mixto (LIVSHLYSEKFDCMRKILRI, SEQ ID NO: 428) (columnas gris claro) cuya composicién
en aminoacidos es idéntica al miPEP171b aunque la secuencia es diferente. La barra de error se
corresponde con el error tipico de la media (numero de individuos = 10).

FIGURA 4. Efectos del MtmiPEP171b1 sobre la expresion del pre-MtmiR171b (A) y del MtmiR171b
(B) en M. truncatula.

El eje de ordenadas indica la expresidn relativa de los precursores de diferentes formas del microARN en
las plantas de control (columna de la izquierda) o de las plantas tratadas por riego durante 5 dias y 1 vez al
dia con el MtmiPEP171bl a 0,01 pyM, 0,1 pM o 1 uM (columnas de la derecha). La barra de error se
corresponde con el error tipico de la media (nimero de individuos = 200). La aplicacién del MtmiPEP171b1
a diferentes concentraciones produce un aumento de la acumulacién del pre-MtmiR171b (A) y del
MtmiR171b (B).

FIGURA 5. Efectos de la sobreexpresion del MtmiPEP171b1 (A) y efectos del MtmiPEP171b1 (B)
sobre la expresién de diferentes precursores de miARN en M. truncatula.

El eje de ordenadas indica la relacién de la expresion de los precursores de los microARN en plantas que
sobreexpresan el MtmiPEP171b1 sobre la expresién de estos mismos precursores de microARN en raices
de control (A), o la relacién de la expresién de precursores de los microARN en plantas tratadas con el
MtmiPEP171b1 (0,1 uM) sobre la expresién de estos mismos precursores en raices de control (B). Los
diferentes precursores de los microARN ensayados se indican de izquierda a derecha en el eje de abscisas,
a saber, pre-MtmiR171b (SEQ ID NO: 2486), pre-MtmiR169 (SEQ ID NO: 359), pre-MtmiR169a (SEQ ID NO:
360), pre-MtmiR171a (SEQ ID NO: 361), pre-MtmiR171h (SEQ ID NO: 362), pre-MtmiR393a (SEQ ID NO:
363), pre-MtmiR393b (SEQ ID NO: 364), pre-MtmiR396a (SEQ ID NO: 365) y pre-MtmiR396b (SEQ ID NO:
366). La barra de error se corresponde con el error tipico de la media (nimero de individuos = 10). Se
constata que el MtmiPEP171b1 produce un efecto solo en la acumulacién del MtmiR171b y no sobre los
otros miR.

FIGURA 6. Efectos de la traduccién del MtmiPEP171b1 sobre la expresion del MtmiR171b puestos
en evidencia en la planta modelo Nicotiana benthamiana. El eje de ordenadas indica la expresién
relativa de MtmiR171b en plantas de tabaco transformadas para que expresen el pri-MtmiR171b (columna
blanca) o un pri-MtmiR171b mutado en el que el codén ATG se ha sustituido por ATT (columna negra). El
pri-MtmiR171b mutado es por lo tanto incapaz de producir el MtmiPEP171b1. La barra de error se
corresponde con el error tipico de la media (nimero de individuos = 30). Se constata que la ausencia de la
traduccién del MtmiPEP171b1 produce una fuerte disminucién la acumulacién del miR171b.

FIGURA 7. Efectos de la sobreexpresion del MtmiPEP171b1 sobre la expresion del pre-MtmiR171b
puestos en evidencia en la planta modelo Nicotiana benthamiana.

El eje de ordenadas indica la expresidn relativa del pre-MtmiR171b en plantas de tabaco que se han
transformado para que expresen el MtmiR171b (columna de la izquierda), el MtmiR171b y el
MtmiPEP171b1(columna del centro), o el MtmiR171b y una versién mutada del MtmiORF171b en la que el
coddn de inicio ATG se ha sustituido por ATT (coluna de la derecha). La barra de error se corresponde con
el error tipico de la media (numero de individuos = 30). Se constata que la expresién del MtmiPEP171b1
aumenta la expresiéon del MtmiR171b y este efecto depende de la traduccién de la MtmiORF171b en
MtmiPEP171b1.

FIGURA 8. Efectos del MtmiPEP171b1 sobre la expresion del pre-MtmiR171b puestos en evidencia
en la planta modelo Nicotiana benthamiana.

El eje de ordenadas indica la expresién relativa del MtmiR171b en plantas de tabaco transformadas para
que expresen el MtmiR171b sobre las que se pulveriz6 2 veces (0,1 uM) el MtmiPEP171b1, 12 h y 30 min
antes de la toma de muestras (columna de la derecha) o no (columna de la izquierda). La barra de error se
corresponde con el error tipico de la media (nUmero de individuos = 6). El péptido MtmiPEP171b1 utilizado
por pulverizacién induce un aumento de la acumulacién del MtmiR171b.
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FIGURA 9. Efectos del MtmiPEP171b1 sobre la expresién del pri-miR171b (A), del pre-MtmiR171b (B)
y del MtmiR171b (C) puestos en evidencia en la planta modelo Nicotiana benthamiana.

El eje de ordenadas indica la expresién relativa de precursores de diferentes formas de microARN en
plantas de tabaco modificadas para que expresen el MtmiR171b (columna de la izquierda) o modificadas
para que expresen el MtmiR171b y sobreexpresen el MtmiPEP171b1 (columnas de la derecha, fig. 9A) o
tratadas con 0,1 pM de miPEP171b1 (Fig. 9B y C). La barra de error se corresponde con el error tipico de
la media (numero de individuos = 30). La sobreexpresion del MtmiPEP171b1 o la aplicacién del
miPEP171b1 aumenta la acumulacién del pri-MtmiR171b (A), del pre-MtmiR171b (B) y del MtmiR171b (C).

FIGURA 10. Localizacién del MtmiPEP171b1 en las células de las hojas de tabaco que se han
modificado para que expresen el MtmiPEP171b1.

Las fotografias representan las células de las hojas de tabaco modificadas para que expresen la proteina
GFP solo (cuadro de la derecha) o la proteina GFP fusionada con el MtmiPEP171b1 (cuadro de la derecha).
Estas observaciones indican que el MtmiPEP171b1 esté localizado en pequefios cuerpos nucleares.

FIGURA 11. Efectos de la expresion del AtmiPEP165a (identificado en Arabidopsis thaliana sobre la
expresion del AtmiR165a (A) y de la expresiéon de AtmiPEP319a2 (identificado en Arabidopsis
thaliana) sobre el AtmiR319a (B), puesto en evidencia en la planta modelo de tabaco.

(A) El eje de ordenadas indica la expresion relativa del AtmiR165a en plantas de tabaco modificadas
para que expresen el AtmiR165a (columna de la izquierda) o para que expresen el AtmiR165a y el
AtmiPEP165a (columna de la derecha).
(B) El eje de ordenadas indica la expresion relativa del AtmiR319a en plantas de tabaco modificadas
para que expresen el AtmiR319a (columna de la izquierda) o para que expresen el AtmiR319a y el
AtmiPEP319a (columna de la derecha).

La barra de error se corresponde con el error tipico de la media (nimero de individuos = 30). En los dos
casos, se constata que la expresién de la miORF, y portanto la produccién del miPEP, produce un aumento
de la acumulaciéon del pre-miR.

FIGURA 12. Efectos del tratamiento con el AtmiPEP165a sobre el crecimiento de las raices de
Arabidopsis thaliana.

La fotografia presenta dos plantas de la misma edad: una planta de control (planta de la izquierda) y una
planta tratada con el AtmiPEP165a (planta de la derecha). El tratamiento con el AtmiPEP165a produce un
fenotipo de crecimiento radicular muy acelerado en Arabidopsis thaliana. El grafico muestra la expresién
del pre-miR165 en respuesta al tratamiento con dosis crecientes de AtmiPEP165a.

FIGURA 13. Conservacion de la secuencia del miPEP8 identificado en drosdfila. Las secuencias del
miPEP8 (SEQ ID NO: 104) se dedujeron a partir de las secuencias de la miORF8 (SEQ ID NO: 208) de 12
especies de droséfila diferentes y se alinearon. Un histograma representa la conservaciéon de cada
aminoécido entre las secuencias de la miORF8 en las 12 especies analizadas.

FIGURA 14. Evolucién de la masa (kDa) y del punto isoeléctrico (pl) del miPEP8 en las especies de
drosdfila.

El eje de ordenadas de la izquierda indica el tamafio del miPEPS8 (en kD). El eje de ordenadas de la derecha
indica el punto isoeléctrico del miPEP. El eje de abscisas indica el origen del miPEP, es decir, las especies
de droséfila. Se constata que a pesar de una modificacién importante de su tamafio (méas de un factor 3),
la carga de los miPEP se mantiene muy basica (>9,8) en las 12 especies estudiadas.

FIGURA 15. Efecto de la adicidon de secuencias sobre la funcion del miPEP.

Las hojas de tabaco se transformaron par que sobre expresaran el miPEP171b. Estos graficos muestran
que la adicion de secuencias (marcador His, HA o GFP) no altera la funcién del miPEP. El eje de ordenadas
indica la expresidn relativa del pre-MtmiR171b en plantas de tabaco que se han transformado para que
expresen el MtmiR171b (columna de la izquierda), el MtmiR171b y el MtmiPEP171b1. con o sin la adicién
de marcadores proteicos (columnas de la derecha). La barra de error se corresponde con el error tipico de
la media (nUmero de individuos = 6). Se constata que la expresién del MImIPEP171b1 aumenta la expresidn
del MtmiR171b y este efecto es independiente de la presencia de marcadores.

FIGURA 16. Expresién del MtmiPEP171b1 en el sistema radicular de Medicago truncatula.

Las raices de Medicago truncatula se transformaron para que expresaran fusiones entre la proteina GUS
(en azul) y el promotor del miR17b (A, E), el ATG del miPEP171bl (B, F), el miPEP171bl completo (C, G) o
bien el ATG2 (segundo ATG que se encuentra en el precursor, después del miPEP) (D, H). La expresién
de miR en las puntas de las raices (A) y en las raices laterales (E) es claramente visible. Las fusiones
transcripcionales (B, F) y traduccionales (C, G) muestran una expresién del miPEP171b en los mismos
tejidos, aunque el ATG siguiente no estéa activo (D, H).

FIGURA 17. Expresion de DmmiPEP8 en células de Drosophila melanogaster Se transfectaron células
de Drosophila melanogaster para sobreexpresar DmmiPEP8 (OE miPEP8) o bien miPEP8 cuyos codones
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de inicio de la traduccién estaban mutados (OE miPEP8 mut). El eje de ordenadas indica la expresion
relativa del pre-miR8. La barra de error se corresponde con el error tipico de la media (nimero de
experimentos independientes = 6). Se constata que la expresién del DmmiPEP8 aumenta la expresién del
DmmiR8 y este efecto estéd unido a la traduccién del ARNm.

FIGURA 18. Impacto del DmmiPEP8 sobre la acumulacién del DmmiR8 en las células de D.
melanogaster

Las células de Drosophila melanogaster se transfectaron para que sobreexpresaran el DmmiR8 natural (OE
miR8) o bien el DmmIR8 en el que los codones de inicio de la traduccién estaban mutados (OE miR8
miPEP8 mut). El eje de ordenadas indica la expresion relativa del Pre-miR8. La barra de error se
corresponde con el error tipico de la media (nimero de experimentos independientes = 2). Se constata que
la presencia del DmmiPEP8 aumenta la expresiéon del DmmiR8.

FIGURA 19. Impacto del HsmiPEP155 sobre la acumulacién del HsmiR155 en las células de Homo
sapiens

Las células HelLa de Homo sapiens se transfectaron para que sobre expresaran el HsmiPEP155 (OE
miPEP155). El eje de ordenadas indica la expresion relativa del pre-miR155. La barra de error se
corresponde con el error tipico de la media (nimero de experimentos independientes = 2). Se constata que
la expresién del HsmiPEP155 aumenta la expresién del HsmiR155.

FIGURA 20. Efectos de la traduccién del MtmiPEP171b1 sobre la expresiéon del MtmiR171b puestos
en evidencia en la planta modelo Nicotiana benthamiana.

El eje de ordenadas indica la expresién relativa del MtmiR171b en plantas de tabaco que se han
transformado para que expresen el pri-MtmiR171b (columna de la izquierda), un pri-miR171b en el que la
mMiORF171b se ha eliminado (columna del centro) o un pri-miR171b mutado en el que el codén ATG se ha
sustituido por ATT (columna de la derecha). El pri-primiR171b mutado es por lo tanto incapaz de producir
el miPEP171b1. La barra de error se corresponde con el error tipico de la media (nimero de individuos =
30). Se constata que la ausencia de la traduccién del miPEP171b1 produce una fuerte disminucion la
acumulacion del miR171b.

FIGURA 21. Efectos de la sobreexpresion del MtmiPEP171b1 sobre la expresion del MtmiR171b
puestos en evidencia en la planta modelo Nicotiana benthamiana.

El eje de ordenadas indica la expresién relativa del MtmiR171b en plantas de tabaco que se han
transformado con un vector que permite la expresiéon del miPEP171b y con un segundo vector vacio
(columna blanca), que sea un vector que permita la expresion del mtmiPEP171b (columna negra de la
izquierda), que sea un vector en el que el coddn de la ORF que codifica el mtmiPEP171b se ha sustituido
por ATT (columna negra del centro), que sea un vector en el que la secuencia de nucleétidos de la ORF se
ha mutado sin modificar la secuencia de aminoécidos del péptido traducido (miPEP codificado por una ORF
degenerada) (columna negra de la derecha). La barra de error se corresponde con el error tipico de la media
(numero de individuos = 30). Se constata que la expresion del MtmiPEP171b1 aumenta la expresién del
MtmiR171b y este efecto depende de la traduccién de la MtmiORF171b en MtmiPEP171b1.

FIGURA 22. Efectos del AtmiPEP165a sobre la acumulacion del AtmiR165a y de sus genes diana
(PHAVOLUTA: PHV, PHABOLUSA: PHBy REVOLUTA: REV).

El eje de ordenadas indica la expresion relativa de AtmiR165a, PHV, PHB y REV en raices de Arabidopsis
thaliana tratadas con agua (control) o con diferentes concentraciones de AtmiPEP165a (0,01 uM, 0,1 uM,
1 MM o 10 pM). La barra de error se corresponde con el error tipico de la media (nimero de individuos =
10).

El tratamiento de las plantas con concentraciones mas y mas importantes de AtmiPEP165a pone en
evidencia un efecto dependiente de la dosis de la acumulacién del AtmiR165a y de la regulacién negativa
de sus genes diana en funcién de la cantidad de AtmiPEP165a.

FIGURA 23. Efectos de un tratamiento con el AtmiPEP164a sobre la expresion del AtmiR164a en A.
thaliana.

Las fotografias representan los resultados de un analisis mediante transferencia de Northern de la
acumulacién del AtmiR164a en las raices tratadas con agua (control, fotografia de la izquierda) o con 0,1 pM
de un péptido sintético, que tiene una secuencia idéntica a la del AtmiPEP164a, disuelto en agua (0,1 pM
de miPEP164a). El ARN U6 se utiliza como control de carga que permite cuantificar la cantidad de
AtmiR164a.

Este experimento se repitié 4 veces de manera independiente y dio resultados similares.

El tratamiento de brotes de A. thaliana con 0,1 uM de miPEP164a produce un aumento de la acumulacién
de miR164a.

FIGURA 24. Efectos del tratamiento con el AtmiPEP164a sobre el crecimiento de Arabidopsis
thaliana.

Las fotografias presentan dos plantas (vistas desde arriba y de perfil) después de 3 semanas de crecimiento:
una planta de control regada con agua (A) y una planta regada con una composicién de 0,1 uM de péptido
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sintético correspondiente al AtmiPEP164a (B). El riego de las plantas de Arabidopsis thaliana con
AtmiPEP164a aumenta significativamente el crecimiento de la planta.

FIGURA 25. Efectos de un tratamiento con el AtmiPEP165a sobre la expresion del AtmiR165a en A.
thaliana.

Las fotografias representan los resultados de un analisis mediante transferencia de Northern de la
acumulacién del AtmiR165a en las raices tratadas con agua (control, fotografia de la izquierda) o con 0,1 pM
de un péptido sintético, que tiene una secuencia idéntica a la del AtmiPEP165a, disuelto en agua (0,1 pM
de miPEP165a). EI ARN U6 se utiliza como control de carga que permite cuantificar la cantidad de
AtmiR165a.

Este experimento se repitié 4 veces de manera independiente y dio resultados similares.

El tratamiento de brotes de A. thaliana con 0,1 uhM de miPEP165a produce un aumento de la acumulacién
de miR165a.

FIGURA 26. Efectos de la sobreexpresién del AtmiPEP319a1 sobre la expresion del AtmiR319a en A.
thaliana.

El eje de ordenadas indica la expresidn relativa del AtmiR319a en una planta de control (columna de la
izquierda) o en una planta en la que se sobreexpresa AtmiPEP319a1 (columna de la derecha). La barra de
error se corresponde con el error tipico de la media (nimero de individuos = 10). La sobreexpresién del
AtmiPEP319a1 induce un aumento de la acumulacién del Atmir319a.

FIGURA 27. Efectos del tratamiento con el AtmiPEP319a sobre el crecimiento de Arabidopsis
thaliana.

Las fotografias presentan dos plantas (vistas desde arriba y de perfil) después de 3 semanas de crecimiento:
una planta de control regada con agua (A) y una planta regada con una composicién de 0,1 uM de péptido
sintético correspondiente al AtmiPEP319a1 (B). El riego de las plantas de Arabidopsis thaliana con
AtmiPEP319a1 aumenta significativamente el crecimiento de la planta.

FIGURA 28. Inmunolocalizacién.

Las raices de Medicago truncatula se transformaron para que expresaran fusiones entre la proteina GUS
(en azul) y el ATG del miPEP171b (Promir1715-ATG1:GUS) o bien el ATG2 (segundo ATG que se encuentra
en el precursor, después del mPEP) (Promri71e-ATG2:GUS). También se realiz6 un marcado con un
anticuerpo anti-miPEP171b (miPEP171b). La inmunolocalizacién del miPEP171b en las raices de M.
truncatula revelan la presencia del miPEP171b en los sitios de inicio de las raices laterales, mostrando una
co-localizacién entre el microARN y el miPEP correspondiente.

FIGURA 29. Efectos de la sobreexpresion del AtmiPEP160b1 sobre la expresién del AtmiR160b en
A. thaliana.

El eje de ordenadas indica la expresion relativa del AtmiR160b en una planta de control (barra de la
izquierda) o en una planta en la que se sobreexpresa AtmiPEP160b1 (barra de la derecha). La barra de
error se corresponde con el error tipico de la media (nUmero de individuos = 10).

La sobreexpresién del AtmiPEP160b1 produce un aumento de la expresién relativa del AtmiR160b.

FIGURA 30. Efectos del AtmiPEP164a1 sobre la expresion del pri-AtmiR164a.

El eje de ordenadas indica la expresion relativa del AtmiR164a en una planta de control (barra de la
izquierda) o en una planta tratada por riego 1 vez al dia con el AtmiPEP164a1 a 0,1 yM (barra de la
derecha). La barra de error se corresponde con el error tipico de la media (nimero de individuos = 10).

La adicién de AtmiPEP164a1 produce un aumento de la expresién relativa del AtmiR164a.

FIGURA 31. Efectos de la sobreexpresién del AtmiPEP319a1 sobre la expresion del AtmiR319a en A.
thaliana.

El eje de ordenadas indica la expresion relativa del AtmiR319a en una planta de control (barra de la
izquierda) o en una planta en la que se sobre expresa AtmiPEP319a1 (barra de la derecha). La barra de
error se corresponde con el error tipico de la media (nUmero de individuos = 10).

La sobreexpresién del AtmiPEP319a1 produce un aumento de la expresién relativa del AtmiR319a.

FIGURA 32. Efectos de la sobre expresién del MtmiPEP169d sobre la expresién del MtmiR169d en
M. truncatula.

El eje de ordenadas indica la expresidn relativa del MtmiR169d en una planta de control (barra de la
izquierda) o en una planta tratada por riego 1 vez al dia con el MtmiPEP169d a 0,1 uM (barra de la derecha).
La barra de error se corresponde con el error tipico de la media (nimero de individuos = 10).

La adicién de MtmiPEP169d produce un aumento de la expresion relativa del MtmiR169d.

FIGURA 33. Efectos de la sobreexpresion del MtmiPEP171e sobre la expresion del MtmiR171e en M.
truncatula

El eje de ordenadas indica la expresidon relativa del MtmiR171e en una planta de control (barra de la
izquierda) o en una planta en la que se sobreexpresa MtmiPEP171e (barra de la derecha). La barra de error
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se corresponde con el error tipico de la media (numero de individuos = 10).
La sobreexpresién del MtmiPEP171e produce un aumento de la expresion relativa del MtmiR171e.

FIGURA 34. Localizacién del MtmiPEP171b1 en una planta natural de M. truncatula.

A través de inmunotransferencia, se analizaron diferentes cantidades de péptidos sintéticos MtmiPEP171b1
(1, 0,5, 0 0,1 nmol) y un extracto total de raices de M. truncatula, con un anticuerpo especifico del
MtmiPEP171b1.

El MtmiPEP171bl se produce de manera natural en las raices de M. truncatula.

FIGURA 35. Presencia del AtmiPEP165a en una planta natural de A. thaliana.

La fotografia superior corresponde a un analisis por transferencia de Western de la cantidad de
AtmiPEP165a en una planta joven natural de A. thaliana Col-0 (izquierda) y en una planta joven de A.
thaliana que sobreexpresa AtmiPEP165a (derecha).

La fotografia de abajo corresponde al anélisis por transferencia de western de la cantidad de una proteina
de control, la tubulina, en una planta joven natural de A. thaliana Col-0 (izquierda) y en una planta joven de
A. thaliana que sobreexpresa AtmiPEP165a (derecha).

El AtmiPEP165a se produce de manera natural en A. thaliana y esta presente en mayor cantidad en las
plantas que sobreexpresan AtmiPEP165a.

FIGURA 36. Modo de accién del AtmiPEP165a en A. thaliana.

(A) El eje de ordenadas indica la expresion relativa del miR165a en raices de control (barra de la
izquierda) o tratadas por riego 1 vez al dia con el AtmiPEP165a a 10 uM (barra de la derecha). La barra
de error se corresponde con el error tipico de la media (nUmero de individuos = 10).

La adicién de AtmiPEP165a produce un aumento de la expresién relativa del AtmiR165a.

(B) El eje de ordenadas indica la expresion relativa del pri-miR165a, en presencia de cordicepina
(inhibidor de la sintesis de ARN), en las raices de control (curva gris) o tratadas por riego 1 vez al dia
con el AtmiPEP165a a 10 uM (curva negra). El eje de abscisas indica la duracién del tratamiento con
cordicepina.

La adicién de AtmiPEP165a no produce una mayor estabilidad del pri-miR165a.

(C) El eje de ordenadas indica la expresién relativa del pri-miR165a, en las plantas naturales (Col-0) o
mutadas con un alelo débil de la segunda subunidad grande de la ARN polimerasa Il (nrpb2-3). El eje
de abscisas indica si las plantas se han regado con agua o con el AtmiPEP165a a 10 uM.

Las plantas mutadas, a diferencia de las plantas naturales, no son capaces de acumular el AtmiR165a en
respuesta al AtmiPEP165a.

FIGURA 37. Efectos del pri-miR171b sobre el nimero de raices laterales en M. truncatula.

El eje de ordenadas indica el nimero medio de raices laterales observadas en una planta de control (barra
blanca) o en una planta en la que se sobreexpresa el pri-miR171b (barra negra). La barra de error se
corresponde con el error tipico de la media (nimero de individuos = 100).

La sobreexpresién del pri-miR171b produce una reduccién del nUmero de raices laterales.

FIGURA 38. Posibilidad de traduccién del DmmiPEP8 en las células de Drosophila melanogaster.
Las células de Drosophila melanogaster se transfectaron para que sobre expresaran el DmmiPEP8
(mIPEP8::GF) o bien el DmmIiPEP8 mt (en el que los codones de inicio de la traduccién estaban
mutados(miPEP8 mt::GFP)). Como control de la transfeccién, se cotransfecté un plasmido que producia la
proteina moesina-RFP (iméagenes de abajo) con los plasmidos codificantes de los DmmiPEPS8 (imagen de
la izquierda) y DmmiPEP 8 mt (imagen de la derecha). Se constata que los codones de inicio presentes en
la secuencia de DmmiPEPS8 son funcionales ya que permiten la sintesis de la GFP (imagen de arriba a la
izquierda) mientras que las construcciones mutadas en los ATG no producen casi nada de GFP (imagen
de arriba a la derecha).

Estos resultados sugieren por tanto que la ORF del miPEP es funcional.

Ejemplos

A: Andlisis de los miPEP en las plantas

Ejemplo 1 - Caracterizacién en la planta modelo Medicago truncatula
Ejemplo 1A - MtmiPEP171bl

a) Identificacién y caracterizacion del MtmiPEP171bl (miPEP171bl identificado en Medicago truncatula)

El microARN MtmiR171b se expresa en la regién meristematica de las raices. La sobreexpresién de este
microARN conduce principalmente a una reduccién de la expresién de los genes HAM17 (n.° de referencia
MtGI9-TC114268) y HAM2 (n.° de referencia MtGI9-TC120850) (Figura 1A), asi como una reduccién del
namero de raices laterales (Figura 1B). La sobreexpresién del pri-miR171b también produce una reduccién del
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namero de raices laterales (Figura 37).

La secuencia de la transcripcién primaria del MtmiR171b se determind utilizando la técnica RACE-PCR. El
analisis de la secuencia de la transcripcién primaria ha permitido identificar la presencia de varias pequefias
fases de lectura abierta (ORF) completamente inesperadas. Estas ORF se han denominado miORF por "ORF
de microARN"'. Estas miORF codifican potencialmente péptidos cortos, de aproximadamente 4 a 100
aminoécidos. No se ha encontrado ninguna homologia significativa respecto a estas miORF en las bases de
datos.

La sobreexpresidn de la primera miORF, llamada MtmiORF171b, da lugar a un aumento de la acumulacién del
MtmiR171b y una reduccién de la expresién de los genes HAM1 y HAM2 (ver Figura 2A), asi como una
reduccién del nimero de raices laterales (Figura 2B), como la que se habia observado durante la
sobreexpresién del MtmiR171b.

Para determinar si la MtmiORF171b da lugar a la produccion real de un péptido y si la funcidén de regulacién
observada anteriormente se lleva a cabo por dicho péptido, se aplicd un péptido sintético, en el que la secuencia
era idéntica a la codificada potencialmente por la MtmiORF171b, se aplicé en las raices del Medicago
truncatula. La aplicacion de este péptido produce el fenotipo ya observado anteriormente durante la
sobreexpresidén del MtmiORF171b, es decir, que produce un aumento de la acumulacién del MtmiR171b y una
reduccidn de la expresion de los genes HAM1y HAM?2 (véase la Figura 3A), asi como una reduccién del nimero
de raices laterales (Figura 3B).

Los resultados de estos experimentos demuestran que la MtmiORF171b codifica un péptido capaz de modular
la acumulacion del MtmiR171b y la expresion de genes diana del MtmiR171b: HAMT y HAMZ2. Dicho péptido
se denominé MtmiPEP171bl ("miPEP" correspondiente a un PEPtido codificado por un microARN).

Por otra parte, el MtPEP171b1 produce un aumento de la acumulaciéon del MtmiR171b (Figura 4A) y del pre-
MtmiR171b (Figura 4B).

b) Especificidad del miPEP171b1

Se determiné y comparé la expresién de diferentes microARN de Medicago truncatula (MtmiR171b SEQ ID
NO: 319, MtmiR169 (SEQ ID NO: 367, MtmiR169a (SEQ ID NO: 368, MtmiR171a (SEQ ID NO: 369, MtmiR171h
(SEQ ID NO: 370, MtmiR393a (SEQ ID NO: 371, MtmiR393b (SEQ ID NO: 372, MtmiR396a (SEQ ID NO: 373
y MtmiR396b (SEQ ID NO: 374) entre plantas de control y plantas en las que se sobre expresa la MtmiORF171b
que codifica el MtmiPEP171bl (Figura 5A), o entre plantas de control y plantas cultivadas en un medio de cultivo
que contenia el MtmiPEP171bl (Figura 5B).

Los resultados obtenidos indican que el MtmiPEP171bl solo produce un aumento de la acumulacién del
MtmiR171b y no en otros miR, lo que indica que un miPEP solo tiene efecto sobre el microARN del que procede.

c) Localizacién del miPEP171bl

Por otra parte, la inmunolocalizacién del miPEP171b1 en las raices de M. truncatula revelan la presencia del
miPEP171b1 en los sitios de inicio de las raices laterales, mostrando una co-localizacién entre el microARN y
el miPEP correspondiente (Figuras 28 y 34).

Ejemplo 1B - MtmiPEP169d

En referencia al MtmiPEP169d, se ha demostrado in vivo en M. truncatula que la adicion de MtmiPEP169d
produce una acumulaciéon del MtmiR169d (Figura 32).

Ejemplo 1C - MtmiPEP171e

En referencia al MtmiPEP171e, se ha demostrado in vivo en M. truncatula que la sobreexpresién de este miPEP
produce una acumulacién del MtmiR171e (Figura 33).

Ejemplo 2 - Caracterizacién en la planta modelo del tabaco

a) Conservacién del mecanismo en el tabaco

Para determinar si el mecanismo de regulacién de los microARN se conserva en otras especies de plantas, se
ensay6 la regulacién del MtmiR171b por el MtmIPEP171bl en un modelo celular diferente. Para esto, se
introdujeron el MtmiR171b y el MtmiPEP171bl en las hojas de tabaco.

La acumulacion del MtmiR171b se midié en hojas de tabaco transformadas para que expresen el MtmiR171b
de Medicago truncatula a partir del pri-miR natural capaz de producir el MtmiPEP171b1 o a partir de una versién
mutada del pri-miR incapaz de producir el MtmiPEP171b1 (en la que el codén de inicio ATG de la MtmiORF171b
se ha sustituido por ATT) (Figura 6 y Figura 20). La ausencia de traduccién del MtmiPEP171bl da lugar a una
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fuerte disminucién de la acumulaciéon del MtmiR171b.

La acumulacién del pre-MtmiR171b se ha medido en las hojas de tabaco transformadas para que expresen el
MtmiR171b de Medicago truncatula solo (control), o para que expresen ademas MtmiORF171b natural de
Medicago truncatula (35SmiPEP171b1 ATG), o una versién mutada de MtmiORF171b en la que el codén de
inicio ATG se ha reemplazado por ATT (35SmiPEP171b1 ATT) (Figura 7 y Figura 21). La expresiéon de
MtmiORF171b produce un aumento de la acumulacién del pre-miR171b, y esta acumulacién del pre-miR171b
depende de la traduccidn de la MtmiORF171b en micropéptido.

Del mismo modo, en las hojas de tabaco transformadas para que expresen el MtmiR171b de Medicago
truncatula, tratadas o no por pulverizaciéon con el MtmiPEP171bl (0,1 uM) una primera vez 12 h antes de la
toma de muestras y después una segunda vez 30 minutos antes de la toma de muestras, se ha observado que
el MtmiPEP171bl puede utilizarse directamente en forma de péptido por medio de pulverizaciones foliares
(Figura 8).

Por otra parte, se ha observado en el tabaco (como en Medicago truncatula) que el MtmiPEP171b1 produce
un aumento de la acumulacién del mtmiR171b (Figura 9A), y del pre-MtmiR171b (Figura 9B), pero disminuye
la acumulacién del pri-MtmiR171b (Figura 9C).

El conjunto de estos resultados indica que el mecanismo de regulacién de los microARN y de sus genes diana
bajo el control de los miPEP estéa conservado entre especies.

b) Localizacién intracelular del MtmiPEP171bl

Las hojas de tabaco se transformaron para que sobre expresaran el MtmiPEP171bl de Medicago truncatula
fusionado con una proteina fluorescente (GFP) (Figura 10). Los resultados obtenidos indican que el miPEP
esta localizado en pequefios cuerpos nucleares.

c) Identificacién de los miPEP a partir de bases de datos

A partir de las bases de datos genémicas de plantas, se ha investigado la presencia de fases de lectura abierta
en el seno de las trascripciones primarias de 70 miR, los inventores han identificado 101 miORF susceptibles
de codificar un miPEP.

A dia de hoy, los AtmiPEP165a y AtmiPEP319a2, identificados en Arabidopsis thaliana, ya se han
caracterizado. Los experimentos realizados en la planta modelo de tabaco han permitido demostrar que la
sobreexpresién de AtmiORF165a o de AtmiORF319a produce respectivamente un aumento de la acumulacién
de AtmiR165a o del AtmiR319a (Figura 11).

El miR165a regula factores de transcripcién como Revoluta, Phavoluta y Phabulosa. El miR319 regula genes
de la familia TCP.

Ejemplo 3 - Caracterizacion en la planta modelo Arabidopsis thaliana
Ejemplo 3A - AtmiPEP165a

En referencia al AtmiPEP165a, se ha demostrado in vivo en Arabidopsis thaliana que el tratamiento con el
AtmiPEP165a produce un fenotipo de crecimiento radicular muy acelerado (Figura 12).

Por otra parte, el tratamiento de las plantas con concentraciones mas y mas importantes de miPEP165a indica
un efecto dependiente de la dosis de la acumulacién del miR165a y de la regulacién negativa de sus genes
diana (PHAVOLUTA: PHV, PHABOLUSA: PHB y REVOLUTA: REV) en funcién de la cantidad de miPEP165A
(véase la Figura 22).

Ejemplo 3B - AtmiPEP164a

En referencia al AtmiPEP164a, éste se sintetizé y utilizd para investigar un aumento de la acumulacién de
miR164a en las raices de A. thaliana tratadas con el péptido sintético.

Los analisis por transferencia de Northern indican que el tratamiento de la planta con el péptido miPEP164a
produce un aumento de la acumulacién del miR164a (Figura 23).

El mismo tipo de resultados se obtuvo por qRT-PCR (Figura 30).

Igualmente se ha demostrado in vivo en Arabidopsis thaliana que el tratamiento de la planta con el
AtmiPEP164a aumenta significativamente el crecimiento de la planta (Figura 24).

Ejemplo 3C - AtmiPEP165a

En referencia al AtmiPEP165a, éste se sintetizé y utilizd para investigar un aumento de la acumulacién de
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miR165a en las raices de A. thaliana tratadas con el péptido sintético.

Los analisis por transferencia de Northern indican que el tratamiento de la planta con el péptido miPEP165a
produce un aumento de la acumulacién del miR165a (Figura 25).

Por otra parte, para determinar el modo de accidén de los miPEP con respecto a la acumulacién de sus propios
miR, la expresién del pri-miR165a se ha analizado en plantas naturales y en plantas transformadas para que
sobreexpresen el miPEP165a (Figura 35).

La expresién del pri-miR165a esté favorecida en las plantas que sobre expresan el miPEP165a (Figura 36A).

En presencia de cordicepina, un inhibidor de la sintesis de ARN, la cantidad de pri-miR165a es idéntica en las
plantas naturales y en las plantas transformadas (Figura 36B), lo que indica que el miPEP165a no actiia como
un estabilizador del ARN, sino mas bien como un activador transcripcional del pri-miR165a.

Ademas, la expresion del pri-miR165a se analizd en plantas naturales (Col-0) y en plantas mutadas portadoras
de un alelo débil de la segunda subunidad grande de la ARN polimerasa Il (plantas nrpb2-3). Los resultados
obtenidos indican que las plantas mutadas no presentan un aumento de la acumulacién del pri-miR165 en
respuesta al miPEP165a, a diferencia de las plantas naturales. Esto parece indicar que el miPEP actia como
un regulador transcripcional.

Ejemplo 3D - AtmiPEP319al

En referencia al AtmiPEP319a1, éste también se sintetizd y se utilizé para investigar un aumento de la
acumulacién de miR319a en las raices de A. thaliana tratadas con el péptido sintético.

Los analisis por qRT-PCR indican que la sobreexpresién del AtmiPEP319a1 produce un aumento de la
acumulacién del miR319a (Figuras 26 y 31).

Igualmente se ha demostrado in vivo en Arabidopsis thaliana que el tratamiento de la planta con el
AtmiPEP319a1 aumenta significativamente el crecimiento de la planta (Figura 27).

Ejemplo 3E - AtmiPEP160bl

En referencia al AtmiPEP160b1, se ha demostrado in vivo en A. thaliana que la sobreexpresién de este miPEP
produce una acumulacién del AtmiR160b (Figura 29).

Materiales y procedimientos

Material biolégico

La superficie de granos de M. truncatula se esterilizé y se dejaron germinar sobre placas de agar durante 5
dias a 4 °C en oscuridad. A continuacién, los brotes se cultivaron en placas cuadradas de 12 cm llenadas de
medio Fahraeus sin nitrégeno y que contenian fosfato 7,5 uM (Lauresergues y col., Plant J., 72(3):512-22,
2012). Se hizo el recuento de las raices laterales cada dia. En los tiestos, las plantas se regaron cada dos dias
con medio Long Ashton modificado que contenia poco fésforo (Balzergue y col., Journal of experimental botany,
(62):1049-1060, 2011).

Los péptidos se sintetizaron en Eurogentec o Smartox-Biotech. El MtmIPEP171bl se dejbé en suspensidén en
una solucidén de agua, un 40% de acetonitrilo, un 50% de acido acético, un 10% (v/iv/v), y otros péptidos se
dejaron en suspension en agua.

El riego de las hojas por pulverizacién con los péptidos se realiz6 utilizando soluciones de péptidos a diferentes
concentraciones (0,01, 0,1, 1 uM), una primera vez 12 h antes de la toma de muestras y después una segunda
vez 30 min antes de la toma de muestras.

Transcripcién inversa de los microARN

El ARN se extrajo utilizando el reactivo Tri-Reagent (MRC) segun las instrucciones del fabricante, a excepcién
de la precipitacién del ARN que se llevé a cabo con 3 volimenes de etanol. La transcripcién inversa del ARN
se llevd a cabo utilizando el cebador especifico RTprimer171b en tallo lazo en combinaciéon con hexameros
para efectuar la transcripcién inversa del ARN de alto peso molecular.

En resumen, se afiadié 1 ug de ARN al cebador en tallo lazo MIR171b (0,2 pM), el hexamero (500 ng), el
tampdn RT (1X), la enzima transcriptasa inversa SuperScript (SSII) (una unidad), los dNTP (0,2 mM cada uno),
el DDT (0,8 mM), en una mezcla de reaccién final de 25 ul. Para efectuar la transcripcién inversa, se llevé a
cabo una reaccién de transcripcién inversa pulsada (40 repeticiones del siguiente ciclo: 16 °C durante 2
minutos, 42 °C durante un minuto y 50 °C durante un segundo, seguidos por una inactivacién final de la
transcripcién inversa a 85 °C durante 5 minutos).
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Analisis por RT-PCR cuantitativa (QRT-PCR)

El ARN total de las raices de M. truncatula o de las hojas de tabaco se extrajeron utilizando el kit de extraccién
RNeasy Plant Mini Kit (Qiagen). La transcripcion inversa se realizé utilizando la transcriptasa inversa
SuperScript Il (Invitrogen) a partir de 500 ng de ARN total.

Se realizaron tres repeticiones (n=3) con dos repeticiones técnicas cada una. Cada experimento se repitié de
dos a tres veces. Las amplificaciones por qPCR se realizaron utilizando un termociclador LightCycler 480
System (Roche Diagnostics) segun el procedimiento descrito en Lauressergues y col. (Plant J., 72(3):512-22,
2012).

Analisis estadisticos

Los valores medios de la expresion relativa de los genes o de la produccién de raices laterales se analizaron
utilizando el ensayo de Student o el ensayo de Kruskal-Wallis. Las barras de error representan la desviacién
tipica de la media (SEM, Error Tipico de la Media). Los asteriscos indican una diferencia significativa (p<0,05).

Construcciones plasmidicas

Los fragmentos de ADN de interés se amplificaron con la polimerasa Pfu (Promega). Los fragmentos de ADN
se clonaron con la ayuda de las enzimas Xhol y Notl en un pldsmido pPEX-DsRED para una sobreexpresién
bajo el control del fuerte promotor constitutivo 35S, y con la ayuda de las enzimas Kpnl-Ncol en un plasmido
pPEX GUS para los genes indicadores, segun el procedimiento descrito en Combier y col. (Genes & Dev, 22:
1549-1559, 2008).

Para los miPEP 165a y 319a, las miORF correspondientes se clonaron en el pBIN19 segln el procedimiento
descrito en Combier y col. (Genes & Dev, 22: 1549-1559, 2008).

Transformacién de las plantas

Las plantas compuestas que poseian raices transformadas con Agrobacterium rhizogenes se obtuvieron por el
procedimiento descrito en Boisson-Dernier y col. (Mol Plant-Microbe Interact, 18:1269-1276, 2005). Las raices
transformadas se verificaron y seleccionaron mediante la observacién del DsRED con una lupa binocular
fluorescente. Las raices de control correspondian a raices transformadas con A. Rhizogenes que no contenian
el vector pPEXDsRED. La transformacién de las hojas de tabaco se llevdé a cabo segun el procedimiento
descrito en Combier y col. (Genes & Dev, 22: 1549-1559, 2008).

Transferencia de Northern

El analisis por transferencia de Northern se llevd a cabo segun el protocolo descrito por Lauressergues y col.
Plant J, 72(3):512-22, 2012.

Las muestras biolégicas se homogeneizaron en un tampén que contenia 0,1 M de NaCl, un 2 % de SDS, 50
mM de Tris-HCI (pH 9), 10 mM de EDTA (pH 8) y 20 mM de mercaptoetanol, y se extrajo el ARN 2 veces con
una mezcla de fenol/cloroformo y se precipitd en etanol.

ElI ARN se carg6 sobre gel PAGE al 15% y se transfirié sobre una membrana de nylon (HybondNX, Amersham).
El ARN se hibridé con una sonda de oligonucleétidos, se marcd de manera radioactiva en su extremidad, para
detectar el ARN U6 o para el miR164a.

Las hibridaciones se llevaron a cabo a 55 °C. Las sefiales de hibridacién se cuantificaron utilizando un
phosphoroimager (Fuji) y se normalizaron con la sefial de la sonda especifica del ARN U8.

Estabilidad del ARN

Para cada condicién, las plantas de 2 semanas y cultivadas verticalmente sobre medio MS sdlido se
transfirieron en placas de 6 pocillos que contenian 1 ml de medio MS liquido. Después de 16 horas de
incubacién con 1 mM de miPEP, las plantas se trataron con 100 ug/ml de cordicepina o con agua (utilizada
como control), y se recogieron a diferentes momentos para extraer y cuantificar el ARN. Cada experimento se
llevé a cabo 3 veces.

Marcado histoguimico

El marcado con GUS se realizé segun el procedimiento descrito en Combier y col., (Genes & Dev, 22: 1549-
1559, 2008). Las muestras se observaron con un microscopio (axiozoom).

Inmunolocalizacién

Las raices o las plantulas de tejido de Medicago se fijaron durante 2 horas en formol al 4 % (v/v) con 50 mM de
tampén de fosfato (pH 7,2), y después se incluyeron en agarosa LMP al 5 % en agua (por debajo del punto de
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fusién). Se obtuvieron cortes finos (100 um) y se colocaron en Pbi (tampén de fosfato para inmunologia) sobre
laminas revestidas de teflén, se bloquearon en Pbi, Tween al 2 % y seroalbimina bovina al 1 % durante 2 horas
(PbiT-BSA), y después se marcaron durante una noche (12 h) a 4 °C con el anticuerpo primario diluido en BSA-
PbiT. Los cortes se lavaron con PBIT y se incubaron a temperatura ambiente durante 2 h con un anticuerpo
secundario diluido en PbiT-BSA. A continuacién, las [aminas se lavaron en Pbi durante 30 min y se montaron
en un citifluor (medio de montaje). Los anticuerpos primarios y las diluciones eran los siguientes: 1716a (1:500,
viv). El anticuerpo secundario era un anticuerpo de cabra anti-IgG de conejo acoplado a la sonda fluorescente
Alexa Fluor 633 (Molecular Probes), y se utilizé a una dilucién de 1:1000 (v/v).

Transferencia de Western

Se obtuvo un extracto total de proteinas segln el procedimiento descrito en Combier y col., (Genes & Deyv, 22:
1549-1559, 2008) y se separ6 por SDS-PAGE. La transferencia se llevd a cabo en un tampén de fosfato durante
una noche a 4 °C, a 15V, y después se incub6 la membrana durante 45 min a temperatura ambiente en una
solucién de glutaraldehido al 0,2 % (v/v). Los anticuerpos primarios se utilizaron a una dilucién de 1: 1000 (v/v)
y los anticuerpos de cabra anti-IgG de conejo conjugados con HRP se utilizaron como anticuerpos secundarios
a una dilucién de 1: 40.000 (v/v).

Tabla 8. Lista de cebadores

AtmiR160bg5 (SEQ ID NO: 429) TCCCCAAATTCTTGACCAAA
AtmiR160bg3 (SEQ ID NO: 430) TTGAGGGGAAAACATGAACC
AtmiR164aq5 (SEQ ID NO: 431) ACGAAATCCGTCTCATTTGC
AtmiR164aq3 (SEQ ID NO: 432) GGGTGAAGAGCTCATGTTGG
AtmiR165q5 (SEQ ID NO: 433) TGAGGGGAATGTTGTCTGG
AtmiR165q3 (SEQ ID NO: 434) GAAGCCTGGTCCGAGGATA

86




ES 2983744 T3

(continuacién)

AtmiR319q5 (SEQ ID NO: 435) CGAGTCGCCAAAATTCAAAC
AtmiR319q3 (SEQ ID NO: 436) GCTCCCTTCAGTCCAATCAA
AtPHVQ5 (SEQ ID NO: 437) GCAACTGCAGTGGAATAGCA
AtPHVQ3 (SEQ ID NO: 438) GCGACCTTCATGGGTTCTAA
AtPHBQq5 (SEQ ID NO: 439) CTCAGCATCAGCAACGTGAT
AtPHBQq3 (SEQ ID NO: 440) AACTCTGCTAGGGCCTCCTC
AtREVQ5 (SEQ ID NO: 441) TCACAACTCCTCAGCATTCG
AtREVQ3 (SEQ ID NO: 442) ACCCAATCAACAGCAGTTCC
Atactine2F (SEQ ID NO: 443) GGTAACATTGTGCTCAGTGG
Atactine2R (SEQ ID NO: 444) CTCGGCCTTGGAGATCCACA

mMiORF319aclab (SEQ ID NO: 445)

tcatcgATGAATATACATACATACCATCAT

mMiORF319abam3 (SEQ ID NO: 446)

tccggatccTCTAAAAGCTAAAGTGATTCTA
AA

AtmiR319cla5 (SEQ ID NO: 447)

tcatcgAGAGAGAGCTTCCTTGAGTC

AtmiR319bam3 (SEQ ID NO: 448)

tccggatccAGAGGGAGCTCCCTTCAGT

AtmiR165cla5 (SEQ ID NO: 449)

tcatcgGTTGAGGGGAATGTTGTCTG

AtmiR165bam3 (SEQ ID NO: 450)

tccggatccGTTGGGGGGGATGAAGCC

AtmiR165muorfocla (SEQ ID NO: 451)

tcatcgAT GAGGGTTAAGCTATTTCAGT

AtmiRI65muorf3bam (SEQ ID NO: 452)

tccggatccTAATATCCTCGATCCAGACAAC

miR171bg5 (SEQ ID NO: 453) CGCCTCAATTTGAATACATGG
miR171bg3 (SEQ ID NO: 454) ACGCGGCTCAATCAAACTAC
pre-miR171bq5 (SEQ ID NO: 455) GCACTAGCTGGTTTCATTATTCC
pre-miR171bq3 (SEQ ID NO: 456) TTGCAAAATTTGGAGAGCCTA
miR171eq5 (SEQ ID NO: 457) AAGCGATGTTGGTGAGGTTC
miR171eq3 (SEQ ID NO: 458) CGGCTCAATCTGAGATCGTAT
miR169dq5 (SEQ ID NO: 459) GGGCGGTGAGATTAACAAAA
miR169dq3 (SEQ ID NO: 460) CCTGCCGGAAATGAAACTAA

miORF171e2Cla5 (SEQ ID NO: 461)

tcatcgATGATGGTGTTTGGGAAGCC

mMiORF171e2bam3 (SEQ ID NO: 462)

tccggatccTACATGTAAATCCGTCTTCGG

MiORF171b5'AGG (SEQ ID NO: 463)

AGGCTTCTTCATAGGCTCTCC

miR171e5'Xho (SEQ ID NO: 464)

TCAGTCCGCTCGAGGAATAAGTGAATAT
TATCGATATTT

miR171e3'Not (SEQ ID NO: 465)

AAGGAAAAAAGCGGCCGCAAAGTGATA
TTGGCGCGGCT

171b desordenado F bis (SEQ ID NO: 466)

TAGCATGTTATTACACCGCTTAAGTAAG
TTCTGTAAGATAGAGCGCGATATTGTTT
ACATTAGCTAG

171b desordenado R bis (SEQ ID NO: 467)

CGTACTAGCTAATGTAAACAATATCGCG
CTCTATCTTACAGAACTTACTTAAGCGG
TGTAATAACAT

PromiORF171bl ATG BsalR (SEQ ID NO: 468) 2aaaGGTCTCgCCATAAGCATAGTGGAAT

AATGAAACC

PromiORF171b2 ATG BsalR (SEQ ID NO: 469) aaaaGGTCTCgCCATTTCCATACCTGAATT

TCTCCTT

PromiORF171b6 ATG Bsal R (SEQ ID NO: 470) aaaaGGTCTCgCCATCTTCATCCTCAATAT

CCTAATTC

87




10

ES 2983744 T3

(continuacién)

171b de fusién con GFP sin ATG Bsal R (SEQ ID
NO: 471)

aGGTCTCgACACAGATATATATACTATGT
CTCTTTCAATTTTGC

Pro171b de fusién con Transcripcién GUSpPEX
Bsal R (SEQ ID NO: 472)

aaaGGTCTCgCCATGACCATTTTCCCACG
AATATG

Pro171b de fusién con ATG1 GUSpPEX sin ATG
Bsal R (SEQ ID NO: 473)

aaGGTCTCgACACAAGCATAGTGGAATA
ATGAAACC

Pro171b de fusién con Traduc GUSpPEX Bsal R
(SEQ ID NO: 474)

aaGGTCTCgACACAGATATATATACTATG
TCTCTTTCA

171b Ncol F (SEQ ID NO: 475)

Gaattcctgeccatggtttteg

171b Ncol R (SEQ ID NO: 476)

Cgaaaaccatgggcaggaattc

171b Aflll F (SEQ ID NO: 477)

cagtcccgacttaagctcaatac

171b Aflll R (SEQ ID NO: 478)

gtattgagcttaagtcgggactg

171b genémico Bsal F (SEQ ID NO: 479)

2aaGGTCTC C TAGC
TTGGTCAAACATACATACAGTAGCACTA
G

171b genémico Bsal R (SEQ ID NO: 480)

aaaGGTCTCgCGTAAAATTGTACTGATTG

AATGTAAATTGGTACAC
AthmiORF160b F (SEQ ID NO: 481) TAGCATGTTTTCCCCTCAATGA
AthmiORF160b R (SEQ ID NO: 482) cgtaTCATTGAGGGGAAAACAT

AthMIR160b Bsal F (SEQ ID NO: 483)

aaaGGTCTCcTAGCACTCATAACTCTCCCC
AAATTC

AthMIR160b Bsal R (SEQ ID NO: 484)

aaaGGTCTCgCGTAGAAAGAATGTTCGAA
AAACAATG

pro 165a Bsal F (SEQ ID NO: 485)

aGGTCTCCAAAT catgaagcaggcagtaataacct

165a muORF tagHA Bsal R (SEQ ID NO: 486)

aGGTCTCgCGTActaAGCGTAATCTGGAAC
ATCGTATGGGT Ataatatcctcgatccagacaac

165a de fusién con transcripcién Bsal R (SEQ ID
NO: 487)

aGG TCTC gecatagtggeggagacgaagatg

165a de fusién con traduc Bsal R (SEQ ID NO: 488)

aGGTCTCgccattaatatecctcgatccagacaac

pro 165a Bsal F (SEQ ID NO: 489)

aGGTCTCCAAATtaaactgtcagtgcatggatgt

165a de fusiéon con GTG Bsal R (SEQ ID NO: 490)

aGGTCTCgACACattcacaaatttttgttgtagagag

165a de fusion con GTGMutGTT Bsal R (SEQ ID
NO: 491)

aGGTCTCgACACattaacaaatttttgtigtagagag

165a de fusiéon con CTG Bsal R (SEQ ID NO: 492)

aGGTCTCgACACtagcagattcacaaatttttgttg

165a de fusion con ATG Bsal R (SEQ ID NO: 493)

aGGTCTCgACACcctcatgataatcgatcttagea

B: Analisis de los miPEP en los animales

Ejemplo 4 - Identificacién de miPEP candidatos en la droséfila

a) ldentificacién de miPEP candidatos

Un primer estudio realizado por RACE-PCR en el modelo animal Drosophila melanogaster muestra la existencia
de miR que se expresan a lo largo de la embriogénesis, miR1 y miR8.

Como en las plantas, se ha identificado miORF en cada uno de los dos miR estudiados. Por ejemplo, el miR8,
conocido por su papel en la regulacién del crecimiento de insectos, presenta una miORF que potencialmente

codifica el miPEPS.

El DmmiR1 (identificado en Drosophila melanogaster) presenta por su parte dos DmmiORF que posiblemente

codifican el DmmiPEP1a y el DmmiPEP1b.

Un andlisis filogenético muestra la conservacién evolutiva de la presencia de las miORF a través unas doce
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especies de droséfila analizadas, es decir desde su divergencia hace més de 60 millones de afios (Figura 13).

Asimismo, los miPEP identificados en droséfila presentan muchas similitudes con los miPEP de plantas. Si su
secuencia primaria y por tanto su tamafio evolucionan rapidamente entre especies, se encuentra un tamafio
reducido (de 32 a 104 aa), asi como una fuerte conservacién por una carga global basica (pHi de 9,5 a 12)
(Figura 14).

El conjunto de estos resultados indican por tanto la existencia de miPEP reguladores, codificados por las
transcripciones primarias de los microARN, a través de un gran intervalo de especies eucariotas. Estos péptidos
descubiertos representan un depésito aun sin explorar de moléculas naturales, susceptibles de regular una
variedad de funciones biol6gicas fundamentales, también tanto en los vegetales como en los animales.

b) Expresién de los miPEP

Unas células de Drosophila melanogaster se transfectaron para que sobre expresaran el DmmiPEPS (a partir
de la SEQ ID NO: 494) o bien el DmmiPEP8 mt en el que los codones de inicio de la traduccion se han mutado
(a partir de la secuencia SEQ ID NO: 495). Como control de la transfeccidn, se cotransfecté un plasmido que
producia la proteina moesina-RFP con los plasmidos codificantes de los DmmiPEP8 y DmmIPEP 8 mt. Se
constata que los codones de inicio presentes en la secuencia de DmmiPEPS8 son funcionales ya que permiten
la sintesis de una proteina de fusién miPEP-GFP visualizada por la GFP mientras que la construcciones
mutadas en los ATG no producen casi nada de GFP.

Estos resultados sugieren por tanto que la ORF del miPEP es funcional (Figura 38).

Materiales y procedimientos

Células de Drosophila melanogaster

Las células S2 se cultivan en un matraz T75 en 12 ml de medio de Schneider (GIBCO), que contenia un 1 %
de penicilina, 100U/ml de estreptavidina a 100 mg/ml (Sigma) y 10 % de suero bovino fetal sin complemento
(30"'a 56 °C).

Se llevan a cabo transfecciones transitorias con la ayuda de un kit de transfeccién FUGENE® HD (Roche),
segln sus recomendaciones. De la manera habitual, 1,5 millones de células S2, previamente sembradas en
placas de 6 pocillos (3 ml de medio por pocillo), se transfectan con 250 ng de ADN plasmidico total. EI ADN se
pone en contacto con el Fugene (3 pl) en 100 pl de OPTIMEM (GIBCO). Después de 20 minutos, el reactivo
de transfecciéon se pone en contacto con las células en el medio de cultivo. EI ARN de las células se extrae
66 h después de la transfeccién.

Clonacién de los fragmentos codificantes de DmmiPEP8 y DmmiPEP8. mutado

Los fragmentos de ADN correspondientes a las secuencias del DmmiPEP8 (SEQ ID NO: 494)y del DmmiPEP8
mutado en los codones de inicio (SEQ ID NO: 495) se amplificaron por PCR para clonarse en fase con la GFP
en un plasmido pUAS. Las células de insecto S2 se cotransfectaron con una mezcla de plasmidos (relacién
1/1/1, 300 ng en total) que codifican el DmmiPEP8::GFP o su versién mutada DmmiPEP8 mt::GFP, un pACT-
GAL4 que permite su sobreexpresién por medio del factor de transcripcién GAL4 producido bajo el control del
promotor de actina y de un vector de expresién que codifica la proteina moesina-RFP utilizada como control de
la transfeccién, esta también se coloca bajo el control del promotor de activa. 48 h después de la transfeccién,
las células se fijaron durante 10 min afiadiendo, al medio de cultivo final, formaldehido al 4 % (p/v). A
continuacién, las células se aclararon 2X con PBS1X y se montaron en portaobjetos para observarlas al
microscopio (Leica SPE).

Tabla 9. Secuencias clonadas

CGCACACACACACACACACAATCACTCACACGCGGTCACAC |[SEQID NO: 494
GCACATTTCAATAAACTAATGGAGCCTGGCTTTGTTTTTGTT

TTATTTCCAACCCACTTGAGCACACAGCACACACAGAGAGA

AAAATCAATACTCGTTATGGGATTAAATTTACAAAGCGCAA

AGCAAAGCGACAAACAAAATTCAAAAGAAAGAAAAAAAAA
CACTCAAATAAACTCACAAAGAATTCCTTATCGCCAAGGGG

GCCAATGTTCTAAGGTTCTTTCGCCT
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CGCACACACACACACACACAATCACTCACACGCGGTCACAC SEQ ID NO: 495
GCACATTTCAATAAACTAAGTGAGCCTGGCTTTGTTTTTGTT
TTATTTCCAACCCACTTAAGCACACAGCACACACAGAGAGA
AAAATCAATACTCGTTAGTGGATTAAATTTACAAAGCGCAA
AGCAAAGCGACAAACAAAATTCAAAAGAAAGAAAAAAAAA
CACTCAAATAAACTCACAAAGAATTCCTTATCGCCAAGGGG
GCCAATGTTCTAAGGTTCTTTCGCCT

C: Caracterizacién de los miPEP en el ser humano

Ejemplo 5 - Caracterizaciéon del HsmiPEP155

Los fragmentos de ADN de interés (el HsmiPEP155 y el miPEP mutado) se sintetizaron o amplificaron por PCR
con la ayuda de los cebadores especificos, después se clonaron con la ayuda de las enzimas Xhol y Notl en
un plasmido pUAS que permite su sobreexpresién mediante el factor de transcripcion GAL4 cuya expresién
esta controlada por un fuerte promotor constitutivo.

Las diferentes construcciones se llevaron a cabo por amplificacién con PCR sobre el ADN genémico de células
Hela, o por RT-PCR sobre los ARN totales de células humanas L428. Las enzimas de restriccién Hindlll/EcoRl
digirieron los fragmentos de PCR amplificados y después se clonaron en el vector pcDNA3.1. La cepa de
Escherichia coli DH5a se someti6 a electroporacién y después se cultivd en un medio sdélido
(2YT+agar+ampicilina). EI ADN plasmidico de diferentes clones se prepar6é de esta manera y se secuencié
para su verificacion. Las construcciones se prepararon inmediatamente con la ayuda del QlAfilter Plasmid Midi
kit (QIAGEN) y se conservaron a -20 °C.

Las células Hela (linea tumoral establecida, ATCC CCL-2.2) se cultivaron en placas de 6 pocillos en medio
completo [(DMEM (1x) + Glutamax + 4,5 g/l de glucosa sin piruvato + 1x Penicilina/Estreptomicina + piruvato-
Na 1 mM + suero bovino al 10 %] y se colocaron en una incubadora a 37 °C y con CO2 al 5 %.

Las células se transfectaron cuando alcanzaron una confluencia del 50 %. Al principio del experimento, el medio
completo que contenia los antibiéticos se remplazé por medio completo sin antibiéticos.

En cada pocillo, se prepar6é una mezcla A [250 pl de Optimem (+Glutamax) (Gibco) + 2 uyg de ADN] y una
mezcla B [250 pl de Optimem + 4 ul de Lipofectamina 2000 (Invitrogen)], dejandolo 5' a temperatura ambiente.
Después la mezcla B se mezcld con la mezcla A gota a gota, y se dejé incubar 25' a temperatura ambiente. La
mezcla se deposité entonces en el pocillo, gota a gota. 4-5 horas después, el medio se cambié y se remplazd
por medio completo con antibiéticos. 48 horas después de la transfeccién, las células se detuvieron. El medio
se aspird y se eliming, las células se aclararon con PBS 1x. Entonces es posible almacenar las células a-20 °C
o extraer directamente los ARN totales.

En cada pocillo, los ARN se extraen depositando 1ml de Tri-Reagent (Euromedex) sobre las células. Se aspird
y verti6 varias veces el Tri-reagent con el fin de lisar correctamente las células, y después se transfirieron a un
tubo de 1,5 ml. Se afiadieron 0,2 ml de cloroformo saturado en agua. Se mezcl6 por agitado, y después se dejd
2 a 3 minutos a temperatura ambiente. Se centrifugd 5 minutos a 15300 rpm y a 4 °C. La fase acuosa se
precipité con 0,5 ml de isopropanol después de una incubacién de 10 minutos a temperatura ambiente y una
centrifugacién de 15 minutos a 15300 rpm y a 4 °C. El sobrenadante se eliminé y el sedimento se aclard con
1 ml de etanol al 70 % y se centrifugé 5 minutos a 15300 rpm a 4 °C. De nuevo se eliminé el sobrenadante y el
sedimento se secd unos minutos al aire.

Con el fin de eliminar la mayor cantidad posible de ADN gendémico potencialmente restante, los ARN se trataron
con una DNasa. Para esto, el sedimento se resuspendié en 170 pl de agua ultrapura, 20 pl de tampén de
DNasa 10x y 10 pyl de DNasa exenta de RNasa RQ1 y durante 30 minutos se puso a 37 °C. Después, se
afladieron 20 ul de SDS al 10 % y 5 pl de proteinasa K (20 mg/ml) durante 20 minutos a 37 °C.

Se realizé una Gltima extraccién en fenol con 225 ul de una mezcla de Fenol/H>O/Cloroformo, y se centrifugé
durante 5 minutos a 15300 rpma 4 °C.

La fase acuosa se precipité entonces con 20 pl de Acetato Sédico 3 M y 600 pl de etanol al 100 % durante 20
minutos a -80 °C. Después, se centrifugé 15' a 4 °C a 15300rpm. Se eliminé el sobrenadante. Se aclaré el
sedimento en 1 ml de etanol al 70 %, se centrifugd 5' a 15300 rpm, a 4 °C, se eliminé de nuevo el sobrenadante
y se dejé que el sedimento se secara unos minutos al aire.

A continuacién, el sedimento se recogi6é en 15-20 pl de agua ultra pura y se midieron los ARN.
Después, los ARN totales 10-15 ug se analizaron por transferencia de Northern sobre un gel de acrilamida al

15 % [solucién de acrilamida-/bis-acrilamida al 40 %, relaciéon 19:1], 7 M de urea en TBE 1x. La migracién se
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llevé a cabo a 400V, en TBE 1x como tampén de migracién, después de haber precalentado el gel. A
continuacién, los ARN se electrotransfirieron sobre una membrana de nailon Biodyne Plus de 0,45 pm, durante
2 horas, a 1V y 4 °C en una camara de transfeccién. Al final de la transfeccion, la membrana se irradié con UV
a 0,124 J/cm2. A continuacién, la membrana se prehibridé en un tampén 5xSSPE, 1xDenhardt, SDS al 1 % y
150 pg/ml de ARNt de levadura, 1 hora a 50 °C en un horno de hibridacién. Después, se afiadid la sonda
nucleotidica marcada en 5' con y->2P-ATP (de 0,5 a 1,10° cpm/ml de tampdn de hibridacion) y se hibridé durante
la noche a 50 °C. Después, la membrana se lavd 2 veces en 0,1xSSPE/SDS al 0,1 % a temperatura ambiente
y se expuso en un casete de autorradiografia que contenia una pantalla BioMax HE (Kodak) y una pelicula
BioMax MS (Kodak), para detectar un microARN, durante 24-48 horas, a -80 °C.
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REIVINDICACIONES

1. Procedimiento para detectar e identificar un micropéptido (miPEP) codificado por una secuencia de
nucleétidos contenida en la secuencia del transcrito primario de un microARN (miR), que comprende:

a) una etapa de deteccién de un marco de lectura abierto de 12 a 303 nucleétidos contenido en la secuencia
del transcrito primario de dicho miR, luego
b) una etapa paso de comparacién entre:

- el fenotipo de una planta que expresa dicho miR,

en presencia de un péptido codificado por una secuencia de nucleétidos idéntica o degenerada con
respecto a la de dicho marco de lectura abierto, estando dicho péptido presente en la planta
independientemente de la transcripcidn del transcrito primario de dicho miR, y

- el fenotipo de la misma planta que expresa dicho miR en ausencia de dicho péptido,

en el que, un cambio en el fenotipo de la planta en presencia de dicho péptido en comparacién con el fenotipo
de la planta en ausencia de dicho péptido indica la existencia de un miPEP codificado por dicho marco de
lectura abierto.

2. Procedimiento para detectar e identificar un miPEP segUn la reivindicacién 1, en el que el cambio de fenotipo
de dicha planta en presencia de dicho péptido es consecuencia de una modulacién de la acumulacién de dicho
miR por dicho péptido.

3. Procedimiento para detectar e identificar un miPEP segun la reivindicacién 2, en el que la modulacién de la
acumulacién de dicho miARN es una disminucién o un aumento de la acumulacién de dicho miR, en particular
un aumento.

4. Procedimiento para detectar e identificar un miPEP segln cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que
la presencia del péptido en la planta resulta:

- de la introduccién en la planta de un acido nucleico que codifica dicho péptido, o
- de la introduccién en la planta de dicho péptido.

5. Procedimiento para detectar e identificar un miPEP segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que
dicho marco de lectura abierto de la etapa a) esta contenido en la parte 5' o 3' de dicho transcrito primario del
miR, preferentemente en la parte 5'.

6. Procedimiento para detectar e identificar un miPEP segln cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en el que
dicha planta se elige entre: Arabidopsis cebennensis, Arabidopsis helleri, Arabidopsis lyrate, Arabidopsis
thaliana, Brassica carinata, Brassica juncea, Brassica napus, Brassica oleracea, Brassica rapa, Capsella
rubella, Carica papaya, Eucalyptus grandis, Glycine max, Gossypium raimondii, Medicago sativa, Medicago
truncatula, Nicotiana benthamiana, Oryza sativa, Physcomitrella patens, Solanum lycopersicum, Solahum
melongena, Solanum tuberosum, Thellungiella halophila 'y Zea mays.

7. Procedimiento para detectar e identificar un miPEP segln cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en el que
dicho miR en dicha planta utilizada en la etapa b) es de origen endégeno.

8. Procedimiento para detectar e identificar un miPEP segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en el que
dicho miR en dicha planta utilizada en la etapa b) es de origen exégeno, conteniendo dicha planta un vector
que permite la expresiéon de dicho miR.

9. Procedimiento para detectar e identificar un miPEP segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, en el que
el fenotipo observado se elige entre:

- el tamafio, la superficie, el volumen, la masa y el nimero de hojas;
- el tamafio y el nimero de flores;

- el tamafio del tallo o escapo floral;

- la longitud y el nimero de raices;

- la precocidad de la germinacion;

- la precocidad de la brotacion;

- la precocidad de la induccién floral o de la transicién floral;

- nuevamente el nimero de células;

- resistencia al estrés hidrico; y

- resistencia a enfermedades infecciosas.
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10. Uso de una composicién que comprende al menos:

- un miPEP,
- un &cido nucleico que codifica dicho miPEP, o
- un vector que contiene dicho acido nucleico,

como agente fitofarmacéutico,

- promover el crecimiento y/o el desarrollo de las plantas, en particular para la modulaciéon de los
parametros fisiolégicos de una planta, en particular la biomasa, la superficie de las hojas, la floracién, el
tamafio de los frutos; o

- prevenir o tratar enfermedades de las plantas, en particular promover la resistencia a las enfermedades
infecciosas,

teniendo dicho miPEP:

- un tamafio de 3 a 100 aminoacidos, preferentemente de 4 a 20 aminoacidos;

- una secuencia peptidica idéntica a la codificada por una secuencia de nucleétidos contenida en el
transcrito primario de un microARN que regula la expresion de dicho gen; y

- que es capaz de modular la acumulacién de dicho miR,

aplicAndose dicha composicién mediante pulverizacién foliar.

11. Uso de una composicién segln la reivindicacidén 10, en el que dichas plantas se eligen entre: Arabidopsis
cebennensis, Arabidopsis helleri, Arabidopsis lyrate, Arabidopsis thaliana, Brassica carinata, Brassica juncea,
Brassica napus, Brassica oleracea, Brassica rapa, Capsella rubella, Carica papaya, Eucalyptus grandis, Glycine
max, Gossypium raimondii, Medicago sativa, Medicago truncatula, Nicotiana benthamiana, Oryza sativa,
Physcomitrella patens, Solanum lycopersicum, Solanum melongena, Solanum tuberosum, Thellungiella
halophila'y Zea mays.

12. Uso de una composicién segun la reivindicaciéon 10 u 11, en el que dicho miR se elige del grupo de miR
que consiste en: miR155, miR156a1, miR156a2, miR156a3, miR156¢1, miR156¢2, miR156e1, miR156f1,
miR157¢, miR157d, miR159a, miR159a1, miR159b1, miR159b2, miR160a1, miR160b1, miR160b2, miR160c,
miR161, miR162a1, miR162b1, miR163-1, miR163-2, miR164a1, miR164a1, miR164a2, miR164a2, miR164a3,
miR164b, miR165a, miR166a, miR166b, miR166c, miR166d, miR167a, miR167b1, miR167b2, miR169a,
miR169¢1, miR169¢c2, miR169d, miR169h, miR16911, miR169n, miR170, miR171a1, miR171b, miR171b1,
miR171b2, miR171¢c1, miR171e, miR171h, miR172a1, miR172a3, miR172b1, miR172c1, miR172e1,
miR172e2, miR172e3, miR1a, miR1b, miR319a, MmiR319a, miR319a1, miR319a2, miR319b1, miR394a1,
miR395¢1, miR395e1, miR396a, miR397b1, miR398c1, miR399b, miR399c, miR399d1, miR403, miR447a1,
miR447a2, miR447b1, miR447b2, miR447c y miR8.

13. Uso de una composicién segln cualquiera de las reivindicaciones 10 a 12, en el que dicho miR se elige del
grupo de miR que consiste en:

- SEQ ID NO: 282 a SEQ ID NO: 352;
- SEQ ID NO: 412 a SEQ ID NO: 423; Y
- SEQ ID NO: 427,

en particular seleccionandose dicho miR del grupo de miR que consiste en: SEQ ID NO: 295, SEQ ID NO: 305,
SEQ ID NO: 324, SEQ ID NO: 340, SEQ ID NO: 344, SEQ ID NO: 357, SEQ ID NO: 358 y SEQ ID NO: 427.

14. Uso de una composicién seguln cualquiera de las reivindicaciones 10 a 13, en el que dicho miPEP se elige
del grupo de péptidos que consiste en:

- SEQ ID NO: 1a SEQ ID NO: 101,
- SEQID NO: 375 a SEQID NO: 386; y
- SEQ ID NO: 424,

en particular seleccionandose dicho miPEP del grupo de péptidos que consiste en: SEQ ID NO: 14, SEQ ID
NO: 24, SEQ ID NO: 43, SEQ ID NO: 59, SEQ ID NO: 63, SEQ ID NO: 76, SEQ ID NO: 77 y SEQ ID NO: 424.

15. Uso de una composicién segun cualquiera de las reivindicaciones 10 a 14, en el que dicho &cido nucleico
que codifica dicho miPEP se elige del grupo de acidos nucleicos que consiste en:
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- SEQID NO: 105 a SEQID NO: 205;
- SEQID NO: 387 a SEQID NO: 399; y
- SEQ ID NO: 425,

dicho acido nucleico que codifica dicho miPEP se selecciona del grupo de acidos nucleicos que consiste en:
5 SEQ ID NO: 118, SEQ ID NO: 128, SEQ ID NO: 147, SEQ ID NO: 163, SEQ ID NO: 167, SEQ ID NO : 180,
SEQ ID NO: 181 y SEQ ID NO: 425.
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FIGURA 10
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FIGURA 23
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FIGURA 24
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FIGURA 27
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